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INTRODUCCION

Musa spp. & Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1 >

Figura 1. sintomas de la fusariosis.
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bananos que se consumen en el planeta
son producidos en Ecuador

Las exportaciones de banano le dan a Ecuador mas de USD 3 mil millones,

esta cifra representa las exportaciones en conjunto de Bélgica, Costa Rica y Colombia.

Revista Ekos, (2019)
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(Revista Ekos, 2019) (Rojas Miranda, 2018).



RNA de interferencia >

Figura 2. Mecanismo de accién del RNA..
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(Setten et al., 2019)

INTRODUCCION
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proteina Dicer y TRBP.
\

' "\
3. Se induce la formacion del

complejo de carga (Ago 2).
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5. Se silencia el mMRNA que se

complementa.
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6. Ago2 escinde eficientemente el
mRNA objetivo
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INTRODUCCION

Gen y proteina Velvet >

Figura 3. Familia de la proteina Velvet. Figura 4. Crecimiento y desarrollo de Foc.
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Biologia Sintética >

Tabla 1: Partes del plasmido usado para producir dsRNA de Agrobactory 593.

Coleccion

Base de datos

Partes/mdédulos Agrobactory 593 Descripcion ‘GEM
Plasmido pSB1C3 con partes pSB1C3
Backbone PSBIC3_AS93 disefiadas por Agrobactory 593. iIGEM/Part
Sitios de Bgl Il Bgl Il (5FAGATCT 3)
restriccion Kpn | Kpn | (6°FGGTACC3)
dsRNA destinado dsRNA destinado a silenciar el gen
CDS al gen Velvet diana Velvet a través de RNAI. BBa k3893001
Promotor Promoter T7 El promotor T7_es el sitio especifico BBa 1712074
para la RNA polimerasa T7. —
RBS RBS2 RBS basado en el represor elowitz. BBa_B0034
Shine-Dalaarno Secuencia corta de 9 pb que facilita la
SD ga interacciéon del ribosoma con el BBa K3893000
for E. coli
MRNA.
Terminador rpoC Unién de dos terminadores para evitar BBa K3893006
rnpB_T1 RNA inespecificos BBa_K3893007
Primers Forward Primers enfocados a identificar la BBa G00100
Reverse unién de CDS al backbone. BBa_G00101
Resistencia CmR Cloranfenicol

(Agrobactory 593, 2019)

INTRODUCCION

Figura 5. Plataforma modular Agrobactory 593.
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http://parts.igem.org/Part:pSB1C3
https://espeedu-my.sharepoint.com/personal/agcornejo_espeedu_onmicrosoft_com/Documents/9no/TESIS/02.TESIS%20JEFF/2021.igem.org/Team:Ecuador/Part_Collection
http://parts.igem.org/Part:BBa_K3893001
http://parts.igem.org/Part:BBa_I712074
http://parts.igem.org/Part:BBa_B0034
http://parts.igem.org/Part:BBa_K3893000
http://parts.igem.org/Part:BBa_K3893006
http://parts.igem.org/Part:BBa_K3893007
http://parts.igem.org/Part:BBa_G00100
http://parts.igem.org/Part:BBa_G00101

OBJETIVOS

Objetivo General

Ensamblar un plasmido para la produccion de RNA de
Interferencia para el silenciamiento del gen Velvet en Fusarium

oxysporum f. sp. cubense raza 1 (Foc R1).
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OBJETIVOS

Objetivos Especificos

Obtener un BioBrick del gen Velvet compatible con ensamblaje de
restriccion y ligacion.

Ensamblar el plasmido para la produccion de dsRNA mediante
técnicas de restriccion y ligacion.

Transformar Escherichia coli cepa HT115 con el plasmido ensamblado
para producir dsRNA objetivo.




HIPOTESIS

H,. La variacion en el tiempo de shock térmico en el protocolo de transformacion de células
competentes no influye significativamente en la eficiencia de transformacion de Escherichia coli

cepa HT115 con el plasmido ensamblado.

H;: La variacion en el tiempo de shock térmico en el protocolo de transformacion de células
competentes si influye significativamente en la eficiencia de transformacion de Escherichia coli

cepa HT115 con el plasmido ensamblado.
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MATERIALES Y METODOS

DHS5a Primers Gen Velvet: PCR de colonias y electroforesis
Foc R1 3smid dsRNA_Velvet _F2 (PF) = -
plasmida dsRNA_Velvet_R2 (PR) "= . -
— GoTaq — Promega
> | DreamTaqg— TFC
- 4 [ % Primers Plasmido: Agarosa
o BBa_G00100 (PF)
' . BBa_G00101 (PR) T T
- e Agar LB+Clor Agar LB+Clor

Extraccion de RMA,

retrotranscripcion Extraccion de

_

y PCR overhang plasmido
1" socC o) soc 1"
GoSerp™ - Promega Do acalna cc.Topo | | C.C. HT115
DrgamTaq - Tgc PureLink™ - TFC s g L.
j=
[1.1]
CCMB80 2| CCMBS8O
L]
=
Velvet pSB1C3_A593+ERG11 1 & f
I o FastDigest™ (Kpnl & Bglll) - TFC
: . . . L Wizard® - Promega
Digestion, purificacion y Ligacion T4 DNA Ligase - TFC »SB1C3_A593+Velvet

Células competentes y transformacion
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RESULTADOS

Extraccion de RNA, cDNA, PCR overhang, Extraccion de plasmido >
< e

TR Ny Figura 6. Gel de electroforesis con el amplicon Velvet
y el pSB1C3_A593+ERG11.

Tabla 2: Partes del plasmido usado para producir dsSRNA de Agrobactory 593.

Proceso Muestra Resultados Observaciones
Siembra en PDB Foc R1 Crecimiento del hongo 1 contaminacion
Extraccion de RNA Foc R1 en PDA 8 ng/uL AAZZZ%IIZZ:;%; llgf
Retrotranscripcion RNA total 863,3 ng/uL ﬁgggﬁgg: 122
PCR overhang cDNA Amplicén del gen Velvet S:EIZIQ:\\;EII\\//;::;:E
Extraccion de plasmido l;%i?n?doon 27 ng/pL
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RESULTADOS Y DIS

Tabla 3: Digestion, purificacion y ligacion.

Digestion, Purificaciéon, Ligacion >

Secuencia pb
Figura 7. Restriccion con Kpnl y Bglll del plasmido pSB1C3_A593+ERG11 y del amplicén PSB1C3_A593+ERG11 2857
del gen Velvet. pSB1C3_A593 digestado con 2386
» Kpnly Bglll 471
Gen Velvet 1221

Amplicdn del gen Velvet 548

Amplicon del gen Velvet

digestado con Kpnly Bglll 540

Figura 8: PCR de Ligados y Electroforesis.
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RESULTADO

Células Competentes, Transformacion, PCR de colonias >

Tabla 4: Células competentes, transformacién y PCR de colonias. . .
P ' y Figura 9. PCR de colonias.

Proceso Muestra Resultados o guiel - Lo
(adls fclloflefeflofnfi]
Células competentes E. Coli One Shot Se obtuvo células R : :
P TOP10y HT115 competentes -
:
Transformacion C.C.TOP10, L3 ET: 6,8x10" UFC/ug
Extraccién de Plasmido CTO, CT3 34,0 ng/ul
L C.C. HT115, . A
Transformacion H1 DSB1C3. A593+Velvet ET: 2,5x10™M UFC/ug
1000 pb
Tabla 5: PCR de colonias y primers usados.
Resultados 500 pb
Proceso Muestra
TOP 10 HT115
: BBa_G00100
PCR de colonias BBa_G00101 B&C F
. dsRNA_ Velvet F 2
PCR de colonias dsRNA Velvet R_2 D&E G
dsRNA_ Velvet F 2
Control - dsRNA_Velvet R_2 H
dsRNA_Velvet F 2
Control + dsRNA Velvet R 2 '
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(Bergkessel & Guthrie, 2013) (Morales et al., 2007)




RESULTADOS Y DISCUSION

Diseio experimental >

Tabla 9. Eficiencia de transformacion de E. coli cepa HT115.

Tratamientos, tiempo de shock térmico (t)

ne 30s (UFC/ug) 45s (UFC/ug) 60s (UFC/ug)

1 0,0 15735,3 5735,3

t = 30 segundos
2 147,1 11911,8 6470,6
3 6470,6 16617,6 3382,4

. Eficienciade
Tratamientos transformacion 4 0,0 20735,3 9117,6
Tiempo de shock t = 45 segundos (ET)
, . 5 0,0 9264,7 6176,5
térmico
6 0,0 4705,9 147,1
Control (-) 0 0 0

t = 60 segundos Promedio 1102,9 13161,8 5171,6
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RESULTADOS Y DISCUSION

ANOVA y Test de Duncan >

Figura 10. Gréfica de barras del promedio de la eficiencia de transformacion por

Tabla 7: ANOVA de la eficiencia de transformacién de células E. coli HT115. X
tratamiento.

F.v. G.L S.C. c.M. F Fa p-valor Eficiencia de transformacion
TRATAMIENTO 2 451624375,24 225812187,62 13,78 3,68 0,0004 4
16000,001 1,3x10 g
ERROR 15 245800893,89 16386726,26 L
Total 17 697425269,13 14000,007 5
12000,004
=
=]
@
E  10000,004
2
Tabla 8: Test de Duncan de los tratamientos. § UFC
= 2000,00 5,1x10% ——
' ng
a
Tratamiento Medias N E.E. @ O
30s 1102,94 6 1652,61 A @ ©000,007 A
=
60s 5171,57 6 1652,61 A W s UFC
4000,00 11x10°——
45s 13161,76 6 1652,61 B ' Hg
2000 004
A
|:|.|:||:| T T T 1
0= Gls 458
Tiempo de shock Térmico
(Promega, 2022) (Thermo Fisher Scientific, 2018) (Gomez Arias et al., 2018) i‘;) LIJ:':f':sn'gf:NDEBL:fAFLﬁ“Z;;SB:T“E":':?f

(Moreno, 2018) (Pope & Kent, 1996)
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