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Resumen
Fusarium oxysporum f.sp. cubense (Foc) causante del marchitamiento por Fusarium (Mal de
Panama) es una de las patologias que mas afectan a las muséaceas. A mediados de 1990,
la nomenclatura de Fusarium basado en las razas se defini6 por su grado de patogenicidad
sobre diferentes accesiones de banano. Foc raza 1 fue reportada en Australia (1870), donde
se piensa co-evolucioné mucho antes con el banano. En la regién Latinoamericanay el
Caribe después de la incidencia de Foc R1 y R2 se han adoptado algunos métodos de
prevencion. La nueva raza Foc R4T ha generado una gran alerta en los veinte paises
productores de banano, siendo uno de ellos Ecuador. Debido al grado de destruccién que
ocasiona y a su nivel de supervivencia, Foc R4T se ha convertido en un patégeno de gran
importancia econémica y cientifica. La mejor solucién a Foc R4T son los cultivares
resistentes. El objetivo de la investigacion fue evaluar la expresion del gen RGA2 de
banano, asociado a la resistencia a Foc R4T, en accesiones del Banco de Germoplasma de
Banano de la EETP-INIAP. Se utilizaron 2 métodos de extraccion de ARN en las accesiones
de banano: CMP-001 (AA), CMP-008 (AAA), CMP-025 (AA), CMP-040 (AAAB) y CMP-041
(AAAA). Las accesiones Orito, Ortaete 51 y Musa acuminata son susceptibles a Foc R4T,
mientras que FHIA-01 y FHIA-02 son tolerantes. La extraccion CTAB modificado tuvo
mejores resultados sobre las muestras de tejido foliar y raices. El andlisis de expresién
génica revel6 diferencias de expresion del gen RGA2 a nivel foliar pero no a nivel de raiz.
Siendo la accesion CMP-040 (FHIA-01) con el nivel mas alto de expresion del gen RGA2: la
accesion CMP-001 (Orito) se expresa 2 veces menos, la accesion CMP-008 y CMP-025
(Ortaete 51 y Musa acuminata, respectivamente) se expresa 3 veces menos y la accesion
CMP-041 (FHIA-02) se expresa 10 veces menos, siendo esta accesion con el menor nivel
de expresion del gen RGA2. Se observé una correlacion entre los niveles de expresion de

RGAZ2 y la tolerancia a Foc R4T reportada para las diferentes accesiones analizadas.

Palabras clave: Fusarium oxysporum cubense, gen de resistencia analogo 2,

banano, gPCR, cuantificacién relativa.
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Abstract
Fusarium oxysporum f.sp. cubense (Foc), which causes Fusarium wilt (Panama disease), is
one of the pathologies that most affects Musaceae. In the mid-1990s, the race-based
nomenclature of Fusarium was defined by its degree of pathogenicity on different banana
accessions. Foc race 1 was reported from Australia (1870), where it is thought to have co-
evolved much earlier with plantain. In the Latin American and Caribbean region, after the
incidence of Foc R1 and R2, some prevention methods have been adopted. The new Foc
RAT breed has generated a great alert in the twenty banana-producing countries, one of
them being Ecuador. Due to the degree of destruction, it causes and its level of survival, Foc
RA4T has become a pathogen of great economic and scientific importance. The best solution
to Foc R4T are resistant cultivars. The objective of the research was to evaluate the
expression of the banana RGA2 gene, associated with resistance to Foc R4T, in accessions
from the Banana Germplasm Bank of the EETP-INIAP. Two RNA extraction methods were
used in the banana accessions: CMP-001 (AA), CMP-008 (AAA), CMP-025 (AA), CMP-040
(AAAB) and CMP-041 (AAAA). The Orito, Ortaete 51 and Musa acuminata accessions are
susceptible to Foc R4T, while FHIA-01 and FHIA-02 are tolerant. The modified CTAB
extraction had better results on leaf and root tissue samples. Gene expression analysis
revealed differences in the expression of the RGA2 gene at the foliar level but not at the root
level. Being the accession CMP-040 (FHIA-01) which presents the highest level of
expression of the RGA2 gene: the accession CMP-001 (Orito) expresses 2 times less, the
accession CMP-008 and CMP-025 (Ortaete 51 and Musa acuminata, respectively) is
expressed 3 times less and accession CMP-041 (FHIA-02) is expressed 10 times less, this
accession having the lowest level of expression of the RGA2 gene. An evaluation will be
verified between the expression levels of RGA2 and the tolerance to Foc R4T reported for

the different accessions analyzed.

Keywords: Fusarium oxysporum cubense, analogue resistance gene 2, banana,

gPCR, relative quantification.
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Capitulo I: Introduccion

Formulacion del problema

Actualmente, podemos encontrar ciertas patologias que afectan a las muséaceas tal
como Fusarium oxysporum f.sp. cubense. La presencia de estas enfermedades nos hace
optar por alternativas que sean mejor para este tratamiento. Una opcion factible es el
estudio de nuevos cultivos que sean resistentes. Para ello es necesario realizar
investigaciones de bioinforméatica sobre la busqueda de genes que sean resistentes a esta
patologia seguido de ensayos moleculares que nos ayuden verificar la expresion de dichos

genes.

En la regién de América Latina y el Caribe, después de la presencia de Foc R1y R2
se ha cultivado clones susceptibles como medida inicial de manejo. Sin embargo, por el mal
manejo de la enfermedad y la naturaleza del hongo, la siembra solo se puede dar en
periodos cortos (Pocasangre et al., 2009). Segun Martinez Solorzano et al., 2020, se ha
presentado metodologias para el tratamiento y/o prevenciéon de este patdgeno como:
herramientas de diagndstico a Foc R4T, control del cultivo con sospecha de infeccion,
plantulas in vitro y la bausgqueda de clones resistentes o tolerantes a Foc. Todas estas
opciones podrian ayudarnos con el manejo de la enfermedad causada por dicho hongo. Se
ha generado controversia, ya que la nueva raza de Foc (Foc R4) esta afectando a clones
Cavendish. Su propagacion es rapida y ya se ha presentado en diferentes paises de los
cuales 135 son productores de banano. Esto ha generado gran preocupacion a nivel

mundial especificamente en la regibn LAC (FAO, 2017).

El 26 de junio de 2019, se notific6 que en Colombia gracias a ciertas medidas de
contencion y erradicacién se ha logrado controlar el primer brote de Foc R4T. Ecuador,
Panama y Venezuela al ser paises vecinos de Colombia, se ha generado cierta

preocupacion por la posible aparicién de este brote de Foc R4T (AUGURA, 2019).
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Por el momento no existen cultivares comerciales resistentes en el Ecuador. Esto ha
generado que como medida de contencién se cree una Red de Laboratorios de diagndstico
de Foc R4T. Los laboratorios cuentan con tecnologia de punta para asegurar un correcto
diagnéstico de Foc R4T a través de PCR convencional y PCR en tiempo real
(AGROCALIDAD, 2021). Sin embargo, Unicamente son métodos de diagnoéstico, Si
Fusarium oxysporum f.sp. cubense llegase a alguna finca bananera especialmente raza 4,
se generara una gran epidemia ocasionando grandes pérdidas en los cultivos y un gran

déficit econdémico para el pais.

Justificacion del problema

Fusarium oxysporum, es una especie de hongo de gran importancia econémica-
cientifica en el campo de la fitopatologia, ciertas cepas de este hongo son causantes de la
fusariosis (Mal de Panamd) siendo esta patologia la causante de muchas enfermedades y
de pudricion en los pseudotallos en banano puede ocasionar una gran destruccion de los
cultivos (Summerell, 2019). Al poder sobrevivir de tejido en descomposicioén y materia
organica en el suelo, este organismo resulta imposible eliminarlo del hospedero (Magdama,

2019). Ocasionando que la fumigacion sea una opcion de saneamiento deficiente.

Segun la Corporacién Financiera Nacional (2021), en el 2020 se vio una pérdida de
banano por Foc raza 1 de un 9%, mientras que la superficie cosechada tuvo una
disminucion de 12% comparado al afio 2019. En el afio del 2020, la produccion de banano
en el Ecuador estuvo cerca de 6,023.4 mil toneladas (Tm). Segun cifras de la Asociacion de
Exportadores de Banano del Ecuador (2022), la exportacion de este cultivo alcanzé en 2020
y 2021 el nivel de 386 y 376 millones de cajas, respectivamente. La importacién de banano
al Ecuador es minima, ya que al ser unos de los principales productores de banano en el
mundo también es considerado uno de los principales exportadores de este producto.

(Corporacion Financiera Nacional, 2021).

Tal como se menciond anteriormente, no existen reportes de genes de avirulencia o

resistencia a Fusarium oxysporum f. sp. cubense en nuestro pais. En un estudio realizado
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por Li et al., 2013, se logré identificar toxinas de acido fusarico y bovericina, las cuales
cumplen un rol importante en frutos de banano infectados con Foc R1 y Foc R4T. Siendo

asi limitado el conocimiento de la interaccion Foc-Musa spp (Portal Gonzalez et al., 2017).

El estudio de genes candidatos resistentes es de gran importancia, ya que cada uno
de ellos cumple un rol importante en los mecanismos de defensa contra Foc. Un ejemplo de
ello son los genes de avirulencia los cuales estan presentes en los genomas del banano.
Siempre y cuando se posea el gen de resistencia, el hospedante puede detectar esa
patologia evitando el desarrollo de la enfermedad. Las plantas al tener proteinas de
resistencia pueden reconocer moléculas efectoras de patdégenos desencadenando cierta
inmunidad (Portal Gonzalez et al., 2017). La evaluacion de la expresion de genes
candidatos resistentes a Fusarium oxysporum f.sp. cubense presentes en las musaceas nos
da un indicio del desarrollo de nuevos cultivares resistentes. Es por ello que es un gran
aporte conocimiento cientifico, saber coémo el gen RGA2 de banano se asocia a la
resistencia a Foc mediante el analisis de expresion génica en diferentes accesiones de

banano.

Objetivos de la Investigacion
Objetivo General

Evaluar la expresién 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
¢ |dentificar 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.
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e Cuantificar la expresion del gen RGA2 de banano resistente a Fusarium oxysporum
f.sp. cubense mediante gPCR del Banco de Germoplasma de Banano de la EETP-

INIAP.
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Capitulo Il: Marco Referencial
Banano

Taxonomia

Los bananos son hierbas gigantes y no arboles, carecen de tallo y pueden llegar a
medir hasta 3 m de altura. Toda la diversidad del banano esta comprendida por el género
taxondmico Musa, el cual fue desarrollado por Carl Linneo. Los bananos dulces (E;j.:
Cavendish, Gros Michel) tienen el nombre binomial latino Musa sapientum mientras que los
platanos (Bananos de cocina) se les conoce como Musa paradisiaca (Cheesman, 1948). En
la familia Musaceae se encuentran los bananos (incluyendo platanos). Musa también

incluye el género asiatico y africano Ensete (Perrier et al., 2011).

Clasificacién

Tal y como seflala D"Hont et al., 2000, existe 4 genomas de banano conocidos que
estan representados con A, B, Sy T haciendo referencia a las especies silvestres de la
seccion Eumusa (actualmente Musa): Musa acuminata, M. balbisiana, M. schizocarpa y M.
australimusa, respectivamente. Existen 2 ancestros diploides: M. acuminata (genoma-AA) y
M. balbisiana (genoma-BB). El cruce de estos 2 bananos diploides ayudo a originar casi
todos los bananos y platanos comestibles, los cuales pertenecen al género Musa
considerandose, asi como hibridos domesticados por el hombre (Garcia Bastidas et al.,

2020).

Las multiples hibridaciones espontaneas entre varias especies y subespecies de
banano han ayudado en el proceso de domesticacion. El aborto espontaneo de semillas, la
seleccidn de varios diploides y triploides junto con partenocarpia también jugo un papel

importante en la propagacion vegetativa del banano (D’Hont et al., 2012) (Figura 1).
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Figura 1.

Representacién de la evolucion y domesticacién del banano
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Nota. Adaptado de “Advances in genomics: applications to banana breeding” (p. 173), por F.

Bakry & J.P. Horry, 2014, ISHS Acta Horticulturae 1114.

Un conjunto de germoplasma comestible con genomas AA, BB, AB, AAA, AAB y
ABB fueron proporcionadas por medio de la anterior mencionada domesticacion de banano.
Todos los genomas antes sefialados pertenecen a la familia taxonémica de las Musaceas
(D’Hont et al., 2000). Ademas, 180 parientes silvestres y al menos 50 tetraploides han sido
desarrollados via mejoramiento genético y estan disponibles en colecciones vivas o como
muestras criopreservadas en bancos de germoplasma (Garcia Bastidas et al., 2020). A
continuacion, se presenta informacién sobre algunos de los genomas que se va a tratar en

la presente investigacion:

Orito (AA). Conocido también por su hombre cientifico como Musa acuminata.
Segun Soto (1990), este tipo de banano presenta un pseudotallo de color amarillo verdoso,
el mismo que presenta ciertas manchas obscuras y la altura de este banano esta entre 2,5y
4 metros. Este tipo de banano presenta un genoma AA, es decir es diploide, debido a su

altura y a su eficaz sistema radicular es resistente a fuertes vientos. Ademas, tienen un alto
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contenido de vitaminas haciéndolo diferente a otros tipos de banano (Cedefio , 2010). En un
estudio realizado por Chen et al., 2019, se trabaja con algunas accesiones de banano que

son diploides (AA), dando como resultado resistencia a Foc-R4T.

Musa acuminata (AA). Este cultivo es originario de Australasia. Este tipo de banano
es diploide, con 2n=22. Al ser un ancestro que presenta el genoma AA ha ayudado a
generar ciertos cultivos como lo son los triploides, en este caso su genoma sera AAA. Es
considerada como una hierba de gran altura, alcanzado alrededor de los 7 m. Ademas, presenta
una estructura denominada pseudotallo (Cheesman, 1948) . En la investigacion realizada por
Peraza-Echeverria et al., 2008, se ha demostrado que el gen RGA2 aislado de Musa
acuminata ssp. malaccensis confiere resistencia a R4T en ensayos de campo realizados en

Australia.

Ortaete 51 (AAA, AAB, ABB). Los bananos triploides son responsables de casi el 75%
de produccién mundial de banano. Aunque, el Mal de Panama afecto a una gran cantidad de
cultivos triploides, como medida se optd por el desarrollo de cultivares resistentes del subgrupo
Cavendish (AA) Tal situacion obligé a la industria bananera a desplegar cultivares resistentes
del subgrupo Cavendish (AAA), no obstante, este cultivo es solo resistente a Foc R1. Aun la

mayoria de cultivos triploides sigue siendo susceptible a Foc R4T (Garcia-Bastidas et al., 2022).

FHIA-01 (AAAB). La Fundacién Hondurefia de Investigacion agricola (FHIA) generd
este cultivo en 1988 con el fin de obtener bananos con mayor tolerancia a ciertas
enfermedades. Algunas de las caracteristicas de este tipo de cultivo es que su crecimiento
es hasta alrededor de 2,5 m de altura, tienen un pseudotallo de color verde y con ciertas
manchas marrones. Una de las caracteristicas que presentan ciertos cultivos
tolerantes/resistentes a Foc, es que sus hojas en el invierno permanecen bastante verdes.
Frente a las diferentes razas de Foc, FHIA-01 es susceptible, altamente tolerante y
resistente a Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1, 2y 4 (ProMusa, 2020). En

presencia de otro tipo de patologias, este hibrido es resistente a Sigatoka negra, es
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moderadamente resistente al nematodo Radopholus similis y moderadamente susceptible a

Pratylenchus coffeae (Fundacién Hondurefa de Investigacién Agricola , 2023).

FHIA-02 (AAAA). El cultivo hibrido FHIA-02 fue desarrollado por la Fundacion
Hondurefia de Investigacion Agricola ( FHIA ) con el fin de ser resistente a la raya negra de
la hoja. A diferencia de los otros cultivares de banano, este presenta un pseudotallo rojizo
con pocas manchas. En un estudio realizado en Australia, frente a Foc R1 y R4 este cultivar
es susceptible y sensible respectivamente (ProMusa, 2017). En presencia de Foc R2, este
cultivo no ha presentado sintomas o solo se observa ligera clorosis (Ploetz & Pegg, 1999).
En la investigacion realizada por Chen et al., 2019, FHIA-02, se considera como
extremadamente susceptible a Foc-SR4T. Asi mismo fueron evaluadas los rizomas de

FHIA-02 presentando resistencia a Foc-R4T.

Enfermedades

Entre las enfermedades fungicas que se presentan en los cultivos de banano se
encuentra la Sigatoka amarilla y negra las cuales son producidas por Mycosphaerella
musae y M. fijiensis respectivamente. La patologia que nos interesa, el marchitamiento por
Fusarium (Mal de Panama) es producida por una gran variedad de especies del género
Fusarium spp (Maryani et al., 2019). Mozo Sanchez et al., 2014, presenta otras
enfermedades bacterianas, flngicas y viricas que pueden afectar a este cultivo, tal como:
Moko del platano (Ralstonia solanacearum), marchitez bacteriana del platano
(Xanthomonas campestri pv. musareum), virus del bunchy top (BTV), virus del mosaico de
la bractea (BBrMV), virus del estriado del platano (BSV) y virus del mosaico del platano

(BMV)

Fusarium oxysporum f.sp. cubense

Taxonomia

Sinénimos:

e Fusarium cubense


https://www.promusa.org/Fundaci%C3%B3n+Hondure%C3%B1a+de+Investigaci%C3%B3n+Agr%C3%ADcola+-+FHIA
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e [Fusarium var. cubense
e Fusarium cubense var. inodoratum

Posicién taxonémica:

Dominio: Eukaryota

Reino: Fungi

Filum: Ascomycota

Subfilum: Pezizomycotina

Clase: Sordariomycetes

Subclase: Hypocreomycetidae

Orden: Hypocreales

Familia: Nectriaceae

Género: Fusarium

Especie: Fusarium oxysporum cubense

(CABI, 2021)

Clasificacion

Las diferentes razas que presentan Foc sobre banano estan en funcion de su
patogenicidad, de las cuales en la actualidad se han encontrado 4, tal como se sefiala en la
tabla 1. Foc R1 resulta patogénica para ‘Gros Michel' (AAA), banano ‘seda/silk’ (AAB),
‘Pisang awak’ (ABB), ‘Abaca’ (AA), ‘Maqueno’ (AAB) y ‘Pome’ (AAB). Por otro lado, Foc R2
resulta compatible con ciertos genotipos como: Bluggoe (ABB), algunos genotipos
tetraploides y Ensete (Waite & Stover, 1960). La raza 3, en este caso no afecta a
muséceas, razén por la cual ya no se considera parte del esquema de Fusarium spp. que
resulta patégeno para el banano (Ploetz, 2006). Los genotipos de Cavendish suelen ser

afectados por Foc R4 ocasionando grandes pérdidas del rendimiento del cultivo (Ploetz R. ,
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2005). Recientemente, se ha identificado una nueva raza que ha generado gran
preocupacion a la cual la denominaron Fusarium oxysporum f.sp. cubense raza 4 tropical
(Foc R4T). Asi mismo, existe una variante mas leve que se presentd en los subtropicales
después de un estrés abidtico, esta variante es denominada (Foc R4ST) (Garcia Bastidas et

al., 2020).

Tabla 1.

Respuesta de clones del germoplasma de banano, platano y Heliconia spp. a las razas de

Fusarium oxysporum f.sp. cubense. hasta ahora identificadas.

Cultivar Respuesta a Foc
Cultivar/accesion ITC code Raza 1 Raza 2 Raza 3 Raza 4
Gross Michel (AAA) ITC1122 S R R S
Bluggoe (ABB) ITC0643 R S R ND
Cavendish (AAA) ITCO365 R R R S
Heliconia spp. NA R R S ND

Nota. International Transit Center (ITC), Bioversity International; S: Susceptible; R:

Resistente; ND: No definido. Adaptado de Orjeda , 1998

Morfologia

Segln Monzén & Rodriguez Tudela (2000), Foc presenta una gran variedad
morfoldgica y con el paso del tiempo ha sufrido diferentes mutaciones en cultivo. Foc suele
presentar un micelio abundante, disperso, de color blanco, velloso. En medios de cultvo
suele producir pigmentos que van de color rojo oscuro a violeta pélido. Respecto a su
morfologia estructural, los macroconidios suelen ser de 27-55 um de largo y 3.3-5.5 um de
ancho, estos tienen forma de hoz, a veces suelen ser rectos y con paredes delgadas. Por
otro lado, los microconidios suelen medir entre 6-16 um de largo y 2.4-3.5 um de ancho,
ademas no presentan septos. La morfologia de los microconidios suele ser ovalada, eliptica
o reniforme. Finalmente se encuentran las clamidosporas, las cuales pueden llegar a medir
7-11 um de didmetro y estas suelen formarse de manera aislada o en cadenas sobre las
hifas o conidios (SENASICA, 2018). Para la clasificacion de diversas especies, ciertos

taxénomos utilizaban bases morfol6gicas teniendo en cuenta incluso la forma de los
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macroconidios (Figura 2), esta técnica se volvié mas dificil ya que en su mayoria los

conidios resultan indistinguibles (Domsch, Gams, & Anderson, 1980).
Figura 2.

Morfologia de Fusarium oxysporum f.sp. cubense.

il

T

Nota. A) Caracteres morfolégicos de los propagulos del hongo de la enfermedad de
Panama (B) microconidios (C) macroconidios (D) clamidosporas. Adaptado de Guia Andina
para el Diagndstico de Fusarium Raza 4 Tropical (R4T) (p. 20), por Garcia Bastidas et al.,

2020, Comunidad Andina.

Medios y Mecanismo de Dispersion de Fusarium en el Banano

Stover & Ploez (1990), afirman que las principales vias por la cuales se moviliza el
patégeno Foc en grandes monocultivos suele ser: agua contaminada, material vegetal
infectado, herramientas y/o maquinaria que hayan estado en contacto con el hongo y suelo

infestado por Foc.

El proceso de infeccién suele comenzar cuando las hifas fangicas invaden las raices
de los cultivos de banano. Evidentemente, afecta a los cultivos susceptibles ingresando por
las raices y causando una oclusién de los vasos del xilema. La oclusion suele darse ya que
la planta forma geles y tiloides para restringir la expansion del hongo y evitar el colapso

celular (Ghag et al., 2015). Li et al., 2012, sefialan que la infeccion por Foc R4T suele
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generar decoloracién marrdn rojiza en rizomas y los vasos vasculares que se encuentran en

el pseudotallo.

Patogenia

Se puede observar una marchitez progresiva como sintoma externo. Esta marchitez
va desde tejido foliar de color amarillo que posteriormente colapsa alrededor del pseudotallo
seguido de un ocasional agrietamiento. El problema persiste, ya que este patdégeno produce
unas clamidosporas que contaminan los suelos durante una gran cantidad de tiempo (Ploetz

R., 2006).

Figura 3.

Sintomas externos e internos de la enfermedad de marchitez por Fusarium.

Nota. A) Sintomas externos con un extenso amarillamiento foliar, asi como también el
colapso de las hojas alrededor del pseudotallo y agrietamiento del pseudotallo; (B-C)
sintomas internos mostrando el enrojecimiento de los haces vasculares en el pseudotallo y
el cormo. Adaptado de Guia Andina para el Diagnéstico de Fusarium Raza 4 Tropical (R4T)

(p. 17), por Garcia Bastidas et al., 2020, Comunidad Andina.
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Diagnostico

Segun el COE Nacional (2020), la capacitacién del personal de campo para la
identificacion de sintomas de Foc R4T y como se debe actuar es fundamental para el
diagnostico de esta patologia. El personal de campo juega un papel importante ya que son
ellos quienes tienen acceso al cultivo, pudiendo recorrer todas las instalaciones de las

fincas y detectar plantas sospechosas con Foc R4T.

En caso de sospecha de Foc R4T, el plan de contingencia por el que se ha optado
es la confirmacion de un resultado positivo para el diagndstico de dicha patologia mediante

procedimientos como:

a) Extraccion de ADN, PCR
b) PCR tiempo real segun Aguayo et al., 2017.

¢) PCR convencional segln Li et al., 2013.

Control

La mejor estrategia ante esta sintomatologia, es la implementacion de medidas
fitosanitarias de prevencién sobre el area sospechosa. Se debe buscar la forma de
establecer el area bajo cuarentena para poder implementar medidas de contencion,
supresion y erradicacion dependiendo de como ha ido evolucionando los primeros brotes de

la enfermedad (COE Nacional, 2020).

Segun el COE Nacional (2020), el control y/o manejo de un brote de Foc R4T es
diferente ya que contempla diferentes distancias de delimitacién en zonas establecidas. Se
debe tomar en cuenta inclusive los tiempos y productos que se deben aplicar. Algunas de

las medidas Fito y zoosanitarias que se suelen usar son:

e Observar el cultivo constantemente con el fin de detectar plantas con sintomatologia.
e Evitar movilizar el material de siembra de plantas afectadas (colinos, rebrotes o

hijos).
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e Desinfectar las herramientas constantemente con ayuda de la aplicacion de amonio
cuaternario de cuarta o quinta generacion.
¢ No movilizar plantas enfermas, ni desecharlas en canales de riego y drenaje.

e Asistir a capacitaciones y estar constantemente informado (COE Nacional, 2020).

Gen Candidato Resistente

Un gen candidato resistente (genes R) es aquel que se encuentra en el genoma de
un cultivo. Dichos genes producen resistencia a ciertas enfermedades (patégenos) por
medio de la produccién de proteinas R. En el momento que esta proteina R detecté la
presencia de la enfermedad, el mismo cultivo puede generar una defensa contra dicho
patégeno. Es asi que, los genes R se han convertido en genes de gran interés ya que
participan en gran parte de la inmunidad requerida por ciertos patosistemas agricolas (Arora

et al., 2019).

Gen RGA2

En un estudio realizado por Dale et al., 2017 se habla sobre una linea de banano
transgeénica transformada con RGA2 que permanece libre de enfermedades. Debido a que
Foc RA4T se suele transmitir a través de las raices, resulta importante investigar la base de
la resistencia analizando en un principio el tejido radicular, para asi evaluar la expresion del
RGAZ2. Al ser RGA2 el transgén mas adecuado para la desregulacion resulta importante
realizar el analisis cuantitativo Unicamente sobre las lineas de RGA2. Este estudio nos
permitié visualizar una fuerte correlacion entre el nivel de expresion de RGA2 y el nivel de

proteccion contra R4T. (Dale et al., 2017).

En otra investigacion realizada por Peraza-Echeverria et al. (2008) se evalud la
expresion de los analogos de genes de resistencia (RGA) mediante RT-PCR en tejidos de
hojas y raices de banano. La expresion de RGA2 solo se observo en cultivos con

resistencia a Foc R4T. Ademas, en esta investigacion se puede observar como RGA2 es
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una proteina de resistencia a enfermedades de plantas que esta involucrada en la

resistencia a R4T en varias accesiones de banano (Peraza-Echeverria et al., 2008).

Deteccion de Genes Candidatos

Existen diferentes métodos moleculares para la deteccion e identificacién de genes
gue colaboren a la susceptibilidad o resistencia en enfermedades. Silva (2004), sefiala
ciertos métodos para la deteccién de genes: estudios de rastreo sistematico del genoma
con andlisis de ligamiento, los analisis de asociacion en casos y controles, y el test de
desequilibrio de transmision (TDT) en familias. La metodologia anteriormente mencionada,
se basa en que las caracteristicas funcionales de la proteina codificada por estos genes

pudieran estar implicadas de alguna manera en la patogénesis de la enfermedad.

Otro método también es la técnica cDNA-AFLP diferencial para detectar genes
candidatos relacionados con la respuesta a estreses abidticos y bidticos. Esta técnica nos
permite detectar fragmentos de restriccion de ADN a través de ensayos PCR. Una ventaja
es que no requiere informacion de la secuencia, haciéndolo excelente para la identificacion
de nuevos genes (Ritter et al., 2020). Las herramientas in silico también han sido un gran
aporte, DigiCGA es uno de ellos, denominado también como enfoque de gen candidato
facilitado por computadora. El enfoque de esta técnica se basa en extraer, filtrar,
(re)ensamblar o (re)analizar los posibles recursos que se encuentren disponibles de las
bases de datos web publicas, respetando los principios de la ontologia biolégica y métodos
estadisticos que nos permitan identificar mediante computadora los genes candidatos que

sean de nuestro interés (Zhu & Zhao, 2007).

En un estudio realizado por Li et al., 2019, el pronto desarrollo de la secuenciacién
de alto rendimiento, ha generado varias tecnologias como RNA-seq, siendo utilizado para el
desarrollo de marcadores moleculares, la deteccion del patron de expresion y el nivel de
respuesta de los genes a los patdogenos. Ademas de permitirnos identificar diversos genes,
es util también para tener un cierto entendimiento de la funcion de los genes sin informacion

previa de las secuencias del genoma. Razén por la cual, RNA-seq nos permite explorar
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genes resistentes a enfermedades. La utilizacion de microarreglos y técnicas de protedmica
resulta importante para identificar nuevos genes candidatos permiti€ndonos tener un cierto
entendimiento de la base genética de la resistencia a enfermedades infecciosas, en este
caso el genoma de las plantas ya debe estar secuenciado para su analisis (Savedra Gallo,

2012).

En la investigacion previa realizada en la EETP-INIAP se disefié una metodologia
bioinformatica alternativa para identificar genes de resistencia contra Foc R4T. Con el
objetivo de encontrar secuencias genéticas dentro de los cultivos de banano que estén
involucrados en ciertos mecanismos de defensa, se hizo una bisqueda utilizando base de
datos bioldgicas y articulos cientificos relacionados a andlisis transcriptdmicos. La base de
datos “Nucleotide” de NCBI, sirvié para buscar genes reportados como resistentes contra
Fusarium sp, esto se hizo mediante un comando de busqueda con operadores booleanos y
avanzados. Los articulos cientificos analizados tienen informacion sobre la evaluacion del
efecto de Foc R4T en banano mediante analisis transcripcionales. M. acuminata (Genoma
A) y M. balbisiana (Genoma B) fueron utilizados como genomas de referencia para la
busqueda de genes que sean resistentes a Fusarium sp., los genomas de referencia se
obtuvieron mediante Banana Genome Hub. Al final se obtuvo un compendio de datos (3
listas) sobre posibles genes resistentes. Todos estos datos fueron sometidos a un filtro, el
cual consistia en tener al menos un gen de resistencia validado experimentalmente (RGA2 y
RGADB). Al termino de esta investigacion, se identificaron nueves genes candidatos
asociados a la resistencia contra FOC R4T presentes en el genoma de banano: PR1, CHS,
RIN4, RPM1, RPS2, WRKY22, NPR1, TGA4 y PAL (Leon Alcivar, 2022). Es asi que, en la
presente investigacion se plantea evaluar el gen RGA2 como punto de partida, mediante
analisis de expresion génica ya se considera resistente por fuentes bibliogréficas y cuenta

con validacion experimental.

Andlisis de Expresion Génica

Para el analisis de expresion génica usualmente se usa el siguiente flujo de trabajo
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Figura 4.

Flujo de trabajo para andlisis de expresion génica

Aislamiento de ARN

Transcripcion inversa (RT)

l

Desarrollo de ensayo qPCR

l

Experimento qPCR

l

Analisis de datos

Nota. Adaptado de Real Time PCR-Applications Guide (p. 51), por BIO-RAD Laboratories,

2006.

gPCR

BIO-RAD Laboratories (2006), sefiala que la gPCR (PCR cuantitativa) o en tiempo
real es una variante de la PCR convencional. Sin embargo, es utilizada para para amplificar
y cuantificar simultaneamente de forma absoluta el producto de amplificacion del ADN. Al
igual que una PCR punto final, la qPCR emplea un molde de ADN, un par de primers
especificos, dNTPs, tampo6n de reaccion adecuado y una polimerasa termoestable. La gran
diferencia es que, en la gPCR se aflade una sustancia marcada con un fluoréforo, la cual
nos ayuda a medir la generacién de uno o mas productos especificos en el termociclador
gue cuenta con sensores de fluorescencia, generandonos un resultado tras excitar el
fluoréforo a una longitud de onda adecuada (Watson et al., 2004). En otras palabras,
detecta y mide la acumulacién de producto amplificado a medida que avanza la reaccion (en
tiempo real). Lo que usualmente se usa en estos ensayos son tintes de unién a ADN y

cebadores (SYBR Green) o sondas especificas de secuencia marcadas con fluorescencia.
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Esta fluorescencia medida es proporcional a la cantidad de producto amplificado en cada

ciclo (BIO-RAD Laboratories, 2006).

SYBER Green

Segun Mészaros (2022), una gPCR con SYBR Green cuenta con las mismas fases
gue una PCR convencional: desnaturalizacion, hibridacion y extensién. La diferencia es que
se utiliza un colorante (SYBR Green) de unién al ADN de doble cadena. Durante la fase de
extension, el tinte fluorescente se intercala en las secuencias de ADN de doble cadena, es
aqui donde se visualiza un gran aumento de la sefial fluorescente (Figura 5). Al final de

cada ciclo, la medicion de esta sefial nos ayuda a determinar la cantidad de ADN presente.

La ventaja de SYBR Green es que, debido a que se une a todo el ADN de doble
cadena, no requiere sondas especificas, lo que puede ayudar a reducir los costos. Es un
método Unico ideal para los investigadores que realizan experimentos de andlisis de
expresion génica (Behind The Bench Staff, 2022). La desventaja del ensayo SYBR Green
es que el tinte se une a cualquier secuencia de ADN de doble cadena. Esto significa que
también podria detectar la fluorescencia emitida por productos de qPCR no especificos,

como los dimeros de cebadores (Mészéaros, 2022).

Figura 5.

SYBER Green en ensayos de gPCR

SYBR Green

Denaturation
Prime:

Annealing
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Extension
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Nota. El gréafico representa como el tinte fluorescente SYBER Green actua sobre las
secuencias de ADN de doble cadena. Tomado de qPCR: How SYBR® Green and TagMan®
real-time PCR assays work, por Eva Mészaros, 2022, INTEGRA (https://www.integra-

biosciences.com/).

Andlisis de Datos qPCR

En la Figura 6, se muestra la grafica de amplificacién que se debe analizar en los
ensayos de qPCR. En el eje X, se muestra el nUmero de ciclos de la PCR. Mientras que en
el eje Y se indica la fluorescencia de la reaccién de amplificacion la cual es proporcional a la

cantidad de producto amplificado (BIO-RAD Laboratories, 2006).

Figura 6.

Gréfico de Amplificacion

1 — i —p |4
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- meseta no
] exponencial
0.2 —
Fluorescencia -
. Valor C;
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Ciclo

Nota. Se puede visualizar la linea de base fluorescente sustraida resultante de la
amplificacién realizada. Adaptado de Real Time PCR-Applications Guide (p. 7), por BIO-

RAD Laboratories, 2006.

Se pueden identificar dos fases, una fase exponencial seguida de una fase de
meseta. A medida que la reaccion avanza, en la fase exponencial la cantidad del producto

se va a duplicar en cada ciclo de igual forma los componentes va a consumirse
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transformandose en componentes limitantes. En el ciclo 28-40 de la Figura 6, se entra en
una fase de meseta (no exponencial) es aqui donde la reaccion se vuelve mas lenta. El ciclo
umbral (threshold) o Ct es el numero de ciclo donde el producto amplificado se acumula
para generar una sefial fluorescente detectable. Los métodos de andlisis para gPCR suelen

ser la cuantificacion absoluta y cuantificacion relativa (BIO-RAD Laboratories, 2006).

Cuantificacion Absoluta

La cuantificacion absoluta se basa en la comparacion del valor de Ct, de las
muestras de prueba con una curva estandar. Este método nos da como resultado la
cantidad de acido nucleico (hiumero de copias, |g) por cantidad dada de muestra (por

célula, por ug de ARN total) (BIO-RAD Laboratories, 2006).

Cuantificacion Relativa
El resultado de la cuantificacidn relativa es una proporcién: la cantidad relativa
(diferencia de veces) de un acido nucleico objetivo para cantidades equivalentes de muestra

de pruebay de control A frente a B.

La normalizacién de datos en ensayos de qPCR es importante para que dichos
datos sean biolégicamente significativos. Los normalizadores tienen un rol fundamental en
la cuantificacion relativa ya que, se utiliza para garantizar que se comparen cantidades
objetivos de cantidades equivalentes de muestras. Resulta relevante, tener en cuenta que el
nivel de expresion de un gen de referencia debe ser constante en todas las muestras de
prueba y dicha expresién no sea alterada por algun tratamiento experimental (BIO-RAD

Laboratories, 2006).
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Cuantificacion Relativa Normalizada contra Masa Unitaria. Las ventajas de usar
una unidad de masa en lugar de un gen de referencia como normalizador son que el disefio
experimental es relativamente simple y el tratamiento matematico es directo. En la
cuantificacion relativa se debe elegir una muestra como calibrador (muestra control) y la
expresion del gen objetivo en el resto de muestras se expresa como un aumento o
disminucion en relacion con el calibrador. Normalmente, la muestra sin tratamiento o de

referencia se escoge como calibrador (BIO-RAD Laboratories, 2006).

Ratio(test/calibrator) — ECT(calibrator)—CT(test)

E es la eficiencia de la reaccion, asumiendo que el ensayo tiene una eficiencia de
amplificaciéon perfecta (la plantilla se duplica en cada ciclo de amplificacién), la ecuacion

anterior se presenta de la siguiente forma (BIO-RAD Laboratories, 2006):
Ratio(test/calibrator) — ZCT(calibrator)—CT(test)
Ratio testjcatibratory = 24T ; donde ACr = Cr(calibrator) — Cr(test)

Cuantificacion Relativa Normalizada con un Gen de Referencia. La ventaja de
usar un gen de referencia (GAPDH, B-actina) en lugar de una unidad de masa como
normalizador es que no es necesario realizar una cuantificacion y cargas precisas del
material de partida. Eso es realmente conveniente cuando se realizan experimentos de
expresion génica relativa en los que el material de partida suele ser limitado. El
inconveniente es que este método requiere la disponibilidad de un gen o genes de
referencia conocidos con expresion constante en todas las muestras ensayadas y cuya
expresion no se ve alterada por el tratamiento de estudio (BIO-RAD Laboratories, 2006).

Habitualmente, la muestra sin tratar o de referencia se elige como calibrador. En

resumen, se debe determinar los valores de Ct, como se muestra en la siguiente tabla 2.
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Tabla 2.

Valores Cy necesarios para la cuantificacién relativa con el gen de referencia como

normalizador.

Prueba Calibrador
Gen objetivo Cr(objetivo, prueba) Cr(objetivo, calibrador)
Gen de referencia Cr(ref, prueba) Cr (ref, calibrador)

Nota. La tabla muestra los datos o valores necesarios para la cuantificacion relativa con un

gen de referencia como normalizador de acuerdo a BIO-RAD Laboratories, 2006.

Existen tres métodos de cuantificacion usando gen de referencia: 1) el método Livak
, también conocido como el método 224¢t,| 2) el método ACt usando un gen de referencia y
3) el método Pfaffl. Cada método presenta ventajas y desventajas, asi como supuestos que
deben cumplirse para que los resultados del andlisis sean veridicos (BIO-RAD Laboratories,

2006).

Tabla 3.

Métodos de cuantificacién usando un gen de referencia

Método Definicidon Formulas

Supone que tanto los
genes diana como los de
referencia se amplifican
con eficiencias cercanas
al 100% y con una
diferencia del 5% entre

si. ACT(testk) = CT(target,test) - CT(ref,test)
Cump”do el SUpUEStO ACT(calibrator) = CT(target,test) - CT(ref,test)
2-AACt anterior se determina la
(Livak)  diferencia relativa en el AACr = ACr(testy — ACr(catibrator)
nivel de expresion de su
gen objetivo en 2-2ACt=Relacion de expresion normalizada

diferentes muestras.

El resultado obtenido es
el aumento (o
disminucién) en veces
del gen de prueba en la
muestra de prueba
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Método

Definiciéon

Formulas

relativa con la muestra
del calibrador.

Método
ACt
usando
un gen de
referencia

Utiliza la diferencia entre
los valores Ct de
referencia y objetivo para
cada muestra.

La diferencia clave en
los resultados es que el
valor de expresion de la
muestra del calibrador
no es 1.0.

Los supuestos
matematicos de este
enfoque son los mismos
del anterior.

Ratio (reference /target) = 26T(ren)~CT(target)

Método
Pfaffl

Solo es valido cuando
las eficiencias de
amplificacion de los
genes dianay de
referencia son similares.

No es necesario que los
genes objetivo y de
referencia tengan la
misma eficiencia de
amplificacién entre si

ACT,target(calibrator—test)

(Etarget)
(Erer)

Ratio = ACT,ref (calibrator—test)

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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Capitulo Illl: Materiales y métodos

Instituciones Participantes

El presente proyecto de investigacion se desarrollé a partir de 25 de abril del 2023
hasta el 18 de agosto del 2023, con fondos del Programa Nacional de Banano, Platano y
otras Musdceas de la Estacion Experimental Tropical Pichilingue-Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias y la colaboracién del Laboratorio de Diagnéstico Molecular

IDgen.

Colaboradores Cientificos

Francisco J. Flores Flor, PhD. Tutor de tesis

Antonio Bustamante, PhD. Investigador de la EETP-INIAP

Zona de Estudio

La toma de muestras de las diferentes accesiones de banano se llevé a cabo en el
Banco de Germoplasma de la Estacion Experimental Tropical Pichilingue del Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias ubicados en el km 5 via El Empalme —
Quevedo. La parte experimental se realizé en el Laboratorio de Diagnéstico Molecular

IDgen.

Material Biolégico
Se trabaj6é con 5 accesiones de banano (Figura 7) del Banco de Germoplasma la
Estacion Experimental Tropical Pichilingue-INIAP: dos diploides (AA), una triploide (AAA) y

dos tetraploides (AAAB, AAAA) tal y como se indica en la tabla 4.

Tabla 4.

Genotipos y respuesta a Foc RAT de las accesiones de banano del Banco de Germoplasma

de la EETP-INIAP

Cédigo de la Nombre comun Genotipo Ploidia Respuesta
accesion Foc R4AT
CMP-001 Orito AA Diploide Susceptible




Cdédigo de la Nombre comun Genotipo Ploidia Respuesta
accesion Foc R4T
CMP-008 Ortaete 51 AAA Triploide Susceptible
CMP-025 Musa acuminata AA Diploide Susceptible
CMP-040 FHIA 01 AAAB Tetraploide Tolerante
CMP-041 FHIA 02 AAAA Tetraploide Tolerante

Nota. Nombre comun, genotipo y ploidia obtenido del Croquis de la Coleccion de las
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Variedades de Muséceas de la EETP-INIAP; Respuesta a Foc R4T obtenido del Diccionario

de Coleccion de las Musaceas de la EETP-INIAP.

Figura 7.

Accesiones de banano del Banco de Germoplasma de la EETP-INIAP.
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Nota. Las imagenes representan las diferentes accesiones de banano del Banco de
Germoplasma de la EETP-INIAP. A) Orito; B) Ortaete 51; C) Musa acuminata; D) FHIA-01;

E) FHIA-02.

Se tom6 muestras de tejido foliar y raices del Banco de Germoplasma de banano
(Figura 8 y 9) los cuales fueron guardados en funda ziploc y transportados en un recipiente
adecuado con bloques de hielo para preservar su integridad hasta el Laboratorio de

Diagndstico Molecular IDgen.
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Figura 8.

Muestras de hojas de banano del Banco de Germoplasma de la EETP-INIAP
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Nota. Las imagenes representan las muestras tomadas de hojas de cada una de las
accesiones de banano. A) Orito; B) Ortaete 51; C) Musa acuminata; D) FHIA-01; E) FHIA-

02.
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Muestras de raiz de banano del Banco de Germoplasma de la EETP-INIAP.
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Nota. Las imagenes representan las muestras tomadas de raices de cada una de las
accesiones de banano. A) Orito; B) Ortaete 51; C) Musa acuminata; D) FHIA-01; E) FHIA-

02.

Extraccion de ARN

Se cort6 tejido sano tanto de hojas como de raices, se guardaron en fundas ziploc y
se almacenaron a -20 °C hasta el momento de extraer ARN. Para la obtencion de ARN de
buena calidad se prob6 dos diferentes métodos: E.Z.N.A Plant RNA Kit y método CTAB

modificado por White et al., 2008.
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E.Z.N.A Plant RNA Kit

Se procedi6 a limpiar la camara de flujo con alcohol y una solucion de RNAsa
(terminator) y se dejo la camara de flujo con UV durante 30 min. Se cort6 el tejido foliar y las
raices en trozos pequefios y se introdujo en tubos de 2 mL con perlas metdlicas, de igual
forma se afiadi6é 20 yL de B-mercaptoetanol con 1 mL de TRK Lysis Buffer. Se homogeniz6
y centrifug6 a 13400 x g durante 5 min para después transferir el sobrenadante limpio a un
tubo nuevo de 1,5 mL. Se afiadié un volumen de etanol al 70%, igual al volumen tomado
del sobrenadante, y se homogenizé con vortex. Después se insertd una mini columna
HiBind RNA dentro de un tubo de coleccién de 2 mL y se transfirio 700 uL de muestra en las
mini columnas HiBind RNA, se centrifugé a 9300 x g durante 1 min para descartar el filtrado
y reusar el tubo de coleccidn (se repitié este proceso hasta consumir toda la muestra). Se
prepard una solucion que contenga 75 uL DNase | stock (73.5 yL DNase | Digestion Buffer
+ 1.5 uL DNase |) para cada muestra. Se afiadié 250 uL de RNA Wash Buffer | para
después centrifugar a 9300 x g durante 1 min descartando el filtrado y reusando el tubo de
coleccion. Se afadié 75 pL de DNase | stock previamente preparada en la superficie de la
membrana de la mini columna HiBind RNA. Se deja reposar a temperatura ambiente
durante 15 min. Se afiadié 250 yL de RNA Wash Buffer | y se dejo reposar por 2 min a
temperatura ambiente. Después se centrifug6 a 9300 x g durante 1 min, descartando el
filtrado y se reuso el tubo de coleccién. Se anadio 500 uL de RNA Wash Buffer Il diluido con
100% etanol y se centrifug6 a 9300 x g por 1 min para descartar el filtrado y reusar el tubo
de coleccion (este paso se repitié 2 veces). Se centrifug6 la mini columna HiBind RNA vacia
a maxima velocidad durante 2 min para secar la columna (este paso fue importante para
remover las trazas de etanol). Se transfiri6 la mini columna HiBind RNA a un tubo limpio de
microcentrifuga de 1.5 mL. Finalmente, se afiadio 40 uL de agua libre de nucleasas para
después centrifugar a méxima velocidad durante 2 min. Este ARN se almacené a -20°C

hasta su utilizaciéon (Bio-tek, 2015).
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Método CTAB modificado

Como reactivos y soluciones se utilizé agua destilada (dH20) sin DEPC para la
preparacion de todas las soluciones. El buffer de extraccion comprendia: CTAB al 2%;
polivinilpirrolidona (PVP) K-40 soluble al 2%; acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 25 mM
(pH 8,0); Tris-HCI 100 mM (pH 8,0); NaCl 2M; 3% de B-mercaptoetanol (afiadido al tampdn
precalentado en autoclave antes de la extraccion). También se utilizé etanol 70% filtrado,
cloroformo-isoamilalcohol (C: I) en una proporcion de 24:1 y LiCl 8 M. Todas las soluciones

Stock para la preparacion del buffer CTAB fueron autoclavados.

Se corto el tejido foliar y las raices de banano en trozos pequefios. Se precalent6 1,2
ml de buffer de extraccion (3 % de B-mercaptoetanol afiadido) para cada muestra en un
tubo de 2 ml a 65 °C en bafio maria. Se corté y pesé 250 mg de material vegetal y se coloco
en el tubo con 3 perlas metélicas de 3 mm de diametro junto con el buffer de extraccion
CTAB. Cada uno de los tubos se ubicaron en un homogeneizador a 50 HZ de frecuencia y
1500 rpm durante 7 min para poder realizar la ruptura del tejido. Inmediatamente, se agitd
en un vortex durante 1 min para después incubar en bafio maria durante al menos 30
minutos con vortex una vez cada 5 min. Se centrifugé a maxima velocidad (16000 x g)
durante 10 min, para después transferir el sobrenadante a un nuevo tubo de 2 mL y se
transfirié el mismo volumen de cloroformo: alcohol isoamilico C:l (24:1) con vortex durante
30 s y centrifugacion a maxima velocidad durante 15 min a 4 °C. Se transfirié la fase acuosa
a un nuevo tubo de 2 mL (repetir el paso de la extraccion con C:l). Se afiadi6 1/3 de
volumen de LiCl 8M al sobrenadante en un tubo de 1,5 mL y se mezclé mediante pipeteo
para después almacenarlo a -20 °C durante toda la noche. Después de la incubacién se
centrifugé los tubos a méaxima velocidad durante 60 min a 4 °C. Se eliminé el sobrenadante
y lavamos cada sedimento con 800 L de etanol al 70 % filtrado para después centrifugar a
14000 g durante 20 min (el lavado con etanol se repitié 2 veces). Retiramos el etanol y

dejamos secar cada tubo al aire durante 10 min. Finalmente, se resuspendi6 el sedimento
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en 25 L de agua libre de nucleasas y almacenamos cada ARN a -20 °C (White et al.,

2008).

Andlisis de Cantidad y Calidad de ARN
La cuantificacion y deteccion de la pureza de las muestras de ARN total se realizé
midiendo la absorbancia de 2uL de ARN a 260 nm en el espectrofotdmetro NanoDrop

2000c.

Ademas, se visualizo el ARN en un gel de agarosa 1% pesando 0,40 g de agarosa
en 40 mL de TBE 1X y se tifio el gel con 5 pL de bromuro de etidio. Se tomd alicuotas de 4
uL de ARN junto con 2 pL buffer de carga 5X Green GoTag®. Se incubd la mezcla a 55 °C
durante 5 min y se cargé en el gel de agarosa empleando una fuente de poder VWR a 90 V

durante 30 min. Finalmente, se visualiz6 los resultados en un transiluminador UV.

Preparacion de ADNc (Transcripcion Inversa)

Para la sintesis del ADNc se utilizé el kit SuperScript ™ 11l Reverse Transcriptase
(invitrogen) siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. El volumen de reaccion que se
utilizé fue de 20 pL que es adecuado para 10 pg-5 ug de ARN total. A continuacion, se
mezcl6 los componentes que se indican en la tabla 5 en un tubo PCR de 200 pL, se incub6

en bafio maria durante 5 min a 65°C para después guardalo en hielo por 1 min.

Tabla 5.

Componentes iniciales.

Reactivo Concentracion Cantidad (pL)
oligo(dT)zo 50 uM 1
dNTP Mix 10 mM 1

H.O - 9

ARN - 2

13
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Se prepard un master mix en otro tubo PCR de 200 pL de acuerdo a los

componentes de la tabla 6, se homogenizé mediante pipeteo y se centrifugd rapidamente.

Tabla 6.

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
RNaseOUT™ 40 unidades/ uL 1
SuperScript MRT 200 unidades/ L 1
7

Se dispensaron 7 pL del master mix en el tubo PCR de los componentes iniciales
(tabla 5), se mezcl6 mediante pipeteo y se incubd a 50 °C durante 30-60 min,
posteriormente inactivamos la reaccion calentando a 70°C durante 15 min. Después, se
agregd 1 pL de RNase H a 37 °C durante 20 min. Finalmente se almacendé a -20 °C hasta

su uso en la gPCR.

Desarrollo de Ensayos de qPCR

Se utilizé el PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se uso 1-10 ng de ADNc monocatenario. Ademas, se realiz6 el experimento por
duplicado teniendo en cuenta también de incluir un 10% en cada reaccion para corregir los
errores de pipeteo. Los controles NTC por sus siglas en ingles "no template control” son
controles sin plantilla (ADN) y son escenciales para detectar contaminacion o amplificaciéon
no especifica, siendo estos nuestras muestras negativas (Biosearch Technologies, s.f.). Tal
y como se indica en Podevin et al., 2012, una combinacién de genes de referencia (EF1,
TUB, ACT) se considera recomendable para el andlisis de expresién génica en muestras de

hojas de invernadero. Por otro lado, en el estudio realizado por Zhang et al., 2017, se indica
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gue TUB y ACTL1 son genes estables y son adecuados para usarse como normalizadores
en expresion génica de banano bajo la induccion de resistencia al marchitamiento por
Fusarium. En este caso, los genes de referencia que se utilizan en esta investigacion son

(TUBB, ACT3). Los cebadores utilizados se detallan en la tabla 7.

Tabla 7.

Secuencias de los cebadores RGA2, TUBB, ACT3 y longitud del producto esperado durante

la amplificacion.

Gen Nombre Cebador (C1) ™m GC% Cebador (C2) Tm GC%  Longitu
(C1) (C1) (C2) (C2) d del
product

[0}
RGA2  Resistance GGAGGTGATGATT  59.74 55.00 GCCAATCGAAGTCC  59.87 52.38 707

gene GGCCCTT TTGAAGC
candidate 2
TUBB Tubulin beta GGAGAACTGCGAT 60.18 55.00 TGAACGGACAGTGT 60.18 50.00 1110
chain TGCTTGC GGCATT
ACT3 Actin-3 GTTCCATGGTCCC 59.60 55.00 AGCAGTGATGTTAT 57.20 45.00 173
CAAGTCA GGCAGT
Tabla 8.

Configuracion de reacciones PCR.

Componentes Cantidad (pL/pocillo)
PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix 5
Forward 0,5
Reverse 0,5
H.O 3
ADN 1
Total 10

Se mezclé bien los componentes de la PCR (tabla 8) con la finalidad de eliminar las
burbujas de aire, para posteriormente transferir cada volumen de reaccion al termociclador

en tiempo real Gentier48E. Como primer paso en el ciclo térmico de PCR, tenemos la
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activacion UDG. Las uracilo-ADN glicosidasas (UDG) hacen referencia a enzimas
reparadoras del ADN evolutivas y bien conservadas. Eliminan el uracilo (que normalmente
se encuentra en el ARN) del ADN, creando uracilo libre y sitios apirimidicos sensibles a los
alcalis en el ADN. Ademas, permite los productos no especificos mal cebados se degraden,
dejando intactas las plantillas de acido nucleico nativo destinadas a la amplificacion

(ThermoFisher, s.f.).

Tabla 9.

Condiciones de ciclo térmico de PCR.

Paso Temperatura Tiempo Ciclos
Activacion UDG 50°C 2 minutos 1
Activacion 95°C 2 minutos 1
Desnaturalizacion 95°C 1-3 segundos
Extension 60°C 30 segundos 0
Tabla 10.

Condiciones de la curva de disociacién (etapa de la curva de fusién).

Paso Tasa de rampa Temperatura Tiempo
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

La amplificacién de qPCR se llevé a cabo usando el termociclador en tiempo real

Gentier48E, con las condiciones sefialadas en la tabla 9 y 10.
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Andlisis de Datos de gPCR

El ensayo se realiz6 por separado, primero se ingreso las muestras de tejido foliar
después las raices, comparando la expresion del gen RGA2 con los genes de referencia
actina y B-tubulina utilizando el programa Gentier48E Real-Time PCR System. Para el
analisis de datos se utiliz6 cuantificacion relativa mediante el método ACt usando genes de
referencia. Los valores Ct generados por la qPCR fueron analizados también en el

programa Excel.



Capitulo VI: Resultados

Extraccion de ARN
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Se aplicaron 2 métodos de extraccién de ARN: E.Z.N.A. Plant RNA Kity CTAB

modificado a todas las muestras (tejido foliar y raices) de las diferentes accesiones de

banano. La extraccion de ARN con E.Z.N.A. Plant RNA Kit resultd en concentraciones entre

4,1-10,1 ng/uL de ARN, con una relacion de absorbancia 260/280 entre 1,09 y 1,87, y una

relacion de absorbancia 260/230 entre 0,16 y 0,30 (tabla 11). Por otro lado, la extraccion de

ARN aplicando el protocolo de CTAB modificado result6 en ARN de mejor calidad y

cantidad. Se obtuvo concentraciones entre 26,7 y 592,5 ng/uL, mientras que la relacién de

absorbancia 260/280 se encontrd entre 2,00 y 2,30 y la relacion 260/230 fue de 0,90 a 2,49.

Los resultados obtenidos en las muestras de tejido foliar fueron mejores comparados con

las raices (tabla 11).

Tabla 11.

Cantidad y Calidad de ARN obtenido

Método de extraccion Material vegetal Abs260/280 Abs260/230 Cantidad (ng/uL)
CMP-H-001 1.75 0.21 43
CMP-H-008 1.40 0.20 5.2
CMP-H-025 1.36 0.30 4.6
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
CMP-R-041 1.09 0.16 10.1
CMP-H-001 2.15 1.96 87.8
CMP-H-008 2.13 2.10 130.5

CTAB modificado

CMP-H-025 2.14 2.12 326.0
CMP-H-040 2.1 1.95 592.5
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Método de extraccion Material vegetal Abs260/280 Abs260/230 Cantidad (ng/pL)
CMP-H-041 2.08 2.03 560.7
CMP-R-001 2.01 1.44 68.1
CMP-R-008 2.00 0.90 711
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

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

Adicionalmente se corrié un gel de agarosa 1% con el fin de evaluar de mejor

manera la integridad del ARN tanto para las muestras de tejido foliar como raices utilizando

el ARN obtenido del protocolo de CTAB modificado, ya que fue donde se obtuvo mejores

resultados. En la figura 10, las muestras de tejido foliar de Musa acuminata, FHIA-01, FHIA-

02 (carril 3,4 y 5 respectivamente) se visualizan bandas claras en la parte superior que

representa ARNr 28S, las bandas inferiores que se muestran degradadas representan ARN

pequefios. En la muestra Orito (carril 1) se visualiza una banda tenue en la parte superior

(ARNr 28S), ademas se presenta una banda tenue en la parte inferior representando a los

ARN pequefios. Mientas que en la accesion Ortaete 51 (carril 2) solo se visualiza una banda

tenue en la parte superior siendo esta del ARNr 28S.
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Figura 9.

Electroforesis en gel de agarosa 1% del ARN de tejido foliar de las diferentes accesiones de

banano.

ARNr 28S

ARN pequerfios

Nota. Carril 1: Orito, Carril 2: Ortaete 51, Carril 3: Musa acuminata, Carril 4: FHIA-01, Carril

5: FHIA-02.

En la figura 11, en todas las muestras de raices se puede visualizar una banda tenue
en la parte superior, las cuales corresponden al ARNr 28S. De igual manera, se puede

apreciar bandas tenues en la parte inferior correspondientes a los ARN pequefios.
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Figura 10.

Electroforesis en gel de agarosa 1% del ARN de raices de las diferentes accesiones de

banano.

ARNTr 28S

ARN pequefios

Nota. Carril 1: Orito, Carril 2: Ortaete 51, Carril 3: Musa acuminata, Carril 4: FHIA-01, Carril

5: FHIA-02.

Preparacion de ADNc (transcripcion inversa)

Se utilizé los ARN con mejor calidad y cantidad para el proceso de la
retrotranscripcion, en donde se obtuvo ADNc de 988.8-4748 ng/uL con una relacion de
absorbancia 260/280 de 1.75-1.82 mientras la relacion 260/230 estuvo entre 1.73y 2.19
(tabla 12). Estos ADNc fueron diluidos a concentraciones de ~100 ng/pL obteniéndose
valores entre 63.2-140.8 ng/pL (tabla 13). Las diluciones de ADNc a concentraciones de

~10 ng/pL se muestran en la tabla 14, donde se obtuvieron valores entre 6.0 y 11.7 ng/uL.

Tabla 12.

Cantidad y calidad de ADNc obtenido.

Material vegetal Abs260/280 Abs260/230 Cantidad (ng/pL)

CMP-H-001 1.75 1.74 1918.2



Material vegetal Abs260/280 Abs260/230 Cantidad (ng/uL)

CMP-H-008 1.77 2.04 2522.5
CMP-H-025 1.82 2.19 4748.6
CMP-H-040 1.76 1.73 988.8
CMP-H-041 1.77 1.91 1545.6
CMP-R-001 1.76 1.94 1395.0
CMP-R-008 1.78 2.02 1884.5
CMP-R-025 1.78 1.99 1919.3
CMP-R-040 1.78 1.99 1907.8
CMP-R-041 1.77 1.96 1975.6

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

Tabla 13.

Cantidad y calidad de ADNc diluido (~100 ng/uL) obtenido.

Material vegetal Abs260/280 Abs260/230 Cantidad (ng/uL)
CMP-H-001 1.79 1.84 108.0
CMP-H-008 1.84 2.26 102.7
CMP-H-025 1.78 2.14 63.2
CMP-H-040 1.71 2.11 121.0
CMP-H-041 1.75 2.01 118.7
CMP-R-001 1.76 2.24 140.8
CMP-R-008 1.79 1.98 102.4
CMP-R-025 1.77 2.04 108.4
CMP-R-040 1.78 2.21 100.5
CMP-R-041 1.78 212 100.1

CMP-H: Muestra hoja; CMP-R: Muestra raiz
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Tabla 14.

Cantidad y calidad de ADNCc diluido (~10 ng/uL) obtenido.

Material vegetal Abs260/280 Abs260/230 Cantidad (ng/pL)
CMP-H-001 2.03 1.64 7.1
CMP-H-008 2.62 2.43 6.0
CMP-H-025 1.82 1.45 10.4
CMP-H-040 1.43 1.30 10.6
CMP-H-041 2.15 4.83 10.8
CMP-R-001 1.89 3.33 8.3
CMP-R-008 1.72 1.53 10.4
CMP-R-025 2.16 18.00 11.3
CMP-R-040 1.91 7.19 10.1
CMP-R-041 1.96 1.95 11.7

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

Ensayos de gPCR

En la figura 12, se presenta como fue distribuido el ensayo de qPCR para las
muestras de tejido foliar. A continuacion, se visualiza la grafica de amplificacion (figura 13)
donde las curvas de color rojo y amarillo corresponden a gen B-tubulina, las curvas de color
verde y celeste corresponden al gen actina, mientras que las de color azul y violeta
representan al gen RGA2. En cada una de las curvas de amplificacion se puede apreciar
una fase lineal, fase exponencial y una fase de meseta (no exponencial), siendo diferente el

ciclo umbral (threshold) o valor Ct para cada una de las muestras.



Figura 11.

59

Distribucion del ensayo qPCR para las muestras de tejido foliar con los genes TUBB, ACT3

y RGA2.
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Figura 12.

Gréfica de amplificacion de las muestras de tejido foliar con los genes RGA2, TUBB, ACT3.
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Nota. Curvas rojas y amarillas: Gen TUBB; Curvas verdes y celestes: Gen ACT3; Curvas

azules y violetas: Gen RGA2.

Los valores Ct obtenidos para el tejido foliar se muestran en la tabla 15. Se puede
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apreciar que tanto para el gen B-tubulina, actina y RGA2 se obtuvo valores Ct en el control

NTC. En el gen B-tubulina se obtuvo valores NTC de 20,520 y 20,309. Para el gen actina se

obtuvo un NTC de 28,910 y 28,949, mientras que para el gen RGA2 solo se obtuvo un valor

de 32,566. Los valores Ct para los genes de referencia B-tubulina y actina (TUBB y ACT3)

en tejido foliar de las diferentes accesiones de banano son parecidas teniendo un valor

alrededor de ~ 23 para el gen TUBB y ~29 para el gen ACT3.

Tabla 15.

Valores Ct obtenidos para cada una de las muestras de tejido foliar.

Gen Muestra Valor Ct

Orito 23,678 21,531
Ortaete 51 23,691 28,191
B-tubulina  Musa acuminata 23,355 20,559
(TUBB) FHIA-01 25,316 21,184
FHIA-02 21,168 20,691
NTC 20,520 20,309
Orito 29,816 28,520
Ortaete 51 28,691 29,566
Actina Musa acuminata 32,465 29,669
(ACT3) FHIA-01 30,887 29,270
FHIA-02 26,980 28,449
NTC 28,910 28,949
Orito 31,402 29,980

RGA2
Ortaete 51 32,684 30,348
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Gen Muestra Valor Ct
Musa acuminata 31,441 31,980
FHIA-01 30,418 29,559
FHIA-02 29,910 35,824
NTC - 32,566

Con el fin de comprobar que los valores Ct de los NTC representan dimeros y no
contaminacién, se corridé un gel de agarosa al 1% de todas las muestras con el gen [3-
tubulina incluido el control NTC. En la figura 13, a partir del carril 2 hasta el carril 6 se logran
visualizar bandas tenues, adicionalmente en la parte inferior se ve unas ligeras bandas que
se asumen que son dimeros. En el carril 7, que representa el control NTC no se visualiza

ninguna banda.

Figura 13.

Electroforesis en gel de agarosa 1% de los productos de gPCR de las muestras de tejido

foliar con el gen B-tubulina.

1110 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).

Para el ensayo de qPCR de las raices se distribuyeron de la misma forma que el

tejido foliar tal y como se indica en la figura 15. Ademas, se presenta un grafico de
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amplificacién donde las curvas de color rojo y amarillo corresponden a los ensayos
realizados con el gen B-tubulina, las curvas verdes y celestes son del gen actina y las de
color azul y violeta estan asociados al gen RGA2. Cada una de las curvas consta de una

fase lineal, fase exponencial, fase de meseta y un ciclo umbral o valor Ct (figura 16).

Figura 14.

Distribucion del ensayo gPCR para las muestras de raiz con los genes TUBB, ACT y RGA2.
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Figura 15.

Grafica de amplificacion de las muestras de raices con los genes RGA2, TUBB, ACT3.

“ Real-time PCR system (user) ——
File(f) View{) Tool(D Option(Q) HelpH)
- = & " ]
PEEEREXE ®8 uw w w -
Run Setting | Sample Setting | Run Monitoring | Analysis
Abs Quant(Stage3_Step?) |

I 2 g Amplification Curve
3500

Fase de meseta

3000

2500 -

2000 Fase exponencial

=
& 1500

Fase inicial Valor Ct

l

! 5 10 15 20 25 30 35 40

A
v

e TEERE K
&

Nota. Curvas rojas y amarillas: Gen TUBB; Curvas verdes y celestes: Gen ACT3; Curvas

azules y violetas: Gen RGA2.

Los valores Ct para los controles NTC también estuvieron presentes en los ensayos
con raices. Para el gen B-tubulina los valores de NTC fueron 19,574 y 19,348. De la misma
forma con el gen actina en las muestras control NTC se obtuvo valores de 25,301y 27,277.
Mientras que para el gen RGA2 Gnicamente se obtuvo un valor de 34,199 (tabla 16). De la
misma forma, los valores Ct para los genes de referencia B-tubulina y actina (TUBB y ACT3)
fueron similares, teniendo un valor Ct en el gen TUBB alrededor de ~23, mientras que para

el gen ACT3 fue de ~29.

Tabla 16.

Valores Ct obtenidos para cada una de las muestras de raiz.

Gen Muestra Valor Ct

Orito 23,004 24,082




Gen Muestra Valor Ct

B-tubulina Ortaete 51 24,137 22,637
(TuBB) Musa acuminata 22,824 22,645
FHIA-01 22,527 23,465
FHIA-02 22,590 25,051
NTC 19,574 19,348
Orito 27,004 30,309
Ortaete 51 29,840 27,277
Actina Musa acuminata 31,027 29,926
(ACT3) FHIA-01 29,113 29,824
FHIA-02 33,191 27,137
NTC 25,301 27,277
Orito 31,527 31,316
Ortaete 51 31,629 31,668
Musa acuminata 31,824 31,410
RGA2

FHIA-01 32,371 32,160
FHIA-02 31,793 32,902

NTC 34,199 -

En esta ocasion, se corrié un gel de agarosa 1% con todas las muestras de raiz
utilizando el gen actina con el fin de visualizar que no exista contaminacion en el control
NTC. En la figura 15, se logra visualizar bandas tenues del carril 2 hasta el carril 6, las
bandas que se encuentran en la parte inferior representan los dimeros. Mientras que en el
carril 7 no se identifica ninguna banda, razén por la cual se asume que no hay

contaminacion en la muestra control NTC.
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Figura 16.

Electroforesis en gel de agarosa 1% de los productos de gPCR de las muestras de raiz con

el gen actina.

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).

Analisis de Datos qPCR

En la figura 18, se indica que el tejido foliar de FHIA-01 tiene el mayor nivel de
expresion del gen RGA2 entre las accesiones de banano analizadas. Es asi, que la
accesion Orito tiene un nivel de expresion del gen RGA2 que es 2 veces menor, las
accesiones Ortaete 51 y Musa acuminata tienen un nivel de expresion del gen de interés 3
veces menor que en la accesion FHIA-01. El gen RGA2 en la accesion FHIA-02 tiene el
nivel de expresion mas bajo, expresandose 10 veces menos que la accesion FHIA-01.
Podemos decir que, si se observan diferencias del nivel de expresion del gen RGA2 en

tejido foliar entre las accesiones de banano.



66

Figura 17.

Grafico de barras del analisis de expresion génica del gen RGA2 en tejido foliar de las

diferentes accesiones banano.
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En la figura 19, podemos identificar que las raices de la accesion Orito tienen el
mayor nivel de expresion del gen RGA2 que en el resto de accesiones de banano. Aunque
las raices de las accesiones Ortaete 51 y Musa acuminata presentan un menor nivel de
expresién comparado con la accesion Orito, no existe gran diferencia entre las 3 accesiones
de banano. La expresion del gen RGA2 en las raices de las accesiones FHIA-01 y FHIA-02,
de igual forma no presentan gran diferencia, Unicamente se expresa 2 veces menos
comparado con las raices de la accesion Orito. Es asi que, no se observan diferencias del

nivel de expresion del gen RGA2 en raices entre las acciones de banano.
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Figura 18.

Grafico de barras del analisis de expresion génica del gen RGA2 en raiz de las diferentes

accesiones banano.
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Capitulo V: Discusién

Segun White et al., 2008, la obtenciéon de ARN de alta calidad de muestras de tejido
vegetal continGia siendo un problema, incluso con las numerosas modificaciones que se
hacen a los diferentes protocolos y el descubrimiento de nuevos buffers de extraccion. El
principal desafio que usualmente se presenta, es el tipo de muestra a tratar y los
contaminantes que presenta, estos pueden ser polifenoles, metabolitos secundarios y
polisacaridos (Logemann et al., 1987). En un estudio realizado por Wuyts et al., 2006, se
indica que los compuestos fendlicos estan siempre presentes en el tejido vegetativo del
banano. Con ayuda de cromatografia liquida de alta resolucién se revel6 que
especificamente se tratan de &cidos fendlicos (Bashmil et al., 2021). En la presente
investigacion, trabajamos con tejido foliar y radicular de las diferentes accesiones de
banano, las cuales como se detalla anteriormente presentan gran cantidad de compuestos
fendlicos siendo un problema para el aislamiento de ARN. White et al., 2008, sefiala que el
método debe ser rapido, seguro, eficiente, econémico y lo mas importante versatil. En este
caso, el mejor resultado fue la extraccion de ARN mediante CTAB modificado (tabla 11),
siendo este un método rapido, seguro y econdémico, a diferencia de trabajar con el E.Z.N.A.
Plant RNA kit, que evidentemente genero malos resultados y su costo es mas elevado. La
eficiencia del método CTAB modificado puede atribuirse al uso del B-mercaptoetanol. Segun
Chang et al., 1993, el B-mercaptoetanol es un fuerte agente reductor con la capacidad de
romper enlaces disulfuro, por lo cual una adicion o aumento de la concentracion de aquel
reactivo reduce la oxidacion de polifenoles inactivando las ribonucleasas, obteniendo como

resultado un método robusto, rapido y confiable.

Tal y como se presenta en la tabla 11, mediante el método de extraccion E.Z.N.A.
Plant RNA Kit no se tiene buenas calidades de ARN. Tomando en cuenta la relacion de
absorbancia A260/280 solo las muestras CMP-H-001 y CMP-H-041 tienen un valor > 1.7,
inclusive la relacion A260/230 de todas las muestras son < 1.5, siendo concentraciones muy

bajas, por lo que no fueron consideradas para ensayos posteriores. El Programa de control
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de calidad de acidos nucleicos (2020), detalla que, para tener un ARN de pureza éptima, su
relacion de absorbancias A260/280 debe estar entre 2.0y 2.2, mientras que la A260/230
sebe ser mayor que 2. Evidentemente, esto no sucede, es por ello que el aislamiento con kit
no se consideré efectivo para este tipo de muestras. El método CTAB modificado tuvo
mejores resultados, la relacion A260/280 tanto de la muestra de tejido foliar como raices
estan en el rango 2.0-2.2. Las absorbancias A260/230 para tejido foliar de 2 muestras
(CMP-H-001, CMP-H-040) son 1.95 y 1.96 respectivamente, estos valores son cercanos a
2. Las accesiones CMP-H-001 y CMP-H-040 cumplen con los estandares sefialados en el
Programa de control de calidad de acidos nucleicos (2020), considerandose ese ARN de
buena calidad. Teniendo en cuenta lo anterior, solo la muestra de raiz de la accesiéon CMP-
R-025 es considerada 6ptima, ya que su A260/230 > 1.8. En el caso de las accesiones
CMP-R-040 y CMP-R-041, el valor de A260/230 fue de 1.60 y 1.70 respectivamente.
Considerandose ARN aceptables sin embargo presentan contaminacion de sales y fenoles.
Tanto CMP-R-001 y CMP-R-008 tienen valores menores a 1.5 de A260/230 considerandose
estos no aceptables, ya que el Programa de control de calidad de &cidos nucleicos (2020)
sefala que la A260/230 debe ser mayor a 1.5, sin embargo, se utilizé todos estos ARN para

los siguientes ensayos de transcripcion inversa y qPCR.

Aranda et al., 2012, sefiala que, es importante analizar la integridad del ARN
previamente a la sintesis de ADNc para su uso posterior. En la electroforesis del gel de
agarosa en todas las accesiones de banano se observan la presencia de ARN pequefios,
ademas solo se visualiza una banda tenue 28S en cada una de las accesiones. La banda
18S al ser mas pequefa es mas susceptible a la degradacion, es por eso que solo se logra
visualizar bandas 28S, especialmente en las muestras FHIA-01 y FHIA-02 donde las
bandas son mas claras y la degradacion del ARN en la parte inferior es mas evidente. De la
misma forma la banda 28S también se puede degradar, quedandonos solo ARN pequefios
en la parte inferior (Figura 10 y 11). Segun Kazantsev & Pace (2006), la presencia de las

ribonucleasas (RNasas) afectan directamente a la integridad del ARN. Dichas RNasas
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suelen ser secretadas por la piel y se estan en diversos fluidos producidos por el cuerpo
humano (Harder & Schroder, 2002). Aranda et al., 2012, sefiala que las RNasas suelen
estar activas a temperaturas de 15 y 80°C. La mejor manera de conservar los ARN es en
congelacion a -20°C y -80°C. Esta puede ser la razén de nuestros ARN degradados ya que,

para su uso continuo se tuvo que pasar de temperaturas de -20°C a temperatura ambiente.

En el caso de la amplificacion del control NTC en la gPCR, Collaghan & Fenech
(2011), indican que puede ser debido a contaminacion o formacion de dimeros en los
cebadores (primers). Tal y como se muestra en las figuras 14 y 17, no se observa ninguna
banda en el carril 7 correspondiente al control NTC, mientras que en los carriles 2 a 6 que
corresponden a las muestras (Orito, Ortaete 51, Musa acuminata, FHIA-01, FHIA-02) se
observa una banda de 173 pb en el gel de agarosa de actina (ACT) y en el gel de agarosa
de B-tubulina (TUBB) se observa una banda de 1110 pb. Debajo de cada banda se observa
bandas muy tenues correspondientes a los dimeros. Entonces, se puede afirmar que en
este caso los controles NTC representaban dimeros y no contaminacion. Thornton & Basu
(2015), afirman que el SYBER Green genera una sefial fluorescente en contacto con
cualquier secuencia de nucledtidos de doble cadena, es asi que, existe la posibilidad de
detectar sefiales falsas producidas por la presencia de dimeros. Los primers se consideran
como productos no especificos, formados por la union de mondémeros. Suelen ser de
cadena corta a diferencia de los ADN (Chauhan, 2019). Esto puede explicar porque los

valores Ct de los controles NTC son menores de las reacciones que si tienen ADN.

En un estudio realizado por Zhang et al., 2016, se evaluaron varios genes
candidatos de referencia para el andlisis causado por el marchitamiento de Foc en Musa
spp. Los genes evaluados (ACT2, ACT1, TUB) fueron estables, es decir que se pueden
considerar como normalizadores. Indicando un nivel de expresién moderada con valores Ct
entre 20 y 25. En nuestra investigacion, los genes de referencia considerados fueron actina
y B-tubulina (ACT3, TUBB). Tal y como se puede apreciar en la tabla 15y 16, el nivel de

expresion de los genes de referencia (Ct) es similar, teniendo un valor promedio de 23 para
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TUBB y 29 para ACT3. Es asi que, estos 2 genes de referencia pueden ser usados como

normalizadores para este ensayo.

En la figura 18, la accesion FHIA-01 presenta el mayor nivel de expresién del gen
RGAZ2 en tejido foliar, siendo esta accesion un cultivo tetraploide (AAAB), la cual ha sido
desarrollada para generar tolerancia contra patologias. Segun la tabla 4, a través de la
informacidn obtenida por el Diccionario de Coleccion de Musaceas de la EETP-INIAP, este
cultivo FHIA-1 es tolerante ante Foc R4T. Asi mismo, ProMusa (2020), cataloga a FHIA-1
como resistente a Foc R4. Siendo atribuible la tolerancia al alto nivel de expresion del gen
RGAZ2 en tejido foliar de ese cultivar comparado al resto de bananos. Las diferencias de
expresion del gen RGA2 empiezan a ser mas notorias con la accesion Orito, ya que segun
la tabla 4, es diploide (AA) y es susceptible a Foc R4T. La susceptibilidad se puede atribuir
entonces al nivel de expresion, ya que en este caso la accesion Orito se expresa 2 veces
menos que la accesion FHIA-01. De igual forma, los cultivares Ortaete 51 y Musa
acuminata, tienen un nivel de expresion del gen RGA2 en el tejido foliar 3 veces menor que
la accesion FHIA-01. Segun el Diccionario de Coleccién de las Muséaceas, ambos cultivos
son susceptibles a Foc R4T, siendo Ortaete 51 un banano triploide (AAA). Garcia-Bastidas
et al., 2022, sefiala que la mayoria de los cultivos triploides sigue siendo susceptible a Foc R4T.
La expresion del gen RGA2 en tejido foliar que presenta una mayor diferencia en comparacion
con FHIA-01 es la accesion FHIA-02, este cultivar denominado tetraploide (AAAA) se expresa
10 veces menos que FHIA-01, sin embargo, a este cultivar FHIA-02 se lo describe como
tolerante a Foc R4T (tabla 4). ProMusa (2017), sefiala al cultivo FHIA-02 como susceptible y
extremadamente susceptible a Foc R4 y Foc R4ST, respectivamente. Atribuyéndose su

susceptibilidad, al bajo nivel de expresion del gen RGA2 en la accesién FHIA-02.

Dale et al., 2017, sefala que Foc R4T es un patégeno transmitido por el suelo,
debido a ello es de gran importancia analizar la expresion génica de las raices. En la figura
19, podemos visualizar que el nivel de expresion del gen RGA2 en las raices de cada una

de las accesiones de banano no presentan diferencias en comparacion a la expresion del
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gen de interés en el tejido foliar. La accesion Orito (AA), es aquella que presenta el mayor
nivel de expresion del gen RGA2. Aunque la diferencia no es tan grande, Ortaete 51 y Musa
acuminata presentan un nivel de expresion de RGA2 relativamente baja comparada con
Orito. Estas 3 accesiones se consideran susceptibles a Foc R4T. De la misma forma los
cultivos FHIA-01 (AAAB) y FHIA-02 (AAAA), son cultivos tetraploides que segun la tabla 4,
se consideran tolerantes a Foc R4T. Sin embargo, la expresion del gen de interés no
presenta gran diferencia ya que es solo 2 veces menor a la expresion en la accesion Orito.
Evidentemente son resultados diferentes comparado con los del tejido foliar, la expresion de
genes puede ser regulada de forma diferente dependiendo del tejido, etapa de desarrollo o
condiciones ambientales a las que se ve afectada. En el estudio realizado por Huang et al.,
2016, el andlisis de niveles de expresion es diferente en hojas que, en rizomas,
dependiendo del tipo de funcién que cumpla dicho gen y en a qué condiciones se la
presente. Existe la posibilidad que la expresién del gen RGA2 no tenga diferencias en las
raices de todas las acciones analizadas, ya que como se mencion6 anteriormente, Foc R4T
como primer paso ingresa por la raiz, razén por la cual no tiene un nivel de expresiéon

diferente en ese tejido.

Se debe tener en cuenta que la resistencia a Fusarium oxysporum f.sp. cubense es
un tema ligado a una resistencia multifactorial, es decir dependera de varios factores y no
solo de un gen. Tal y como menciona Leén Alcivar (2022), existe un compendio de genes
resistencia que pueden estar involucrados en diversas rutas metabdlicas o procesos que
generan resistencia contra Foc R4T. A pesar de esto, mediante esta investigacion podemos
comprobar como la expresion del gen RGA2 esta correlacionada en parte con la resistencia
a Foc R4T especialmente a nivel de tejido foliar, tal y como se hizo en la investigacién de

Dale et al., 2017.

Conclusiones
Se identifico 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
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una calidad moderada, la cual se pudo verificar mediante espectrofotometro NanoDrop

2000c y geles de agarosa.

Se analizé la expresion de los genes de mantenimiento 3- tubulina (TUBB) y actina (ACT3)
como controles internos de qPCR, los cuales presentan un nivel de expresion génica (valor
Ct) similar en cada accesién de banano, permitiéndonos de esta forma usarlo como

normalizadores para el andlisis del gen de interés RGA2.

Se cuantifico 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 expresién del gen RGA2

si presenta diferencias claras entre los cultivares.

Recomendaciones
Trabajar con muestras frescas en la extraccion de ARN para obtener mejores resultados,

siendo esto un paso fundamental para la obtencién de ARN de buena calidad.

Realizar la ruptura celular de las raices con un método diferente a la maceracion con
nitrégeno 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 expresién génica del resto de genes candidatos de banano analizados en la
investigacion previa, incluyendo las mismas accesiones de banano con las que se trabajé
en este proyecto, con el fin de que sea posible realizar una comparacién entre los diferentes

genes.



74

Bibliografia
AGROCALIDAD. (10 de Abril de 2021). Ecuador cuenta con una red solvente para
diagnostico de FOC R4T. Obtenido de https://www.agrocalidad.gob.ec/ecuador-

cuenta-con-una-red-solvente-para-diagnostico-de-foc-r4t/

Aguayo, J., Mostert, D., Fourrier-Jeandel, C., Cerf-Wendling, I., Hostachy, B., Viljoen, A., &
loos, R. (2017). Development of a hydrolysis probe-based real-time assay for the
detection of tropical strains of Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 4. PLOS

ONE, 12(2), 1-20. doi:https://doi.org/10.1371/journal.pone.0171767

Aranda, P., LaJoie, D., & Jorcyk, C. (2012). Bleach Gel: A Simple Agarose Gel for Analyzing

RNA Quality. Electrophoresis, 33(2), 366-369. doi:10.1002/elps.201100335

Arora, S., Steuernagel, B., Gaurav, K., Chandramohan, S., Long, Y., Matny, O., . . . Wulff, H.
(2019). Resistance gene cloning from a wild crop relative by sequence capture and
association genetics. nature biotechnology, 37, 139-143.

doi:https://doi.org/10.1038/s41587-018-0007-9

AUGURA. (2019). Augura intensific6 medidas de control y prevencién ante sospecha de
presencia del hongo Fusarium R4T en Colombia alertado por el ICA. Recuperado el
02 de Julio de 2023, de https://www.augura.com.co/comunicaciones/noticias/boletin-

augura-ante-alerta-fitosanitaria/

Bakry, F., & Horry, J. (2014). Advances in genomics: applications to banana breeding. ISHS

Acta Horticulturae 1114, 171-180. doi:10.17660/ActaHortic.2016.1114.24

Bashmil, Y., Ali, A., BK, A., Dunshea, F., & Suleria, H. (2021). Screening and
Characterization of Phenolic Compounds from Australian Grown Bananas and Their
Antioxidant Capacity. Antioxidants (Basel), 10(10), 1521. doi:

10.3390/antiox10101521



75

Behind The Bench Staff. (11 de Marzo de 2022). Trust your SYBR Green gPCR Data.
Obtenido de https://www.thermofisher.com/blog/behindthebench/trust-your-sybr-
green-gpcr-
data/#:~:text=In%20a%20gPCR%20reaction%2C%20as,present%20in%20the%200r

iginal%20sample.

BIO-RAD Laboratories. (2006). Real time PCR. En Applications Guide (pags. 1-105).

Biosearch Technologies. (s.f.). What is a no template control (NTC) well? Recuperado el 17
de Agosto de 2023, de https://www.biosearchtech.com/support/fags/kasp-

genotyping-assays/what-is-a-no-template-control-ntc-well

Bio-tek, O. (2015). E.Z.N.A.® Total RNA Kit I | Total RNA Extraction Kit. Recuperado el 13
de Mayo de 2023, de https://www.omegabiotek.com/product/total-cellular-rna-e-z-n-

a-total-rna-kit-i/

CABI. (16 de Noviembre de 2021). Fusarium oxysporum f.sp. cubense (Panama disease of

banana). Obtenido de https://www.cabi.org/isc/datasheet/24621

Cedefio, G. (2010). Evaluacién del comportamiento de doce cultivares de Musa spp.,
Inoculados con Mycosphaerella fijiensis Morelet. Agente causal de la sigatoka negra.
Universidad Técnica de Manabi, Facultad de Ingenieria Agronémica , Portoviejo-

Ecuador. Obtenido de http://repositorio.uteq.edu.ec/handle/43000/1285

Chang, S., Puryear, J., & Cairney, J. (1993). A simple and efficient method for isolating RNA

from pine trees. Plant Mol. Biol, 11, 113-116.

Chauhan, T. (15 de Abril de 2019). What are Primer Dimers? — A Beginner’s Guide.
Obtenido de Genetic Education, PCR technology :
https://geneticeducation.co.in/what-are-primer-dimers-a-beginners-

guidef#google_vignette



76

Cheesman, E. (1948). Classification of the Bananas. lll. Critical Notes on Species. b. Musa

acuminata Colla. Kew Bulletin 1 (3): 17-28.

Chen, A., Sun, J., Matthews, A., Armas-Egas, L., Cheng, N., Hamill, S., . . . Aitken, E.
(2019). Assessing Variations in Host Resistance to Fusarium oxysporum f sp.
cubense Race 4 in Musa Species, With a Focus on the Subtropical Race 4. Frontiers

in Microbiology, 10. doi:https://doi.org/10.3389/fmicb.2019.01062

COE Nacional. (23 de Junio de 2020). Estrategia Nacional para la Prevencion, Deteccion y
Control de la Plaga Foc R4T. Obtenido de https://www.agrocalidad.gob.ec/wp-

content/uploads/2022/04/Estrategia-Nacional-de-Prevencion-contra-Foc-R4T.pdf

Corporacion Financiera Nacional. (27 de Agosto de 2021). Ficha sectorial: Banano y
Platano. Obtenido de Sugerencia de Analisis de Productos y Servicios:
https://lwww.cfn.fin.ec/wp-content/uploads/downloads/biblioteca/2021/fichas-

sectoriales-3-trimestre/Ficha-Sectorial-Banano.pdf

D’Hont, A., Denoeud, F., Aury, J.-M., Baurens, F.-C., Carreel, F., Garsmeur, O., ... Da
Silva, C. (2012). The banana (Musa acuminata) genome and the evolution of

monocotyledonous plants. Nature, 213-217. doi:https://doi.org/10.1038/nature11241

D’Hont, A., Paget-Goy, A., Escoute , J., & Carreel , F. (2000). The interspecific genome
structure of cultivated banana, Musa spp. revealed by genomic DNA in situ
hybridization. Theoretical and Applied Genetics, pages177-183.

doi:https://doi.org/10.1007/s001220050024

Dale, J., James, A., Paul, J.-Y., Khanna, H., Smith, M., Echeverria, S., . . . Harding, R. (14
de Noviembre de 2017). Transgenic Cavendish bananas with resistance to Fusarium
wilt tropical race 4. Nature Communications, 8(1496), 1-8.

doi:https://doi.org/10.1038/s41467-017-01670-6



77

Domsch, K., Gams, W., & Anderson, T.-H. (1980). Compendium of soil fungi (Vol. 2).

London: Academic Press.

FAO. (2017). Global programme on banana Fusarium wilt disease: Protecting banana
production from the disease with focus on. Obtenido de http://www.fao.org/3/a-

i7921e.pdf

Fundacion Hondurefia de Investigacion Agricola . (28 de Julio de 2023). Banano FHIA-01 .
Obtenido de Banano rastico para huertos caseros y para procesamiento:
http://iwww.fhia.org.hn/descargas/Programa_de Banano_y_Platano/hibridos-

FHIA/fhia-01.pdf

Garcia-Bastidas, F., Arango Isaza, R., Rodriguez-Cabal,, H., Seidl,, M., Cappadona,, G.,
Segura, R., ... J. Kema, G. (21 de Septiembre de 2022). Induced resistance to
Fusarium wilt of banana caused by Tropical Race 4 in Cavendish cv Grand Naine
bananas after challenging with avirulent Fusarium spp. Plos One, 17(9).

doi:https://doi.org/10.1371/journal.pone.0273335

Ghag, S., Shekhawat, U., & Ganapathi, T. (2015). Fusarium wilt of banana: biology,
epidemiology and management. International Journal of Pest Management, 61(3),

250-263. doi:https://doi.org/10.1080/09670874.2015.1043972

Harder, J., & Schroder, J.-M. (2002). RNase 7, a novel innate immune defense antimicrobial
protein of healthy human skin. J Biol Chem, 277(48), 46779-46784.

doi:10.1074/jbc.M207587200

Huang, Q., Huang, X., Deng, J., Liu, H., Liu, Y., Yu, K., & Huang*, B. (30 de Marzo de 2016).
Differential Gene Expression between Leaf and Rhizome in Atractylodes lancea: A
Comparative Transcriptome Analysis. Frontiers in Plant Science, 7.

doi:https://doi.org/10.3389/fpls.2016.00348



78

Kazantsev, A., & Pace, N. (2006). Bacterial RNase P: a new view of an ancient enzyme. Nat

Rev Microbiol, 4(10), 729-740. doi:10.1038/nrmicro1491

Ledn Alcivar, B. (22 de Febrero de 2022). Aplicacion de la mineria genémica en banano
para la busqueda de genes de resistencia a Fusarium oxysporum. Obtenido de
Universidad Regional Amazdénica Ikiam:

http://repositorio.ikiam.edu.ec/jspui/handle/RD_IKIAM/630

Li, C., Zuo, C., Deng, G., Kuang, R., Yang, Q., Hu, C., . . . Yi, G. (2013). Contamination of
Bananas with Beauvericin and Fusaric Acid Produced by Fusarium oxysporum f. sp.

cubense. PLOS ONE, 8(7), 1-11. doi:https://doi.org/10.137 1/journal.pone.0070226

Li, C.-Y., Deng, G.-M., Yang, J., Viljoen, A., Jin, Y., Kuang, R.-B., . . . Yi, G.-J. (2012).
Transcriptome profiling of resistant and susceptible Cavendish banana roots
following inoculation with Fusarium oxysporum f. sp. cubense tropical race 4. BMC

Genomics, 5(13), 374. doi: 10.1186/1471-2164-13-374

Li, H., Dong, Z., Ma, C., Tian, X., Xiang, Z., Xia, Q., . . . Liu, W. (2019). Discovery of powdery
mildew resistance gene candidates from Aegilops biuncialis chromosome 2Mb based
on transcriptome sequencing. PLOS ONE, 14(11), 1-19.

doi:https://doi.org/10.1371/journal.pone.0220089

Logemann, J., Schell, J., & Willmitzer, L. (1987). Improved method for the isolation of RNA

from plant tissues. Anal Biochem, 163(1), 16-20. doi:10.1016/0003-2697(87)90086-8

Magdama, F. (2019). Fusarium oxysporum-El Hongo mas temido en la Industria del Banano.

ECUADOR ES CALIDAD. Revista ecuatoriana cientifica, 6, 1-4.

Manzo Sanchez, G., Orozco Santos, M., Martinez Bolafios, L., Garrido Ramirez, E., & Canto
Canche, B. (2014). Enfermedades de importancia cuarentenaria y econémica del
cultivo de banano ( Musa sp.) en México. Revista mexicana de fitopatologia, 32(2),

1-19.



79

Martinez Solorzano, G., Rey Brina, J., Pargas Pichardo, R., & Manzanilla, E. (2020).
Fusarium wilt by tropical race 4: Current status and presence in the American

continent. Agronomia Mesoamericana, 31(1), 1-18. doi:10.15517/am.v31i1.37925

Maryani, N., Lombard, L., Poerba, Y., Subandiyah, S., Crous, P., & Kema, G. (2019).
Phylogeny and genetic diversity of the banana Fusarium wilt pathogen Fusarium
oxysporum f. sp. cubense in the Indonesian centre of origin. Stud Mycol, 155-194.

doi:10.1016/j.simyco.2018.06.003.

Mészaros, E. (11 de Mayo de 2022). gPCR: How SYBR® Green and TagMan® real-time
PCR assays work. Obtenido de https://www.integra-
biosciences.com/japan/en/blog/article/gpcr-how-sybrr-green-and-tagmanr-real-time-

pcr-assays-work

Monzén , A., & Rodriguez Tudela, J. (2000). Infecciones causadas por el género Fusarium.

Control Calidad SEIMC, 1-6.

Orjeda , G. (1998). Evaluation of Musa germplasm for resistance to Sigatoka diseases and

Fusarium wilt. IPGRI/INIBAP.

Peraza-Echeverria, S., Dale, a., Harding, R., Smith, M., & Collet, C. (2008). Characterization
of disease resistance gene candidates of the nucleotide binding site (NBS) type from
banana and correlation of a transcriptional polymorphism with resistance to Fusarium
oxysporum f.sp. cubense race 4. Molecular Breeding, 22, 565-579.

doi:https://doi.org/10.1007/s11032-008-9199-x

Perrier, X., De Langhe, E., Donohue, M., Lentfer, C., Vrydaghs, L., Bakry, F., ... Denham,
T. (2011). Multidisciplinary perspectives on banana (Musa spp.) domestication.
Proceedings of the National Academy of Sciences, 108(28), 11311-11318.

doi:https://doi.org/10.1073/pnas.1102001108



80

Ploetz, R. (2005). Panama Disease: An Old Nemesis Rears its Ugly: Head Part 2. The
Cavendish Era and Beyond. APS Publications, 7(1). doi:https://doi.org/10.1094/PHP-

2006-0308-01-RV

Ploetz, R. (2006). Fusarium Wilt of Banana Is Caused by Several Pathogens Referred to as
Fusarium oxysporum f. sp. cubense. Phytopathology, 96(6), 653-656.

doi:10.1094/PHYTO-96-0653

Ploetz, R., & Pegg, K. (1999). Fusarium wilt. Diseases of Banana, Abaca and Enset. CABI

Publishing, 143-159.

Pocasangre, L., Quesada, L., & Brown, D. (2009). Reunion de grupos de interés sobre los
riesgos de la raza tropical 4 de Fusarium, BBTV y otras Plagas de Musaceas para la
Region del OIRSA, America Latina y el Caribe: Documentos de programay
resumenes de la Reunion OIRSA Sede Central, San Salvador, EI S. CGIAR:

Repository of Agricultural Research Outputs, 72.

Podevin, N., Krauss, A., Henry, I., Swennen, R., & Remy, S. (2012). Selection and
validation of reference genes for quantitative RT-PCR expression studies of the non-
model crop Musa. Molecular Breeding, 30, 1237-1252.

doi:https://doi.org/10.1007/s11032-012-9711-1

Portal Gonzélez, N., Solano Gaybor, J., & Santos Bermudez, R. (2017). Enfoques
moleculares para la resistencia del banano a Fusarium oxysporum f.sp. cubense.

Parte Il. Revista cientifica multidisciplinar Investigacion y Saberes, 6(2), 1-21.

Programa de control de calidad de acidos nucleicos. (Octubre de 2020). Banco Nacional de
ADN. Obtenido de https://www.bancoadn.org/docs/formulario-control-calidad-

muestras.pdf
ProMusa. (25 de Julio de 2017). FHIA-02. Obtenido de https://www.promusa.org/FHIA-02

ProMusa. (16 de Julio de 2020). FHIA-01. Obtenido de https://www.promusa.org/FHIA-01



81

Ritter, E., Aragones, A., Ruiz de Galarreta, J., Hernandez, M., & Barandalla, L. (2020).
Mapeo por asociacion para detectar genes candidatos de tolerancia a estreses
abidticos en papa. Obtenido de VII Congreso Ecuatoriano de la Papa:

https://cipotato.org/wp-content/uploads/2017/08/2.-Eritter.pdf

Savedra Gallo, C. (2012). Identificacién de Genes Candidatos de Resistencia a Sigatoka
Negra en Variedades de Banano y Platano. Guayaquil: Escuela Superior Politénica

del Litoral .

SENASICA. (2018). Protocolo de Diagnéstico: Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza 4

Tropical (Marchitez por Foc R4T). Tecamac: SAGARPA.

Silva, F. J. (2004). Estudio de genes candidatos en la susceptibilidad y curso clinico del

lupus eritematoso sistémico. Dialnet, 1-18.

Soto, M. (1990). .Bananos cultivo y comercializacion. En Segunda edicién (pag. 619). Costa

rica: Ed. Lil s.a. San Jose.

Stover, R., & Ploez, R. (1990). Fusarium wilt of banana: some history and current status of

the disease. APS Press, 1-7.

Summerell, B. (2019). Resolving Fusarium: Current Status of the Genus. Annu Rev

Phytopathol, 323-339. doi:10.1146/annurev-phyto-082718-100204

Thornton, B., & Basu , C. (2015). Rapid and Simple Method of gPCR Primer Design.
Methods in Molecular Biology, 173-179. doi:https://doi.org/10.1007/978-1-4939-2365-

6_13

Waite, B., & Stover, R. (1960). Studies on Fusarium wilt of bananas. VI. Variability and
cultivar concept in Fusarium oxysporum f. sp. cubense. Canadian Journal of Botany,

38(6), 985-994. doi:10.1139/b60-087

Watson, J., Baker, T., Bell, S., Gann, A., & Levine, M. (2004). Molecular Biology of the

Gene, Books a la Carte Edition. San Francisco: Pearson.



82

White, E., Venter, M., Hiten, N., & Burger, J. (2008). Modified Cetyltrimethylammonium
bromide method improves robustness and versatility: The benchmark for plant RNA

extraction. Biotechnology Journal, 3, 1424-1428. doi:10.1002/biot.200800207

Wuyts, N., De Waele, D., & Swennen, R. (2006). Extraction and partial characterization of
polyphenol oxidase from banana (Musa acuminata Grande naine) roots.
https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2006.06.005, 44(5-6), 308-314.

doi:https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2006.06.005

Zhang, L., Liu, L., Cheng, P., Shen, H., Rong, B., Liu, W., & Yu, G. (2017). ldentification and
validation of reference genes for RT-qPCR analysis in banana (Musa spp.) under
Fusarium wilt resistance induction conditions. Journal of Phytopathology, 165(11),

746-754. doi:https://doi.org/10.1111/jph.12614

Zhu, M., & Zhao, S. (2007). Candidate Gene Identification Approach: Progress and
Challenges. International Journal of Biological Sciences, 3(7), 1-8.

doi:10.7150/ijbs.3.420



