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INTRODUCCION .

. Planta herbacea monocotiledénea, perenne
Figura 2. Racimo de banano
. Pertenece a la familia de las musaceas
‘ Cultivo en regiones tropicales y subtropicales

Banano

Figura 1. Planta de banano

En 2018, Ecuador cubre el 34% de las exportaciones de
banano en el mercado mundial

S
www.importacionesecuador.com.ec

-
6,6 millones de toneladas exportadas (\,ﬁé) E S p E
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INTRODUCCION

-marchitamiento por Fusarium

Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) —» - = @ Panama

Figura 3. Crecimiento de Foc TR4 Figura 4. Infeccion de Foc Figura 5. Mapa de distribucion de Foc TR4

“Nicaragua i w

Estructuras de supervivencia: microconidios,
macroconidios y clamidosporas

‘ De facil propagacién
. Alerta fitosanitaria debido a su dispersion
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INTRODUCCION

Biologia sintética

SGE1 RNA de interferencia

Ensamblaje

= ... OSSN
mecanismo de silenciamiento
e a nivel postranscripcional
= a==N
dsRNA == siRNA
L L
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OBJETIVOS

Objetivo general

Ensamblar un plasmido para la produccion de RNA de interferencia para el silenciamiento del

gen SGE1 en Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1 (Foc R1).

Objetivos especificos

*Obtener un biobrick del gen SGE 71 mediante 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.
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HIPOTESIS

Existe una diferencia significativa en la eficiencia de transformacion de
Escherichia coli con el plasmido PSB1C3_A593 + SGE71 cuando se varia

la temperatura de choque téermico.
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METODOLOGIA 11

Figura 6. Pasos para al obtencion del amplicon del gen SGE1

@ Amplicon del gen SGE7
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‘ PCR
Extraccion Transcripcion
Primer Secuencia
dsRNA_SGE1_F_2 5 -AAAAGATCTCCCTTTCCAAACAGGCC-3'
Foc R1
- Laboratorio de diagnostico molecular IDgen dsRNA_SGE1_R_2 5-AAAGGTACCCCGTGTTGAGCTTCCTC-3’

- Escuela Superior Politécnica del Litoral (ESPOL)
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METODOLOGIA

Figura 7. Pasos para el ensamblaje del cassette de expresion

@ Ensamblaje del cassette de expresion

Extraccién
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METODOLOGIA

Figura 8. Pasos para la transformacion

@ Transformacion bacteriana

O DNA 4 -
\ plasmidico 30 se0
— -// g *~
E— e ,L P ' 7 \’
g ‘ tu‘:"'-'il'.:tf )
Células Incubacién Shock Células S
competentes térmico transformadas

Calculo de la eficiencia de transformacion

# UFC
DNA sembrado (ug)

Eficiencia de transformacion =

Volumen sembrado (uL) X DNA plasmidico (ug)
Volumen de transformacion (uL)

DNA sembrado (ug) =

@ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA




RESULTADOS Y
DISCUSION

14

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN




RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccion de RNA Total
y transcripcion reversa

Figura 9. Crecimiento de Foc R1 en medio PDA

Concentracion de RNA Total = 8.3 ng/pL
Concentracion de cDNA = 873.3 ng/uL

(Zhang et al., 2021)

Overhang PCR

Figura 10. Producto de overhang PCR. A) Resultado in silico.
B) Electroforesis del amplicon.

A B

1kb SGE1 SGE1 C-

Overhang PCR del gen SGE1 [369-674] (324 bp)

AAAAGATCTCCCTTTCCAAACAGGéC

AAAAGATCTCCCTTTCCAAACAGGCCTGGAACATGGTAATGAGTACACCACTGTGCCCAGTGATGATGAGCGCCATCTGGTCGGTTCACTCGT

TTTTCTAGAGGGAAAGGTTTGTCCGGACCTTGTACCATTACTCATGTGGTGACACGGGTCACTACTACTCGCGGTAGACCAGCCAAGTGAGCA
dsRNA_SGE1_F_2 > [ dsRNA_SGE1

10 20 30 40 50 60 70 80 90

CGACTCGTACGACTTCAAGGAACAAGGACTGGTCAAGAAGACTATCAGCATCACATACCAAGGCGTGCCTCACCACCTCGTCAGTTACTACCA
GCTGAGCATGCTGAAGTTCCTTGTTCCTGACCAGTTCTTCTGATAGTCGTAGTGTATGGTTCCGCACGGAGTGGTGGAGCAGTCAATGATGGT
Z dsRNA_SGE1 I

T
100 110 120 130 140 150 160 170 180

TGTGGAAGACGTCAAGGCTGGACTTTTGCCTAGTCCTGTGGATGATCCCAGACTCCGCGGCGTCGTCCCTCGAACCGAGCTCCTGACAGGTCA
ACACCTTCTGCAGTTCCGACCTGAAAACGGATCAGGACACCTACTAGGGTCTGAGGCGCCGCAGCAGGGAGCTTGGCTCGAGGACTGTCCAGT
" dsRNA_SGE1

190 200 210 220 230 240 250 260 270

GAACTTCCGCGCCCCGATCGAGGAAGCTCAACACGGGGTACCTTT
CTTGAAGGCGCGGGGCTAGCTCCTTCGAGTTGTGCCCCATGGAAA

CTCCTTCGAGTTGTGCCCCATGGAAA

4 dsRNA_SGE1_R_2
dsRNA_SGE1 l
T
280 290 300 310 320
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RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccién de plasmido Ensamblaje de restriccion y ligacidn
Digestion
Figura 11. Tamafio del plasmido extraido. A) Mapa de plasmido Figura 12. Digestion del plasmido. A) Electroforesis virtual
usando Benchling. B) Electroforesis del DNA plasmidico. B) Electroforesis en gel de agarosa 1% C) Tamario de las

bandas obtenidas en Benchling en la digestion

Ladder Life 1 kb Plu:

Ladder 1

2259

pSB1C3_A593 + ERG11

2857 bp

~
°
x
o

C
100 bp
Verificati Start End Length Left Overhang Right Cutter Right Overhang
1223 1693 471 5 Kpnl 3
1694 1222 23RA ey Rl
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RESULTADOS Y DISCUSION 17

Reaccion de ligacion

Figura 13. Ensamblaje del plasmido in silico

Tabla 1. Tamario y concentracion de los
fragmentos después de la digestion

Tamano Concentracion
Vector 2386 pb 24 .59 ng/uL pSB1C3_A593 + SGE1
’ 2702 bp |
Inserto 316 pb 25,41 ng/ulL

dspy,
ASGE F psy conny A A
9ISRNA_sGE1_F_2 (DNN)

1250
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RESULTADOS Y DISCUSION

Transformacion bacteriana mediante shock térmico

Figura 14. Cultivo puro de E. coli Top 10 transformado
con el plasmido pSB1C3_A593 + SGE1 con resistencia
a cloranfenicol.

medio LB agar + cloranfenicol (25 ug/mL)

[ BBa...100 Sten loop rpB_T1

1I

Figura 15. Amplicon obtenido a partir de la PCR de colonia A)
Resultado in silico realizado en Benchling. B) Electroforesis

PCR de colonia

A PCR de colonia [925-1870] (946 bp) B £

rnp8_T1 PROMT7_F [

. Stem loop D
rpoC.T E. coli his operon terminator

Secuencia

BBa_G00100 5-TGCCACCTGACGTCTAAGAA-3’

|
BBa_G00101 5-ATTACCGCCTTTGAGTGAGC ¥ ago
I @ ESPE
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RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccion de plasmido Transformacion bacteriana en E. coli HT115
Figura 16. Electroforesis del plasmid plasmido Figura 17. Cultivo puro de E. coli HT115
pSB1C3_A593 + SGE1 extraido transformado con el plasmido ensamblado
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RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis estadistico

Figura 18. Temperatura de choque térmico vs
Eficiencia de transformacion

40000

35000
Tabla 2. ANOVA para la eficiencia de transformacion

30000 2,84E+04
25000
20000
Tratamiento 1,58E+09 7,89E+08 6.9 3,6 0,0074 15000

Error 15 1,71E+09 1,14E+08 10000 8,03E+03 9,13E+03
Total 17 3,29E+09 5000
0
44 °C 40 °C 42 °C
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CONCLUSIONES
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Mediante la técnica de overhang PCR se pudo obtener
un amplicon del gen SGE1, este contiene en los
extremos los sitios de corte de las enzimas de
restriccion.

Se llevo a cabo el ensamblaje del plasmido

pSB1C3 _AS593 + SGET1 para la produccion de dsRNA, el
cual requirié un mayor tiempo de incubacion que el
recomendado por los fabricantes en las etapas de
digestion y ligacion, ademas, el tamano del plasmido
ensamblado coincide con el modelo in silico.
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CONCLUSIONES
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Se transformé E. coli HT115 con el plasmido
PSB1C3 A593 + SGE1 obteniendo una
eficiencia de transformacién de 2,84E+04
UFC/ug.

Existe diferencia estadistica significativa (p-valor
0,0074) en la eficiencia de transformacion de
Escherichia coli cuando se varia la temperatura
de choque térmico (T=40°C, T,=42°C y
T3=44°C).
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Se recomienda realizar la cinética de crecimiento bacteriano de E. coli Top
10 y HT115 con la finalidad de encontrar con ayuda del espectrofotometro

la densidad Optica adecuada para la preparacion de células quimicamente
competentes.

Para la extraccion de DNA plasmidico se recomienda utilizar el kit
comercial ya que favorece a la extraccién, ademas existe poca
contaminacion con DNA gendmico, en el caso de que no se pueda
adquirir el kit se recomienda una adecuada preparacion de las
soluciones de extraccion.

Secuenciar los amplicones del plasmido ensamblado para comprobar la
integridad del cassette de expresion.
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