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Banano

INTRODUCCION

*Musa acuminata (AA)
+Musa balbisiana (BB) Enfermedades

* Mdltiples hibridaciones espontaneas.
* Aborto espontaneo de semillas
« Seleccion de diploides y tetraploides

Conjunto de germoplasma
comestible :
AA, BB, AB, AAA, AAB y Mycosphaerella musae Fusarium spp.

ABB

+180 parientes
silvestres y al
menos 50
tetraploides A
* Colecciones

vivas o muestras
criopreservadas

*Exportaciones de banano movilizaron 133,13
millones de cajas entre enero y abril de 2023.
*USD 6,50 precio minimo de sustentacion para
la caja de banano )

N

+Para el afio 2020, la produccion cay6 en 9%y
la superficie cosechada disminuy6 en 12%
frente al afio 2019

Hierbas gigantes y no
arboles

J

*Banano es uno de los principales productos
de exportacion por el Ecuador al mundo,

Econdémico
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Fusarium oxysporum f.sp. cubense INTRODUCCION

. *Ataca a los clones
*Australia 1870 Cavendish
*Mal de Panama *Presentes en 20 *Medidas de contencion lograron
raza 1 distribuido paisesy 135 erradicar primer brote en
a nivel mundial productores de Colombia.
*Regioén LAC se banano +Activacion de alarmas en paises
han adoptado de la region (Ecuador, Panama y
— ciertas medidas Venezuela)
. \ J
. . . - Patogenia
Medios y mecanismos de dispersion a v
hechos con fibras /9
Hijoasintomatico: vegetales.
infeccion latente en i
\ - incubacidn (>60 dias) (’f:_ml A7
¥ o 3;/ Practicas culturales AR ==
Ve (herramientas)
s '% C 3 \
M“‘ T _ [-conidios,
- 7 b5 | clamidésporas y
Animales "’ -(* %‘ : EZ;:SE i;ediit:cl’e’s
‘\\ Hierbas » Contacto de raices ' l’ i
B (entre plantas)
g“zcalzado
-kﬁ - .
—h‘p
Maquinaria agricola
. = A D JERCITO
(Bancroft, 1876; Maryani et al., 2018; Stover, 1962; Ploetz, 2006; Pocasangre et al., 2009; FAO, 2017; AUGURA, 2019; Stover & Ploez, . CAMINO A LA EXCELENCIA
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» Actualmente, no existe ningun cultivar de banano
comercial que sea resistente a Foc R4T

* Estrategia: Generacion de cultivares resistentes a
Foc RAT

NIH National Lib

National Center for

INTRODUCCION

 INIAP

INSTITUTO NACIONAL DE
INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS

Flujo de trabajo para analisis de
expresion génica

Nucleotide [Nucieotide ~ ~

Aislamiento de ARN

* Cribado en campo para comprobar su resistencia

(paises donde aun no se desarrolla la enfermedad). ACCC
« Estrategia: Desarrollar una metodologia ACC
bioinformatica para identificar genes resistentes. ACCT

UCTTT

Using Nucleotide

Quick Start Guide

Advanced

'“'cm Nucleotide
ACACACATT' The Nugeotde database s ol

TACCT CGC] PDB. Genome, gene and fransci

Help

ing GenBank, RefSeq, TPAand
edical research and discovery

Other Resources
GenBank Home

Transcripcion inversa (RT)

Nucleotide Tools

Submit fo GenBank

i s catome Desarrollo de ensayo gPCR
» Busqueda en una base de datos biolégicas y epkee ey SRatine
articulos cientificos sobre andlisis transcriptémicos, | s B vy e
Genes de Genes candidatos asociados a la l
resistencia resistencia .
«  RGA2 PRI Experimento gPCR
° RGA5 . CHS
. RIN4
* Filtro: Presencia de al menos un gen de resistencia . RPM1
validado experimentalmente (RGA2, RGA5 -
P ( ) O RS Analisis de datos
. WRKY22
. NPR1
° TGA4
° PAL

(Leon Alcivar, 2022; Pegg KG et al., 2019; Dall'Olio GM et al., 2010; Dale J et al., 2017)
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o OBJETIVOS
Objetivo general

Evaluar la expresion del gen RGA2 de banano asociado a la resistencia a Fusarium oxysporum f.sp.
cubense presente en el Banco de Germoplasma de Banano de la EETP-INIAP.

Objetivos especificos

e Identificar el mejor método para la obtencion de ARN de buena calidad a partir de diferentes

muestras de banano.
e Analizar la expresion de genes de mantenimiento como controles internos para gPCR.

e Cuantificar la expresion del gen RGA2 de banano resistente a Fusarium oxysporum f.sp. cubense

mediante qPCR del Banco de Germoplasma de Banano de la EETP-INIAP.
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HIPOTESIS

Existen diferencias significativas para la expresion del gen RGA2 de banano
asociado a la resistencia a Fusarium oxysporum f. sp. cubense entre los cultivares del

Banco de Germoplasma de Banano de la EETP-INIAP.
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MATERIALES Y METODOS

FASE DE_ CAMPO Procesamiento de la muestra

Muestreo

\ : 'v ; l“’MNJA\%"‘ @hi‘ \érlrn\?m- @5 <
e .
Nfap & Tejido ol
INSTITUTO NACIONAL DE /,./" §
INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS /
4 oS
j [/ _ A
0. o e @ESPE Tk BESPE e PEREE
A) Orito; B) Ortaete 51; C) Musa acuminata; D) FHIA-01; E) FHIA-02
Gntoe @espe i ®ESPE
Raiz
A) Orito; B) Ortaete 51; C) Musa acuminata; D) FHIA-01; E) FHIA-02.
Cédigo de la i ] o Respuesta
accesién Nombre comun Genotipo Ploidia Foc RAT Gt @ESPE @esPe '€ >
CMP-001 Orito AA Diploide Susceptible
CMP-008 Ortaete 51 AAA Triploide Susceptible / /
CMP-025 Musa acuminata AA Diploide Susceptible E -

CMP-040 FHIA 01 AAAB Tetraploide Tolerante A) Orito; B) Ortaete 517; C) Musa acuminata; D) FHIA-01; E) FHIA-02.

CMP-041 FHIA 02 AAAA Tetragloide Tolerante / 4 ?'T'Q‘g E S P E
@ ESCUELA POLITECNICA DEL EJERCITO
£cuapo®
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“Evaluacion de la expresion del gen RGA2 de banano asociado a la resistencia a Fusarium oxysporum f.sp
Extraccion método E.Z.N.A
RNA Kit

Germoplasma de Banano de la EETP-INIAP”

4 oamL i 7
| o o 20ul B- F/
TKR lisis | .
g || buffer < | mercaptoetanol N
V H.x i
Cortar pequenos Tubo con perlas Homogenizar durante Centrifugar a 12000 Transferir sobrenadante
pedazos de material de vidrio 15 min rpm durante 5 min auntubo 1,5 mL
vegetal 5 g _
RNA Wash = - . i )/ Etanol 70%
““; Buffer X 'C‘ mini columna \HI Y _F
- " = - HBind RMNA < _
- V ¥ — V V
-L!|I )
Afiadir 250 ul de RMA  Descartar filtrado v Centrifugacidn a Transferir 700 ul de la Afadir mismo  volumen
Centrifugacion a Wash Buffer reusar  tubo de 10000 rpm durante 1 muestra a mini columna de etanol 70% v wvortéx
10000 rpm durante 1 coleccion min HEBind RMA posterior
min -
l 5- DMase | 4 RMNA Wash \ .-’,.-’ REMNA Wash
Y W stock RV / Buffer | #  Buffer |l diluido
5 Ftepc:sar 15 min Reposar 2 min L3 con etancl 100%
= — |' ,_3.- — —_— L |
Descartar filirado v Anadlr ul de DMase | Aniadir Qé] ul de RNA Centrifugacion a Descartar filtrado vy Anadir 500 ul de RNA
reusar tubo de stock en la superficie Wash Buffer | 10000 rpm durante 1 reusar tubo de Wash Buffer |
coleccion de la menbrana rnin coleccion
HZG libre de . > II.-
W \ ..* nucleasas \&\1. _
Vv \ J \ %f =
L4 1
. \/ .‘
Almacenamiento a-20°C ~ ARNfinal  Centrifugacién ~ a Afiadir 40 ul de H20 Transferir mini  Descartar filtrado vy Centrifugacion
maxima velocidad  libre de nucleasas columna HBind a reusar tubo de 10000 rpm durante 1
duramte 2 min tubo nuewvo 1,5 mL coleccidn mmin

MATERIALES Y METODOS
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Extracciéon método CTAB MATERIALES Y METODOS
modificado

24 ulB-
|| mercaptoetanol

Bafio maria 30 min y

Precalentar buffer de Cortar 250 mg de Tubo de 1,5mL con Homogeneizador vy vortex cada 5 min
extraccion CTAB a material vegetal perias de vidrio vortex durante 1 min
65°C
i g g
cloroformo: 4 &
' alcohol / /
- isoamilico \ T
Repetimos el s sl - — R_L
paso de |la adicion T3 - |
de C1 (24:1) \ — \ ) .
W \ '
Tranferir sobrenadante a  Centrifugacion a Afadir mismo Tranferir sobrenadanie a Centrifugacion a
un nuevo tubo 16000 rfc durante 15 volumen de C:I (24:1) un nuevo tubo 16000 rfc durante 10
min e min
-
N l Etanol 70%
Mezcla por - N U
D pipeteo “

Almacenamientio
3 -20°C durante —p
7 toda la noche

— — \

Retirar etanol 70% y

Centhfugacién a Eliminacion

— A del rifugacion a
A"aq(':"l 1/3 de volumen 16000 rfc durante 60 sobrenadante y adicén 14000 rfc durante 20  secar el tubo durante
deli min de 800 ul etanol 70% min 10 min
= R,

T
i

Almacenamiento a-20 °C Resuspender con H20
___libre de nucleasas
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Andlisis de calidad y cantidad MATERIALES Y METODOS
de ARN

Retrotranscripcion

é@invitrogen

SuperScript” Il Reverse Transcriptase

Componentes iniciales.

A Reactivo Concentracion Cantidad (pL)
0 oligo(dT)zo 50 UM 1
P %ﬁ' dNTP Mix 10 mM 1
............ — '5'5" Retrotranscripcion
A0 H20 - 9
ARN - 2
ARN NanOdrOD ARN de Hibrido de de
cadena sencilla ARNy ADN mﬁ: doble 13
Master mix para la sintesis de ADNc a partir del ARN molde.
Reactivo Concentracion Cantidad (pL)
5X First-Strand Buffer 5X 4
\
§ 0.1 MDTT 0,1 M 1
\] =3 4 RNaseOUT™ 40 unidades/ pL 1
N
5% SuperScript MRT 200 unidades/ pyL 1
ARN  5XGreenGoTaq gl e agarosa 1% Fuente de poder Transiluminador UV ,

&)
\\_»/} ESCUELA POLITECNICA DEL EJERCITO
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Desarrollo de ensayos qPCR MATERIALES Y METODOS

PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix Configuracién de reacciones PCR.
Secuencias de los cebadores RGA2, TUBB, ACT3 y longitud del producto esperado durante
Componentes Cantidad (pL/pocillo)
la amplificacion. PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix 5
Gen Nombre Cebador [C1) Tm  GC% Cebador (C2) Tm  GC% Longitu Forward 0.5
(C1) (C1) (C2) (C2) d del
product Reverse 0,5
o
RGA2 Resistance  GGAGGTGATGATT 5974 5500 GCCAATCGAAGTCC 5987 5238 707 H20 3
gene GGCCCTT TTGAAGC
candidate 2 ADN 1
TUBB  Juhulinbeta GGAGAACTGCGAT 60.18  55.00 TGAACGGACAGTGT 60.18  50.00 1110
chain. TGCTTGC GGCATT Total 10
ACT3  Actin-3 GTTCCATGGTCCC 5960 5500 AGCAGTGATGTTAT 5720 4500 173
CAAGTCA GGCAGT Condiciones de ciclo térmico de PCR.
Paso Temperatura Tiempo Ciclos
Step! Step! Step! Step2 Step! Step? Step
Activacion UDG 50°C 2 minutos 1
85 e 85C 85+C
02:00 00:03 0015 Activacion 95°C 2 minutos 1
Desnaturalizacién 95°C 1-3 segundos
2'ChA 16°Us 1606 08 *C/s 40
> 60 80°C
Extension 60°C 30 segundos
30°C 00:30 01:00
/ 02:00 S Condiciones de la curva de disociacion (etapa de la curva de fusién).
J Paso Tasa de rampa Temperatura Tiempo
29k
f 1 1.6°C/segundos 95°C 15 segundos
2 1.6°C/segundos 60°C 1 minuto
= = = 3 0.15°C/segundos 95°C 15 segundos
Preincubation Preincubation 2 Step Amplification Prencubation Prencubation Premncub

Cycle: 1 Cycle: 1 Cycle: 40 Cycle: 1 Cycle; ! Cycle
QEeNIEA o,
@ E S P E
&

. . ESCUELA POLITECNICA DEL EJERCITO
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Cantidad y Calidad de ARN obtenido RESULTADOS Y DISCUSION
Método de extraccion Material vegetal AbS 601280 AbS 560230 Cantidad
(ng/pL)
CMP-H-001 1.75 0.21 4.3
CMP-H-008 1.40 0.20 5.2 .
Electroforesis en gel de agarosa 1% del Electroforesis en gel de agarosa 1% del
CMP-H-025 1.36 0.30 4.6 ARN de tejido foliar ARN de raiz
CMP-H-040 1.66 0.37 5.5
CMP-H-041 1.87 0.28 7.1
E.Z.N.A. Plant RNA Kit
CMP-R-001 1.66 0.19 7.4
CMP-R-008 1.33 0.25 5.1
CMP-R-025 1.66 0.19 6.7
CMP-R-040 1.29 0.20 4.1 ARNY 288
CMP-R-041 1.09 0.16 10.1
CMP-H-001 2.15 1.96 87.8 ARN
pequefios

CMP-H-008 2.13 2.10 130.5
CMP-H-025 2.14 212 326.0 I
CMP-H-040 2.11 1.95 592.5

CTAB modificado CMP-H-041 2.08 2.03 560.7 Nota. Carril 1: Orito, Carril 2: Ortaete 51, Carril l;l.o';[/?. Carril 1:.O”tt0’ c(;: arr_lll f I?;:ZegiSé’ C{;I\rg.l
CMP-R-001 201 1.44 68.1 3: Musa acuminata, Carril 4: FHIA-01, Carril 5: FHIAl\J_%aéacumma a, Larri 4. “U, Larri o

FHIA-02. '

CMP-R-008 2.00 0.90 71.1
CMP-R-025 2.12 1.85 47.7
CMP-R-040 2.04 1.60 68.3
CMP-R-041 2.07 1.74 104.7

ESCUELA POLITECNICA DEL EJERCITO
CAMINO A LA EXCELENCIA
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RESULTADOS Y DISCUSION

Retrotranscripcion

Cantidad y calidad de ADNc obtenido. Cantidad y calidad de ADNc diluido (~10 ng/pL) obtenido.

Material vegetal ADbS e0080 AbS, 0020 Cantidad (ng/uL) Material vegetal AbS,e0/080 AbS,0/020 Cantidad (ng/uL)
CMP-H-001 1.75 1.74 1918.2 CMP-H-001 2.03 1.64 7.1
CMP-H-008 1.77 2.04 2522.5 CMP-H-008 2.62 2.43 6.0
CMP-H-025 1.82 2.19 4748.6 CMP-H-025 1.82 1.45 104
CMP-H-040 1.76 1.73 988.8 CMP-H-040 1.43 1.30 10.6
CMP-H-041 1.77 1.91 1545.6 ) CMP-H-041 2.15 4.83 10.8
CMP-R-001 1.76 1.94 1395.0 CMP-R-001 1.89 3.33 8.3
CMP-R-008 1.78 2.02 1884.5 CMP-R-008 1.72 1.53 104
CMP-R-025 1.78 1.99 1919.3 CMP-R-025 2.16 18.00 11.3
CMP-R-040 1.78 1.99 1907.8 CMP-R-040 1.91 7.19 10.1
CMP-R-041 1.77 1.96 1975.6 CMP-R-041 1.96 1.95 11.7

CMP-H: Muestra hoja; CMP-R: Muestra raiz CMP-H: Muestra hoja; CMP-R: Muestra raiz

ESCUELA POLITECNICA DEL EJERCITO
CAMINO A LA EXCELENCIA
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Ensayos de gPCR tejido foliar RESULTADOS Y DISCUSION
Valores Ct obtenidos para cada una de las muestras
Gréfica de amplificacién de las muestras de tejido foliar con los genes RGA2, TUBB, ACT3. de tejido foliar.
Real time PCR system (user) b
FlelF] ViewlV) TeckT) Option(0) Heloh Gen Muestra Valor Ct
PESELBEN B8 & oo h Orito 23,678 21,531
dun Setsng Sample Setting R Montcrn Analysn
e R S Ortaete 51 23,691 28,191
1o 2 o B 2 B-tubulina ~ Musaacuminata 53 355 20,559
150 Fase de meseta
< > (TUBB) FHIA-01 25,316 21,184
g FHIA-02 21,168 20,691
NTC 20,520 20,309
Fase exponencia' Orito 29,816 28,520
Ortaete 51 28,691 29,566
— Actina Musa acuminata 32,465 29,669
Fase inicial Valor Ct
(ACT3) FHIA-01 30,887 29,270
FHIA-02 26,980 28,449
< >
_____________ MRS NTC 28,910 28,949
Orito 31,402 29,980
- - : : ‘ = 2 Ortaete 51 32,684 30,348
= s Musa acuminata 31,441 31,980
Well Color * /B F B B H B - - RGA2
. . ) FHIA-01 30,418 29,559
Nota. Curvas rojas y amarillas: Gen TUBB; Curvas verdes y celestes: Gen ACTS3; Curvas azules y violetas: Gen RGA2.
FHIA-02 29,910 35,824
NTC - 32,566

ESCUELA POLITECNICA DEL EJERCITO
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Ensayos de qPCR en raiz RESULTADOS Y DISCUSION
Valores Ct obtenidos para cada una de las muestras
y e o L, , de raiz.
Gréafica de amplificacidon de las muestras de raices con los genes RGA2, TUBB, ACT3.
[ Mesl Sme PRl GOt = =] Gen Muestra Valor Ct
Flell) View(Y) TookD Option(Q) Welp®
D :] & H 3 I; HmE ,‘i '-L' h&g Wf. Orito 23,004 24,082
RunSeting | Sample Setting | Fum Montoring | Analyss Ortaete 51 24,137 22,637
Abs Quant(Stage3 Stes) .
L 2 hmgidcaton Curee |8 B-tubulina  Musa acuminata 22,824 22,645
(TUBB) FHIA-01 22,527 23,465
FHIA-02 22,590 25,051
NTC 19,574 19,348
_ Orito 27,004 30,309
Fase exponencial
Ortaete 51 29,840 27,277
inicial Musa acuminata 31,027 29,926
Fase inicia Valor Ct Actina (ACT3)
FHIA-01 29,113 29,824
< > l Y FHIA-02 33,191 27,137
, — MY ML S A NTC 25,301 27,277
Orito 31,527 31,316
w 5 10 1 2 5 10 35 w Ortaete 51 31,629 31,668
ycles
[we Coor ER R E R E K Musa acuminata 31,824 31,410
- RGA2
T ) i FHIA-01 32,371 32,160
Nota. Curvas rojas y amarillas: Gen TUBB; Curvas verdesy celestes: Gen ACT3; Curvas azules y violetas: Gen RGA2. FHIA-02 31,793 32,902
NTC 34,199 -

ESCUELA POLITECNICA DEL EJERCITO
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Electroforesis en gel de agarosa 1% de los productos de gPCR

de las muestras de tejido foliar con el gen B-tubulina (TUBB).

Nota. Carril 1: Marcador de peso molecular, Carril 2: Orito, Carril 3:
Ortaete 51, Carril 4: Musa acuminata, Carril 5: FHIA-01, Carril 6: FHIA-
02, Carril 7: NTC (Control negativo).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Electroforesis en gel de agarosa 1% de los productos de
gPCR de las muestras de raiz con el gen actina (ACT3).

173 pb

Nota. Carril 1: Marcador de peso molecular, Carril 2: Orito, Carril 3:
Ortaete 51, Carril 4: Musa acuminata, Carril 5: FHIA-01, Carril 6: FHIA-
02, Carril 7: NTC (Control negativo).
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CONCLUSIONES

O a-Actina g

+ Se identificd el mejor método para la obtencion de ARN de buena calidad, siendo el método CTAB modificado el

mejor para este fin, dando como resultados ARN de buena cantidad y una calidad moderada, la cual se pudo

verificar mediante espectrofotdmetro NanoDrop 2000c y geles de agarosa.

© a-Tubulina
© B-Tubulina

+ Se analiz6 la expresion de los genes de mantenimiento - tubulina (TUBB) y actina (ACT3) como controles internos @“"’Q%

de gPCR, los cuales presentan un nivel de expresion génica (valor Ct) similar en cada accesion de banano,

permitiéndonos de esta forma usarlo como normalizadores para el analisis del gen de interés RGAZ2.

» Se cuantificé la expresion del gen RGA2 de las diferentes accesiones de banano del Banco de Germoplasma de la
EETP-INIAP, donde no existen diferencias entre las muestras de raiz de las accesiones de banano, mientras que

en el tejido foliar la expresion del gen RGA2 si presenta diferencias claras entre los cultivares.
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RECOMENDACIONES

» Trabajar con muestras frescas en la extracciéon de ARN para obtener mejores resultados, siendo esto

un paso fundamental para la obtencion de ARN de buena calidad.

* Realizar la ruptura celular de las raices con un método diferente a la maceracion con nitrdgeno

liquido o mediante un homogeneizador, debido a que las raices presentan un tejido mas fuerte y pon

ende la ruptura celular es mas complicada.

+ Evaluar la expresion génica del resto de genes candidatos de banano analizados en la investigacion Genes de Genes candidatos
resistencia asociados a la resistencia
.. . . ., ° RGA2 ° PR1

previa, incluyendo las mismas accesiones de banano con las que se trabajo en este proyecto, conel , rcas « CHsS
e« RIN4

fin de que sea posible realizar una comparacion entre los diferentes genes. e RPM1
° RPS2
e WRKY22
e NPR1
« TGA4
e PAL
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