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RESUMEN

En la produccion agricola, el constante uso de fungicidas convencionales para el
control de hongos patdgenos genera problemas de resistencia adquirida que, a su vez,
ocasiona serios dafios ambientales y un incremento anual de los costos de produccion.
Una de las principales amenazas para el cultivo del banano es la fusariosis, provocada
por el hongo Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc). Se requiere de nuevas
alternativas eficientes para el control de enfermedades. Una de ellas es la aplicacion
de la tecnologia ARN de interferencia (ARNi) en la que una molécula de ARN de
doble cadena (ARNdc) se puede utilizar para activar el mecanismo de silenciamiento
genético en el individuo deseado. En este estudio se evalud el mecanismo de ARNi en
Foc raza 1 efectuandose ensayos a nivel in vitro e invernadero. Se consideraron tres
genes objetivos para sintetizarlos en ARNdc, basandose en la secuencia de los genes
de FocR1: Beta tubulina (Focp-tub), C5 — Esterol desaturasa (FocERG3), Quitina
sintasa 1 (FocChsl), adicionalmente el gen adenilato ciclasa (FocAdcy) fue utilizado
como un control positivo en la evaluacion de la inhibicion a través de ensayos de
germinacién de esporas en placas Petri. Se calculé el IC50 de cada gen objetivo
considerando 4 dosis del ARNdc. Adicionalmente se determing la translocacion de la
molécula de ARNdc en pléantulas de banano aplicadas en la hoja nimero 3,
evaluandose a 1, 12, 24 y 48 horas post aplicacién (hpa) mediante la técnica de
Northern blot. Finalmente, para formulaciones futuras, se determind un ratio de
intercalacion entre el ARNdc y nanoparticulas de hidréxido dobles en capas (LDH por
sus siglas en inglés) como acarreadores para posibles aplicaciones en campo. Los
resultados demostraron que el ARNdcFocChsl fue mas efectivo para la inhibicion de
esporas con un 1C50 promedio de 156.84 mg/L superando a ARNdcFocp-tub (IC50:
532.7 mg/L), ARNdcFocERG3 (IC50: 635.59 mg/L) e incluso al control
ARNdcFocAdcy (IC50: 243.91 mg/L). En relacion con la translocacion de la molécula,
se observo que hasta las 48 hpa, el ARNdc permanecia sin degradacion; sin embargo,
no se detectd translocacion a otros tejidos de la plantula de banano hasta el ultimo
punto de evaluacion. Finalmente, se demostrd que el ARNdcFocp-tub sintetizado de
forma invitro puede ser intercalado con sustancias no toxicas y de facil degradacion
como las nanoparticulas LDH a una relacion del ratio de sus masas de 1:15, lo cual
permitiria transportar y proteger el ARNdc en condiciones de campo.
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ABSTRACT

In agricultural production, the constant use of conventional fungicides to control
pathogenic fungi generates problems of acquired resistance which, in turn, causes
serious environmental damage and an annual increase in production cost. One of the
main threats to banana crop is fusariosis, caused by the fungus Fusarium oxysporum
f. sp. cubense (Foc). New efficient alternatives are required for disease control. One of
them is the application of RNA interference (RNAI) technology, where a double-
stranded RNA (dsRNA) molecule can be used to activate the genetic silencing
mechanism in the desired individual. In this study, the RNAi mechanism was evaluated
in Foc race 1, carrying out in vitro and greenhouse test. Three target genes were
considered to be synthesized into dSRNA, based on the sequence of FOcR1 genes: Beta
tubulin (Focp-tub), C5-Esterol desaturase (FOCERG3), Chitin synthase 1 (FocChsl),
additionally, adenylate cyclase gene (FocAdcy) was used as a positive control in the
evaluation of inhibition through spore germination assays in Petri dishes. The IC50 of
each target gene was calculated considering 4 doses of the dsSRNA. Additionally, the
translocation of the dsSRNA molecule was determined in banana seedlings, applied on
leaf number 3, evaluating it at 1, 12, 24 and 48 hours post application (hpa) using the
Northern blot technique. Finally, for future formulations, an intercalation ratio was
determined between dsRNA and layered double hydroxide (LDH) nanoparticles as
carriers for possible field applications. The results demonstrated that dSRNAFocChs1
was more effective for spore inhibition with an average IC50 of 156.84 mg/L ,
surpassing dsRNAFocB-tub (IC50: 532.7 mg/L), dsRNAFocERG3 (IC50: 635.59 mg/L)
and even to control dsRNAFocAdcy (IC50: 243.91 mg/L). In relation to the
translocation of the molecule, it was observed that up to 48 hpa, the dsSRNA remained
without degradation, however, no translocation to other tissues of banana seedling was
detected until the last evaluation point. Finally, it was demonstrated that the
dsRNAFocp-tub synthesized in vitro can be intercalated with non-toxic and easily
degraded substances such as LDH nanoparticles at a mass ratio of 1:15, which would
allow the dsRNA to be transported and protected in field conditions.
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CAPITULO 1

1. Introducciony objetivos

1.1. Justificacion

Los pesticidas quimicos provocan un impacto negativo en la salud humana vy el
ambiente (Nicolopoulou-Stamati et al., 2016). Ademas el uso continuo de moléculas
de un solo modo de acciéon (MOA) genera resistencia en la poblaciones de los
patogenos (Chong etal., 2019; Diaz-Trujillo etal., 2018; Hawkins etal., 2019;
Pimentel & Burgess, 2014). En Ecuador, la aplicacion en toneladas de pesticida ha
incrementado de 6,472 en el afio 2013 a 60,733 en el afio 2018 (FAOSTAT, 2021). El
banano es uno de los principales cultivos agricolas de exportacion para el pais, siendo
el control de enfermedades con pesticidas lo que predomina (Romero-Estévez et al.,
2019). Una alternativa para un manejo sostenible y el control de patégenos, es la
aplicacion de tecnologias de silenciamiento de genes por medio de la inhibicion
postranscripcional del ARN mensajero (ARNm) (Cagliari etal., 2019; Majumdar
etal., 2017a). El estudio de esta tecnologia permitiria establecer métodos efectivos
para el control de Fusarium oxysporum reduciendo el uso de pesticidas, el cual podria
ser un punto inicial para generar un producto de alto impacto en el mercado de insumos
agricolas.

1.2. Antecedentes

La préctica agricola se vuelve cada vez mas desafiante debido al complejo control de
enfermedades y plagas que provocan pérdidas en los cultivos y dafios irremediables a
la salud humana (Nicolopoulou-Stamati et al., 2016; Oerke, 2006). Ademas, esté en
una constante amenaza debido a la resistencia que adquieren los patégenos en el
control quimico (Bass et al., 2015; Chong et al., 2019; Lucas et al., 2015). El uso de
pesticidas generan un incremento anual en los costos de produccidn, en el afio 2020 se
estimé un incremento de 3.5 millones de toneladas en el uso de plaguicidas (W. Zhang,
2018) (Sharma et al., 2019). Segun datos de la Agencia de Proteccion Ambientales de
Estados Unidos (EPA) en el afio 2012 estos gastos significaron una inversion de $56
mil millones a nivel mundial, donde el 55% de los gastos corresponden al uso de
insecticidas y fungicidas, incrementandose en un 5.64% desde el 2010 (US EPA,
2015). En el Ecuador, el banano representa uno de los principales factores de ingreso
econdémico, con una aportacion en el afio 2019 del 2% del PIB y el 35% al PIB
agropecuario, lo que representd un ingreso de $3,100 millones para el pais (Banco
Central del Ecuador, 2020).



Una de las principales amenazas para el cultivo del banano es el hongo Fusarium
oxysporum f. sp. cubense (Foc) causante de la fusariosis en banano, siendo de la
enfermedad con mayor impacto a nivel mundial, debido a que la cepa raza 1 (FocR1)
casi lleva a la extincion de la variedad de banano ‘Gros Michel’. Actualmente la
Variedad “Williams” perteneciente al subgrupo Cavendish el cual es la de mayor
importancia econémica debido a que se le atribuye el 45% de la produccién mundial
de banano y ademas es resistente a Foc raza 1, es amenazada por la raza tropical 4
(RT4), siendo esta cepa la més destructiva del hongo (R. Ploetz, 2015). La Fusariosis
por FOcRT4, provoca considerables dafios al cultivo del banano. El patdgeno ingresa
a la planta a través de las raices, bloquea los haces vasculares y luego provoca la
pudricion del pseudotallo ocasionando la muerte de la planta (F. Garcia-Bastidas et al.,
2013; Guo et al., 2014; R. Ploetz, 2015). En la actualidad, no es posible controlar Foc
con fungicidas quimicos (Orr & Nelson, 2018).

De acuerdo con la constitucion Ecuatoriana, en el articulo 401 se prohibe la siembra'y
manipulacion de cultivos transgénicos (CONSTITUCION DE LA REPUBLICA DEL
ECUADOR, 2008). Por lo tanto, en este pais no es posible la obtencién de una variedad
de banano genéticamente modificado (OGM) con caracteristicas que brinden la
capacidad de tolerar enfermedades. Por otro lado, el impacto negativo del uso de
pesticidas, la falta de un método en el control de FocRT4 ante un posible ingreso al
pais y la escasa informacién relacionada con el control de patdgenos de banano con
la aplicacion del mecanismo de ARNI no transgenico a nivel de campo o invernadero
motiva el desarrollo de esta investigacion, que se centra en la aplicacion de ARNdc
para el silenciamiento de genes que sean imprescindibles para la virulencia y desarrollo
de los patdgenos seleccionados (Dang et al., 2014).

La tecnologia ARNi puede ser utilizada como un método sostenible para el control de
plagas y enfermedades sin la necesidad de realizar cultivos transgénicos (Cagliari
et al., 2019). El proceso de silenciamiento comienza cuando se introduce un ARNdc
especifico para el hospedero en sus células. EI ARNdc a su vez es cortado por una
enzima llamada “Dicer” en pequefios fragmentos de nucledtidos de 21 — 25 pb,
Ilamados ARN de interferencias cortos (ARNI), luego una de las hebras de ARN (la
que va en direccién anti sentido de 3" a 57) se adhiere a una proteina Illamada argonauta
(Ago) y sirve como guia para formar un complejo de silenciamiento inducido por ARN
(RISC) siendo capaz de intervenir en el proceso de la traduccién, degradando el ARN
mensajero (ARNm) o eliminando por completo la expresién de genes de interés
(Borges & Martienssen, 2015a; Fire etal., 1998; H. Li etal., 2015). Estudios
preliminares han demostrado que es posible inhibir el crecimiento de hongos
patégenos del cultivo del banano como Fusarium oxysporum f. sp. cubense y
Pseudocercospora fijiensis (Ghag et al., 2014; Mumbanza et al., 2013b).



De los estudios desarrollado por Mumbanza (2013) se conoce que los genes que han
presentado mayor relevancia en la inhibicion del desarrollo del patégeno son Adenilato
ciclasa, ADN polimerasa subunidad alfa y ADN polimerasa subunidad delta. Estos
estudios sdlo se centraron en la evaluacion in vitro, mientras que en el presente trabajo
se pretende realizar un ensayo a nivel de invernadero para determinar la translocacion
del ARNdc en la planta. Con el desarrollo de esta investigacion se pretende evaluar al
menos tres modelos de ARNdc establecidos en los genes objetivos para la inactivacion
de la virulencia o crecimiento de los patdgenos, midiendo la eficiencia de todos los
ARN(dCc aplicados.

1.3. Objetivo general

Evaluar la eficiencia de la técnica de ARNI para el control del hongo patégeno del
banano Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1 mediante ensayos in vitro y la
translocacion del ARNdc en plantulas de banano a nivel de invernadero.

1.4. Objetivos especificos

e Evaluar el efecto de inhibicién de ARNdc en la germinacion de esporas del hongo
Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1 mediante ensayos in vitro

e Evaluar la translocacion del ARNdc en diferentes tejidos de plantulas de banano
sobre su aplicacion foliar en condiciones de invernadero.

e Evaluar la viabilidad de intercalacion del ARNdc con nanoparticula laminares
como carrier para su posible aplicacion en plantas de banano en el control de
Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1.



CAPITULO 2

2. MARCO TEORICO

2.1. El banano

El banano cuyo nombre cientifico est4 definido como Musa x acuminata, es una planta
monocotiledonea perteneciente a la familia de las muséceas y del orden Zingiberales.
Produce una fruta que posee un alto valor nutricional y sabor agradable cuando se
encuentra en su estado de madurez con un tono amarillo, siendo una de las preferidas
a nivel mundial por su aporte de vitaminas, energia y potasio. Se conoce gue su sitio
de origen es en el sudeste asiatico en Nueva Guinea (Gonzabay, 2017; Muthee et al.,
2019). El banano es una de las frutas de mayor importancia econémica a nivel mundial
debido a la alta demanda de consumo a nivel global, en el 2017 el negocio del banano
represent6 alrededor de 11 billones de ddlares en exportaciones, siendo América latina
y el caribe las regiones que mayormente exportan esta fruta representando el 80% de
las exportaciones mundiales, ademas de representar una fuente importante de empleo
(Voora et al., 2020).

Al momento se conoce que existe alrededor de 1000 variedades de bananas, muchas
de ellas propagadas de forma vegetativas, sobre todo los bananos cultivables, debido
a la caracteristica de que son paternocarpicos, es decir poseen una fruta sin simillas o
estériles, la variedad que mayormente se comercializa es la Cavendish, el cual
representa el 47% de la produccion mundial por las caracteristicas fenotipicas y
genotipicas que posee para la produccion del fruto (FAO, 2023a)

2.2. Influencia del banano en la economia ecuatoriana

El Ecuador destaca por ser un pais con mayor produccién de banano y uno de los méas
importantes exportadores a nivel mundial, sobre todo en Rusia, Estados Unidos vy la
Union Europea (Evans & Ballen, 2021; Orozco Vasquez, s. f.). En el 2017 se reportd
que el Ecuador lider6 los ingresos en las exportaciones de banano a nivel mundial con
aportes alrededor de 3 billones de ddlares, seguido de Costa Rica ($ 1.1 billén) y las
Pilipinas ($ 1 billon) (Voora et al., 2020). En el 2021 se obtuvo una participacion de
exportacion mundial de banano del 24.6% lo que representé un aumento a 3.5 billones
de ddlares figurando el 18.1 % de los valores de exportaciones no petroleras, ademas,
de acuerdo con las cifras que muestra el Ministerio de Agriculturay Ganaderia (MAG)
hasta mayo del 2022 el banano aporté con el 17.4% del Valor Agregado Bruto (VAB)
agropecuario y una generacion de divisas de 3,272 millones de dolares (FAO, 2023b;
MAG, 2022; Mosquera et al., 2023). Ecuador, a pesar de ser el primer exportador de



banano en cuanto a la produccion se sitla en el puesto quinto a nivel mundial y en
segundo lugar en latino américa, siendo asi que se traduce en la generacion de 115,698
empleos a lo largo de la cadena de produccion bananera (MAG, 2022). La superficie
cosechada de banano en el 2021 a nivel nacional fue de 164,085 ha con una produccion
de banano de exportacion de 6,684,916 t, alcanzando un rendimiento historico de 40.74
t/ha y aumentado su produccién en un 10.98% con respecto al afio anterior, las
provincias productoras mas representativas son: Los Rios (2,571,356 t), Guayas
(2,098,274 t) y el Oro (1,502,098 t) (Instituto Nacional de Estadistica y Censos
[INEC], 2022). No obstante, alrededor de 273 ha de banano se han visto afectadas por
diferentes causas, entre ellas, una quinta parte es por enfermedades y plagas, lo que
resulta una merma en la produccion, siendo la Sigatoka negra y el moko del banano
las enfermedades que mas han afectado al banano Ecuatoriano (Mosquera et al., 2023;
Zumba, 2022)

2.3. Enfermedades que impactan la economia del cultivo del banano

El banano se ve afectado por una gran variedad de enfermedades y plagas que reducen
la produccion de su fruta ademas de la muerte, provocando pérdidas econdmicas de
los productores y convirtiéndose en gran desafio al momento de la exportacion de su
fruto (R. C. Ploetz et al., 2015). Muchas de estas enfermedades son causadas por
factores bioticos como bacterias, hongos, nematodos y virus, promoviendo el
desarrollo de programas de manejo de enfermedades a nivel mundial e incrementando
el costo de produccion bananera (D. Jones, 2000). En la actualidad la exportacion
bananera se ve amenazada principalmente por enfermedades emergentes como la
provocada por el hongo Fusarium oxysporum, en especial por la raza 4 tropical,
provocando un marchitamiento vascular en la planta; la Sigatoka negra causada por el
hongo Pseudocercospora fijiensis el cual ataca al area foliar de la planta reduciendo
su capacidad fotosintética; por otro lado, la enfermedad causada por la bacteria
Ralstonia solanacearum es otras de las amenazas para productores bananeros dado que
produce una podredumbre Ilamada el moko del platano que afecta el sistema vascular;
los virus como el cogollo racimoso del banano (BBTV) y el virus del rayado del
banano (BSV) también representa un impacto econdmico debido a que afecta al todo
el sistema de la planta incluyendo los hijos e inclusive no desarrollandose el fruto o
racimos (R. C. Ploetz & Evans, 2015).

A continuacién, se realiza una descripcion de las principales enfermedades que afectan
a la produccion bananera:

2.3.1. Fusarium oxysporum (Foc)

La fusariosis o el mal de Panama es una de las enfermedades policiclica de mayor
relevancia en la produccion bananera. Provoca un dafio en el sistema vascular de la
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planta haciendo que se dificulte el paso de los nutrientes hacia diversos tejidos. Logra
esparcirse desde la raiz hasta observarse un amarillamiento en el area foliar. El hongo
se encuentra en el suelo y puede ser diseminado a través del agua y materiales de
laboreo que no han sido debidamente desinfectados. Varias cepas de Fusarium
oXxysporum generan micotoxinas como nivalenol, fumosinas, acido fusarico, furinas y
zearalenona que participan en el proceso de desarrollo de la enfermedad (Damodaran
et al., 2020; Siamak & Zheng, 2018; Viljoen et al., 2020). El banano ‘Gros Michel'
(genotipo AAA) en la década de 1950 fue devastado por la raza 1 del hongo
ocasionando grandes pérdidas econémicas, por la rapida expansion a nivel mundial de
la enfermedad. Debido a la alta resistencia de las esporas de diseminacion de
Fusarium llamadas clamidosporas en el suelo se dio un rapido declive de los cultivares
de banano susceptibles (R. C. Ploetz, 2015; Siamak & Zheng, 2018) . Por otro lado, el
cultivar ‘Cavendish’ (AAA) no es afectado por Foc raza 1y 2 pero si por una cepa
subtropical de fusarium llamada raza 4 perteneciente al grupo de compatibilidad
vegetativa 01213/16 (VCG 01213/16) o también mencionada como raza subtropical 4
de Fusarium oxysporum (STR4), actualmente es el hongo que mayor amenaza provoca
al cultivo del banano, se ha reportado grandes pérdidas desde su primera aparicién en
1990 en varios paises del continente Asiatico, Africanos y en Australia (Magdama
et al., 2020; Viljoen et al., 2020). En Ecuador no existen reportes de la presencia de
FocRT4 y el que predomina es el FocR1 perteneciente al VCG 0120 (Magdama et al.,
2020). Por otro lado, se ha reportado la aparicion de FocRT4 en los paises vecinos
como Colombia en el 2019 en el departamento de la Guajira afectando alrededor de
175 ha puestas en cuarentena, en Perd en el 2021 en el distrito Querecotillo en una
finca bananera de 1 ha y ademas en Venezuela en los estados de Aragua, Carabobo y
Cojedes en el 2023, por lo que se recomienda tomar medidas de prevencion para evitar
su ingreso a Ecuador (Acuiia et al., 2022; F. A. Garcia-Bastidas et al., 2020; Mejias
Herrera et al., 2023). Por el momento no se conoce un control efectivo para esta
enfermedad debido a su variabilidad patogénica y a su habilidad para subsistir
independientemente de la presencia de su huésped (Damodaran et al., 2020; Siamak &
Zheng, 2018)

2.3.2. Pseudocercospora fijiensis

La Sigatoka negra es una enfermedad provocada por el hongo Pseudocercospora
fijiensis. Reduce la actividad fotosintética de la planta. Sus esporas se diseminan por
el aire y se asientan en el area foliar, formando estructuras filamentosas o hifas que
penetran por los estomas. Este proceso desencadena la formacion de lesiones
necraticas que coalescen, creando estrias y manchas irregulares en la superficie foliar.
Si su control es tardio puede extenderse hasta alcanzar el 100% de la superficie de las
hojas, resultando en el desarrollo de racimos prematuros y posteriormente la muerte
de la planta. (Rodriguez-Garcia et al., 2016; D. R. Jones, 2019). De acuerdo con la
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FAO, esta enfermedad afecta anualmente la produccién mundial en un 40 % debido al
incremento constantes del costo de produccion, por el aumento de los ciclos de
aplicaciones de fungicidas para su control, representando alrededor de $220 mil
millones de ddlares a la economia global (FAO, 2017; Kimunye et al., 2021). Existe
una gran diversidad genética en poblaciones de P. fijiensis de acuerdo con su ubicacion
geografica lo cual su agresividad o virulencia puede ser influenciada por multiples
factores, sobre todo en generar resistencia a varias moléculas de fungicidas lo que
resulta un dificil manejo de la enfermedad o la elaboracion de programas fitosanitarios
efectivos (Chong et al., 2021; Manzo-Sanchez et al., 2019). Existen varios hibridos de
banano que tienen resistencia a P. fijiensis, tales como Calcula 4 (AA) y Tuu Gia (AA)
pero su fruto no es apetecible, por otro lado, la variedad que mayormente se cultiva es
Williams (AAA) la cual es susceptible a sigatoka negra, de manera que en Ecuador es
comun realizar aplicaciones aéreas y manuales con fungicidas de diversos tipos, sobre
todos en zonas de alta humedad (Quevedo G et al., 2018; Timm et al., 2016).

2.3.3. Ralstonia solanacearum

Una de las enfermedades bacterianas que provocan una baja en la produccion del
banano es la llamada Moko bacteriano el mismo que es causado por un complejo de
cepas de Rasltonia solanacearum. Es una bacteria gram negativa que afecta a
diferentes especies de plantas. EI moko bacteriano provoca dafios en el sistema de
transporte de la planta y se manifiesta a través del amarillamiento de las hojas y la
emision de un exudado lechoso de color blanco en el tallo o pseudotallo de la planta
(Garcia et al., 2019). Se conoce que su principal medio de propagacion es a través del
suelo, agua e insectos que intervienen en la polinizacion, al igual que herramientas
contaminadas (Safni et al., 2014). Por el momento, no se conoce un control efectivo
para esta enfermedad, pero es posible el uso de agentes biocontroladores como Basillus
spp. para la disminucion de su severidad en el campo (Hasinu et al., 2021). Esta
enfermedad ha logrado disminuir la produccion del banano en diferentes partes del
mundo, como en el caso de Colombia donde se han reportado pérdidas del 100% de
su produccioén en algunos sectores bananeros. (Belalcazar et al., 2004; Blomme et al.,
2017). En Ecuador se reporto esta enfermedad por primera vez en cultivos de platano
en la provincia de Manabi del canton ElI Carmen en el afio 2013, aunque se han
reportado dafios en plantaciones bananeras no se ha logrado cuantificar las mermas
generadas por esta enfermedad (Delgado et al., 2014; Saquicela Cruz et al., 2023). Por
otro lado, también se ha notado la presencia de este patdgeno por primera vez en
arboles de eucaliptos en la provincia de Los Rios (Alvarez Romero et al., 2021)
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2.3.4. Virus del cogollo racimoso del banano (BBTV) y virus del rayado del banano
(BSV)

Las enfermedades virales en plantaciones bananeras pueden decrecer su produccién o
la pérdida total del area cultivada si la deteccion del virus no se lo realiza a tiempo,
debido a que no existe una medida de mitigacion para estos patdgenos, el virus del
cogollo racimoso del banano (BBTV) es uno de los mas devastadores del cultivo el
cual provoca deformidades en la planta sobre todo en el area foliar induciendo que no
se produzca frutos, se propaga a traves de materiales vegetales contaminados y por el
ataque de afidos, se conoce que hasta el afio 2021 no se han reportado incidencias de
BBTV América. Por otro lado, el Virus del rayado del banano (BSV) también es
considerado como una amenaza en la produccién del banano, provoca dafios en las
hojas en forma de vetas amarillas, deformacién del pseudotallo, ha sido reportado en
paises del continente Africano, una de las formas de prevenir enfermedades virales en
banano es el uso de cultivares resistentes (R. A. C. Jones, 2021; Kumar et al., 2011;
Martinez-Solo6rzano et al., 2023; Ouattara et al., 2023)

2.4. Efecto del control quimico de patégenos sobre el cultivo del banano y la salud
humana

Alrededor del 99% del banano de exportacion provienen de un monocultivo con un
manejo convencional, lo que implica el uso intensivo de pesticidas, provocando que
en algunas ocasiones queden residuos en la fruta cosechada que pueden afectar a la
salud consumidor (Hutter et al., 2021). De acuerdo con la Red de Accion de Pesticidas
de Europa (PAN Europa) mencionan que enfermedades como cancer, Parkinson,
reacciones alérgicas, problemas reproductivos, respiratorios y dermatolégicos son
causa del manejo de plaguicidas en la agricultura, tal es el caso de herbicidas como el
glifosato, que es usado ampliamente en practicas para el control de malezas, y que
afectan a enzimas de estrogenos en células humanas, por esta razon se relaciona con
problemas de embarazos. Teniendo en cuenta esta informacidn, se puede inferir que
en Ecuador al menos 13,883.76 mujeres que participan en alguna actividad de la
produccion bananera podrian estar relacionadas con este problema de salud (MAG),
2022; Pesticide Action Network Europe (PAN Europe), 2005). En la actualidad varios
ingredientes activos de uso agricola han sido prohibidos en la Unién Europea (UE),
con una proyeccion en aumento, lo que restringe cada vez mas el uso de pesticidas
para el control de los patdgenos (Pesticide Action Network Europe (PAN Europe),
2020). En Ecuador se conoce sobre el caso del paracuat, el cual fue prohibido en el
2018 como precaucion para asegurar la seguridad sanitaria (Hutter et al., 2021).

Un problema significativo en el uso de pesticidas es la resistencia que los patdégenos
puedan adquirir. Esta resistencia surge debido al aumento del uso de fungicida en un
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intento de conseguir resultados positivos en el cultivo. Esto representa una amenaza
para quienes aplican productos de forma directa en el campo sin ningln equipo de
proteccion, ya que estan expuestos al producto quimico. Por otro lado, muchas
aplicaciones de fungicidas en el cultivo de banano se lo realiza via aérea, generando
contaminacion por deriva del aire, suelo y ambiente en general de los trabajadores de
las haciendas y las comunidades aledafias al cultivo (Wesseling etal., s.f.). Esto
también genera el empobrecimiento del suelo y su biota, por los dafios que los
pesticidas causan en los macros y micros organismos benéficos que se encuentran en
el suelo y que por lo general ayudan a la nutricion de la planta. EIl alto uso de
plaguicidas y fertilizantes edaficos en el manejo convencional del banano degradan la
materia orgénica y cambian el pH en el suelo dificultando la estabilidad y
supervivencia de las comunidades de estos organismos. (Gutiérrez & Romero Zarate,
2010; Jaramillo Laverde et al., 2019)

2.5. Mecanismo del ARN de interferencia (ARNi) y su uso potencial en la
agricultura

ElI ARN de interferencia (ARNi) es un proceso biolégico que actia en el
silenciamiento de genes que inducen la virulencia en los patégenos, este mecanismo
sucede de forma natural en las plantas y/o células eucariotas como un método para la
regulacion de genes y de defensa contra los virus (Hung & Slotkin, 2021). El proceso
de silenciamiento comienza cuando se introduce un ARNdc al hospedero y es cortado
de forma selectiva por una enzima llamada Dicer, convirtiéndolos en pequefios
fragmentos de 21 — 25 nucledtidos de longitud, llamados ARN de interferencias cortos
(siRNA), luego la cadena de antisentido guia a una proteina Ilamada argonauta (AGO)
que reconoce los extremos de los sSiARN y corta los sitios donde se junta el SIRNA y
el ARNm, formando un complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC) siendo
capaz de intervenir en el proceso de la traduccion, degradando por completo el ARN
mensajero (ARNmM) o eliminando por la expresion de los genes objetivos (Borges &
Martienssen, 2015b; Noriega et al., 2016). Cuando se aplica el ARNdc debido a que
las células de cada tipo de organismo poseen autonomia celular, la molécula puede ser
absorbida y generar el silenciamiento dependiendo su mecanismo, este proceso puede
variar de acuerdo al individuo, y al ser un proceso en la post transcripcion donde las
moléculas aplicadas y cortadas actien de forma directa sobre el ARNm en el
citoplasma celular (Sarkies & Miska, 2014). Esta técnica ha sido usada en mamiferos
para tratar enfermedades infecciosas y autoinmunes mediante terapias con una alta
especificidad (C. X. Li etal., 2006), ademas en la agricultura se ha comenzado a
utilizar en investigaciones sobre el control de plagas como insectos, hongos,
nematodos, y para el estudio de genomas mediante el silenciamiento genético (Noriega
et al., 2016).
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Una de los motivos porque esta técnica ha comenzado a trascender en la agricultura es
debido al uso sustentable y a su alta eficiencia en el control de plagas y patdgenos,
evitando o disminuyendo el uso de agroquimicos, impidiendo que se generen
resistencia a la molécula aplicada (Mezzetti et al., 2020). Muchos investigadores optan
por el estudio de las nuevas herramientas de ARNi mediante dos métodos: i.
Silenciamiento genético inducido por el huésped (HIGS por su siglas en inglés), donde
la propia planta es capaz de producir el ARNdc o siRNA mediante modificaciones
genéticas realizadas de acuerdo al patdgeno o plaga que se pretende controlar (Koch
& Wassenegger, 2021; Zand Karimi & Innes, 2022). ii. Silenciamiento genético
inducido por rocio (SIGS por su siglas en inglés), donde se debe sintetizar o generar
la molécula de ARNdCc in vitro y luego aplicarlo a la plantas para que el patdgeno o
plaga la tome mediante ingestidn, esta metodologia no es considera como un OGM o
transgénico, por lo que podria ser aplicada en cualquier pais que tengan regulaciones
para OGM (Qiao et al., 2021; Wang & Jin, 2017).

En la agricultura se ha utilizado esta técnica en: el control de nematodos del trigo y
una gran variedad de artropodos como Diabrotica virgifera mediante aplicaciones de
ARNi en la planta, para que sea absorbida y luego tomado por el parasito o insecto,
reduciendo su fecundidad y provocando su muerte (Blyuss et al., 2019; Zotti et al.,
2018). El control de hongos del género Fusarium, Penicillium, Aspergillus que
producen micotoxinas que reducen principalmente el valor y calidad de las cosechas
(Koch et al., 2016; Majumdar et al., 2017b). y en otros cultivos como tabaco, maiz,
uva, orquideas, tomate, sandia, zapallo, entre otros (Das & Sherif, 2020)

2.6. Manejo de las enfermedades de banano mediante ARNIi

Se conoce que para el manejo convencional del cultivo del banano es indispensable el
uso de agroquimicos que provocan una resistencia a los patdgenos, que ademas es
dafino para la salud humana y el medio ambiente. Por lo tanto, se ha optado realizar
investigaciones para el control de patogenos mediante el uso de herramientas con
ARNI, esto se aplica a enfermedades virales como el virus del cogollo racimoso del
banano (BBTV) mediante el control de &fidos y al BBTV silenciando el gen ihp rep
que codifica a la proteina BBTV-DNAL mediante infeccion con Agrobacterium spp.
en unaexpresion transitoria (Elayabalan et al., 2017). Por otro lado, se han evidenciado
estudios para el control del picudo negro del banano Cosmopolites sordidus, mediante
ensayos de inhibicion del insecto en el cual se suministraba ARNdc que inhiben los
genes rpsl3, snF7, madl, vha-a, vha-d y Igl del insecto, suministrandolo a traves de
su dieta diaria en medios de cultivos seleccionados por 45 dias, logrando una
inhibicion del 100% (Mwaka et al., 2022). Otros estudios muestran la eficiencia de
control de nematodos (Joseph, 2013) y Fusarium oxysporum RT4, generando
resistencia en la planta hospedera a travées de la herramienta de ARNi - HIGS (Dou
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et al., 2020) . Existe una desventaja en la aplicacion de esta tecnologia debido a que
muchos estudios se centran en generar plantas transgénicas, lo cual no es aplicable en
todos los paises productores de banano como Ecuador (Pacheco Coello et al., 2017).
A pesar de tener limitantes en el uso de variedades transgénicas, el estudio desarrollado
por Mumbanza en la inhibicion de patdégenos como Fusarium oxysporum vy
Pseudocercospora fijiensis de muestra que es una metodologia aplicable para el uso
mediante la herramienta — SIGS (Mumbanza et al., 2013a)

2.7. Nanoparticulas para la entrega del ARNdc en la proteccion de los cultivos

El ARNdc es un tipo de &cido nucleico el cual puede ser degradados por endonucleasas
que suelen encontrarse en el ambiente, por lo que es posible que su efectividad pueda
disminuir al ser aplicado mediante rocio (SIGS), por lo tanto, se han probados
diferentes tipos de nanoparticulas de diferentes materiales que brinde una adecuada
proteccion del ARNdc y a su vez no disminuya su capacidad de silenciamiento de los
genes objetivos. Entre los diferentes tipos de nanoparticulas de materiales
biodegradables que se han estudiado encontramos; quitosano, liposomas, nanogeles,
poli-L-lisita, poli-L-arginina, hidroxido dobles laminares de Mg-Al (Deka et al., 2010;
Lichtenberg et al., 2020; X. Zhang et al., 2010), entre otros. El tipo de material més
eficiente puede depender del hospedero al cual se lo destina a aplicar, considerando la
baja toxicidad, el tamafio y estructura de las nanoparticulas, ademas que sean
compatible con la carga negativa del acido nucleico (Herndndez-Soto & Chacén-
Cerdas, 2021). Se ha demostrado que las nanoparticulas de hidroxido dobles laminares
de Mg-AL son de los mejores materiales utilizados para la entrega del ARNdc, debido
a su facil degradacién y compatibilidad (Chen etal., 2013; Dong etal., 2014,
Lichtenberg et al., 2020). Las nanoparticulas de LDH han sido probados en la entrega
de ARNI para la inhibicién de Fusarium spp, virus e insectos, demostrando una alta
eficiencia en la proteccion de las moléculas de ARNdc sin delimitar su capacidad de
inhibicion (Jain et al., 2022; Mitter et al., 2017; Mosa & Youssef, 2021).



16

CAPITULO 3

3. Metodologia

3.1. Ubicacion del estudio

Los ensayos a nivel in vitro para la evaluacion de los genes objetivos para medir la
capacidad de inhibicion sobre patdgeno y la evaluacion de la translocacion de la
molécula en las plantulas de banano, fueron desarrollados en las instalaciones del
Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador (CIBE), perteneciente a la
Escuela Superior Politécnica del Litoral (ESPOL), ubicado en el campus Gustavo
Galindo de la ciudad Guayaquil — Guayas — Ecuador. Se trabajé en el laboratorio de
Biologia Molecular y en el invernadero del CIBE — ESPOL. Por otro lado, la sintesis
de nanoparticulas de hidréxido dobles laminares de Mg-AL se desarrolld en el
laboratorio del Centro de Estudios Ambientales de la Universidad de Cuenca (UC)
situada en el campus Balzay — Cuenca - Azuay — Ecuador.

3.2. Obtencion del inoculo

Todos los ensayos de inhibicion fueron realizados con el hongo fitopatégeno Fusarium
oxysporum f. sp. cubense raza 1 del aislado “EC35-G-GM1”, recolectado en la
provincia del Guayas, esta cepa pertenece a la coleccion del laboratorio de
fitopatologia del CIBE — ESPOL (Magdama et al., 2020). Notablemente existe una
alta similitud en las secuencias de los genes objetivos utilizados entre FocR1 y FocRT4
(Anexo 3). El hongo fue sembrado y mantenido en cajas Petri con un medio de cultivo
de Papa Dextrosa Agar (PDA) (Ref: TM344, Difco, USA) a una temperatura de 28°C.
En cada ocasién que se realiz6 un ensayo de inhibicidn se preparaba una suspension
de esporas fresco en medio Caldo de Dextrosa de Papa (PDB) (Ref: 254920, Difco,
USA), con el fin de obtener esporas del hongo no germinados. Para la obtencion de
esporas se tomd 3 discos de 0.5 mm de didmetro de las cepas mantenidas en medio
solido, con la ayuda de un sacabocados, luego se lo transfirié a 50 ml del medio liquido
PDB estéril y se lo mantuvo por 6 dias a 28°C en la incubadora agitadora (Innova 40,
New Brunswick, Alemania) a 150 RPM, posteriormente, la suspension de esporas fue
filtrada con la ayuda de un filtro estéril, el cual consistia en un recipiente de vidrio de
boca ancha con 4 capas de gaza perfectamente ajustado con bandas elasticas, para
eliminar las estructuras miceliales del hongo. Finalmente se tom6 una alicuota de la
suspension de esporas filtrada para la estimacion de la concentracion con la ayuda de
una camara de Neubahuer (Boeco, Alemania) y un contador manual, la concentracion
de espora se lo estim¢ de acuerdo a lo recomendado por (Bastidas, s. f.)
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3.3. Caracterizacion molecular

3.3.1. Genes objetivos

En este estudio se consideraron los genes objetivos descritos en la tabla 1 para el
silenciamiento mediante ARNi en el hongo Fusarium oxysporum f. sp. cubense de la
razal
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Tabla 1. Descripcién de los genes objetivos para el silenciamiento de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense de la raza 1.

Gen

Objetivo Descripcion Referencia

Formacion de microtdbulos, (The Gene
Beta intervienen en la division Ontology
tubulina celular, transporte intracelular y Consortium

(Focf-tub) respuesta a procesos etal.,
fisiologicos. 2023)

(The Gene
C5 — Esterol Biosintesis del ergosterol, vital Ontology
desaturasa importancia en la membrana Consortium

(FOcERG3) celular de los hongos, en la etal., 2023;
resistencia y adaptacion a Trigos,
diferentes ambientes. 2007)

(Lenardon
. et al., 2010;
Qumna Biosintesis de la quitina, The Gene

sintasa 1 .

(FocChs1) cr’eC|m|ento de las estructura_s,y Ontology
células del hongo, regulacion Consortium
del gradiente osmotico celulary etal.,
mecanismo de defensa. 2023)

(Broach,
. Estd relacionado con la 1991; The
adenilato It ~
ciclasa trangducmon ) de senal.es Gene

(FocAdcy)* mediante prote_mas_ G, esencial Ontology
para la comunicacion celular y Consortium
la regulaciéon de los procesos etal.,
metabdlicos 2023)

*El gen adenilato ciclasa (FocAdcy) fue utilizado como un control, de acuerdo a
estudios realizados por (Mumbanza et al., 2013a).
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3.3.2. Disefio de primers de los genes objetivos

Para determinar la secuencia de los primers de los genes de interés se consultd la
secuencia completa de cada gen objetivo del organismo Fusarium oxysporum f. sp.
cubense de laraza 1 en la base de datos del navegador en linea “Ensemblfungi” (Martin
et al., 2023) (Anexo 2), luego se ingresd la secuencia en el programa bioinformético
“Primer 3” para obtener la secuencia del par de primers (forward y reverse), luego se
les afiadié la secuencia del promotor del ARN polimerasa T7 (subrayado en cada
cebador de la Tabla 2), con la finalidad de realizar la sintesis de ARNdc. Los primers
fueron sintetizados por Macrogen (USA).
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Tabla 2. Primers para obtencion del ARN de doble cadena con respecto a Fusarium
oxysporum f. sp. cubense de la raza 1

Gen objetivo Secuencia
Forward GCGTAATACGACTCACTATAGGGAGACTTGAGCCTGGTACCATG
Beta tubulina 5-3" GA

(B-tub) Reverse GCGTAATACGACTCACTATAGGGAGAGGAGCAAAGCCAACCATG
5-3"  AA

Forward GCGTAATACGACTCACTATAGGGAGATGGATCTTTGGGCTTCTCG

C5—Esterol 5.5 T
desaturasa
(ERG3)  TEVerse GCGTAATACGACTCACTATAGGGAGAATCGGCCCTCTGACATCTT
5-3" ¢
Quitina Forward GCGTAATACGACTCACTATAGGGAGAGGACAAGCCTCTCGAGTC
. 5-3° 17
sintetasa 1
(Chsl) Reverse GCGTAATACGACTCACTATAGGGAGAGCATGACGAAGGCCAAGT

5-3"  AG

Forward GCGTAATACGACTCACTATAGGGAGATGCACGAAAATTTTGGTC
Adenilato 5'-3"  ACATATTCGC

ciclasa (Adcy)  Reverse GCGTAATACGACTCACTATAGGGAGACCATAATTTTGCCCGAGG
5-3"  cGC
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3.3.3. Extraccion de ADN

Para la obtencion del ADN total se tomé aproximadamente 10 mg de micelio de una
colonia del aislado EC35-G-GML1 del hongo Fusarium oxysporum f. sp. cubense de la
raza 1 y fue colocado en un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml, posteriormente se
afiadié 350 ul del buffer de extraccion que contenia 200mM Tris-HCI pH 8.5, 250 mM
NaCl, 25 mM EDTA y 0.5% SDS, luego con la ayuda de un micropistilo se aplasto
hasta que el tejido quede totalmente triturado, adicionalmente se afiadio 150 pl de 3M
de acetato de potasio pH 5.2 y se mezclo realizando un vortex por 30 segundos, se
continud con los pasos descritos en el Anexo 1. EI ADN fue resuspendido en 50 pl de
agua ultra pura estéril, cuantificado en el Nanodrop 2000 (Invitrogen, USA) y
almacenado a -20°C hasta su uso.

3.3.4. PCR punto final

La PCR punto final se desarroll6 con todos los genes descritos en la tabla 1 con la
ayuda del equipo Veriti™ 96-well thermal cycler (Applied Biosystems, USA), cada
reaccion fue de un volumen final de 50 ul que contenia 1X del GoTag® 2X master
mix (Cat.# M7123, Promega, USA), 0.25 uM de cada cebador (forward y reverse), 3
pul de ADN molde (30 ng/ ul) y complementado con agua ultra pura estéril hasta
alcanzar los 50 pl. Las condiciones de la PCR fueron: una desnaturalizacion inicial de
95°C por 5 min, 35 ciclos de 95°C por 30 s, 60°C por 30 s, 72°C por 45 s, seguido de
una extension final de 72°C por 10 min. Posteriormente se carg6é 5 ul del producto
final de cada reaccion de PCR para ser analizado mediante una electroforesis
horizontal con un gel de agarosa al 1.5% y corrido por 30 min a 10 VV/cm, luego el gel
fue revelado con la ayuda del transiluminador GelDoc XR+ y el sofware Quantity One
(BioRad, USA) (Figura 1).

3.3.5. Sintesis de ARNdc

La sintesis de ARNdc se desarrollé bajo las instrucciones del kit MEGAscript™ T7
(Ref. AM1334, Invitrogen, USA), se utiliz6 5 pl del producto amplificado por PCR
con los primers que contenian la secuencia del promotor ARN polimerasa T7 (forward
y reverse) como ADN molde para obtener ARNdc homdlogos a los segmentos de
genes seleccionados para el estudio. EI ARNdc fue cuantificado en el equipo Nanodrop
2000 (Invitrogen, USA).
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850 pb

650 pb

500 pb

Figura 1. Amplificacién por PCR de los genes objetivos del aislado EC35-G-
GM1 de Fusarium oxysporum f. sp. cubense de la raza 1. M: Marcador de peso
molecular de 1kb; Linea 1: adenilato ciclasa (660 pb); Linea 2: Quitina sintasa
1 (620 pb); Linea 3: Beta tubulina (614 pb): Linea 4: C5 — Esterol desaturasa
(622 pb).

3.4. Bioensayo de inhibicibn con ARNdc sobre esporas del hongo Fusarium
oxysporum f. sp. cubense de la raza 1

Las moléculas de ARNdc sintetizados a partir de los genes homologos de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense de la raza 1 fueron probados para determinar la inhibicion
de esporas mediante la reduccién de colonias generadas de acuerdo a la metodologia
descrita por (Mumbanza et al., 2013a) con modificaciones. En resumen, se realiz6 una
interaccion FocR1/ARNdc a nivel in vitro. En un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml se
coloco 10 pl de la suspension de esporas de FocR1 (5x10° esporas por ml) y 15 pl del
ARNdc o 15 pl de agua en el caso del control, esta interaccién se mantuvo a 28°C por
24 h aproximadamente, posteriormente se afiadio 1.5 ml de agua ultra pura estéril y se
mezcld suavemente, luego una alicuota de 100 ul se polaqued con la ayuda de una asa
triangular estéril en un medio de cultivo de PDA (Ref: TM344, Difco, USA) a ¥ de su
concentracion normal, complementandolo con Bacto™ Agar (Ref: 214010, Difco,
USA) [ 10 g PDAy 9 g de Agar L™]. Las placas fueron incubadas a 28°C en oscuridad
por 36 h aproximadamente. Posteriormente se realiz6 un conteo de colonias,
visualizandolas a través de la luz y marcando su posicion.
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3.4.1 Disefio experimental del bioensayo de inhibicion

Se realizé un disefio experimental completamente al azar (DCA) con tres réplicas
bioldgicas en cada interaccién de FocR1/ARNdc y 3 réplicas técnicas en el plaqueo
por cada unidad bioldgica experimental. Se probaron diferentes concentraciones de
ARN(dCc de acuerdo a lo descrito en la tabla 3. Los ensayos con los ARNdc de los genes
objetivos fueron desarrollados en diferentes tiempos al igual que las pruebas con
distintas concentraciones. Se realiz6 un control por cada ensayo realizado. Los genes
objetivos fueron comparados mediante la prueba estadistica “T-test” para establecer
diferencias de inhibicion.

Tabla 3. Descripcion de los tratamientos aplicados en el bioensayo de inhibicion

Dosis Unidades Unidades

ARNdc (mg/L) biolégicas técnicas
Control 100
ARNdc-FocB-tub 250
ARNdc-FocERG3 500

3 3

ARNdc-FocChs1 1000
ARNdc-FocAdcy 1500

3.4.2 Célculo del porcentaje de inhibicion del patégeno

El porcentaje de inhibicion del ARNdc con los genes objetivos de FocR1 se calcul6
mediante la ecuacion 1.

Ecuacion 1. Calculo del porcentaje de inhibicion de colonias de Fusarium oxysporum
f. sp. cubense de laraza 1.

% Inhibicién = 100 Tratamiento (A No. Colonias) 100
o TbIcion = Control (A No. Colonias) x
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3.4.3 Calculo del IC50

Se realizo el calculo del 1C50 por cada ARNdc con respecto al gen objetivo evaluado
mediante el Sofware estadistico Kyplot 6.0 version libre (KyensLab Inc., Tokio,
Japon).

3.5. Andlisis de la translocacién del ARNdc en plantulas de banano

Se evalud el efecto de la aplicacion de las moléculas de ARNdc sobre plantulas de
banano de la variedad Williams (AAA) bajo condiciones de invernadero. El ensay6
consistid en rociar con la ayuda de un atomizador manual una solucion ARNdc [500
mg/L de ARNdc-FocAdcy, 1% de Triton X (Sigma, USA), 1% de DMSO (Sigma,
USA)] en el haz y envés de la hoja nimero 3 de la plantula de banano de
aproximadamente 30 cm de altura. el control para este ensayo consistio en la aplicacion
de la misma solucién afadiendo agua ultra pura en lugar del ARNdc. Posteriormente
se recolectaron muestras en distintos puntos de tiempos y en diferentes tejidos de la
planta con el fin de verificar la movilidad de la molécula de ARNdc a través de la
técnica de Northern blot, tal como se lo detallada en la tabla 4. Las muestras fueron
tomadas, etiquetadas e inmediatamente sumergidas en nitrégeno liquido y
almacenadas a -80°C hasta procesarlas.

3.56.1. Disefio experimental del ensayo de translocacion

Se realiz6 un disefio completamente al azar (DCA) con dos réplicas bioldgicas por
cada punto de tiempo evaluado, se recolectaron muestras a 1, 12, 24, y 48 horas post
aplicacion (hpa) de acuerdo con lo descrito en la tabla 4. En total se evaluaron 16
unidades muestrales debido a que se considerd un control (con dos réplicas bioldgicas)
por cada toma de muestra.
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Tabla 4. Descripcion del ensayo de translocacion de la molécula de ARNdc

Variedad Aplicacién Tratamiento® Punto de ,# (!e Toma de
recoleccion  réplicas muestras
Hoja # 2
Control (Agua + 1 hora J
1%DMSO + 1% Hoia # 3
Tritdn x) o2
Hoja #4
12 horas
Pseudotallo
Williams  Haz/Envés 2
500 mg/LARNdc-
FocAdcy 24 horas Cormo
(ARNdc+1%DMSO +
1%TRITON)
48 horas Raiz

*Se preparo una solucién de DMSO y Tritdn x como surfactante en la hoja

3.5.2. Obtencién de la molécula del ARNdc para ensayo de translocacion

Para la obtencion del ARNdc de este ensayo inicialmente se realizé una extraccion de
ARN total de FocR1 utilizando el método del Trizol® (Cat.15596-018, Invitrogen,
USA), luego se obtuvo el ADN complementario (ADNc) con la ayuda del kit “Maxima
First Strand cDNA Synthesis Kit With dsDNase (Ref. K1642, Thermo Scientific,
USA), posteriormente se realiz6 una RT-PCR para amplificar el gen Adenilato ciclasa,
Los primers que se utilizaron contenian la secuencia del promotor T7 en cada extremo
(Forward y reverse) y la secuencia del gen de interés. EI ARNdc se lo obtuvo utilizando
el kit completo “MEGA script T7 (Ref: AM1334, SIGMA, USA), y el producto de la
RT-PCR de la reaccién con el gen Adenilato ciclasa como molde.

3.5.3. Extraccién de ARN total de tejidos de banano.

Las muestras de los tejidos almacenados a -80°C fueron retiradas e inmediatamente
sumergidas en nitrogeno liquido para mantener la linea de frio, posteriormente se
trituraron con la ayuda del molino MM400 (Retsch, Hann, Alemania), obteniéndose
un polvo fino, luego se tom6 100 mg de cada tejido triturado para la extraccion del
ARN total, la cual se desarrollo utilizando la metodologia descrita con el kit
“Spectrum™ Plant Total RNA Kit” (Ref. STRN50-1KT, Sigma, St. Louis, USA). El
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ARN total se cuantific6 utilizando el Nanodrop 2000 (Invitrogen, USA) y almacenado
a -80°C hasta su préximo uso.

3.5.4. Northern Blot

Se desarroll6 la técnica de northern blot con el ARN total de todas las muestras de
tejidos recolectados, como un método de alta sensibilidad para la deteccién de
moléculas de ARNdc aplicado de forma foliar en la planta (De la Rosa & Reyes, 2019;
Wiegard et al., 2021). El desarrollo de esta técnica se baso siguiendo las instrucciones
de kit “Dig Northern Starter Kit” (Cat. No 12039672910, Roche, Suiza). Se realizo el
etiquetado transcripcional de sondas de ARN para ser detectada mediante el reactivo
digoxigenina-11-UTP propio del kit, para este proposito se utilizo 4 pl del producto
de la RT-PCR desarrollada anteriormente con el gen Adenilato ciclasa. Una vez
generada la sonda para detectar las moléculas de FocAdcyARNdc se estimd su
eficiencia del etiquetado realizando diluciones de acuerdo a lo descrito por el kit
(Figura 2). Posteriormente se continudé con la metodologia y se finaliz6 con la
deteccion inmunoldgica mediante luminiscencia con la ayuda del equipo Stella 3200
(Raytest, Alemania) con 20 min de exposicion en condiciones de oscuridad de acuerdo
a las condiciones del kit. La imagen resultante se la analizd con el software “AIDA
Image Analyzer” (Raytest, Alemania).

Figura 2. Determinacion de la eficiencia de la sonda de ARN. A al E
corresponden a diferentes reacciones de la generacion de sondas con
producto de la RT-PCR de FocAdcy. Los nimeros indican la capacidad
de deteccion mediante el digoxigenina-11-UTP de acuerdo con la
dilucion del ARN.
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Tabla 5. Estimacion de la concentracion de ARN mediante dilucion con respecto a la
sonda D

Punto Dilucién Conc. (ng/ul)
1 1 2140
2 1:10 214
3 1:100 2.14
4 1:3.3 0.65 = 650 pg/ul
5 1:10 0.065 = 65 pg/ul
6 1:10 0.0065 = 6.5 pg/ul

La sonda D se seleccion6 para la deteccion del FocAdcyARNdc, ya que demostro ser
la més eficiente y sensible en este proceso.

3.6. Sintesis de nanoparticulas LDH e intercalacion con el ARNdc

3.6.1 Sintesis de nanoparticulas LDH

Se desarrollo la sintesis de hidroxido dobles en capas de MgAl de acuerdo con la
metodologia de (Dong et al., 2014), en resumen, se prepard una solucion de 10 ml de
metanol (Cat. No. 3016-16, Mallinckrodt, USA) y nitratos de Mg-Al [6 mmol de
Mg(NOs)2-6H20 (Ref. 63084, Sigma, USA) y 2 mmol de AI(NO3)3-9H20 (Ref.
237973, Sigma, USA)] y por un goteo controlado se afiadié a 40 ml de la solucién de
metanol con NaOH (Ref. 221465, Sigma, USA) [16 mmol], mezclandose con la ayuda
de un agitador magnético por 30 min a 350 RPM. Posteriormente se recolecto el
precipitado luego de una centrifugacion por 5 min a 3000 RPM. El precipitado fue
nuevamente resuspendido en 40 ml de metanol y transferido a un reactor con recipiente
de teflon para sintesis hidrotermal, el cual fue sometido a 100°C por 4 horas y luego
dejando enfriar a temperatura ambiente. Seguidamente, se recolecto el precipitado bajo
las mismas condiciones anteriores y se realiz6 dos lavados con agua desionizada, luego
se recolecto el precipitado y se disperso en 40 ml de agua desionizada y se mantuvo
entre 16 — 20 h a 70°C para secar y obtener cristales de nanoarcillas LDH.
Posteriormente se realizo la caracterizacion de las nanoparticulas LDH mediante un
analisis en microscopio electronico de transmision.
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3.6.2 Intercalacion NanoparticulassARNdc

Se siguieron las recomendaciones de intercalado de ARNdc/LDH de (Mitter et al.,
2017) y (Chen et al., 2013). Se mezclo diferentes ratios de la masa de ARNdc-Focf-
tub y nanoparticulas LDH previamente suspendidos en 9% de PVP peso molecular
40000 (PVP-40, Sigma, USA)). Se tom6 500 ng ARNdc-Focp-tub en LDH con
relaciones de 1:5, 1:7, 1:9, 1:10, 1:15y 1:20 (p/p) en un volumen final de 10 ul, luego
se puso en incubacién a 37°C por 1 hora en agitacién, finalmente se agregé el buffer
de carga (1x) previo a cargarla en un gel de agarosa de 1.5% que se corrié en una
electroforesis a 10 V/cm por 30 min. Finalmente se analizé el gel en un
transiluminador con luz UV para poder visualizar el resultado del intercalado.
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CAPITULO 4

4. Resultado y discusion

4.1. Inhibicion de esporas de Fusarium oxysporum f. sp. cubense de la raza 1

Se evaluo la capacidad inhibitoria de los ARNdc hacia los genes Focf-tub, FOCERGS,
FocChsl, ademas del gen FocAdcy, utilizado como un control positivo, revelando la
evolucion de la inhibicién a medida que se aumentaba la concentracién en cada
ARNdc, exceptuando a ARNdc-FocERG3 ya que, durante las pruebas con dosis en el
rango de 100 a 500 mg/L, no se evidencio un aumento en el porcentaje de inhibicion
a medida que se incrementaba la dosis. A partir de los 1000 mg/L se observé un
aumento significativo en la inhibicion de todos los ARNdc de los genes objetivos
evaluados y observandose que en ARNdc-FocChsl y ARNdc-FocAdcy se alcanz6
aproximadamente el 100% de la inhibicién del crecimiento de las esporas. Por otro
lado, ARNdc-Focp-tub y ARNdc-FocERG3 a la concentracion de 1000 mg/L se logro
obtener una inhibicién media de 70.64 % y 81.3 % respectivamente, pero no fueron
significativamente diferente con la dosis a 1500 mg/L (75.88% y 80.17 %) (Figura 3
al 5).
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Figura 3. Curva de inhibicion de los ARNdc a concentraciones de 100 mg/L,
250 mg/L, 500 mg/L, 1000 mg/L y 1500 mg/L sobre esporas del aislado EC35-
G-GM1 de Fusarium oxysporum f. sp. cubense de la raza 1. (a) Curva de
inhibicién de ARNdc-FocChsl. (b) Curva de inhibicion de ARNdc-FocB-tub. (¢)
Curva de inhibicion de ARNdc-FocERGS3. (d) Curva de inhibicién de ARNdc-
FocAdcy.

El comportamiento de la inhibicion de cada ARNdc se analiza de forma independiente,
debido a la funcionalidad que posee cada gen en el organismo del hospedero, por otro
lado, es factible apagar simultineamente varios genes esenciales del organismo
mediante la utilizacion de la herramienta de ARN de interferencia, permitiendo asi
aprovechar su maximo potencial (Hood, 2004).
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ARNdc-FocERG3

Figura 4. Inhibicion de ARNdc a 1000 mg/L sobre el aislado EC35-G-GML1 de
Fusarium oxysporum f. sp. cubense de la raza 1. con ARNdc-FocChsl, ARNdc-
FocB-tub, ARNdc-FocERG3 y ARNdc-FocAdcy.



% Inhibicion

a a
100
b
b
75
50
25
0
ARNdc-FocChsl  ARNdc-FocB-tub ARNdc-FocERG3  ARNdc-FocAdcy
100 % 75.87 % 80.18 % 99,37 %

Figura 5. Gréafico de barras de la inhibicion de esporas con ARNdc-
FocChsl, ARNdc-FocB-tub, ARNdc-FocERG3 y ARNdc-FocAdcy a 1500
mg/L sobre esporas del aislado EC35-G-GM1 de Fusarium oxysporum f. sp.
cubense de la raza 1. Las barras representan el error estandar. Las letras
iguales sobre las barras no son significativamente diferentes a p > 0.05.
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La eleccion del ARNdc de FocAdcy como control para la inhibicién de las esporas de
FocR1 se fundamentd en investigaciones anteriores, como el estudio realizado por
Mumbanza et al. (2013). Sin embargo, los resultados obtenidos en nuestro estudio
presentan diferencias significativas respecto a los descritos por Mumbanza, donde se
reportd un porcentaje de inhibicidn del 93% con una concentracion de ARNdc de 0.6
mg/L en 25 ul de la interaccion de esporas/ARNdc, una cifra considerablemente menor
que la observada en nuestra investigacion. Por otro lado, de acuerdo con (Fei et al.,
2018) donde se enfocaron en la inhibicion de 4 genes objetivos mediante ARNi para
detener la virulencia y crecimiento de esporas de Fusarium oxysporum. que afecta a
Arabidopsis thaliana, identificaron que 3 de ellos inhibi6 entre 100 a 153 veces con
respecto a su control, utilizando 2.5 pg de ARNdc a una concentracion de 100 mg/L, e
indicando que el silenciamiento que obtuvieron podria ser mayor a la reportada por
Mumbanza et al. 2013. Se debe considerar que las cepas utilizadas en los estudios
mencionados son distintas procedencias a los que hemos utilizado, lo que podria
explicar la variabilidad en cuanto a los resultados.

4.2. Comparacion de los niveles del IC50

Segln el célculo del ICso con ARNdc-FocChsl, ARNdc-FocAdcy, ARNdc-FocB-tub y
ARNdc-FocERG3, se observo que las concentraciones medias fueron de 156.84 mg/L,
243.91 mg/L, 536.70 mg/L, 635.59 mg/L, respectivamente. El analisis de comparacion
de medias de Fisher revel6 la existencia de dos grupos homdlogos estadisticamente
diferentes, identificados como A para ARNdc-FocChsl y ARNdc-FocAdcy; B para
ARNdc-FocB-tub y ARNdc-FocERG3. Estos resultados indican diferencias estadisticas
significativas entre ambos grupos, pero no dentro de los genes designados con la
misma letra. Ademaés, se observé que ARNdc-FocChsl exhibe la concentracion
inhibitoria del 50% mas baja en la poblacidn estudiada, lo que demuestra su eficacia,
siendo igual o ligeramente mas eficiente al gen control ARNdc-FocAdcy (Tabla 6).
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Tabla 6. Prueba de diferencia menos significativa (LSD) de Fisher con el IC50 de los
genes objetivos para la inhibicion de EC35-G-GM1 de Fusarium oxysporum f. sp.
cubense de laraza 1

Grupos
Media homélogos”

ARNdc ICso" * repeticiones
ARNdc-FocChs1 156.84 A 9
ARNdc-FocAdcy 243,91 A 9
ARNdc-FocB-tub 536.70 B 9
ARNdc-FocERG3 635.59 B 9

“Los datos son representados en mg/L-

**Letras iguales no son significativamente diferentes (p > 0.05).

A pesar de sefalar diferencias entre los grupos homélogos, el diagrama de cajas nos
muestra el comportamiento todas las observaciones del calculo del IC50 realizadas con
respecto a cada ARNdc, revelando mayor variabilidad con ARNdc-Focf-tub y ARNdc-
FocERG3 que con los genes ARNdc-FocChsl y ARNdc-FocAdcy que presentan una
inhibicidn alta y estable en el andlisis (Figura 6).
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Figura 6. Diagrama de cajas de la Concentracion Inhibitoria media (1C50)
en mg/L con ARNdc-FocChsl, ARNdc-FocAdcy, ARNdc-FocB-tub y
ARNdc-FocERG3, sobre el aislado EC35-G-GML1 de Fusarium oxysporum
f. sp. cubense de la raza 1. Se consideraron 9 observaciones por cada gen.
Las barras representan el error estandar.

FocChsl es uno de los genes que mayor inhibicién ha presentado y su importancia
vital en el organismo se debe a la biogénesis de la pared celular del hongo ademas de
la integridad y su patogenicidad, ya que la quitina es de mucha importancia para la
morfologia celular, existiendo ademas varios genes asociados al proceso biosintético
de la quitina (Ver Anexo 4), pero los mismo no presentan un mecanismo
compensatorio, por lo tanto la capacidad inhibitoria evaluada en este estudio se debe a
la eficiente degradacion del ARNm de FocChsl, ademas del bloqueo en la formacion
de la quitina del hongo (Liu et al., 2017; Martin-Udiroz et al., 2004).

Por otro lado, FOCERG3 influye fuertemente en la virulencia y la formacion de la
biosintesis del ergosterol en el hongo FocR1, ademas esta involucrado en el proceso
biosintético de la formacion de lipidos al igual que ayuda a mantener la permeabilidad
de la membrana celular (Han et al., 2023). Sin embargo, la participacion de otros 25
genes relacionados en la via metabolica de la produccion del Ergosterol tales como el
ERG6, ERG2, ERG5, ERG4, entre otros, participan en un mecanismo regulatorio que
hace que la represién de uno de los genes no esenciales involucrados como el ERG3
retrase el mecanismo metabdlico de la produccion del ergosterol en el organismo
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(Bhattacharya et al., 2018; Jorda & Puig, 2020). Un estudio realizado en el analisis
protedmico de la germinacion de conidios de FocRT4 demostrd que el ergosterol es
de vital importancia, entre ellos la participacion de los genes ERG6, ERG11, ERG13
y ERG25, los cuales son candidatos para la inhibicion temprana de FocRT4 para
controlar el marchitamiento por Fusarium oxysporum en banano, siendo ERG3 no
mencionado en los resultados (Deng et al., 2015).

Focf-tub esta asociado con la formacion de microtubulos, los cuales crecen mediante
la adicién de Guanosina-5'-trifosfato (GTP) en el extremo de los microtabulos. Se
conocen al menos cuatro genes relacionados con esta funcion: al-, a2-, f1- y p2-
tubulina en la fase de crecimiento. La secuencia utilizada en este estudio se relaciona
con fS2-tubulina, que colocaliza con gi-tubulina, es decir, comparten una region
especifica. Estudios sobre el rol funcional de estos genes sugieren que fB1-tubulina
puede compensar la funcién de crecimiento en un mutante de Ag2-tubulina, indicando
que B1- y p2-tubulina son intercambiables en la formacion de microtubulos y en el
crecimiento vegetativo. Ademas, se demostrd que la supresion de la expresion de a.2-,
B1-y p2-tubulina no tiene un efecto evidente sobre la formacion del citoesqueleto de
microtubulos, demostrando que a./-tubulina es un gen esencial para este proceso. Este
hallazgo puede explicar la inhibicién parcial observada en nuestros ensayos, ya que de
acuerdo con nuestros resultados se sabe que Focp-tub interfiere parcialmente con
FocR1 (Zhuetal., 2021).

Una explicacion adicional para la limitada eficacia en la inhibicion de esporas con
ARNdc-FocERG3 y ARNdc-Focp-tub podria radicar en la posibilidad de que las
secuencias de los ARNdc que fueron seleccionados y sintetizados para silenciar el
ARNmM de los genes objetivos de FOCERG3 y Focp-tub no fueron lo suficientemente
determinantes para ejercer un impacto significativo en su silenciamiento, dado que el
tamafio de los fragmentos utilizados fue similar con los demas ARNdc ensayados.

4.3. Translocacion de la molécula de ARNdc en tejidos de banano.

Se analizd la translocacion de la molécula de ARNdc-FocAdcy en tejidos de plantulas
de la variedad Williams (AAA) de banano, y se detectd la presencia del ARNdCc en las
muestras de las hojas #3 que fue donde se aplicd la molécula (Figura 7 y Anexo 5). En
contraste, en los demas tejidos evaluados no se observo la presencia de la molécula
dentro de los puntos de tiempo analizados. Este resultado nos indica que la molécula
de ARNdc-FocAdcy no logré translocarse a otros tejidos de la planta.
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ctrl 1lhpa-h3  12hpa-h3 24 hpa-h3 48 hpa-h3

Figura 7. Deteccion de ARNdc por Northern blot en muestras de tejido
de banano a 1, 12, 24 y 48 horas post aplicacion, h3 corresponde a la hoja
# 3 de la plantula de banano. Ctrl, corresponde al control del ARNdc (500
mg/L) con 1% Triton + 1% DMSO. Las muestras de cada punto del tiempo
evaluado fueron procesadas de forma individual, a excepcion de aquellas
correspondientes a 24 y 48 horas post-aplicacion (hpa), las cuales fueron
analizadas conjuntamente en un unico experimento de Northern blot.

Hasta el momento, existe muy poca informacion sobre la toma y translocacion de
ARNdc en plantas de banano, sin embargo, estudios en cebada, Arabidopsis, vid, entre
otros se han realizado y se demuestra que el ARNi puede transportarse a travées de
floema hacia otros tejidos, inhibiendo el patdgeno objetivo que afecta a estos cultivos
(Biedenkopf et al., 2020; Nerva et al., 2020) (Numata et al., 2014) .

Una de las posibles causas de no detectar translocacion del ARNdc en la planta de
banano puede deberse a las condiciones de invernadero y caracteristicas de la hoja de
banano, ya que mantienen un recubrimiento ceroso que obstruye la libre entrada de la
solucion de ARNdCc a través de las estomas y a pesar de que la solucion contiene un
surfactante al momento de aplicar mediante un rocio se puede perder una cantidad de
ARN(dc en el ambiente. Por otro lado, es posible que se requiera un mayor tiempo de
evaluacion para detectar la translocacion ya que la cantidad de la molécula se puede
reducir en otros tejidos.

Sin embargo, los resultados demuestran que el ARNdc se mantiene estable en
condiciones de invernadero, al menos durante las 48 horas de evaluacion en el sitio de
aplicacion. La deteccion de la molécula de ARNdc-FocAdcy en las hojas donde se
aplico la solucién mediante el northern blot realizado, reflej6 que el ARNdc en todos
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los puntos de tiempo evaluados a pesar de haber estado expuestos a factores como
polvo, humedad, y cambios de temperaturas, se encontrd igual de integro que el
control. Inclusive se aprecié una mayor intensidad de la banda a las 48 hpa.

4.4. Optimizacion del ratio de intercalacion de ARNdc-Focp-tub —nanoparticulas
LDH

Se logro optimizar el ratio de intercalacion del ARNdc-Focf-tub y las nanoparticulas
de hidroxido dobles en capas de MgAl (LDH) a una relacion del ratio de sus masas de
1:15. El resultado de la electroforesis con gel de agarosa evidencié que a medida que
aumentaba la cantidad de LDH el ARNdc permanecia en el pocillo de carga,
evidenciando asi la capacidad de la intercalacion de acuerdo con la cantidad de
nanoparticula afiadida (Figura 8).



39

(o]

- - & TPEY 11204
y & ¥

Ny % 3 N: 100 Min: 11.204
Mean: 22.834 Max: 37.401
< StdDev: 5.370 Mode: 19.936 (35)
o Bins: 6 Bin Width: 4.366
! Value: — Count: —

100 nm

Figura 8. Intercalacion del ARNdc en nanoparticulas LDH vy
caracterizacion LDH. a, Intercalacion del ARNdc-Focp-tub vy
nanoparticulas de hidréxido dobles en capas de MgAl (LDH) a ratios de la
masa de 1:5, 1:7, 1:9, 1:10, 1:15 y 1:20 (p/p), correspondientes a las lineas 3,
4,5, 6, 7y 8 respectivamente. M: Marcador de peso molecular de 1kb. Linea
1 ARNdc, Linea 2 ARNdc/PVP. Linea 9 LDH. EI ARNdc al intercalarse con
LDH no migra durante la electroforesis y puede observarse la fluorescencia
en el pocillo (como lo indican las flechas). La intercalacion completa logro
realizarse en un ratio en relacion a la masa ARNdc-LDH de 1:15 (Linea 7).
b, imagen de microscopia electronica de transmision (TEM) de las
nanoparticulas LDH. c, Distribucién del tamafio de las nanoparticulas LDH.



40

El tamafio de la molécula de ARNdc que se intercal6 fue de 614 pb con una cantidad
de 500 ng y el tamafio de las nanoparticulas LDH fue de un promedio de 22.8 nm. Se
logré una intercalacion con un ratio de 1:15 (en la relacion del ratio de sus masas),
estudios similares como el de Mitter et al., (2017) lograron obtener una intercalacion
completa a una relacion de 1:4, con un ARNdCc sintetizado de 500 pb, a pesar de ser un
amplicon del ARNdc con 114 pb menos al de nuestro estudio, la relacion que
obtuvieron es mucho mas baja, esto se debe a la estructura, tamafio y caracteristicas de
las nanoparticula sintetizadas, donde el tamafio promedio fue de 45 nm y una
morfologia hexagonal. Por otro lado, El estudio de Molesini et al., (2022) demostro
una intercalacion de 1:50 del ratio de sus masas con un ARNdc de 729 pb, siendo las
nanoparticulas de un tamafio promedio de 26.2 nm. Estos datos nos pueden indicar que
la eficiencia de la intercalacion depende de la eficiencia de la sintesis de las
nanoparticulas LDH y el tamafio de la molécula de ARNdc (pb).
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CAPITULO5

5. Conclusiones y Recomendaciones

5.1. Conclusiones

Los ensayos in vitro demostraron la capacidad inhibitoria de los ARNdc en estudio,
evaluando su efecto sobre esporas de FocR1 con 5 dosis. Se determind el ICso de cada
gen, resultando que ARNdc-FocChsl (IC50 156.84 mg/L) demostrod ser mas eficiente
que ARNdc-FocB-tub (536.70 mg/L) y ARNdc-FocERG3 (635.59 mg/L) al presentar
el 1Cso mas bajo y la inhibicion del 100% de las esporas a una concentracion de 1000
mg/L . Sin embargo, no se encontr6 diferencias significativas entre ARNdc-FocChsl y
ARNdc-FocAdcy (IC50 243.91 mg/L) utilizado como un control de la inhibicion de
esporas, lo cual demuestra que pueden ser considerados para inhibir la virulencia de
FocR1 en condiciones de campo o invernadero.

Se aplicd el ARNdc-FocAdcy en la hoja 3 de plantulas de banano de la variedad
williams y se evaluo la translocacion hacia los tejidos de hoja (hoja 2 y 4), pseudotallo,
Cormoo y raiz consideraron los puntos de evaluacion de 1, 12, 24 y 48 horas post
aplicacion (hpa) en condiciones de invernadero, de acuerdo con los resultados de este
ensayo se encontro que el ARNdc no logro translocarse en los tiempos evaluados a los
demas tejidos pero permanecio estable en lugar donde se aplico, esto nos indica que la
molécula de ARNdc podria actuar como un biopesticida de contacto.

Se establecio el ratio de intercalacion entre las nanoparticulas de LDH y el ARNdc a
una relacion del ratio de sus masas de 1:15, lo cual se podria comenzar estudios para
determinar el grado de la degradacion de las nanoparticulas y determinar la liberacién
del ARNdCc.

5.2. Recomendaciones

Los ensayos de inhibicion se realizaron con los ARNdc sintetizados de un kit
comercial, lo que resultaria muy caro al momento de probar el mecanismo de ARNIi
en invernadero o en campo, debido a que se requeriria de mucho mas material. Por
esta razén se recomienda estandarizar una metodologia de obtencion de ARNdc con
bacterias. Por otro lado, se debe ajustar el método de cuantificacion de ARNdc, para
obtener concentraciones mas precisas de inhibicidn. En relacién con la translocacion,
se recomienda prolongar el periodo de evaluacion y realizar los andlisis, al menos, 48
horas post aplicacion de la molécula de ARNdc.
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Anexo 1

Protocolo de extraccion de ADN de hongos filamentosos

Materiales requeridos

e [sopropanol
e 70% Etanol
e Acetato de sodio 3M (pH 5.2)

Buffer de extraccion

e  200mM Tris-HCl ph8.5
e 250 mM NacCl

° 25mM EDTA

e 0.5%SDS

Procedimiento

Tomar aproximadamente 10 - 50 mg de micelio de una colonia del hongo filamentoso y
colocarlo en un tubo de microcentrifuga 1.5 ml.

Afadir 350 pl del buffer de extraccién y triturar la muestra del micelio con la ayuda de un
micropistilo estéril.

Afiadir 150 pl de acetato de sodio (3M, pH 5.2) y mezclar haciendo un vortex por 30 segundos
Afiadir 500 pl de isopropanol y dejar precipitar por 5 minutos a temperatura ambiente
Centrifugar a 1400 RPM por 5 minutos

Desechar el sobrenadante y afiadir 50 pl de etanol al 70%, luego centrifugar a 1400 RPM por
2 minutos y eliminar el sobrenadante (Repetir este paso)

Secar el pellet en un concentrador al vacio por 10 minutos o dejar a temperatura con la tapa
abierta por 20 min (si aun se observa residuo de etanol dejar por mas tiempo)

Resuspender el pellet con 50 ul de agua ultra pura estéril o TE buffer

Cuantificar y almacenar a -20°C.
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Anexo 2

Secuencia Completa de los genes objetivos en estudio de Fusarium oxysporum f. sp.
cubense de la raza 1

Quitina sintasa 1
>FOC1_g10012728:ENH62496 cds:protein_coding

ATGGCGTACAATGGCCGTGATCAGGAGTATGGAGGACATGCCTTGCAGG
ACCTTCCTGCTGGCGGAAGCCAGTACCATCTCCCCCCCCAAGAGAACGAT
GAGGAGCAGGGCCGCGGCCTCTTGAACTCGGGTTACGACCAAGATCGAC
TTGGCGCCCGCACTCCCCCCGACCGCCCCGTCTCTGCTTACAGTCTCACTG
AGTCCTATGCCCCTGGAGCCTCGTCAACCATGCCTGGCCAGGGACCTACT
GGATATGGTGATGGAGGCAGCTTTGGTCAGTTTGGTAACCTTGACGCCGC
TGCCCCTTTCCCTCGCCCCGACTCTGCCTTCGATCCCGAAGACAGCTGGG
TTGAGCGACAGCAGCAGCCCCAGATGGGCGGTGGTCTTGGCCGCTCGAA
AACCCGAAAGATCAAGCTGGTTCAGGGTTCAGTTCTGAGCATTGATTACC
CTGTGCCCAGTGCGATCAAGAATGCTGTCCAGCCTCAGTATCGCGACGCT
GAGAGTGGTACCGAAGAGTTCCATAAGATGCGATATACCGCTGCCACCT
GTGATCCCAACGACTTCACACTCAAGAACGGTTACGATTTGCGACCTCGC
ATGTACAACCGACACACTGAGTTGCTGATCGCCATTACATACTATAACGA
AGACAAGGTTCTTCTCGCACGAACACTGCATCACACCATGCAGAACATCC
GCGACATCGTCAACCTGAAGAAGTCGACCTTCTGGAACAAGGGCGGCCC
AGCTTGGCAGAAGATCGTTGTATGCTTGGTTTTCGATGGTATCGACAAGG
CTGACAAGAACACCCTGGATGTCCTTGCCACTGTCGGCGTGTACCAGGAC
GGTGTTATCAAGAAGGATGTCGACGGCAAGGAGACTGTTGCTCACATCTT
CGAATATACCAGCCAGCTTTCCGTCACGCCCAACCAGCAGCTTATTCGAC
CCACAAACGAAGGCTCACAGAACTTGCCACCAGTTCAGATGATCTTCTGT
TTGAAGCAGAAGAACACCAAGAAGATTAACTCGCATCGATGGTTGTTCA
ACGCCTTCGGCCGTATCTTGAATCCTGAGGTGTGTATCCTGCTCGATGCG
GGTACCAAGCCCAGTCCCCGATCTCTCCTTGCTCTTTGGGAGGGATTTTA
CAACGATAAGGACCTGGGAGGTGCTTGTGGTGAAATTCACGCTATGTTGG
GTAAAGGCGGTAAGAAACTGTTCAACCCCCTCGTTGCCGTCCAGAATTTC
GAGTACAAGATTTCGAACATTCTGGACAAGCCTCTCGAGTCTTCTTTTGG
TTATGTCTCTGTCTTGCCTGGTGCTTTCTCAGCCTACCGATTTCGAGCCAT
CATGGGCCGTCCGCTGGAACAGTATTTCCATGGTGATCATACCTTGTCTA
AGATGCTTGGTAAGAAGGGTATCGATGGTATGAACATTTTCAAGAAGAA
CATGTTCTTGGCCGAGGATCGTATTCTTTGTTTTGAGCTGGTCGCCAAGGC
TGGCCAGAAGTGGCACTTGTCCTATATCAAGGCTGCCAAGGGTGAAACA
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GATGTGCCCGAGGGTGCAGCTGAATTCATTAGTCAACGTCGACGATGGCT
CAACGGTTCATTCGCTGCCACACTATACTCACTGATGCATTTCGGACGAA
TGTACAAGTCGGGTCATAACATCATCCGCATGTTTTTCCTCCACATTCAAC
TCATCTACACCACTCTCAACACTCTCTTCGCATGGTTCTCTCTTGGTTCTT
ATTGGCTTACAACATCCGTTATCATGGATCTTGTGGGTACTCCCAACGCT
ACGTCCGGTTATCACGCCTGGCCATTCGGCGACACGGGTACACCTGTCGT
CAATGCCCTGCTTCAGTACCTCTACTTGGCCTTCGTCATGCTCCAGTTCAT
TCTGGCTCTTGGTAACAGGCCCAAGGGCTCCAAGTTCACATACATCGCTT
CCTTCATGGTCTTCAGTCTCATTCAGGGTTACATCCTGGTTCTCTCAGCCT
ACCTGGTTGTTCGTGCTTTTGACACGCCCATTGGAGACCAGATCTCTCGCT
CTTATCACCATCTATGGACTCAATTTTGTTGCCTCGTTTCTTTCCCCTACTA
TCTACTTCTCATGTCGACTTACATCAACATTCTCATGGTTTATGCCTTCAA
CAACTGGCACGATGTCTCCTGGGGTACTAAGGGCTCAGACAAGGCTGAG
GCACTTCCCTCTGCCCACGTCACCAAGGGTGAGAAGAACGAGGTTGTTGT
CGAGGAAGTTGAGAAGGAGCAGGAGGATATCGACAGTCAATTCGAGCAG
ACTGTCCGCCGAGCTCTTGCTCCCTTCAAGGAGGAGGAAGAGGTTGAGA
AGGCCGATGTTGAGGATGGTTACAAGTCTTTCCGAACAGGACTCGTCGTC
AGCTGGTTGTTCGGAAACATTCTCCTTATTGTCTGCATTACCAGCGACAA
GTTTGATAACCTCGGATGGGGTGAACCTGCCACAGATCGCAAGGCGCATT
ACTTCCAGTTCCTTCTGTACGCTACTGCCGTGCTCTCGCTCGTTCGTTTTG
CCGGTTTCTTGTGGTTCCTGGGCAGGACTGTGCTACTTGTCCTACACTATC
CTACAACCTCACCTTTGTATCGTGCCTGGGCTCTCGCACTCCATTTTCTGT
CATCTCATCAAGGTCTTTCCACAGCGCATAGCGACACAGCCCAAACCTGG
GCCCCCACATCCACGATGTTGAAGATATGGTCGATGAAAAAGGAGCAGA
AGGAGGCAGAGAACGCAGAGGGCCAGGCGACGGGTGGCAAGAAGAAGA
AGGTGACTGCAGCTCAGCTGCGCGTGCAAAAAGATCTTTCAGAACTTTCC
CTCGGATCGACGATGAAGACAGAGTTCCCCGACCCCGATGACATCCTTAA
CTTCGTACTCACGATCGACCCTGATGAGGGTATGTACCGAGGCAGCCGCT
TTACCTTCGATTTCACCATAAACCAGAACTTTCCCCACGAGCCTCCCAAA
GTCCGATGCCGAGAAAAGATCTACCATCCCAATATCGATCTTGAGGGCA
AGGTCTGCCTGAACATTCTACGAGAGGATTGGAAGCCAGTGCTGAACTTG
AATGCTGTGATTGTTGGCCTGCAGTTCCTGTTCCTCGAACCCAACGCATC
GGACCCGCTCAACAAGGAGGCAGCTGAGGATCTACGAAACAACCGAGAG
GGATTCAAGCGCAACGTGAGGACTGCTATGGGTGGCGGAGTAGTCAAGG
GCAGGACATACGACAGGGTCCTGAAATAG



57

C5 — Esterol desaturasa — ERG3
>FOC1_g10010052:ENH74632 cds:protein_coding

ATGGACGTCGTCCTCGAGGTCGTCGATACCTTTATCGCCGATTACGCATA
CTCCTACTTTCACCCAAAGCCTCCAGCTCCTTATGATTTCCCATCGCCCTC
AAACTCGACAGATACGTCGGCCAAGGCCTTCTCAACATGGACTTACAAG
CCGGCCACTCAATTCATCACGCTTGAGCCAGCAGAGGAGGCATACATGA
GCGCTTGGGATCGTGACAACCCTCTTCGACAAGCTCTGACTCTATATCTT
ATCACTTGGATCTTTGGGCTTCTCGTCTACTTCATCGTCGCGACACTCTCA
TACATCTTCATCTTCGACAAGCGAACATTTGACCACCCTCGCTTCATCAA
GAACCAAGTCCGCCTTGAAATCATTGCAGCCAACAAGGCCATGCCCGTC
ATGGCCATCATCACAGCACCCTTCTTCCTCCTTGAAATGGTGCTCTTCCTC
CTCTTCACCGACTTCTGCATCTACTGGGCTCATCGCTGGCTTCACCACCGC
CTGGTCTACAAGTACCTGCACAAGCTTCACCACAAGTGGATCATGCCTAC
ACCCTTTGCTAGCCATGCTTTCCACCCTCTCGATGGCTTCACCCAGTCATT
GCCATACCACATCTTCCCCTTTATCTTCCCGCTCCAGAAGATGGCATATGT
GGCGCTCTTCGTATTCGTGAACCTCTGGTCTGTTATGATTCACGATGGCG
AGTATCTCACCAACAACCCCGTTGTCAACGGCGCTGCTTGCCACTCTCTC
CACCACTCTCGCTTTGAGGTCAATTACGGCCAGTTCTTCACTGGCTTTGAC
CGCATGGGTGGCACATATCTCATGCCTGAGCAGTGGATGTTCGAGCGTAA
TATGAAGATGTCAGAGGGCCGATGGAAGAAGGAGATTGAGAAGGTGGAT
GAGCTTATTGAAGAGATCGAAGGTAAAGACAACCGCACATACGGTTCGT
CTAGCACCAAGAAGACCCAATAG

Beta tubulina
>FOC1_g10011241:ENH73921 cds:protein_coding

ATGCGTGAGATTGTTCACCTCCAGACCGGTCAGTGCGGTAACCAAATCGG
TGCTGCTTTCTGGCAAACCATCTCTGGCGAGCACGGCCTCGACAGCAATG
GTGTCTACAACGGTACCTCCGAGCTCCAGCTCGAGCGCATGAGTGTCTAC
TTCAACGAGGCCTCTGGCAACAAGTATGTTCCCCGAGCCGTCCTCGTCGA
TCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCTGGTCCCTTCGGTCAGC
TCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTTTCGGTCAGTCCGGTGCTGGAAACAAC
TGGGCCAAGGGTCACTACACTGAGGGTGCCGAACTTGTCGACCAGGTCCT
CGACGTCGTCCGCCGTGAGGCCGAGGGCTGCGATTGCCTCCAGGGTTTCC
AGATCACCCACTCTCTCGGTGGTGGTACCGGTGCCGGTATGGGTACTCTG
CTCATTTCAAAGATCCGCGAGGAATTTCCCGACCGAATGATGGCCACCTT
CTCCGTCGTTCCCTCCCCCAAGGTCTCTGACACCGTCGTTGAGCCCTACA
ATGCTACCCTCTCCGTCCACCAGCTGGTCGAGAACTCCGATGAGACCTTC
TGTATCGATAACGAGGCCCTCTACGATATCTGCATGCGCACCCTGAAGCT
GTCCAACCCCTCCTACGGTGACCTCAACTACCTCGTTTCTGCTGTCATGTC
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CGGTGTCACCACCTGTCTCCGTTTCCCCGGTCAGCTGAACTCCGACCTCC
GAAAGCTCGCCGTCAACATGGTGCCTTTCCCTCGTCTACACTTCTTCATGG
TTGGCTTTGCTCCTCTGACCAGCCGTGGTGCTCCCTCTTTCCGCGCAGTCA
GCGTTCCTGAGTTGACCCAACAGATGTTCGACCCCAAGAACATGATGGCC
GCTTCGGACTTCCGCAACGGTCGCTACCTGACCTGCTCGGCCATTTTCCGT
GGCCGTGTCGCTATGAAGGAGGTCGAGGACCAGATGCGCAACGTCCAGA
ACAAGAACTCTTCTTACTTCGTTGAATGGATTCCCAACAACATCCAAACA
GCCCTTTGTGCCATCCCTCCCCGAGGACTTACGATGTCCTCGACCTTCATC
GGAAACTCCACCTCTATCCAGGAGCTCTTCAAGCGTGTTGGTGAGCAGTT
CACTGCCATGTTCCGACGCAAGGCTTTCTTGCATTGGTATACTGGTGAGG
GTATGGACGAGATGGAGTTCACTGAGGCCGAGTCTAACATGAATGATCTT
GTCTCCGAATACCAGCAGTACCAGGATGCTGGAATTGATGAGGAGGAAG
AGGAGTACGAGGAGGAGCTCCCTGAGGGCGAGGAGTAA

adenilato ciclasa FocR1
>FOC1_g10015438:ENH60638 cds:protein_coding

ATGACCAGGAATGAGCCCTTCAACCGCATCGGCTCGATCACGAGCTCTAG
CAGAAGCAAAATCAGAGGTAGCAGCAGCAGCAAAAGCAAAAGCAATGA
TAACAGTCCGAGCACCGCAAGTGCCGAGAGTAGTACATACTTTGCGGTC
ACCGTGAGATCCTCGTCACCATCTCAATCGCAATCGCAATCGCCCTCACC
CTCAACTGCCTCCACTACTCCCGCTCCCGCTTCCGCTTCTACTATCTCCAC
TCCCATTCCCACTCACTCGCCTACTCCCAATCCGGCACCTAACGTTGATAC
TCTAACACCAACTCCATCATCCTCCGCTGCTGCTCCCGTTGCGACAGCTTC
CCCTGCTGTTGCTGCTGCTACCACCTCTAATACCTCGACATTCTCCTCGAC
GCCTCGCCAGCAACCAACCCCTACTCCTTCTGCTCGCCCAAGCGCTGATG
GCAATGCTTCATTGAGCAACCCTTGGTCCTCCTTCAAGGATGAGCCTCAG
CTCTCACCAACTGCTACAAACTTCGCCCCTCGCGCCGGCGCCAATGCCCA
TCCCAAAGACCGTCGCATGAGCGACCTCACCAATTATCGACGTGAGCTCG
CCGTTCTCGAAACCTCCCGAGTCCCTCAGATCCACCAGATTCCGCCCACC
GGCGGCGCGAGCCCTCAAATAGCCCCGTGGATGAACCAGCCTGGTTCCC
CTACGACCTCTTCCAACATGCCGACCAGTTTCTTCAACGATTCGAGCGAC
AACCTCTCCCTCGCCTCCCAGCTTTCTCCGGGTCATCAGATCAGTAACCG
CCAACCACATCAGCACCAGTATCCATCTCATCCCTCGCAACACGATGCCC
CCGAGGCTTCATATTTCGATGGCAGACGCCCATCCGCTGCCAGTATCCTC
ACAGCGAGCAGTCAGGGTAGCAAAACTAGTATAACCAGAGGCGGTTTTC
GCAAACTTCAGGGCTTCTTTGGCGAGGAATTCCCTGGGCGCGATAGCTCG
GATGGCAGCCTACCCACTTCGCTCGCGGGCAAGGACCAGCGTGGACGCT
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CTTATAGTCACAGCCGCCCCACACATAGAGATCGCAACTATTCCAATGCC
ACGGATCACACTCGCGATGCATCACCATCATCTTCGAGACCGAGAACTCC
AGTTCCTGCACCAGAGGTGGTGCCATTTCTATACCAGGACAACAGTGACA
TCGCTCGATATGGCGAAGCTCCCGTCCGAGACATCATGACCGGACCCGAT
CGAGAGCGATATGTGGGTGATGGTTCCTCACAAATTCCCCCAAAGACATC
GTCATCCTCGAGGTCGGGTCATTCTATAGTTCACTTACCCGGGCATCACC
GACACCATAAGAGTAATGATGATCCTCGGACACTGCGGCCGACAATGAG
TAGGGACGATACAGCGATTGGCACGCAAATGTCGCGCGATCGTGGGGGC
AGTAGCGCCGTGTACTCAACCAAATCTAGAGGCCAAAGCCCGACACCAA
GTACTAGAAGTGCAGGAATGACTTGGAGCACGAAATCCTCCCAAGTTGA
TGGACAAACTTCACCCGGTCATCATCATGGCAAACGCGGAATCTTTGGAC
GACTTAGAAGGCATCACAAAGATAAAGATGACATTGCTAAACTTCGCGA
CCTACCTCAATCAACAAGATCTCTCCAGCCGAAGACCTCGAAGCCTGACT
TGCACCGCCCCAGCGATGTATCGACGACTACATTACCGTTCTCGGGGACC
TTTGTCCCTGGGGAGATGAGCGATGTGCCTGATATGCGACCAGTTCCGGG
TCAACGTGGCGCAACTTTCAACAATAAGTTCCCTTTCGCCAAGAAGGGAC
GAACTCATCGGCCTCATGACTATGTTGACGATGCAATTGGACCGACAGAT
CGTAACGATCCTAACAACATATATCATCTCGATACCAACCTGAACGATAT
GGAGGGCATCCTAACGAAACCTCCTCCACTTACACCTATGGATACTAGCT
TCGTTAACAATGTCGAGCCTGAGCGCCACGATTCCATTATCTCCACAGCG
CCTAAAGGCCGTTGGGATGCTCCTGACAGTTGGGCAGTGCGACGCAACA
CCGAAGATAACTCATACCATGGCCCTGAACCAGATGAGATCGGTAGCCC
CCCTCGCCCAGAAGAGAAAGCATCGCCATACTGCATTCGAATCTTTCGCT
CAGATGGTACATTCTCTACACATTCGATGCCTCTGGACTCGAATGTCACG
GATGTCATCTCACAAGTCATTAAGAAGACTTATGTGGTTGACGGTTTGGA
GAACTATCATATTATCATGAAGAAGCATGATCTTATCAGGGTTTTGACAC
CACCTGAGCGACCCTTACTCATGCAGAAGCGGCTCCTGCAGCAAGTCGGT
TATGAGGAAAAGGATAGAATCGAAGATCTTGGCCGCGAAGACAACAGTT
ACCTCTGCAGGTTCATGTTCTTGTCTGCGAGGGAGAGCGACTTTCATGCC
AAAACAACTGACATGGGCCTGGCTCGGGCTCAGAAGCTTAATTACGTGG
ACCTCTCTGGTCGCAACCTCGTCACAATACCTATATCCCTATACTCAAAG
GCCATGGAGATTATCTCTCTGAACCTCTCGCGTAACCTCTCGCTCGACGT
CCCGCGAGACTTTATACAGTCTTGTAAACATCTTCGAGACATCAAGTTTA
ACAACAACGAAGCTAGGAAACTACCGCCCAGTCTGAGTCGAGCAAACAG
ATTGACCTTTCTGGATGTTGCAAACAACCGGCTGGAGCAGTTGGAGCACG
CCGAGCTCAACTCTCTTACAGGGATGCTGAAGATGAACTTGGCCAACAAC
CGGCTTAAACACTTGCCTTCTTACTTTGGAGCATACCAGTCACTTCGCTCT
CTCAATATTTCTTCTAACTTCCTCGACAAGTTCCCCACTTTCTTGTGCAAT
CTACCAAGTTTGGTTGACCTGGATCTGAGTTTCAACGCCATTGCAACGAT
TCCTCACGAGATTGGCGGCCTGAAGAACTTGGAGAAATTGTTGATAACTA
ACAATAGACTTACGCACGCTGTACCAGCGTCATTTGGACAACTTGTCAGC
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CTACGCGAACTCGACATTAAGTACAATGGCATCTCGAGCATCGACATTAT
TTCGGAGCTCCCGAAGCTTGAGATTCTTTCCGCTGATCACAACTGCGTCT
CTGCCTTTGTTGGACAGTTTGAGTCCCTTCGCCAACTCAAACTGAACTCG
AACCCCCTCAACAAATTCGAGATTGTTGCCCCCGTTCCTACACTCAAGAT
ATTGAACCTATCGAACGCTCAGCTTGCCAGTATTGACTCATCATTCGTCA
ACATGGTCAACCTCGAGCACCTGATCCTGGATAAAAATTACTTCGTTTCG
TTGCCCCAAGAAATCGGTACCTTGAGCAGACTCGAGCATTTCAGTATTGC
GAACAATTCCGTTGGAGAGCTACCAGCTCAAATTGGTTGCCTGACTGAAC
TGAGAGTGCTCAATGTTCGAGGAAACAATATCTCCAAGCTGCCCATGGA
GTTATGGTGGGCAAATCGACTGGAGACTTTCAACGCCTCTTCAAATGTTC
TGGAGCACTTCCCCAAACCTGCTTCCAGAGCACCACGGATACCAGGAGA
GGAATCACAACCGGCGCCCCCTCCCGTCAATGGAAGAGCTGCGCCACTC
GGAACTCTGTCGGCCACAGCAAGCTCCGAAGAGTTGTCAGACGATCGAA
GACCCAGTCAAAATTCGAGCACACTTCTCAGTGTCGGACCGTCTCCTCTT
AACGCTGGCGACCGCAAGAGCTCTGTCGTGTCTGTCTATGGGAAGGGTG
GCCGTAAGACCTCAGTTGTGTCTAGATCAGCAACTCCGTCGGCCCCTACG
CAAACAGTCAACACCAGAAAAGATTCCGGGATGTCATCAAGGCTTAATA
ACACATTTGCTGGATCCCTTCGTAATCTTCACTTGGCCGATAACCGTCTGG
ATGACGATGTTTTTGATCAGATCACACTGCTCGCGGAGCTCCGAGTGCTC
AACTTATCTTACAACGACGAAATCAGTGACATGCCACAGAGATCGATCA
AGAACTGGCCTCAACTAGTTGAGCTTTATTTATCCGGAAACGCTCTCACG
ACATTGCCTGCCGATGATCTAGAGGAGTCAAGTTTACTACAGGCACTTTA
CATCAACGGCAACAGGTTTACCAACTTGCCAGCCGATATCTCACGGGCTA
AGAACCTTGCTGTTCTCGATTGTGGCAGTAACTACCTGAAATACAACATC
TCCAACGTGCCCTATGATTGGAATTGGAATCTCAATCCGAACCTCAGATA
TCTGAATCTGTCTGGCAACAAGCGCCTGGAGATCAAGCAGACGAACACA
GGTCCTCTTGGGCCTGGCGCCGTCAACCGTGAGGAGTATACAGACTTCAG
CCGTCTGCTTAACTTGCGTATCCTGGGTCTGATGGATGTCACTCTCACTCA
GCCCAGTATTCCCGATCAGAGTGAGGACAGACGTGTCCGTACATCTGGAT
CACTCGCTGGCCACCTGCCTTATGGTATGGCCGATACTCTTGGCAAGCAC
GAGCACTTGTCAACGGTTGATCTCGTGGTACCAAGGTTCAACTCGTCAGA
AACAGAGATGCTCTTAGGCTTGTTTGATGGACAAGCTTTGTCCAGCGGTG
GATCCAAGATCGCTAAATACTTGCATGAAAATTTTGGTCACATTTTCGCT
GGCGAACTGAAGCAGTTGAAAACACGATCGAATGAAACACCGGTTGATG
CACTACGACGCTCGTTCCTCCAGCTCAACAAGGATTTGGTCACTATTGCT
ATCCAGCAATCCGAGGAGCGGCCATTGAAGACGCATAGGGGCTCTGGCC
AGCCTGTAATACTCACCAAGGAAGACCTTAACTCAGGGGGTGTGGCAAC
TGTGGTTTATCTTCAAAGTACGGAATTATATGTTGCAAACGTCGGTGATG
CACAGGCGATGGTGATCCAAACAGATGGTACACATAAGATGCTGACCCG
CAAGCATGATCCTGCCGAGCCCAATGAGAGATCGCGCATTCGCGAAGCT
GGTGGATGGGTTTCTCGCAACGGCAGACTGAACGATCTACTCCAGGTTTC



61

ACGCGCCTTTGGATACGTTGACTTGATGCCGGCCGTACAAGCAGCACCCT
ATGTCAGCAACATGACTATCCGAGAGCAGGATGACATTATCCTGATTGCG
ACTGGCGAGCTCTGGGAGTACCTGTCACCTGGTCTAGTGACGGATATTGC
GAGAGCCGAGAGACAAGATCTCATGCGAGCGGCCCAGAAGCTTCGTGAC
CTGGCTATCGCATACGGCGCCTCGGGCAAAATTATGGTCATGATGATTAG
TGTTGCTGACCTAAAGCGACGGGTCGAGCGATCCAGACTCCATCGCGGTG
CTAGTATGTCGCTTTATCCATCTGGTATCCCTGATGACGCCCAGGTTCTCA
ATACCAGGAGGGGCCGAAGGACGAAGGGCGATGTTCTCGATTCATCCCT
AAACCGACTTGAGGCAGAGATCCCAGCACCTACGGGTAACGTGTCGATT
GTCTTCACCGATATCAAGAACTCGACAACACTCTGGGAGATGTACCCTAG
TGCCATGAGATCAGCTATCAAACTCCACAACGAGGTCATGCGTCGACAG
CTGAGACGAATTGGTGGCTACGAAGTCAAGACTGAAGGTGACGCTTTTAT
GGTCTCCTTCCCAACAGCCACGTCCGCACTGTTATGGACGTTTGCCGTTC
AGATGCAGCTCCTCGATGTGAACTGGCCATCAGAAGTCTTGAACTCAGTG
TCTTGCCAGCCTGTTTATGACAAGGATAACAGTCTTATCTTCAAAGGACT
GTCGGTGCGAATGGGTATTCACTTTGGAGACTGTGTGAGTGAGACGGATC
CAGTTATCACGGTCTCGACCGACTTCATCTCGGAGATACAGCGGTGCCTG
GAGAATTATCAAGATACAGATCGCGGTAACGCTTCTGGCTCTGAGGATAC
CTTTGACGACGAGACATATGCTAGTGCCATTCGAAAGGATTTGAGATCCC
TCACCTCTCAAGGCTTTGAGGTTAAGGAAATGGGCGAGAAGAAGTTGAA
GGGTCTGGAAAACCCTGAGGTTGTGTACTCGCTCTACCCTCATGCATTGG
CTGGACGTATCGAATTCCACCTGCAGCATGAGAGGAAGGAAGAAGGAGG
AGGAGGCGGCGGCGATAAGCCAGCCGTCCTTGCACCCGGAGCAGAGCTC
AGTATCGACCCAGATGCAATTTGGACTCTTTGGAGAATTAGTTTGCGACT
TGAGATGCTTTGCAGCTCACTGGAAGGCAATGAAGCCCCAGGGCTACAA
CCACCGGAGACAGAACTGCTCGAGCGGATCAAGCAGCGTGGAGGAGAG
GTCACAGATCGCTTCTTGTTGAACTTCTTGGAGCACCAAGTGAGCAGGAT
AGAGACCTGTATATCGACACTGGCGATGCGTCACCTTGCTACTGGTGGTG
GCCCTATTAAGGAACTAGAAGATCTCCAGGGCCCAATGACTGCGATCTTG
GATATGTTCATGGCGCAGAGGAAGGAACTTGAGCGATACAGGAGGAAAT
ATGGTGCGCTGCCAAGCTCCTCCAGCAGCGAAGATGAAGACGATGACGA
CGACGACGACGATCCTGACACAGAAGAAGGGAGCGACACAGAGCAAGA
GTTGTGA
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adenilato ciclasa FocRT4
>FOC4_g10015430:EMT62341 cds:protein_coding

ATGACCAGGAATGAGCCCTTCAACCGCATCGGCTCGATCACGAGCTCTAG
CAGAAGCAAAATCAGAGGTAGCAGCAGCAGCAAAAGCAACGATAACAG
TCCGAGCGCCGCAAGTGCCGAGAGTAGTACATACTTTGCGGTCACCGTGA
GGTCCTCGTCTCCATCTCAATCGCAATCGCAATCGCCCTCACCCTCAACT
GCCTCCACTACTCCCGCTCCCGCTTCCGCTTCTACTATCTCCACTCCCATT
CCCACTCACTCGCCTACTCCCAATCCGGCACCTAACGTTGATACTCTAAC
ACCAACTCCATCATCCTCCGCTGCTGCTCCCGTTGCGACAGCTTCCCCTGC
TGCTGCTGCTGCTACCACCTCTAATACCTCGACATTCTCCTCGACGCCTCG
CCAGCAACCAACCCCTACTCCTTCTGCTCGCCCAAGCGCTGATGGCAATG
CTTCATTGAGCAACCTTTGGTCCTCCTTCAAGGATGAGCCTCTGCTCTCAC
CAACTGCTACAAACTTCGCCCCTCGCGCCGGCGCCAATGCCCATCCCAAA
GACCGTCGCATGAGCGACCTCACCAATTATCGACGTGAGCTCGCCGTTCT
CGAAACCTCCCGAGTCCCTCAGATCCACCAGATTCCGCCCACCGGLGGLG
CGAGCCCTCAAATAGCCCCGTGGATGAACCAGCCTGGTTCCCCTACGACC
TCTTCCAACATGCCGACCAGTTTCTTCAACGATTCGAGCGACAACCTCTC
CCTCGCCTCCCAGCTTTCTCCGGGTCATCAGATCAGTAACCGCCAACCAC
ATCAGCACCAGTATCCATCTCATCCTTCGCAACACGATGCCCCCGAGGCT
TCATATTTCGATGGCAGACGCCCATCCGCTGCCAGTATCCTCACAGCGAG
CAGTCAGGGTAGCAAAACTAGTATAACCAGAGGTGGTTTTCGCAAACTTC
AGGGCTTCTTTGGCGAGGAATTCCCTGGGCGCGATAGCTCGGATGGCAGC
CTACCCACTTCGCTCGCGGGCAAGGACCAGCGTGGACGCTCTTATAGTCA
CAGCCGCCCCACACATAGAGATCGCAACTATTCCAATGCCACGGATCAC
ACTCGCGATGCATCACCATCATCTTCGAGACCGAGAACTCCAGTTCCTGC
ACCAGAGGTGGTGCCATTTCTATACCAGGACAACAGTGACATCGCTCGAT
ATGGCGAAGCTCCCGTCCGAGACATCATGACCGGACCCGATCGAGAGCG
ATATGTGGGTGATGGTTCCTCACAAATTCCCCCAAAGACATCGTCATCCT
CGAGGTCGGGTCATTCTATAGTTCACTTACCCGGGCATCACCGACACCAT
AAGAGTAATGATGATCCTCGGACACTGCGGCCGACAATGAGTAGGGACG
ATACAGCGATTGGCACGCAAATGTCGCGCGATCGTGGGGGTAGTAGCGC
CGTGTACTCAACCAAATCTAGAGGCCAAAGCCCGACACCAAGTACCAGA
AGTGCAGGAATGACTTGGAGCACGAAATCCTCCCAAGTTGATGGACAAA
CTTCACCCGGTCATCATCATGGCAAACGCGGAATCTTTGGACGACTTAGA
AGGCATCACAAAGATAAAGATGACATTGCTAAACTTCGCGACCTACCTC
AATCAACAAGATCTCTCCAGCCGAAGACCTCGAAGCCTGACTTGCACCGC
CCCAGCGATGTATCGACGACTACATTACCGTTCTCGGGGACCTTTGTCCC
TGGGGAGACGAGCGATGTGCCTGATATGCGACCAATTCCGGGTCAACGT
GGCGCAACTTTCAACAATAAGTTCCCTTTCGCCAAGAAGGGACGAACTCA
TCGGCCTCAAGACTATGTTGACGATGCAATTGGACCGACAGATCGTAACG
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ATCCTAACAACATATATCATCTCGATACCAACCTGAACGATATGGAGGGC
ATCCTAACGAAACCTCCTCCACTTACACCTATGGATACTAGCTTCGTTAA
CAACGTCGAGCCTGAGCGCCACGATTCCATTATCTCCACAGCGCCTAAAG
GCCGTTGGGATGCTCCTGACAGTTGGGCAGTGCGACGCAACACCGAAGA
TAACTCATACCATGGCCCTGAACCAGATGAGATCGGTAGCCCCCCTCGCC
CAGAAGAGAAAGCATCGCCATACTGCATTCGAATCTTTCGCTCAGATGGT
ACATTCTCTACACATTCGATGCCTCTGGACTCGAATGTCACGGATGTCAT
CTCACAAGTCATTAAGAAGACTTATGTGGTTGACGGTTTGGAGAACTATC
ATATTATCATGAAGAAGCATGATCTTATCAGGGTTTTGACACCACCTGAG
CGACCCTTACTCATGCAGAAGCGGCTCCTGCAGCAAGTCGGTTATGAGGA
AAAGGATAGAATCGAAGATCTTGGCCGCGAAGACAACAGTTACCTCTGC
AGGTTCATGTTCTTGTCTGCGAGGGAGAGCGACTTTCATGCCAAAACAAC
TGACATGGGCCTGGCTCGGGCTCAGAAGCTTAATTACGTGGACCTCTCTG
GTCGCAACCTCGTCACAATACCTATATCCCTATACTCAAAGGCCATGGAG
ATTATCTCTCTGAACCTCTCGCGTAACCTCTCGCTCGACGTCCCGCGAGA
CTTTATACAGTCTTGTAAACATCTTCGAGACATCAAGTTTAACAACAACG
AAGCTAGGAAACTACCGCCCAGTCTGAGTCGAGCAAACAGATTGACCTT
TCTGGATGTTGCAAACAACCGGCTGGAGCAGTTGGAGCATGCCGAGCTC
AACTCTCTTACAGGGATGCTGAAGATGAACTTGGCCAACAACCGGCTTAA
ACACTTGCCTTCTTACTTTGGAGCATACCAGTCACTTCGCTCTCTCAATAT
TTCTTCTAACTTCCTCGACAAGTTCCCCACTTTCTTGTGCAATCTACCAAG
TTTGGTTGACCTGGATCTGAGTTTCAACGCCATTGCAACGATTCCTCACG
AGATTGGCGGCCTGAAGAACTTGGAGAAATTGTTGATAACTAACAATAG
ACTTACGCACGCTGTACCAGCGTCATTTGGACAACTTGTCAGCCTACGCG
AACTCGACATTAAGTACAATGGCATCTCGAGCATCGACATTATTTCGGAG
CTCCCGAAGCTTGAGATTCTTTCCGCTGATCACAACTGCGTCTCTGCCTTT
GTTGGACAGTTTGAGTCCCTTCGCCAACTCAAACTGAACTCGAACCCCCT
CAACAAATTCGAGATTGTTGCCCCCGTTCCTACACTCAAGATATTGAACC
TATCGAACGCCCAGCTTGCCAGTATTGACTCATCATTCGTCAACATGGTC
AACCTCGAGCACCTGATCCTGGATAAAAATTACTTCGTTTCGTTGCCCCA
AGAAATCGGTACCTTGAGCAGACTCGAGCATTTCAGTATTGCGAACAATT
CCGTTGGAGAGCTACCAGCTCAAATTGGTTGCCTGACTGAACTGAGAGTG
CTCAATGTTCGAGGAAACAATATCTCCAAGCTGCCCATGGAGTTATGGTG
GGCAAATCGACTGGAGACTTTCAACGCCTCGTCAAATGTTCTGGAGCACT
TCCCCAAACCTGCTTCCAGAGCACCACGGATACCAGGAGAGGAATCACA
ACCGGCGCCCCCTCCTGTCAATGGAAGAGCTGCGCCACTCGCAACTCTGT
CGGCCACAGCAAGCTCCGAAGAGTTGTCGGACGATCGAAGACCCAGTCA
AAATTCGAGCACGCTTCTCAGTGTCGGACCGTCTCCTCTTAACGCTGGCG
ACCGCAAGAGCTCTGTCGTGTCTGTCTATGGGAAGGGTGGCCGTAAGACC
TCAGTTGTGTCTAGATCAGCAACTCCGTCGGCCCCTACGCAAACAGTCAA
CACCAGAAAAGATTCCGGGATGTCATCAAGGCTTAATAACACATTTGCTG
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GATCCCTTCGTAATCTTCACTTGGCCGATAACCGTCTGGATGACGATGTTT
TTGATCAGATCACACTGCTCGCGGAGCTCCGAGTGCTCAACTTATCTTAC
AACGACGAAATCAGTGACATGCCACAGAGATCGATCAAGAACTGGCCTC
AACTAGTTGAGCTTTATTTATCCGGAAACGCTCTCACGACATTGCCTGCC
GATGATCTAGAGGAGTCGAGTTTACTACAGGCACTTTACATCAACGGCAA
CAGGTTTACCAACTTGCCAGCCGATATCTCACGGGCCAAGAACCTTGCTG
TGCTCGATTGTGGCAGTAACTACCTGAAATACAACATCTCCAACGTGCCC
TATGATTGGAATTGGAATCTCAATCCGAACCTCAGATATCTGAATCTGTC
TGGCAACAAGCGCCTGGAGATCAAGCAGACGAACACAGGTCCTCTTGGG
CCTGGCGCCGTCAACCGTGAGGAGTATACAGACTTCAGCCGTTTGCTTAA
CTTGCGTATCCTGGGTCTGATGGATGTCACTCTCACTCAGCCCAGTATTCC
CGATCAGAGTGAGGACAGACGTGTCCGTACATCTGGATCACTCGCTGGCC
ACCTGCCTTATGGTATGGCCGATACTCTTGGCAAGCACGAGCACTTGTCA
ACGGTTGATCTCGTGGTACCAAGGTTCAACTCGTCAGAAACAGAGATGCT
CTTAGGCTTGTTTGATGGACAAGCTTTGTCCAGCGGTGGATCCAAGATCG
CTAAATACTTGCATGAAAATTTTGGTCACATTTTCGCTGGCGAACTGAAG
CAGTTGAAAACACGATCGAATGAAACACCGGTTGATGCACTACGACGCT
CGTTCCTCCAGCTCAACAAGGATTTGGTCACTATTGCTATCCAGCAATCC
GAGGAGCGGCCATTGAAGACGCATAGGGGCTCTGGCCAGCCTGTAATAC
TCACCAAGGAAGACCTTAACTCAGGGGGTGTGGCAACTGTGGTTTATCTT
CAAAGTACGGAATTATATGTTGCAAACGTCGGTGATGCACAGGCGATGG
TGATCCAAACAGATGGTACACATAAGATGCTGACCCGCAAGCATGATCC
TGCCGAGCCCAATGAGAGATCGCGCATTCGCGAAGCTGGTGGATGGGTT
TCTCGCAACGGCAGACTGAACGATCTACTCCAGGTTTCACGCGCCTTTGG
ATACGTTGACTTGATGCCGGCCGTACAAGCAGCACCCTATGTCAGCAACA
TGACTATCCGAGAGCAGGATGACATTATCCTGATTGCGACTGGCGAGCTC
TGGGAGTACCTGTCACCTGGTCTAGTGACGGATATTGCGAGAGCCGAGA
GACAAGATCTCATGCGAGCGGCCCAGAAGCTTCGTGACCTGGCTATCGC
ATACGGCGCCTCGGGCAAAATTATGGTCATGATGATTAGTGTTGCTGACC
TAAAGCGACGGGTCGAGCGATCCAGACTCCATCGCGGTGCTAGTATGTC
GCTTTATCCATCTGGTATCCCTGATGACGCCCAGGTTCTCAATACCAGGA
GGGGCCGAAGGACGAAGGGCGATGTTCTCGATTCATCCCTAAACCGACT
TGAGGCAGAGATCCCAGCACCTACGGGTAACGTGTCGATTGTCTTCACCG
ATATCAAGAACTCGACAACACTCTGGGAGATGTACCCTAGTGCCATGAG
ATCAGCTATCAAACTCCACAACGAGGTCATGCGTCGACAGCTGAGACGA
ATTGGTGGCTACGAAGTCAAGACTGAAGGTGACGCTTTTATGGTCTCCTT
CCCAACAGCCACGTCCGCACTGTTATGGACGTTTGCCGTTCAGATGCAGC
TCCTCGATGTGAACTGGCCATCAGAAGTCTTGAACTCAGTGTCTTGCCAG
CCTGTTTATGACAAGGATAACAGTCTTATCTTCAAAGGACTGTCGGTGCG
AATGGGCATTCACTTTGGAGACTGTGTGAGTGAGACGGATCCAACGGAT
CCAGTTACACGACGCATGGATTATTTCGGACCCATGGTGAACAAGGCGG
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CTCGAATCTCTGCGGTCGCAGACGGTGGACAGATCACGGTCTCGACCGAC
TTCATCTCGGAGATACAGCGGTGCCTGGAGAATTATCAAGATACAGATCG
CGGTAACGCTTCTGGCTCTGAGGATACCTTTGACGACGAGACATATGCTA
GTGCCATTCGAAAGGATTTGAGATCCCTCACCTCTCAAGGCTTTGAGGTT
AAGGAAATGGGCGAGAAGAAGTTGAAGGGTCTGGAAAACCCTGAGGTTG
TGTACTCGCTCTACCCTCATGCATTGGCTGGACGTATCGAATTCCACCTGC
AGCATGAGAGGAAGGAAGAAGGAGGAGGAGGAGGCGGCGGCGATAAGC
CAGCCGTCCTTGCACCCGGAGCAGAGCTCAGTATCGACCCAGATGCAATT
TGGACTCTTTGGAGAATTAGTTTGCGACTTGAGATGCTTTGCAGCTCGCT
GGAAGGCAATGAAGCCCCAGGGCTACAACCACCGGAGACAGAACTGCTC
GAGCGGATCAAGCAGCGTGGAGGAGAGGTCACAGATCGCTTCTTGTTGA
ACTTCTTGGAGCACCAAGTGAGCAGGATAGAGACCTGTATATCGACACT
GGCGATGCGTCACCTTGCTACTGGTGGTGGCCCTATTAAGGAACTAGAAG
ATCTCCAGGGCCCAATGACTGCGATCTTGGATATGTTCATGGCGCAGAGG
AAGGAACTTGAGCGGTACAGGAGGAAATATGGTGCGCTGCCAAGCTCCT
CCAGTAGCGAAGATGAAGACGATGACGACGACGACGACGATCCTGACAC
AGAAGAAGGGAGCGACACAGAGCAAGAGTTGTGA
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Max Total Query E Per. Acc.
Target gene Query Description Score Score Cover value Ident Len Accession
FOC1_g10011241:ENH7392
Beta tubulin B-tubFocR1 1 cds:protein_coding
6- FOIG_05875:EXM02915 Query_793028
tubFocTR4 cds:protein_coding 2433 2433 100% 0.0 99.40% 1341 1
FOC1_g10010052:ENH7463
C5 - Sterol ERG3FocR1 2 cds:protein_coding
desaturase ERG3FocTR FOIG_08856:EXL98895 Query_693286
4 cds:protein_coding 966 1771 99% 0.0 99.25% 1044 5
FOC1_g10012728:ENH6249
Chitin synthase | Chs1FocR1 6 cds:protein_coding
1 FOIG_07229:EXM01719 Query_723467
Chs1FocTR4 cds:protein_coding 3674 4655 78% 0.0 99.12% 2106 3
FOC1_g10015438:ENH6063
adenylate AdcyFocR1 | 8 cds:protein_coding RT1
cyclase
FOC4_g10015430:EMT6234
AdcyFocTR4 | 1 cds:protein_coding RT4 10765 12197 99% 0.0 99.46% 6804 | Query_757175




. . s . . . . *
Genes relacionados con el proceso bioldgico de los genes objetivos del estudio
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Biological GO Accession Ensembl ID Genomic location (strand) Description
process
FOC1_g10001 KB729983:48523- Chitin synthase 3
336 50092(1)
chitin G0:00060 FOC1 g10010 KB730323:676103- Chitin synthase 3
biosynthetic 31 918 678929(-1)
FOC1_g10003 KB730401:119537- Chitin synthase 1
633 122593(-1)
FOC1_g10008 KB730431:185466- Chitin synthase 2
163 189065(1)
FOC1_g10012 KB731259:348758- Chitin synthase 1
728 353017(-1)
FOC1 g10010 KB730034:677993- Sphingolipid C4-hydroxylase
032 679143(1) SUR2
FOC1_g10010 KB730034:742815- Putative C-5 sterol desaturase
052 743871(-1)
FOC1_g10008 KB730083:330648- Alkylglycerol
889 331769(-1) mOonooxXygenase
FOC1 _g10012 KB730192:727625- Putative C-5 sterol desaturase
lipid biosynthetic G0:00086 447 728695(1)
10 FOC1_g10012 KB730216:1011408- Putative squalene synthase
083 1012957(1)
FOC1 g10014 KB730248:827493- Ceramide very long chain

293

828692(1)

fatty acid hydroxylase SCS7
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FOC1 g10003 KB730278:32834- hypothetical protein
709 33583(-1)
FOC1_g10003 KB730470:136563- hypothetical protein
420 137585(1)
FOC1 _g10005 KB730484:236706- C-4 methylsterol oxidase
182 237756(1)
FOC1_g10007 KB730535:132961- hypothetical protein
914 135711(1)
FOC1_g10011 KB730051:726807- Tubulin beta chain
241 728476(-1)
FOC1_g10009 KB730215:529455- Tubulin beta chain
microtubule- G0:00070 478 531148(-1)
based 17 FOC1_g10012 KB731259:563807- Tubulin gamma chain
782 565664(-1)
FOC1 _g10015 KB731261:192599- Dynactin subunit 2
403 194745(1)
FOC1_g10015 KB731261:1869544- Tubulin alpha chain
957 1871256(-1)
FOC1 g10016 KB731261:2485908- Dynein light chain,
158 2486578(1) cytoplasmic
FOC1_g10016 KB731261:2814774- Tubulin alpha chain
264 2816477(-1)
cAMP G0:00061 FOC1 g10015 KB731261:295105- Adenylate cyclase
biosynthetic 71 438 302247(1)
cyclic nucleotide GO0:00091 FOC1_g10015 KB731261:295105- Adenylate cyclase
biosynthetic 90 438 302247(1)
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intracellular
signal
transduction

G0:003555
6

FOC1_g1000298

KB729968:213703-

Developmental  regulator

5 215274(-1) flbA

FOC1_g1000896 KB730083:502366- 1-phosphatidylinositol-4,5-

8 503979(1) bisphosphate
phosphodiesterase 1

FOC1 _g1000474 KB730230:46963- 1-phosphatidylinositol-4,5-

2 48891(-1) bisphosphate

phosphodiesterase 1

FOC1_g1001026
9

KB730233:547895-
550336(-1)

Developmental  regulator
flbA

FOC1_g1001459
6

KB730248:1677813
-1681094(-1)

1-phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate
phosphodiesterase 1

FOC1_g1001073

KB730323:190972-

Rho guanine nucleotide

9 194061(-1) exchange factor scdl

FOC1 _g1000511 KB730484:27747- Vacuolar membrane-

2 33260(-1) associated protein iml-1

FOC1_g1000687 KB730492:338649- Rhol guanine nucleotide

7 342458(1) exchange factor 1

FOC1 g1001351 KB730528:146300- 1-phosphatidylinositol-4,5-

0 150239(-1) bisphosphate
phosphodiesterase 1

FOC1 _g1000922 KB731255:482455- 1-phosphatidylinositol-4,5-

4 484194(-1) bisphosphate

phosphodiesterase 1
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FOC1_g1001496 KB731260:947258- 1-phosphatidylinositol-4,5-

5 950134(-1) bisphosphate
phosphodiesterase 1

FOC1 g1001543 KB731261:295105- Adenylate cyclase

8 302247(1)

“Informacion extraida de la base de datos de EnsemblFungi (Informacién tomada en inglés)
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Anexo 5

Resultados generales del Northern blot

11 12 13 14* 15 16 17 18 19 20*

Primera foto del resultado del Northern blot. Muestras del 1 al 20. Los detalles de
cada muestra se pueden ver en la tabla luego de estos graficos. * indica un control
positive del ARNdc.

1* 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 14* 35 36 37 20*

segunda foto del resultado del Northern blot. Muestras del 21 al 37. Los detalles de
cada muestra se pueden ver en la tabla luego de estos graficos. * indica un control
positive del ARNdc.



38 39

40 41 42 43 44 45 46 47

48 49 50 51 52 53 54
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55 56 57*

tercera foto del resultado del Northern blot. Muestras del 38 al 57. Los detalles de
cada muestra se pueden ver en la tabla luego de estos graficos. * indica un control
positive del ARNdc.

Tabla de detalles de las muestras del resultado de Northern blot.

Muestra
#

Tratamiento

Planta #

Tejido

Horas post
aplicacién
(hpa)

Réplica #

ARNdc (10 veces
diluido)-1

Solucion de
dsRNA+Triton
X+DMSO

Raiz

1 hpa

R2

Solucién de
dsRNA+Triton
X+DMSO

Cormo

1 hpa

R2

Solucion de
dsRNA+Triton
X+DMSO

pseudotallo

1 hpa

R2

Solucién de
dsRNA+Triton
X+DMSO

Raiz

1 hpa

R1

Solucion de
dsRNA+Triton
X+DMSO

Cormo

1 hpa

R1

Solucion de
dsRNA+Triton
X+DMSO

pseudotallo

1 hpa

R1

Solucién control
de agua+Triton
X+DMSO

Raiz

1 hpa

R2




Solucién control
de agua+Triton
X+DMSO

Cormo

1 hpa

R2
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10

Solucién control
de agua+Triton
X+DMSO

pseudotallo

1 hpa

R2

11

Solucién control
de agua+Triton
X+DMSO

Raiz

1 hpa

R1

12

Solucién control
de agua+Triton
X+DMSO

Cormo

1 hpa

R1

13

Solucién control
de agua+Triton
X+DMSO

pseudotallo

1 hpa

R1

14

Solucién de
ARNdc+Triton
X+DMSO (100
veces diluido)

15

Solucion de
dsRNA+Triton
X+DMSO

hoja# 3

1 hpa

R2

16

Solucion de
dsRNA+Triton
X+DMSO

hoja# 3

1 hpa

R1

17

Solucion de
dsRNA+Triton
X+DMSO

hoja# 2

1 hpa

R1

18

Solucién control
de agua+Triton
X+DMSO

hoja# 3

1 hpa

R1

19

Solucién control
de agua+Triton
X+DMSO

hoja# 3

1 hpa

R2

20

Solucién de
ARNdc+Triton
X+DMSO (10
veces diluido)

21

Solucién de
dsRNA+Triton
X+DMSO

Raiz

12 hpa

R1




22

Solucion de
dsRNA+Triton
X+DMSO

pseudotallo

12 hpa

R1
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23

Solucion de
dsRNA+Triton
X+DMSO

hoja# 4

12 hpa

R1

24

Solucion de
dsRNA+Triton
X+DMSO

hoja# 3

12 hpa

R1

25

Solucion de
dsRNA+Triton
X+DMSO

hoja# 2

12 hpa

R1

26

Solucién control
de agua+Triton
X+DMSO

Raiz

12 hpa

R2

27

Solucién control
de agua+Triton
X+DMSO

Cormo

12 hpa

R2

28

Solucién control
de agua+Triton
X+DMSO

pseudotallo

12 hpa

R2

29

Solucién control
de agua+Triton
X+DMSO

hoja# 4

12 hpa

R2

30

Solucién control
de agua+Triton
X+DMSO

hoja# 3

12 hpa

R2

31

Solucién control
de agua+Triton
X+DMSO

hoja# 2

12 hpa

R2

32

Solucion control
de agua+Triton
X+DMSO

Raiz

12 hpa

R1

33

Solucién control
de agua+Triton
X+DMSO

Cormo

12 hpa

R1

34

Solucién control
de agua+Triton
X+DMSO

pseudotallo

12 hpa

R1

35

Solucién control
de agua+Triton
X+DMSO

hoja# 4

12 hpa

R1




36

Solucién control
de agua+Triton
X+DMSO

hoja# 3

12 hpa

R1
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37

Solucién control
de agua+Triton
X+DMSO

hoja# 2

12 hpa

R1

38

Solucion de
dsRNA+Triton
X+DMSO

hoja# 4

12 hpa

R2

39

Solucion de
dsRNA+Triton
X+DMSO

hoja# 3

12 hpa

R2

40

Solucion de
dsRNA+Triton
X+DMSO

hoja# 2

12 hpa

R2

41

Solucion de
dsRNA+Triton
X+DMSO

Cormo

12 hpa

R1

42

Solucion de
dsRNA+Triton
X+DMSO

16

hoja# 4

48 hpa

R2

43

Solucion de
dsRNA+Triton
X+DMSO

16

hoja# 3

48 hpa

R2

44

Solucion de
dsRNA+Triton
X+DMSO

16

hoja# 2

48 hpa

R2

45

Solucién de
dsRNA+Triton
X+DMSO

15

Cormo

48 hpa

R1

46

Solucion de
dsRNA+Triton
X+DMSO

15

hoja# 4

48 hpa

R1

47

Solucion de
dsRNA+Triton
X+DMSO

15

hoja# 3

48 hpa

R1

48

Solucién de
dsRNA+Triton
X+DMSO

15

hoja# 2

48 hpa

R1

49

Solucion de
dsRNA+Triton
X+DMSO

12

Cormo

24 hpa

R2




50

Solucion de
dsRNA+Triton
X+DMSO

12

hoja# 4

24 hpa

R2
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51

Solucion de
dsRNA+Triton
X+DMSO

12

hoja# 3

24 hpa

R2

52

Solucion de
dsRNA+Triton
X+DMSO

12

hoja# 2

24 hpa

R2

53

Solucion de
dsRNA+Triton
X+DMSO

11

Cormo

24 hpa

R1

54

Solucion de
dsRNA+Triton
X+DMSO

11

hoja# 4

24 hpa

R1

55

Solucion de
dsRNA+Triton
X+DMSO

11

hoja# 3

24 hpa

R1

56

Solucion de
dsRNA+Triton
X+DMSO

11

hoja# 2

24 hpa

R1

57

ARNdc (10 veces

diluido)-2
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