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Resumen 

  

La producción de banano en Ecuador es considerada base de la seguridad 

alimentaria del país y es el segundo producto más importante de exportación, 

solamente después del petróleo. Actualmente, este se encuentra amenazado por 

la fusariosis de banano, causada por el hongo Fusarium oxysporum f. sp. cubense 

(FOC), la cual es una enfermedad que ocasiona la muerte de la planta. 

Lamentablemente, no existe tratamiento efectivo, afectando a aproximadamente 

12.3 millones de habitantes que dependen económicamente del cultivo de 

banano. Una alternativa ecológica y novedosa para enfermedades fúngicas es el 

biocontrol empleando Pseudomonas fluorescens. El objetivo de la presente 

investigación es el diseño de un biocontrol orientado en el hongo FOC, empleando 

P. fluorescens recombinante para la sobreexpresión del sideróforo pioverdina, el 

cual es un compuesto que secuestra el hierro cuando hay bajas concentraciones 

de este metal en el ambiente. Se diseñó un constructo genético para expresar 

constitutivamente PbrA, una proteína reguladora importante en la biosíntesis de 

pioverdina. En este sentido, se realizó un modelo matemático determinista para 

predecir la cantidad de proteína generada. La simulación fue ejecutada en Matlab 

generando 666 600 moléculas de PbrA en 8,33 horas. Siguiendo con la 

transformación de P. fluorescens se investigó protocolos de acuerdo a: la 

eficiencia de transformación evaluada en Pseudomonas sp., nivel de complejidad 

de trabajo, equipo a utilizar y tiempo empleado. Las investigaciones realizadas 

han demostrado el potencial de los sideróforos de P. fluorescens como biocontrol 

para FOC, suprimiendo el crecimiento en un 75%. En este sentido, la 

sobreexpresión del gen PbrA permitiría biosintetizar mayores cantidades de 

pioverdina, limitando la capacidad de crecimiento de FOC debido a la baja 

disponibilidad de hierro en el ambiente.  

Palabras clave: 

• BIOCONTROL 

• SIDERÓFOROS 

• CONSTRUCTO GENÉTICO  
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Abstract 

 

Banana production in Ecuador is considered the basis of the country's food 

security and is the second most important export product, only after oil. It is 

currently threatened by banana fusarium blight, caused by the fungus Fusarium 

oxysporum f. sp. cubense (FOC), which is a disease that causes the death of the 

plant. Unfortunately, there is no effective treatment, affecting approximately 12.3 

million people who depend economically on banana cultivation. An ecological and 

novel alternative for fungal diseases is biocontrol using Pseudomonas fluorescens. 

The objective of the present research is the design of a biocontrol oriented on the 

fungus FOC, using recombinant P. fluorescens for the overexpression of the 

siderophore pyoverdin, which is a compound that sequesters iron when there are 

low concentrations of this metal in the environment. A genetic construct was 

designed to constitutively express PbrA, an important regulatory protein in 

pyoverdin biosynthesis. In this sense, a deterministic mathematical model was 

performed to predict the amount of protein generated. The simulation was run in 

Matlab generating 666 600 PbrA molecules in 8.33 hours. Following with the 

transformation of P. fluorescens, protocols were investigated according to: 

transformation efficiency evaluated in Pseudomonas sp., level of complexity of 

work, equipment to be used and time employed. The research carried out has 

demonstrated the potential of P. fluorescens siderophores as a biocontrol for FOC, 

suppressing growth by 75%. In this sense, overexpression of the PbrA gene would 

allow biosynthesizing greater amounts of pyoverdine, limiting the growth capacity 

of FOC due to the low availability of iron in the environment.  

 

KEYWORDS 

• SIDEROPHORES 

• BIOCONTROL  

• GENETIC CONSTRUCT 

 

 

 



18 
 

Capítulo I: Introducción  

Formulación del problema  

En América Latina, el consumo de banano representa entre 90 y 95 

millones de toneladas al año. La presencia de una enfermedad fúngica 

ocasionada por Fusarium oxysporum f. sp. cubense, podría llegar a afectar a 12.3 

millones de habitantes que viven directamente del cultivo de banano (Sotomayor, 

2012).   

En Ecuador, la producción y comercialización de banano juega un papel 

importante ya que representa el segundo producto más significativo después del 

petróleo. Existen aproximadamente 163.960 hectáreas de producción de banano 

en las provincias de Guayas, Los Ríos y El Oro, mientras que la mayor producción 

de plátano se localiza en El Carmen, provincia de Manabí (Agrocalidad, 2013). 

Desde el primer brote de Fusarium oxysporum f. sp. cubense (FOC) raza tropical 

1 en Ecuador, este hongo ha afectado a 170 mil hectáreas de la variedad Gros 

Michel (Saltos, 2019). 

 Hoy en día, es un hecho que la producción ecuatoriana de banano se 

encuentra amenazada por una nueva raza de FOC, denominada raza tropical 4. 

Se hace necesario resaltar la inexistencia de variedades de banano resistentes a 

esta nueva cepa; únicamente se requiere una planta infectada con el hongo para 

diseminar la infección a todas las existentes a su alrededor (Palou, 2019). 
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La infección por el hongo Fusarium oxysporum f. sp. cubense se 

caracteriza por la marchitez vascular de las plantas infectadas ocasionando 

estancamiento de los vasos del xilema, entonces el agua y los nutrientes no son 

accesibles en la planta generando su muerte (Siamak & Zheng, 2018). 

 Debido a que el hongo es difícil de tratar, se espera la llegada inminente 

de la nueva raza RT4 al país. Se han tomado algunas medidas preventivas como 

la aplicación de antifúngicos en las plantas, siembra con semillas sanas y campos 

libres del patógeno (López & Zapata, 2019).  

También se ha enfatizado en las medidas de control y prevención brindado 

por el Manejo Integrado de Enfermedades (MIE) en el que se encuentran los 

principios de erradicación del patógeno, escape de la infección, desarrollo y uso 

de la resistencia genética, protección de las plantas y reducción de la incidencia 

de la enfermedad (Castaño, 2009).  

Justificación del problema  

La producción de banano en Ecuador se considera base de la seguridad 

alimentaria del país y una fuente importante generadora de empleo y divisas a 

través de su exportación (Molina & Gavilanes, 2017). Sin embargo, actualmente 

existe la amenaza de la fusariosis de banano, producida por el hongo Fusarium 

oxysporum f.sp. cubense (FOC), la cual ya ha llegado a la región suramericana. 

En Ecuador, las condiciones ambientales y la siembra en monocultivo clonal del 

banano, presentan un escenario excepcional para el desarrollo de la enfermedad. 
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A pesar de lo mencionado, al momento no existen medidas efectivas de 

control químico para el marchitamiento del banano (causado por FOC) de las 

variedades producidas en Ecuador, como son: Gros Michel, Cavendish, entre 

otros (Parducci, 2019). En un intento de controlar este patógeno, se ha 

considerado emplear fungicidas sintéticos. Sin embargo, el uso de fungicidas es 

un serio problema debido a la acumulación de compuestos químicos en el 

ecosistema y, sobre todo, porque trae consecuencias en el desarrollo de cepas 

fúngicas resistentes (Siamak & Zheng, 2018). 

  Estudios como los de Pérez et al., (2015), han demostrado que una 

solución alternativa para el control de la enfermedad puede darse a través de 

biocontroles, los cuales se refieren a las interacciones entre microorganismos 

antagonistas y patógenos de plantas. Son de naturaleza generalizada y pueden 

utilizarse para controlar o reducir enfermedades fúngicas de plantas. 

Adicionalmente, los biocontroles han sido de gran interés en los últimos años en 

el control de enfermedades como la del Moko y Sigatoka negra en cultivos de 

banano (Garrido, 2013), que tienen una sintomatología similar a la del FOC (Dita, 

2020). 

En el  uso conveniente de biocontroles para enfermedades fitopatógenas, 

Álvarez (2019), sugiere la combinación de agentes de biocontrol, en mezcla con 

fungicidas químicos, permitiendo reducir la cantidad de fungicida a aplicarse, 

significando una disminución de los efectos negativos que los controles químicos, 

puedan causar a la planta.  
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Estos dos tratamientos (biocontroles y fungicidas) pueden utilizarse de 

manera intercalada. En tal sentido, el control biológico ofrece una alternativa 

ecológica al pesticida químico para el manejo sostenible de enfermedades en 

plantas. Entre los tipos de biocontroles existentes se encuentran las bacterias 

Pseudomonas, usadas para enfermedades fúngicas debido a su metabolismo 

adaptativo y su capacidad para producir una gama de compuestos antifúngicos 

(Santacruz, 2012). Este género bacteriano constituye un ejemplo de antagonismo 

directo e inducción de resistencia en la planta, frente a fitopatógenos generando 

un efectivo control biológico (Pérez et al., 2015). 

Entre las especies más reconocidas para proteger a las plantas de 

infecciones fúngicas están: Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa 

y Pseudomonas putida (Islam et al., 2018). Específicamente P. fluorescens es de 

interés, en el campo del control biológico por promover el crecimiento vegetal y 

suprimir el crecimiento de patógenos de raíz.  

Las Pseudomonas son conocidas como bacterias promotoras de 

crecimiento en plantas (PGPR), muy utilizadas en diferentes cultivos para prevenir 

la introducción de enfermedades (Pérez et al., 2015). Estas bacterias producen 

metabolitos como sideróforos y bacteriocinas, los cuales participan en el biocontrol 

de diversos fitopatógenos (Sivamani & Gnanamanickam, 1987).  

Particularmente, los sideróforos bacterianos han despertado interés 

científico en los últimos años (Santacruz et al., 2012), ya que se ha propuesto que 

estos compuestos pueden secuestrar el hierro del ambiente rizosférico, 

impidiendo que esté disponible para los patógenos. Así, las Pseudomonas 

fluorescens que sinteticen sideróforos tendrán ventajas para ocupar nuevos 

espacios, desplazando la microbiota patógena del suelo (Santoyo et al., 2010). 
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En este sentido, Valencia et al. (2005), menciona que los sideróforos 

producidos por Pseudomonas fluorescens inducen resistencia sistémica de la 

planta como mecanismo de defensa frente a varios patógenos. Por ejemplo, los 

sideróforos han sido efectivos como control de la enfermedad de marchitamiento 

del rábano, causado por el hongo del género Fusarium, como también para el 

patógeno de la podredumbre del carbón Alternaria sp., (Sumei Yu, 2017). Sin 

embargo, debido a la incapacidad de producción de esporas de Pseudomonas sp. 

se ha limitado su estudio para fines comerciales (Pérez et al., 2015). 

Por tal motivo, mediante la implementación de Biología Sintética, una 

ciencia que consiste en la modificación de sistemas biológicos naturales para usos 

prácticos útiles (Morange, 2008), se pretende diseñar genéticamente a 

Pseudomonas fluorescens, con el objetivo de mejorar la vía metabólica de síntesis 

de sideróforos para su efecto inhibitorio en F. oxysporum (Peng Xu et al., 2012).  

Objetivos 

Objetivo General  

Diseñar un control biológico para el hongo Fusarium oxysporum f.sp. 

cubense, agente causal del Mal de Panamá, empleando Pseudomonas 

fluorescens recombinante para la sobreexpresión de sideróforo. 

Objetivos Específicos  

• Diseñar un casete de expresión que potencie la producción de sideróforos 

en Pseudomonas fluorescens. 

• Desarrollar un modelo matemático capaz de predecir la sobreexpresión de 

sideróforos en Pseudomonas fluorescens. 
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•  Definir un protocolo para la transformación del casete de expresión 

diseñado en Pseudomonas fluorescens.  

•  Inferir, con base en la evidencia científica disponible, el efecto de 

sideróforos de Pseudomonas fluorescens sobre Fusarium oxysporum f. sp. 

cubense. 

Capítulo II: Marco teórico  

Genero Fusarium 

El género Fusarium es un grupo de hongos filamentosos considerados 

oportunistas debido a su capacidad de crecer a 37°C y amplia distribución en 

suelo y plantas. Existen más de 100 especies de Fusarium descritas y solo 12 se 

consideran patógenas para el humano (EcuRed contributors, 2020). Debido a la 

complejidad taxonómica de Fusarium, Tapia & Amaro (2020), recalcan que para 

una correcta clasificación del género, se requiere de la experiencia del observador 

al microscopio. Tomando en cuenta características como: “largo, ancho, 

curvatura, septos, esporodoquios y detalles de la célula (apical y pie) de los 

macroconidios” (Tapia & Amaro, 2020). 

El crecimiento in vitro de Fusarium no presenta mucha complejidad y 

existen varios medios de crecimiento como: agar papa dextrosa (PDA), agar 

Sabouraud, agar Clavel (CLA), agar de Spezieller Nährstof-farmer (SNA) y agar 

avena. Hay algunos medios como el agar PDA y Sabouraud que permiten 

observar el diámetro de la colonia, morfología y pigmento (café, rojo, violeta, 

naranja, gris, blanco) (Hernández et al., 2019).  
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Características de Fusarium oxysporum f. sp. cubense 

Fusarium oxysporum es una especie de hongo saprófito causante de la 

fusariosis de banano o “Mal de Panamá” en cultivos de plátanos y bananos. 

Generalmente ingresa a la planta por la raíz y posee tres tipos de esporas capaces 

de resistir 40 años en el suelo (Martínez, 2012). El crecimiento del hongo se 

favorece en climas cálidos-húmedos. 

Logra esparcirse dentro de la planta y por aire. Su mecanismo de infección 

es mediante el ingreso del micelio a la planta impidiendo el flujo normal de savia, 

produciendo marchitez y muerte de los cultivos infectados (EcuRed contributors, 

2020).  

Razas de Fusarium oxysporum f. sp. cubense  

Fusarium oxysporum f. sp. cubense (FOC) es originario del sudeste de 

Asia. En la actualidad, se ha identificado cuatro razas, FOCR1, FOCR2, FOCR3, 

FOCRT4, FOCST4. Cada una afecta a diferentes variedades de banano y plátano 

como se muestra a continuación (Saltos, 2019). 

Raza 1: Gros Michel y Manzano (AAB)  

Raza 2: cultivos como Guineo, Topocho, Chatos (ABB)  

Raza 3: Heliconias (Heliconia L.)  

Raza 4: Cultivos resistentes a las razas 1, 2 como el tipo Cavendish. 

Dentro de la raza 4, se ha identificado la raza tropical (RT4) y la subtropical (ST4). 

La primera, causa enfermedad en trópicos y subtrópicos y, la segunda, solo en el 

subtrópico (López & Zapata, 2019) 
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Síntomas 

Uno de los primeros síntomas generalmente es el amarillamiento en las 

hojas que va progresando hacia la parte superior de la misma. Las hojas adultas 

se tornan amarillas y gradualmente avanzan hacia las hojas jóvenes. Estas se 

marchitan y permanecen adheridas a la planta. Las raíces principales y la base 

del tallo presentan necrosis vascular (EcuRed contributors, 2020).  

Otro síntoma muy común es el síndrome de la hoja verde, en el que las 

hojas aparecen verdes hasta que el peciolo se dobla y colapsa. La evidencia de 

sintomatología se da entre 5-6 meses luego de la infección, caracterizado por la 

muerte de las plantas y pérdida de producción (López & Zapata, 2019).   

Ciclo de la enfermedad  

En cultivares susceptibles, Fusarium oxysporum f. sp. cubense penetra la 

planta directamente por la cofia de la raíz, la infección es favorecida por la 

estimulación de las esporas del hongo a partir de compuestos orgánicos liberados 

por la raíz de la planta (Koppert, 2020).  

Con la ayuda de algunas enzimas degradativas o el mismo crecimiento 

intercelular, se procede a la colonización de la planta iniciando por el ápice de la 

raíz y avanzando por todo el tejido vascular, ocasionando la sintomatología 

mencionada (Dita, 2020).  
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Figura 1  

Corte transversal de seudotallo de banano y cultivo de Musácea infectada con 

FOCR4T 

 

 

 

 

 

 

Nota: A) Planta sana, seudo tallo blanco y haces vasculares uniformes B) Necrosis 

continua de haces vasculares y seudotallo, coloración se torna café debido a la 

infección C) Cultivo joven de orito (Pisang Mas, AAA) amarillamiento, necrosis y 

hojas cerrada en forma de paraguas. Tomado de Dita, M. (2020). Jornada 

Fitosanitaria. Obtenido de Marchitez por Fusarium de las Musáceas: 

https://www.oirsa.org/ 
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Figura 2 

Representación de Fusarium oxysporum f. sp. cubense en medio de cultivo. 

 

 

Nota:  A) Colonias de crecimiento rápido, crecimiento aproximado de 7 días, 

diámetro de 2cm. B) FOC produce micelio de color blanco y con el tiempo se va 

creando un fondo rojizo en forma elíptica. Tomado de Dita, M. (2020). Jornada 

Fitosanitaria. Obtenido de Marchitez por Fusarium de las Musáceas: 

https://www.oirsa.org/ Gaona, V. iGEM-Ecuador. (2021). Fusarium oxysporum R1 

inoculado en medio PDA. Quito. 

Manejo de la enfermedad 

A pesar de las diferentes prácticas desarrolladas para el control de 

Fusarium oxysporum f. sp. cubense, este hongo posee estructuras de resistencia 

que complican el tratamiento de control con fungicidas sistémicos, de hecho, los 

productos químicos son una amenaza debido al aumento de la resistencia del 

patógeno (Bravo, Larriva, & Minchala, 2012).  

https://www.oirsa.org/
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El manejo de la enfermedad para todas las razas de FOC, incluida R4T, 

incluyen principalmente disminuir el inóculo inicial considerando aspectos como: 

aplicación de fumigantes, delimitación de áreas de acceso y eliminación de 

plantas infectadas (Manosalvas, 2010).  

 El aislamiento en forma de cuarentena es uno de los factores que más 

eficacia tiene en los “planes nacionales de FOCR4T” generado por varios países 

de la región, como Colombia, Perú, Ecuador y Panamá. Este mecanismo 

constituye la primera barrera ya que, una vez introducido el patógeno en los 

cultivos, su erradicación es imposible (FAO, 2020).  

La vigilancia constante es fundamental para detectar sintomatología 

temprana y aislar focos de la enfermedad. Todas estas medidas deben ser 

coordinadas entre trabajadores, productores, exportadores e importadores 

mediante la comunicación continua y cooperación entre instituciones 

gubernamentales involucradas (Aneberries, 2018).   

Es muy importante considerar expertos en el área como especialistas en 

micología, para evitar los falsos positivos e identificar correctamente el patógeno 

y, sobre todo, investigadores para mejorar el desarrollo de técnicas de diagnóstico 

más eficientes (Vásquez & Castaño, 2017).  

La regulación sobre el material de propagación del hongo, tránsito de 

material infectado y la llegada de personas extranjeras donde el hongo ya se 

encuentra posicionado deben ser estrictamente controlados. Con el fin de ayudar 

a la implementación de estrategias de manejo más eficientes para la enfermedad 

y control sobre una posible llegada de FOCR4T al país (López & Zapata, 2019). 
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Pseudomonas fluorescens 

P. fluorescens, es una especie se puede encontrar en varios ambientes, 

acuáticos y terrestres. Son bacilos Gram-negativos ligeramente curvados, sus 

condiciones óptimas de crecimiento consisten en temperatura de 25-30°C, 

aunque también resisten hasta 42°C y pH neutro; no crecen en ambientes ácidos 

(Sivamani & Gnanamanickam, 1987). 

La fluoresceína es el pigmento característico de esta especie. Sin 

embargo, cuando el cultivo es muy antiguo o muy reciente, la bacteria no muestra 

su fluorescencia característica (Pérez et al., 2015).  

Por ser identificadas como biocontroladoras de fitopatógenos, se clasifican 

en el grupo de Bacteria Promotoras del Crecimiento Vegetal (PCGB), debido a la 

producción de metabolitos secundarios o incrementando resistencia natural de la 

planta frente a patógenos. Algunos de los beneficios que produce esta especie 

son: síntesis de fitohormonas, fijación biológica de nitrógeno y promueve 

crecimiento radicular (Sumei Yu et al., 2017). 

Gen 

El gen es la unidad básica de la herencia, algunos producen proteínas y  

están formados por ADN. Cada gen es diferente y varían en tamaño de acuerdo 

a la cantidad de nucleótidos conformados. Los alelos de un mismo gen presentan 

pequeñas diferencias en la secuencia de ADN, las diferencias dan paso a distintas 

características en el fenotipo resultante (MedlinePlus, 2020).    
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Promotor                                                                                                                                                                                                                

En la regulación genética, un promotor es una secuencia de ADN a la que 

se une la ARN polimerasa y se ubica a una distancia específica aguas arriba del 

inicio de la transcripción (World Library of Science, Glossary Promoter, 2020).  

Sitio de unión a ribosoma (RBS)   

El Sitio de unión a ribosoma es una secuencia de ARN que se encuentra 

en el ARNmensajero para que los ribosomas se unan e inicien la traducción. La 

secuencia de RBS generalmente se localiza a seis nucleótidos cadena arriba de 

un codón de inicio en el ARNm. El RBS debe estar antes de la secuencia que será 

traducida. La traducción empieza desde el codón de inicio y continúa aguas abajo 

por toda la secuencia del gen (iGEM Organization, Parts iGEM, 2020).  

Secuencia codificante (CDS) 

La región de codificación de un gen o CDS por sus siglas en inglés, es una  

secuencia de nucleótidos que corresponde a una secuencia de aminoácidos en la 

formación de una proteína. Empieza por un codón de inicio ATG y termina con un 

codón de parada. Un CDS también puede ser un subconjuto de un marco de 

lectura (ORF) (Masaaki Furuno et al., 2003). 

Terminador  

El fin de la transcripción es el paso final de la expresión génica y se da 

gracias a una secuencia de nucleótidos que juegan un rol importante en la 

terminación de un ARN sin afectar la expresión génica (Cramer, 2013). Existen 

dos categorías de termiandores en procariotas, independientes de rho y 

dependientes de rho (World Library of Science, 2020).  
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Los más comunes y utilizados son los independientes de rho, compuestos 

por una secuencia palindrómica rica en “GC” seguido de varias bases “T” que 

formarán un bucle para dar por finalizada la transcripción (iGEM Organization, 

Parts iGEM, 2020).  

Plásmido 

Un plásmido es un molécula de ADN de doble hebra diferente al ADN 

cromosómico, existen naturalmente en bacterias y en algunos eucariotas. Sirven 

como transportadores de genes que proporcionan ventajas genéticas a los 

hospederos, como la resistencia a antibióticos (Green, 2020). 

 En la división celular, los plásmidos se copian de manera que cada célula 

hija recibe una copia de cada uno también pueden transferirlos mediante la 

conjugación (Monroe, 2014).  

 Los plásmidos son ampliamente utilizados como herramientas de 

clonación y manipulación genética o más conocidos como vectores. En los 

vectores se insertan fragmentos de ADN y el plásmido recombinante es insertado 

en bacterias mediante un proceso denominado transformación celular con el 

objetivo de que las bacterias sirvan como fábricas de expresión del gen insertado  

(Scitable, 2020).  

Ensamblaje molecular  RFC10   

BioBrick RFC 10 fue desarrollado por Tom Knight. Este ensamblaje es un 

estandar que  funciona mediante el uso de prefijo y sufijo que aseguran 

compatibilidad entre piezas de ADN, creando nuevas piezas más largas y 

complejas.  
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El prefijo y sufijo poseen sitios de restricción, utilizados con enzimas de 

restricción específicas y ADN ligasa, permitiendo unir piezas de ADN (Knight, 

2003). Las especificaciones técnicas constan de una secuencia denominada 

prefijo, ubicada al inicio del constructo genético, posee sitios de restricción para 

EcoRI, NotI y XbaI. Al finalizar el constructo genético, se debe colocar la otra 

secuencia consenso denominada sufijo, con sitios de restricción para SpeI, NotI y 

PstI. El Biobrick RFC10 es bien probado y documentado (Knight et al., 2020).  

 

Las cicatrices o SCARS son pequeñas secuencias que deja este tipo de 

ensamblaje al momento de unir las piezas de ADN. Existen dos tipos, la primera 

cicatriz TACTAGAG, siempre se coloca entre dos partes ADN. 

SCAR 1: 5' [part A] TACTAGAG [part B] 3'. La cicatriz número dos se utiliza 

unicamente entre el RBS y la región codificante de la proteína. SCAR2: 5' [RBS] 

TACTAG [CDS] 3' (Knight, 2003). 

Transcripción  

Para iniciar con la transcripción, un gen debe estar compuesto por la parte 

de ADN  a transcribir y regiones reguladoras para que el proceso se desarrolle 

correctamente. La polimerización de ribonucleótidos es catalizada por la enzima 

ARN Polimerasa. El ADN se separá y la cadena 3’-5’ es la indicada como molde 

para la polimerización (Clancy & Brown, 2008).  

El punto de crecimiento empieza en el extremo 3’  y continúa  a medida 

que la ARN polimerasa se mueve a lo largo de la región transcrita. Finalmente, la 

transcripción de ARN se desprende del ADN y el proceso se repite múltiples veces 

a partir de un gen (Augustyn, 2019).  
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La transcripción constitutiva de un gen se da porque los genes siempre 

están activos,  es decir que su transcripción debe ser continua ya que la célula así 

lo requiere. Sin embargo, la transcripción se vuelve iducible cuando los genes no 

necesitan ser transcritos todo el tiempo, únicamente para algunas actividades de 

la célula (Sarge et al., 1991).  

La transcripción de genes es regulada por la unión de proteínas al 

promotor, favoreciendo o reprimiendo a la ARN polimerasa y, por lo tanto, la 

transcripción del gen. Estas proteínas se las conoce como “proteínas reguladoras 

de genes” dependiendo del desempeño al momento de la transcripción. Se 

pueden unir a más de un gen y así controlar simultáneamente la actividad 

transcripcional (Gandhi, Zenklusen, & Singerobert, 2018). 

Modelo matemático determinista  

Al modelar matemáticamente seres vivos, las reacciones dentro de las 

células pueden representar modelos estocásticos (se toma en cuenta la 

naturaleza probabilística de las reacciones) o determinísticos, que en su lugar 

consideran la cantidad de moléculas transformadas para cada especie química, 

velocidades y estequiometría de reacción (Picó et al., 2015).   

Los modelos matemáticos determinísticos son una subclase de sistemas 

polinomiales de ecuaciones diferenciales. Su aplicación se puede desarrollar en 

modelos dinámicos y en modelos continuos (Artzrouni, 2005).  

Se ha observado que  en modelos dinámicos su aplicación ha sido muy útil 

debido a que son sistemas que evolucionan con el tiempo. Una vez entregados 

los distintos parámetros que aparecerán en el modelos, se puede conocer el 
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estado transcurrido del sistema cada cierto tiempo (Aerts, Reniers, & Mousavi, 

2017).  

Los modelos continuos se aplican cuando se observa que el sistema 

presenta continuidad en el tiempo y, en este caso, el uso de ecuaciones 

diferenciales, ayudan a deducir cómo cambian las propiedades del sistema 

biológico al variar parámetros (Universidad de Jaén, 2009). En conclusión, las 

matemáticas aplicadas en modelos deterministas son :  

• Ecuaciones diferenciales (ordinarias y parciales) 

• Teoría de bifurcaciones  

• Análisis numérico  

• Ecuaciones en diferencias.  

Aproximación quasi estacionaria   

Las aproximaciones Quasi estacionarias (QSSA) por sus siglas en inglés, 

consideran la separación de escalas temporales entre las diferentes dinámicas 

del sistema. En los modelos bioquímicos se puede aplicar QSSA para obtener 

relaciones algebraicas entre estados de un sistema (Picó et al., 2015).   

 

Se considera a esta técnica como métodos de perturbaciones singulares o 

colección de métodos para obtener soluciones analíticas aproximadas de 

ecuaciones algebraicas o diferenciales, en las que se incluye un parámetro 

pequeño ∈. En la teoría de perturbaciones se pretende reducir un problema difícil 

a uno más fácil (Vega de Prada & Liñán, 2016). 
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 En sistemas biológicos generalmente el parámetro  ∈ está definido en un 

intervalo: 

 𝐼 = (0, ∈0)  

𝐹 = (𝑥, ∈ ) = 0  

Donde  𝑥 es la variable real y resolviendo la función se obtiene una 

solución perturbada, es decir, la solución de la ecuación es: 

𝐹 = (𝑥, 0) = 0 

Esta demostración es brindada por el teorema fundamental de la teoría de 

perturbaciones que indica que cuando ∈ → 0 y 𝑃(𝑥( ∈ )) = 0, entonces  𝐴𝑖 = 0. 

En la práctica se usa la teoría de perturbaciones para verificar resultados 

numéricos o para darle el primer paso en la resolución de un método numérico. 

(Sánchez et al., 2004). 

La dinámica de las reacciones de enlace en procesos moleculares se suele 

asumir como muy rápidas, en comparación con las reacciones de elongación y 

degradación (Picó et al., 2015).   

Con esta herramienta se busca que la relaciones algebraicas no varíen en 

el sistema, es decir que, en un sistema de reacciones la combinación lineal de los 

estados del sistema será constante en el tiempo. A este tipo de combinaciones 

lineales, que representan  las concentraciones en la reacción se las conoce como 

quasi- especies invariantes (Campos, 2017).  

Células competentes y transformación celular  

Las células competentes son aquellas que tienen la capacidad de absorber 

ADN extracelular de su entorno. Existe competencia natural y celular. La natural 

está determinada genéticamente, es decir que la célula tiene predisposición a 

tomar material genético libre (BioLabs, 2021).  
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En la competencia natural, el ADN tomado no siempre se incorpora en el 

genoma de la célula. Generalmente el ADN incorporado es utilizado con fines 

nutricionales. La manera en el que el ADN es utilizado, depende de las 

necesidades celulares. El estado de competencia natural no es constante,  la 

regulación natural de estado de competencia y transformación a menudo ocurre 

por señales ambientales y bioquímicas (Martin, 2021).  

La competencia artificial es inducida mediante técnicas como 

electroporación o competencia química. Esta herramienta ha sido utilizada por 

científicos para clonar, introduciendo nuevo material genético en una célula. El 

organismo más utilizado y con mejores resultados para realizar clonación artificial 

es Escherichia coli aunque esta especie no sea naturalmente competente (Martin, 

2021).   

La transformación bacteriana es el proceso mediante el cual se introduce 

ADN extraño en una célula. Este mecanismo se realiza a través de plásmidos, en 

tal sentido, las bacterias sirven como maquinaria biológica para almacenar y 

replicar plásmido Poseen un origen de replicación bacteriano y un gen de 

resistencia a antibióticos para su uso como marcador seleccionable en bacterias. 

(Green & Sambrook, 2020). 

Los científicos han realizado muchas modificaciones genéticas para crear 

cepas bacterianas que se pueden transformar con mayor facilidad y ayuden a 

mantener estable el plásmido (Higuchi, Morisaki, & Numata).  

Además, se han descubierto tratamientos específicos que aumentan la 

eficiencia de la transformación y hacen más susceptibles a las bacterias a la 

transformación química o eléctrica, generando lo que comúnmente se conoce 

como "células competentes” (Betancor et al., 2012). 
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Factor de transcripción PbrA  

El gen PbrA, por sus siglas en inglés (Pseudobactin regulation activation), 

es parte de la familia de reguladores transcripcionales ECF (función 

extracitoplasmática). Su secuencia de aminoácidos muestra dominios con 

homología significativa con varios reguladores transcripcionales de la familia del 

factor sigma 𝜎70, una clase de reguladores transcripcionales ambientalmente 

sensibles. Cada factor ECF controla un regulón en respuesta a señales 

ambientales extracelulares específicas.  PbrA es un regulador de la activación de 

genes para la biosíntesis de sideróforos fluorescentes en Pseudomonas (Sexton 

et al., 1995 a).  

Según Ambrosi et al. (2005), ECF es un factor sigma necesario para la 

expresión de genes de biosíntesis de pioverdina, también denominadas 

pseudobactinas y otros genes relacionados con la virulencia. Las secuencias 

cadena arriba del gen PbrA sugieren que la transcripción de PbrA puede estar 

regulada por hierro (Ringel & Brüser, 2018).  
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Figura 3 

 Circuito genético diseñado en programa Tinker cell 

 

Nota:  Diseño de circuito genético para la expresión de gen PbrA. El circuito 

genético está diseñado para producir la proteína PbrA, que es un activador de la 

transcripción de genes para la síntesis del sideróforo pioverdina. El casete de 

expresión está constituido por un promotor constitutivo, sitio de unión a ribosoma, 

secuencia codificante del gen PbrA y un terminador de la transcripción 

representado en un sistema de expresión bacteriano (Pseudomonas fluorescens). 

Sideróforos 

  

Los sideróforos son quelantes que se encuentran naturalmente en algunas 

bacterias, producidos mayoritariamente en condiciones limitantes de hierro. La 

palabra sideróforo, proviene del griego que significa "portador de hierro". Poseen 

bajo peso molecular (400 a 1000 kDa) y tienen alta afinidad por el hierro (Yanes, 

2020). 

  Estos compuestos, se pueden clasificar en catecolatos, fenolatos, 

hidroxamatos (o carboxilatos) y los tipos mixtos (Saha et al., 2012). La pioverdina 

del tipo mixto (hidroxamatos-catelocatos) (Yanes, 2020), es el principal sideróforo 
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sintetizado por especies de Pseudomonas fluorescens, su color es verde en el 

medio de cultivo y, bajo irradiación ultravioleta, se puede observar su 

fluorescencia.  

Figura 4  

Cultivo de Pseudomonas fluorescens en medio King B 

 

Nota: a) La pigmentación verde es por la producción de pioverdinas. b) Exposición 

del medio de cultivo a luz UV para la observación de fluorescencia Tomado de 

Venner, C., & Hernández, M. J. (2009). AISLAMIENTO Y SELECCIÓN DE RIZOBACTERIAS 

PROMOTORAS DE CRECIMIENTO VEGETAL EN CULTIVOS DE UCHUVA (Physalis peruviana 

L.) CON CAPACIDAD ANTAGÓNICA FRENTE A Fusarium sp. Obtenido de Repositorio 

UniversdadJaveriana:https://repository.javeriana.edu.co/bitstream/handle/10554/

8471/tesis435.pdf 
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Figura 5 

 Factores de transcripción involucrados en la síntesis de pioverdina 

 

Nota: La quelación forma el complejo ferripioverdina que es importado hacia el 

citoplasma para ser utilizado por la célula en forma de hierro y también ser 

reciclado para la formación basal de ferripioverdina, necesario para la regulación 

de genes involucrados en la biosíntesis de pioverdina. La regulación mediada por 

Fur inicia cuando detecta iones de hierro en el citoplasma y reprime los genes 

implicados en la absorción de hierro como los que codifican las proteínas 

reguladoras FpvR, FpvI y PbrA. PbrA es un factor sigma necesario para la 

expresión de genes de biosíntesis de pioverdina, FpvI es un factor sigma 

necesario para los genes que codifican el importador de pioverdina. FpvA, y FpvR 

se unen e inactivan a PbrA y FpvI.  Tomado de Ringel, M., & Brüser, T. (2018). 

The biosynthesis of pyoverdines. Microbial Cell. doi:10.15698/mic2018.10.649. 
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Regulación de la producción de pioverdina  

La falta de hierro y el regulador Fur son la señal clave para la producción 

de pioverdina. El regulador Fur está involucrado en la represión dependiente del 

hierro de varios genes ya que detecta los iones de hierro ferroso en el citoplasma 

y reprime los genes implicados en la absorción y codificación de hierro (Ambrosi 

et al., 2005). Se encuentra en varias especies de Pseudomonas sp. como en la 

especie fluorescens en la cual la proteína Fur reprime la expresión del gen PbrA 

(Visca et al., 2007).  

PbrA en Pseudomonas fluorescens, PvdS en Pseudomonas aureginosa, 

PfrI y PupI de Pseudomonas putida y FecI de Escherichia coli, están controlados 

por el represor Fur y activan la transcripción de genes para la biosíntesis o la 

captación de sideróforos (Leoni et al., 2000). 

Para la biosíntesis de pioverdina es necesaria una concentración inicial del 

ferriopioverdina. Ver Figura 5. La expresión basal es necesaria para la vía de 

detección dependiente de pioverdina, si no hubiese esta concentración inicial, el 

sistema se ajustaría a un nivel basal de expresión génica dependiente de PbrA y 

FpvI (Ringel & Brüser, 2018). 

Es importante enfatizar que las vías reguladoras para la producción de 

pioverdina juegan papeles importantes más allá de la producción de pioverdina 

(Moon et al, 2008). Por ejemplo, el regulón PvdS en P. aeruginosa es el gen 

regulador en la biosíntesis de pioverdina, pero también puede contribuir en la 

virulencia de esta especie (Rédly & Poole, 2003). 
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Figura 6  

Vías reguladoras clave para la producción de pioverdina en respuesta a la falta de 

hierro. 

 
 
Nota: FpvI es un factor sigma necesario para los genes que codifican el importador 

de pioverdina en la membrana externa FpvA, y FpvR son factores anti-sigma que 

se une e inactivan PbrA y FpvI.  FpvR se escinde si no entra en contacto con FpvA 

unido a ferripioverdina. Cuando se produce este contacto FpvR / FpvA, que 

implica la actividad de TonB (proteína de la membrana interna que energiza el 

transporte), otros eventos proteolíticos que involucran a la proteasa RseP dan 

como resultado la liberación de PbrA y FpvI y la activación de sus genes 

reguladores. Tomado de Ringel, M., & Brüser, T. (2018). The biosynthesis of 

pyoverdines. Microbial Cell. doi:10.15698/mic2018.10.649. 
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Proteína Fur  

La proteína Fur es un represor transcripcional y su correpresor es el ion 

ferroso. Cuando los niveles de hierro exceden los requeridos para las funciones 

celulares, Fur reprime una mayor absorción de hierro para prevenir la sobrecarga 

de hierro y toxicidad (Troxell & Hassan, 2013). 

En presencia de iones ferrosos, Fur se une a la “Caja de hierro”, una 

secuencia de ADN conservada ubicada dentro de las regiones promotoras de 

genes regulados por hierro (Kaushik et al., 2015).  

 Baichoo & Helmann (2002) mencionan que la "Caja Fur” de E. coli tiene 

una secuencia consenso de GAT AATGATAATCATTAT C. Sin embargo, esta 

secuencia exacta rara vez se encuentra en otros procariotas. De hecho, se ha 

sugerido que el reconocimiento mínimo de la unión al hierro es GATAAT. Cabe 

recalcar que la “Caja Fur" puede ser muy variable, incluso en genes de una 

bacteria determinada. Por citar algunos ejemplos, la secuencia de la caja Fur en 

genes como pelD y pelE de Erwinia 

chrysanthemi son GATAAAATTAATCAGCCTC y ATTAATAAAAACCATTGTC, 

respectivamente, demostrando las diferentes secuencias en genes de una misma 

especie (Kipngetich et al., 2017).  
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Figura 7 

Secuencia consenso de la caja Fur 

 

Nota: Se muestra el sitio de unión Fur consenso de 19 pb para E. coli y varios 

modelos de reconocimiento. La secuencia superior muestra el sitio de unión de 

Fur. La secuencia inferior izquierda muestra el modelo clásico de unión en el que 

cada monómero se une a una repetición invertida de 9 pb (mostrada como flechas) 

del consenso. La secuencia inferior derecha muestra el modelo hexámero, 

también descrito, siendo la unidad de reconocimiento la secuencia 5′-GATAAT-3 

(mostrada como flechas). Es incierto cómo Fur uniría esta secuencia; algunos han 

sugerido que cada hexámero es reconocido por un solo dímero. Tomado de 

Lavrrar, J. L., & McIntosh, M. A. (2003). Architecture of a Fur Binding Site: a 

Comparative Analysis. American Society for Microbiology. 

doi:10.1128/JB.185.7.2194-2202.2003 

Hipótesis 

El desarrollo de un modelo matemático determinista permite aproximar la 

cantidad de proteína PbrA generada por Pseudomonas fluorescens recombinante 

que sirve como precursor importante para la síntesis de pioverdina.  
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Capítulo III: Metodología 

Búsqueda de secuencias para el diseño de casete genético  

Se realizó una búsqueda en la base de datos de NCBI de la secuencia del 

gen PbrA, en donde se encontró la secuencia de la caja de hierro y la secuencia 

codificante, necesarias para el diseño del casete de expresión. 

Se realizó un análisis de predicción de promotores mediante el uso del 

software iPro54-PseKNC, que utiliza algoritmos bioinformáticos probabilísticos. 

Ver Anexo 3.   

Diseño del constructo genético para la producción de pioverdina en 
Pseudomonas fluorescens. 

Para el diseño del constructo genético se utilizó las partes básicas para 

diseño de genes sintéticos, obtenidas del registro oficial de iGEM, las cuales son: 

PROMOTOR-RBS-CDS-TERMINADOR; siendo RBS el sitio de unión al ribosoma 

y CDS secuencia codificante (iGEM Organization, 2020).  

 

Para la clonación del casete de expresión se utilizó el ensamblaje RFC-10 

Assembly debido a su compatibilidad con las piezas de ADN. Se empleó las 

secuencias consenso (prefijos, sufijos y cicatrices) y se unió todas las partes 

biológicas investigadas (Knight, 2003).  

 

Con el objetivo de identificar cada una de las partes del casete se las 

diferenció con colores en el siguiente orden: Promotor (verde)- RBS (naranja)- 

CDS (amarillo)- TERMINADOR (verde oscuro). La secuencia inicial y final del 

diseño genético representa los prefijos y sufijos (celeste). Ver Tabla 1. 
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Mediante el uso del software Benchling, una herramienta universal de fácil 

uso especializada en Biología molecular y Biología sintética, se realizó la 

clonación con la opción “Digestión y ligación con enzimas de restricción” (Shields, 

2021). En la Tabla 1 se puede observar las partes utilizadas para el casete de 

expresión.   
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Tabla 1  

Biobricks utilizados para el constructo genético de la proteína PbrA 

PARTE DESCRIPCIÓN DE PARTE SECUENCIA REFERENCIA 

 
PROMOTOR 
 
BBa_J23102 

Promotor constitutivo fuerte 
del grupo Anderson. 
Comúnmente usado para 
ajustar el nivel de expresión 
de partes constitutivamente. 
Muestra en stock, 104 usos 

ttgacagcta gctcagtcct aggtactgtg ctagc (Anderson, 2006) 

 
SITIO DE UNIÓN 
A RIBOSOMA 
 
RBS BBa_B0030 
 

  
 
Sitio de unión a ribosoma 
fuerte, muestra en stock, 
1001 usos de la secuencia. 
 

attaaagagg agaaa 
 

 
(Mahajan, Voichita, 
Chow, Wissner, & 
Carr, 2003) 

 
SECUENCIA 
CODIFICANTE 
(CDS) 
 
GenBank: 
X79908.1 
 
 

Secuencia codificante del 
gen de la proteína PbrA, 
tamaño de 555 pb, proviene 
de Pseudomonas 
fluorescens; Factor de 
activación de la transcripción 
regulado por hierro 

atgacggaacaagtatccacaagcaagtgcgattcaccgctacttcatgcattcgtcgac
aatcgactgattctggtcaagattgcagcccgcattaccggctgccgttcgcgcgccgaag
atgtggtgcaggatgcgtttttccgactgcaatcggcgccaccgatcacgtcgtcgatcaa
ggctcaactgagctatctgttccagatcgtgcgcaacctcgccatcgatcactaccgcaaa
caggcgcttgagcagaagtactccggccctgaagaggaagggctgaatgtggtcatcca
gggtgcttcgccggaaacctcgcatatcaatttctcgaccctggaaaacatcgccgacgc
gttgaccgaactgcccagccgcacgcgctatgcgttcagatgtaccgcctgcacggcgtg
ccgcaaaaggacatcgccaaggaactgggcgtttcgccaaccctggtcaacttcatgatt
cgtgatgcactggtgcactgccgcaaggtgtcgggcagtcggcgggatgcggtagccgt
gggtcgtcgttaa 
  
 

(Sexton et al., 1995a), 

TERMINADOR 
 
BBa_B0010 
 
 

Terminador transcripcional 
que consta de un tallo-bucle 
de 64 pb. Muestra en stock 
1064 usos 

 

 
ccaggcatca aataaaacga aaggctcagt cgaaagactg ggcctttcgt tttatctgtt 
gtttgtcggt gaacgctctc 
 

(Rettberg, 2003) 



48 
 

Prefijo 
Ensamblaje 
RFC10 

Secuencia consenso para 
ensamblaje RFC10 

GAATTCGCGGCCGCTTCTAGAG (Knight, 2003) 

Sufijo 
Ensamblaje 
RFC10 

Secuencia consenso para 
ensamblaje RFC10 

TACTAGTAGCGGCCG CTGCAG  (Knight, 2003) 

SCARS 
Promotor-RBS; 
CDS-Terminador 
 

Pequeña secuencia 
consenso generada por el 
ensamblaje RFC10, se ubica 
entre Promotor-RBS; CDS-
Terminador 

TACTAGAG  
 

(Knight, 2003) 

SCARS 
RBS-CDS 

Pequeña secuencia 
consenso generada por el 
ensamblaje RFC10, se ubica 
entre RBS- CDS 

TACTAG  
  
 

(Knight, 2003) 

 

 

 

Nota: Las piezas de ADN utilizadas siguen el orden de cada parte del diseño genético, cada color representa los diferentes 

Biobricks utilizados para el diseño del constructo genético.  
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Desarrollo del Modelo matemático determinista para la predicción de 

pioverdina producida por Pseudomonas fluorescens recombinante 

Para el desarrollo del modelo matemático de transcripción constitutiva del 

gen se empleó la Ley de Acción de Masas (LAM), la cual es ampliamente utilizada 

para expresar las velocidades de cada sistema de reacciones, según el proceso 

planteado por Picó et al. (2015).  

Las ecuaciones aplicadas fueron obtenidas mediante un proceso de 

reducción de modelos bioquímicos, aplicando la teoría de “Aproximaciones Quasi 

Estacionaria” (QSSA) para la obtención de relaciones algebraicas entre sistemas 

(Vega de Prada & Liñán, 2016).  

El resultado de las expresiones representa los modelos de transcripción 

genética constitutiva más utilizadas. La demostración de las expresiones 

matemáticas utilizadas se encuentran en el Anexo 4.  Se utilizó el software 

MATLAB para la simulación computacional. 

Se realizó el desarrollo de la función mcsimple.m, que describe el sistema 

de ecuaciones diferenciales, y el script mm.m donde se encuentra los parámetros 

definidos en Anexo 1.  

Para la simulación en Matlab del modelo determinista, se realizó una 

investigación bibliográfica para determinar los valores teóricos de cada parámetro 

propuesto en las expresiones matemáticas resultantes (ver Tabla 2), mediante la 

función ode45 se resolvió el sistema de ecuaciones diferenciales, con el método 

de orden medio se obtuvo los resultados de la simulación. 
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Figura 8 

Expresión constitutiva de gen PbrA 

 

Ecuaciones para modelo de expresión constitutiva según (Picó et al., 2015) 

 

𝑑[𝑚𝑅𝑁𝐴]

𝑑𝑡
→ 𝑚𝑅𝑁𝐴̇ =  𝑣𝑟 − 𝑑𝑚𝑚𝑅𝑁𝐴 

𝑑[𝑃𝑏𝑟𝐴]

𝑑𝑡
→ 𝑃𝑏𝑟𝐴̇ =  𝑝𝑡𝑚𝑅𝑁𝐴 − 𝑑𝑝𝑃𝑏𝑟𝐴 

 

 

 

 

 

 Nota: Reacciones bioquímicas para modelo de expresión constitutiva 
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Tabla 2 

Datos teóricos para modelamiento de expresión constitutiva en plásmido pUC-19 

Parámetro Descripción  Unidades  Valor  Referencia 

𝒗𝒓 Tasa de 

transcripción 

constitutiva de 

mRNA  

𝑘𝑟 = 2.5 𝑚𝑖𝑛−1 

multiplicado por el 

número de copias 

del plásmido PUC-

19. Número medio 

de copias de 

plásmido PCN: 500  

𝑣𝑟 = 𝑘𝑟 ∗ 𝐶𝑛 

𝑚𝑖𝑛−1 𝑣𝑟 = 1250  (Jahn et al., 

2016) 

 

(Picó et al., 

2015) 

𝒑𝒕 Tasa de traducción 

de mRNA 

𝑚𝑖𝑛−1 2.4  (Boada, 

Vignoni, & 

Picó, 2017) 

𝒅𝒎 Tasa de degradación 

de mRNA 

𝑚𝑖𝑛−1 0.25  (Picó et al., 

2015) 

𝒅𝒑 Tasa de degradación 

de la proteína  

𝑚𝑖𝑛−1 0.018 (iGEM-

Valencia_UPV, 

2018) 

 

 

Búsqueda bibliográfica para definir protocolo de transformación de 
Pseudomonas fluorescens.  

Posteriormente, el diseño, construcción y clonación del casete de 

expresión, se inició la búsqueda de protocolos para la transformación de 

Pseudomonas fluorescens.  

Para la transformación eficiente de Pseudomonas fluorescens se necesita 

una cantidad representativa de plásmido, por lo que se debe primero replicar el 

casete de expresión de PbrA en E. coli, por ser una bacteria con maquinaria 

Nota: Parámetros investigados bibliográficamente para desarrollo de Modelo 

matemático para la expresión constitutiva de gen PbrA. 
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óptima para la producción de proteínas recombinantes, considerada una buena 

estrategia para obtener una cantidad significativa de plásmido (Cunningham et al., 

2009). 

Para la elaboración de células competentes y transformación de E. coli se 

escogió el protocolo de “Células competentes y Transformación” (iGEM 

Organization, 2020). 

Una vez que se obtiene una cantidad significativa de plásmido clonado, se 

debe transformar en P. fluorescens, por lo que se escogió el protocolo para la 

elaboración de Pseudomonas competentes y Transformación según Chuanchuen 

et al. (2002).   

Este método es eficaz y se encuentra documentado para preparar células 

de Pseudomonas altamente competentes y su posterior transformación química. 

Este procedimiento tienes eficiencias de transformación comparables a las 

observadas cuando se usa electroporación (Chuanchuen et al., 2002).   

Búsqueda de evidencia científica, sobre el efecto de sideróforos de 

Pseudomonas fluorescens sobre Fusarium oxysporum f. sp. cubense. 

Se buscó la evidencia científica verificando en la revisión bibliográfica el 

mecanismo antagónico de los sideróforos frente a Fusarium oxysporum. Se 

escogió los artículos científicos con resultados relacionados en el antagonismo de 

sideróforos producidos por P. fluorescens frente a FOC.  

 

Los siguientes autores presentaron resultados comparables: Neha Arya et 

al. (2018), Santoyo et al. ( 2010), Valencia et al. (2005), Gaber et al. (2020) con 
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una inhibición de 75%, 70%, 70%, 80%  frente Fusarium oxysporum 

respectivamente. 

Capítulo IV: Resultados  

 

Secuencia de gen PbrA encontrada en base de datos del NCBI 

El gen PbrA, tiene un tamaño de 806 pb, está dividido en promotores, caja 

de hierro o Fur Box (secuencia donde la proteína Fur se une e inhibe la 

transcripción del gen PbrA) y secuencia codificante (CDS). Ver Figura 9. 

Se confirmó que la caja de hierro y los promotores naturales del gen, se 

encuentran desde la posición 1 hasta la 251 de la secuencia de nucleótidos. Los 

resultados de la predicción de promotores se pueden encontrar en el Anexo 3.  

 Además, los sitios de unión a la proteína Fur se encuentran aguas arriba 

de la secuencia codificante que empieza desde el nucleótido 252 hasta el final del 

gen, específicamente desde el nucleótido 149 hasta el 184 (Sexton et al., 1995a). 

Es por esta razón que, únicamente se utilizó el CDS del gen PbrA para el diseño 

del casete de expresión. 
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Figura 9 

 Secuencia del gen PbrA 

 

Nota: azul) secuencia de la caja de hierro del gen PbrA. café) Secuencia 

codificante del gen PbrA. Tomado de Sexton R., G. P. (1995a). GenBank: 

X79908.1. Obtenido de Iron-responsive gene expression in Pseudomonas 

fluorescens M114: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X79908 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X79908
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Constructo genético para Pseudomonas fluorescens mediante ensamblaje 
RFC10 

La construcción del casete de expresión se diseñó uniendo las piezas de ADN 

escogidas, mediante ensamblaje RFC10. 

Figura 10 

Unión de Biobricks para formación de casete de expresión del gen PbrA 

 

Nota: Unión de piezas de ADN (Biobricks) para formación de constructo genético, 

cada color representa diferentes piezas de ADN, todas las especificaciones se 

encuentran en la Tabla 2. 
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Resultado de Casete de expresión para el gen PbrA desarrollado en el 

software Benchling 

Figura 11  

Constructo genético para la expresión constitutiva del gen PbrA 

 

Nota: Constructo genético para la expresión de gen PbrA, cada color en el 

plásmido representa los Biobricks utilizados. Posee un tamaño final de 748 pb 
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Resultado de clonación del casete de expresión para el gen PbrA en el 
plásmido pUC-19. 

Se utilizó la herramienta “Digestión y ligación” del software Benchling para 

generar la clonación en el plásmido pUC-19. Debido a la afinidad del plásmido al 

tipo de ensamblaje, no se presentó errores el momento de clonar el casete 

genético, generando un nuevo plásmido que consta de 3387 bp.  

Figura 12 

Constructo genético clonado en plásmido pUC-19 con ensamblaje tipo RFC10 

 

Nota: Al realizar el ensamblaje RFC 10 se verificó y se cortó al plásmido in silico 

con las enzimas EcorI y XbaI y para el constructo genético se cortó la pieza de 

ADN con EcorI y SpeI, debido a que el prefijo y sufijo está formado por sitios de 

restricción específicos de estas enzimas de restricción.  
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Resultados de simulación del modelo matemático determinista en el 
software Matlab 

 
Figura 13 

 Resultados del modelo matemático para transcripción constitutiva de gen PbrA 

 

Nota: Datos obtenidos a partir del software MATLAB para producción de proteína 

PbrA. En el primer gráfico se observa la cantidad de moléculas generadas de 

mRNA en el tiempo.  En el segundo gráfico se puede observar la cantidad de 

moléculas generadas de proteína PbrA a lo largo del tiempo, llegando a un punto 

máximo de producción de 666600 moléculas en 8,33 horas.  
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Análisis de resultados de simulación en Matlab: 

𝑚𝑜𝑙𝑒𝑐𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑝𝑏𝑟𝐴 = 666600 𝑚𝑜𝑙𝑒𝑐
1𝑚𝑜𝑙

6,022𝑥1023𝑚𝑜𝑙𝑒𝑐
= 1.1069𝑥10−18𝑚𝑜𝑙 

Según Askeland & Morrison (1983), la cantidad de células viables de 

Pseudomonas fluorescens en 8,33 horas es de:  𝟖. 𝟕𝒍𝒐𝒈𝟏𝟎
𝒄é𝒍𝒖𝒍𝒂𝒔 𝒗𝒊𝒂𝒃𝒍𝒆𝒔

𝒎𝒍⁄   

por lo tanto multiplicamos la cantidad de células por las moles resultantes de 

modelo y obtendremos la concentración de proteína de interés por cada ml de 

medio inoculado con Pseudomonas fluorescens recombinante.  

1.1069𝑥10−18𝑚𝑜𝑙 x 8.7𝑙𝑜𝑔10
𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑙𝑒𝑠

𝑚𝑙⁄ = 𝟎. 𝟓𝟓𝟓 𝒏𝒎𝒐𝒍
𝒎𝒍⁄  

Protocolo para la transformación del casete de expresión diseñado en 

Pseudomonas fluorescens.  

Para la preparación de las células competentes de Pseudomonas 

fluorescens y transformación de las mismas se utilizará protocolo según 

Chuanchuen et al. (2002),  elelaborado en Colorado State University Fort Collins, 

CO, USA. Los pasos a seguir se nombran a continuación:  

• Cultivar células de Pseudomonas fluorescens en 4 𝑚𝑙 de caldo LB a 37°C 

durante la noche. Todos los pasos siguientes, excepto las 

centrifugaciones, se realizarán con los tubos sentados en hielo.  

• Coger un tubo de microcentrífuga de 1,5 𝑚𝑙 y preenfriar sobre hielo 

durante 3-5 minutos.  

• Mediante una corta centrifugación de 30 segundos Tomar alícuotas de 1 

𝑚𝐿 del cultivo pre-incubado durante la noche de Pseudomonas 

fluorescens y transferir las células cosechadas a los tubos de 

microcentrífuga refrigerados. El protocolo recomienda no centrifugar más 
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de 30 segundos porque podría haber una reducción significativa de la 

eficiencia de transformación.  

• Los gránulos de células se deben resuspender con la punta de una pipeta 

en 1 𝑚𝐿 de frío (aproximadamente 4°C) de 0,1 𝑀 𝑀𝑔𝐶𝑙2. La suspensión 

celular se centrifugará de nuevo a aproximadamente 13 000 𝑔 durante 30 

segundos a temperatura ambiente.  

• Eliminar el sobrenadante y resuspender los gránulos celulares en 1 𝑚𝐿 de 

sales de transformación en frío con una solución de glicerol (sales TG) 

conformado por (75 𝑚𝑀 𝐶𝑎𝐶𝑙2, 6 𝑚𝑀 𝑀𝑔𝐶𝑙2, 15% de glicerol). 

• Las suspensiones celulares se deberán incubar en hielo durante 10 

minutos.  Posteriormente centrifugar aproximadamente 13 000 𝑔 durante 

30 segundos a temperatura ambiente.  

• Decantar el sobrenadante, y resuspender los pellets con la punta de una 

pipeta en 200 𝑚𝐿 de solución salina TG fría y se mantiene en hielo hasta 

su uso. 

Tabla 3   

Materiales y reactivos para elaboración de células competentes 

MATERIALES REACTIVOS 

Centrífuga Caldo Luria-Bertani (LB) 

Tubo de micro centrifuga de 1,5 𝒎𝒍 Glicerol 

Micropipeta 𝐶𝑎𝐶𝑙2 

Cepa de Pseudomonas fluorescens 𝑀𝑔𝐶𝑙2 

Tubos de ensayo Hielo 

 Nota: Materiales y reactivos necesarios para la elaboración de Pseudomonas fluorescens 

competentes  
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Protocolo de transformación de Pseudomonas fluorescens  

• Transferir alícuotas (100 𝜇𝐿) de las células competentes a tubos de vidrio 

de borosilicato de pared-fina (13 × 100 𝑚𝑚) pre-refrigerados en el hielo.   

• Colocar alícuotas de 2,5 𝜇𝐿  que contiene el 100-1000 𝑛𝑔 de plásmido 

clonado previamente purificado y suspendido en 10 𝑚𝑀 de Tris-𝐻𝐶𝑙 (pH 

8,5) o agua estéril se añadirá a las células. (Un control negativo recibirá 

agua estéril en lugar de ADN de plásmidos) 

• Incubar en hielo la mezcla de ADN y células durante 15 minutos. 

• Calentar la mezcla a 37°C durante 2 min, e inmediatamente añadir 500 𝜇𝐿 

de caldo Luria Bertani (LB). 

• Incubar con agitación los tubos a 37°C durante 1 hora.  

• Después de la incubación, tomar una alícuota de 200- 𝜇𝐿 de cada 

suspensión celular y colocar en agar LB preparado con 200𝜇𝑔/𝑚𝐿 con 

ampicilina.  

• Transferir el contenido restante de cada tubo a tubos de microcentrífuga, 

y recoger las células por centrifugación a aproximadamente 13000× 

𝑔 durante 1 minuto. 

• Resuspender en 200 𝜇𝐿 de medio LB (a temperatura ambiente), y luego 

esparcir en una placa de LB-ampicilina. 

• Incubar las placas a 37°C durante 20-24 horas antes de contar las 

colonias.  
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Tabla 4  

Materiales y reactivos para la transformación de P. fluorescens 

MATERIALES REACTIVOS 

Tubo de vidrio borosilicato de pared-

fina (13 × 100 mm) 

Caldo y agar Luria-Bertani (LB) 

Plancha de calentamiento  Ampicilina 

Incubadora  Células competentes 

Tubos de microcentrífuga Plásmido purificado 

Centrífuga  Hielo 

Cajas Petri  Agua estéril 

Micropipeta Tris-𝐻𝐶𝑙 

 

Nota: Materiales y reactivos necesarios para la transformación de Pseudomonas 

fluorescens competentes.  

 

Una vez elaborada la transformación se debe sembrar las bacterias 

transformadas en medio King B, que permite la detección de síntesis de 

pioverdina, como la cepa pertenece a P. fluorescens, los resultados de 

pigmentación según Biorad ( 2009), en el medio de cultivo serán amarillo verdoso 

débil ver Figura 4.  
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Resultado en base a evidencia científica, del efecto de sideróforos de 

Pseudomonas fluorescens sobre Fusarium oxysporum f. sp. cubense. 

Tabla 5 

Tratamiento de Fusarium oxysporum con P. fluorescens en plántulas de tomate, 
% Incidencia de enfermedad y % Control de la enfermedad 

 Tratamiento % Incidencia 

de 

Enfermedad 

% Control de 

la 

enfermedad 

T1 Control - - 
T2 Pseudomonas fluorescens cepa 

SPs9 
- - 

T3 Pseudomonas fluorescens cepa 

SPs20  
- - 

T4 Fusarium oxysporum 75 25 
T5 Pseudomonas fluorescens SPs9 + F. 

oxysporum 

0 100 

T6 Pseudomonas fluorescens SPs20 + 

F. oxysporum 

25 75 

T7 Pseudomonas fluorescens SPs9 + F. 

oxysporum   + Hierro  

100 0 

T8 Pseudomonas fluorescens SPs20 + 

F. oxysporum + Hierro  

75 25 

 

Nota: Los datos presentados en la tabla, representan el efecto de Pseudomonas 

fluorescens productora de sideróforos contra Fusarium oxysporum en un total de 

8 tratamientos. Tomado de Neha Arya, A. R. (2018). Biocontrol Efficacy of 

Siderophore Producing Indigenous Pseudomonas Strains Against Fusarium Wilt 

in Tomato. The National Academy of Sciences, India 2018. 

Con base en a la bibliografía investigada se consideró el estudio de Neha 

Arya et al. (2018), en la cual realizó tratamientos con P. fluorescens y FOC en 

plántulas de tomate para analizar el efecto de los sideróforos frente a Fusarium 

oxysporum. 
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 Los ensayos fueron realizados en dos semanas permitiendo observar que 

las plántulas inoculadas con P. fluorescens, controlaban la infección causada por 

FOC. También se determinó que, en presencia de hierro, la efectividad de P. 

fluorescens para producir sideróforos disminuyo considerablemente (Neha Arya 

et al., 2018). 

Figura 14 

Inhibición de Fusarium oxysporum frente a sideróforos producidos por P. 

fluorescens en presencia de diferentes concentraciones de hierro. 

 

Nota: Se puede observar que la zona de inhibición de FOC va disminuyendo a 

medida que se incrementa las concentraciones de hierro. Las líneas representan 

las cepas productoras de sideróforos que van decreciendo, hasta que en la 

concentración máxima de hierro de 10 𝑢𝑀, la inhibición de FOC mediada por P. 

fluorescens. Se ve afectada en su totalidad. Tomado de Neha Arya, A. R. (2018). 

Biocontrol Efficacy of Siderophore Producing Indigenous Pseudomonas Strains 

Against Fusarium Wilt in Tomato. The National Academy of Sciences, India 2018. 
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Capítulo V: Discusión 

 

El casete está diseñado para expresar el factor sigma PbrA, esencial para 

la síntesis de pioverdina en Pseudomonas fluorescens. La expresión de PbrA se 

reprime en condiciones ricas de hierro de una manera dependiente de Fur (Sexton 

et al., 1995 a).  Kipngetich et al. (2017), menciona que en presencia de iones 

ferrosos la proteína Fur se une naturalmente a una secuencia de ADN 

denominada “Caja Fur”, que en este caso está ubicada en la región promotora del 

gen PbrA. En este sentido, Sexton et al. (1996 b), indica que “todos los promotores 

regulados por hierro en P. fluorescens requieren la presencia del factor sigma 

alternativo PbrA para activar la respuesta génica en condiciones de bajo hierro” y 

que la expresión constitutiva de PbrA permitirá la biosíntesis de pioverdina en 

condiciones de alto contenido de hierro (Sexton et al., 1996b).  

Según Sexton et al. (1995a), la caja Fur en el gen PbrA, fue encontrada 

aguas arriba de la región codificante y se han descrito tres posibles sitios de unión 

para esta proteína ubicados en la región 5’ de PbrA. Se conforman de 19 pb cada 

uno y tienen homología del 53-74% con la secuencia consenso de la caja Fur de 

E. Coli. El primer sitio de unión (TCAATTGACAATCATTATCA 149-168); presentó 

el mayor porcentaje de similitud 74%, el segundo (GACAATCATTATCATTCAAC 

155-174) 68% y el tercero (ATCATTCAACATAATTTGTC 165-184) 53% (Sexton 

et al., 1995a). Se ha demostrado que la proteína Fur tiene afinidad por las 6 

primeras bases para unirse a la caja de hierro (Baichoo & Helmann, 2002). 

Como se puede observar en la Figura 9, la secuencia de la caja FUR se 

encuentra aguas arriba de la región codificante del gen o CDS. De este modo, 

para el diseño del constructo genético se utilizó únicamente la región codificante 

del gen PbrA que empieza con el codón de inicio en el nucleótido 252.  
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Para tal efecto, mediante el software iPro54-PseKNC se identificó que la 

mayoría de la secuencia de ADN anterior, a la región codificante, pertenecían a 

secuencias similares a promotores 𝜎54 con una puntuación de similitud mayor a 

0,5 y también regiones no promotoras menores a 0,5 como la secuencia de la caja 

Fur. Ver Anexo 3.  En consecuencia, el casete de expresión para el gen PbrA 

consta de 748 pb como se muestra en la Figura 11, está formado inicialmente por 

las secuencias consenso (prefijos y sufijos) otorgados por el tipo de ensamblaje 

RFC10 que, en la actualidad, es el tipo de ensamblaje más utilizado para unir 

piezas de ADN de la base de datos de (iGEM Organization, 2020).   

Seguido del prefijo, se encuentra un promotor constitutivo fuerte 

BBa_J23102 del grupo Anderson de promotores constitutivos, separado de una 

secuencia de ADN corta llamada cicatriz o scar (TACTAGAG), que es un 

subproducto del ensamblaje RFC10 causada por las enzimas de restricción XbaI 

y SpeI, las cuales poseen extremos cohesivos y compatibles generando cicatrices 

al momento de la ligación, debido a esto, no pueden ser escindidas por ninguna 

enzima de restricción (Peng Xu et al., 2012). 

 Las cicatrices siempre se las debe colocar al unir dos partes de ADN, 

como la unión entre promotor y RBS o CDS y terminador, mientras que la cicatriz 

es más pequeña (TACTAG) en la unión exclusivamente del RBS con la secuencia 

codificante (Knight, 2003). 

El sitio de unión a ribosoma RBS BBa_B0030 que es el responsable del 

reclutamiento del ribosoma, fue escogido de acuerdo a la caracterización de su 

fuerza. Según Mahajan et al. (2003), comparó la fuerza de unión entre otros tres 

RBS de la misma familia (B0031, B0032, B0034), presentado mayor fuerza 

relativa y eficiencia del 60% el RBS B0030. 
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 Debido al promotor constitutivo, el RBS fuerte y la deleción de la caja Fur 

en el casete de expresión, se espera que la expresión de PbrA sea constitutiva, 

ya que siempre estaría disponible como precursor de síntesis de pioverdina en P. 

fluorescens (Sexton et al., 1995a).  Cabe recalcar que la proteína Fur afectaría a 

la cascada de genes necesarios para la síntesis de pioverdina debido a que 

Pseudomonas fluorescens tienen varios sitios de unión a la proteína Fur en su 

genoma (Ringel & Brüser, 2018).  

Para terminar el constructo genético se utilizó el terminador de la 

transcripción BBa_B0010, que consta de un tallo-bucle de 64 pb, compatible con 

el ensamblaje RFC10 y 1064 usos, debido a su eficiencia de casi 100% en 

aislados y sistemas purificados (Rettberg, 2003). 

El plásmido pUC-19 fue utilizado debido a su sitio de clonación múltiple, 

tamaño pequeño, número de copias intermedio a alto (500 de copias de ADN), es 

compatible con el ensamblaje RFC10 y sobre todo es compatible con varios 

sistemas de expresión como Escherichia coli y Pseudomonas sp. también 

presenta resistencia a ampicilina como marcador de transformación, un antibiótico 

en el que P. fluorescens no es sensible (Schweizer, 1991).  

En tal sentido, Valencia et al. (2005), menciona que la producción de 

sideróforos por P. fluorescens, está relacionado por la sensibilidad a algunos 

antibióticos como: cloranfenicol, tetraciclina, eritromicina y bacitrina, de los cuales 

la mayor sensibilidad presentada ha sido por cloranfenicol. 
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 El modelo matemático determinista fue desarrollado mediante la Ley de 

acción de masas (LAM), la cual establece que en una reacción elemental donde 

los coeficientes estequiométricos son uno, la velocidad de reacción es 

proporcional al producto de las concentraciones de los reactivos (Chellaboina et 

al., 2009).  

 Asumiendo que las reacciones químicas siguen la ley LAM y que los 

valores en el sistema de reacciones son invariantes, se aplicó la teoría de 

Aproximaciones Quasi- estacionaria (QSSA), que se emplea en sistemas de 

reacciones químicas rápidas para la obtención de relaciones algebraicas (Vega 

de Prada & Liñán, 2016). Es decir que, bajo el método de QSSA, las reacciones 

rápidas alcanzan el estado estacionario velozmente.  

Vinculado al concepto de que las tasas de reacción de enlace/desenlace 

de la ARNpolimerasa son mucho más rápidas que las de elongación y 

degradación, su dinámica se vuelve despreciable, asumiendo así un estado 

constante. Esto permitió convertir la ecuación diferencial correspondiente a una 

algebraica (Picó et al., 2015).   

Dentro de este marco, el proceso de transcripción constitutiva del gen 

PbrA, consta de tres etapas, unión reversible de la RNApolimerasa al promotor 

del gen, elongación irreversible a lo largo del ADN para formar la copia de mRNA 

y la degradación irreversible del mRNA, por procesos activos y pasivos (Picó et 

al., 2015). Ver Figura 8.  

El modelo muestra que la síntesis de ARN mensajero aumenta hasta cierto 

límite si el promotor tiene mucha afinidad por la ARN polimerasa, ya que también 

se debe considerar las tasas de elongación y el número de copias del gen de la 
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célula. Por otro lado, también representa la baja síntesis de ARNm. Esto ocurriría 

si la RNAp libre se consume en otros procesos celulares, es por eso que se 

considera que la ARN polimerasa y los ribosomas no son factores limitantes en el 

sistema. Ver Ecuación 7 en Anexo 4.  De este modo, el gen PbrA es un valor 

constante y depende del origen de replicación y número de copias de plásmido 

donde fue clonado (Vignoni, 2020).  

En consecuencia, la transcripción del mRNA es directamente proporcional 

a la cantidad de proteína generada, es decir a mayor cantidad de mRNA, también 

mayor cantidad de proteína PbrA. Por consiguiente, en las expresiones 

matemáticas resultantes se considera que la proteína PbrA generada está 

relacionada con la cantidad de mRNA transcrito, multiplicado por la tasa de 

traducción del mRNA mensajero menos la degradación de la proteína PbrA en un 

intervalo de tiempo (Smadar & Davidson, 2009). 

En virtud de los resultados, el constructo genético para la expresión del 

gen PbrA, se ve reflejado en la tasa de transcripción efectiva 𝑣𝑟 que se obtiene 

con la tasa de transcripción de ARNm (𝑘𝑟) multiplicado por el número medio de 

copias de plásmido (𝐶𝑛). De acuerdo a la Figura 13, la generación de moléculas 

de PbrA en 8, 33 horas sería de 666600 moléculas que equivalen a 

1,1069x10−18mol, multiplicando por la cantidad de células viables según 

(Askeland & Morrison, 1983), la concentración de proteína PbrA en 8, 33 horas 

sería de 0,555 nmol
ml⁄ .  
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El protocolo elaborado por Chuanchuen et al. (2002), es principalmente 

práctico para la preparación de células competentes y transformación química de 

Pseudomonas sp., debido a su velocidad y eficiencia, resulta ser una alternativa 

atractiva que otros métodos que consumen más tiempo. Según Rodríguez et al. 

(2012), el método principal para transformar Pseudomonas sp., es por  

electroporación. Sin embargo, Diver et al. (1990) menciona que es un técnica más 

costosa y necesita instrumentación más técnica para su ejecución, en 

comparación la transformación química.  

Chuanchuen et al. (2002) indica que con la modificación adecuada del 

protocolo, se puede adaptar para transformar otro tipo de bacterias, como ya se 

ha demostrado para E. coli, obteniendo una eficiencia de transformación de 

1𝑥106 𝑡𝑟𝑎𝑛𝑠𝑓𝑜𝑟𝑚𝑎𝑛𝑡𝑒𝑠
𝑢𝑔 𝑑𝑒 𝐴𝐷𝑁⁄  y en Pseudomonas de 

1𝑥105 𝑡𝑟𝑎𝑛𝑠𝑓𝑜𝑟𝑚𝑎𝑛𝑡𝑒𝑠
𝑢𝑔 𝑑𝑒 𝐴𝐷𝑁⁄  los datos son comparables con los resultados 

obtenidos de Diver et al. (1990),  que al transformar Pseudomonas por 

electroporación obtuvo 1,5 𝑥105 𝑡𝑟𝑎𝑛𝑠𝑓𝑜𝑟𝑚𝑎𝑛𝑡𝑒𝑠
𝑢𝑔 𝑑𝑒 𝐴𝐷𝑁⁄  . Los resultados son 

semejantes con el método de transformación química.  

A pesar de que existe mayor transformación por el método de 

electroporación, Oswald (2016), señala que la transformación química provee 

resultados más predecibles y se puede agregar más volumen de ADN en el 

proceso si la concentración es muy baja. Este protocolo es adecuado para el 

desarrollo de proyectos de investigación debido a su eficiencia de transformación 

de Pseudomonas sp. y por el tiempo requerido, aproximadamente dos horas 

desde el inicio de la preparación de las células competentes hasta la siembra de 

células transformadas (Chuanchuen et al., 2002).  
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Asimismo, no requiere equipo especializado, fuera de la instrumentación 

general de un laboratorio de investigación y también es efectivo para la 

transformación de ADN plasmídico en varias cepas mutantes, análisis de 

complementación y transferencia de plásmidos (Chuanchuen et al., 2002). 

Según la bibliografía investigada, la inoculación con Pseudomonas 

fluorescens en plántulas de Musa balbisiana, como biocontrol para la infección F. 

oxysporum, presentó marchitamiento menos severo de las plántulas y mejor 

crecimiento de las raíces (Sivamani & Gnanamanickam, 1987). En tal sentido, 

Neha Arya et al. (2018) realizó ensayos in vivo e in vitro de P. fluorescens 

productora de sideróforos, para inhibir el crecimiento de FOC. Las zonas de 

inhibición en el ensayo in vitro mostraron una disminución de diámetro del hongo 

en el medio de succinato estándar SSM, que inicialmente fue de 3,8 y disminuyó 

a 3,4 cm, representando 58% de inhibición.  

Por otro lado, en el ensayo in vivo se realizó la inoculación del hongo en 

plántulas de tomate previamente inoculadas con y sin P. fluorescens resultando 

una fuerte decoloración de las raíces debido a la infección (Neha Arya et al., 2018).  

Sin embargo, la inoculación previa de P. fluorescens, disminuyó 

significativamente la gravedad de la enfermedad en comparación con las plántulas 

no tratadas con las bacterias, como lo mencionado por Sivamani & 

Gnanamanickam (1987).  Observando únicamente un leve amarillamiento de las 

hojas en un 20% de las plántulas tratadas. Además, que la previa bacterización 

en las plántulas mejoró el crecimiento de raíces (Neha Arya et al., 2018). 
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Por otro lado, Santoyo et al. (2010) adicionó hierro al medio de cultivo con 

P. fluorescens, e indico una disminución considerable de la inhibición por FOC, 

coincidiendo con los resultados planteados por Neha Arya et al. (2018), (Figura 

14) que, al adicionar diferentes concentraciones de hierro al medio de cultivo, se 

pudo notar baja producción de sideróforos al aumentar la concentración de hierro.  

Corroborando lo resultados presentados por De la Rosa et al. (2007), 

indicando que con la  presencia de hierro soluble(𝐹𝑒𝐶𝑙3) en el medio,  la 

producción de sideróforos por P. fluorescences, disminuyó 30% la capacidad 

inhibitoria frente a  FOC. Por lo tanto, a medida que la concentración de hierro 

aumenta, el crecimiento del hongo también aumenta, siendo una relación 

exponencial.  En tal sentido, P. fluorescens productora de sideróforos suprime el 

marchitamiento de las plantas por competencia, es decir que, en la rizosfera de 

las plantas, los sideróforos generan una ventaja competitiva por nutrientes y 

espacio evitando el crecimiento de F. oxysporum (Valencia et al., 2005).    

En efecto, si la rizosfera es abundante en Pseudomonas fluorescens, los 

hongos fitopatógenos no tienen la cantidad de hierro necesario para su 

crecimiento, debido a los sideróforos bacterianos que atrapan todo el hierro 

disponible en la rizosfera y crean una condición de falta de hierro para los 

patógenos (Neha Arya et al., 2018).  Por lo tanto, los hongos fitopatógenos se 

inhiben en la rizosfera cuando las plantas se tratan con cepas bacterianas 

colonizadoras de la rizosfera y productoras de sideróforos. La producción de 

sideróforos depende del contenido de hierro, el pH y la temperatura (Gaber et al., 

2020).  
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Como se pudo observar en varias investigaciones, la inoculación previa de 

Pseudomonas fluorescens suprime los síntomas de la enfermedad y aumenta la 

biomasa de las plantas, por eso, la aplicación de este tipo de bacterias es una 

alternativa prometedora para controlar el marchitamiento por Fusarium en 

condiciones de campo (Pérez et al., 2015), además que el uso de bacterias 

productoras de sideróforos puede aliviar el estrés ambiental por hierro (Visca et 

al., 2007). 

Capítulo VI: Conclusiones  

 

Para el diseño del constructo genético se utilizó únicamente la región 

codificante de PbrA, descartando la secuencia de ADN desde el nucleótido 1-251, 

debido a que se identificó que esa parte del gen eran promotores naturales de 

PbrA y la secuencia de la caja Fur (represor natural de la síntesis de pioverdina). 

El casete está diseñado para la expresión constitutiva del gen PbrA.  

 

El casete de expresión de PbrA tiene un tamaño de 748 pb y está diseñado 

para que Pseudomonas fluorescens sintetice la proteína de manera constitutiva. 

El constructo genético fue clonado in silico a partir del software Benchling en el 

plásmido pUC-19 con el ensamblaje RFC10, se consideró la experiencia de 

clonación del plásmido pUC-19 y el número medio de copias de plásmido (500). 

No se presentó errores debido a la afinidad del plásmido por el ensamblaje RFC10 

y como marcador para la transformación pUC-19 tiene resistencia al antibiótico 

ampicilina.  
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El modelo matemático fue realizado como modelo determinista para 

representar la expresión constitutiva del gen PbrA, utilizando la Ley de Acción de 

Masas (LAM) en el análisis de los sistemas bioquímicos y la teoría QSSA, en la 

relación de los sistemas con expresiones algebraicas que permitieron predecir 

cuantitativamente la cantidad aproximada de PbrA en el sistema de expresión 

Pseudomonas fluorescens. La simulación fue realizada en Matlab con la función 

ODE45 y los resultados predijeron 666600 moléculas de PbrA en 8,33 horas.  

 

El protocolo para transformar a Pseudomonas fluorescens se investigó de 

acuerdo a la evidencia científica presentada que evaluaba la transformación de 

Pseudomonas sp. y Escherichia coli, la transformación entre las dos especies fue 

comparable. Además, el protocolo resulta ser muy práctico para la elaboración de 

Pseudomonas competentes y es indicado para proyectos de investigación debido 

a que no requiere equipos sofisticados, es eficiente y el tiempo de trabajo es 

óptimo. 

Según la bibliografía investigada Pseudomonas fluorescens es un 

potencial biocontrolador para el hongo Fusarium oxysporum generando una 

disminución del crecimiento del hongo en un 75%, suprimiendo los síntomas de la 

enfermedad y aumentando la biomasa de las plantas. Esta especie ayuda a que 

las plantas no se marchiten por la infección causada por FOC, mediante un 

mecanismo de competencia. Es decir, que atrapan el hierro del medio y así otros 

organismos no lo pueden utilizar para sus necesidades biológicas. De acuerdo a 

la bibliografía investigada se puede concluir que Pseudomonas fluorescens es una 

alternativa prometedora para el control de FOC en condiciones de campo.   
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Capítulo VII: Recomendaciones 

 
 

Es importante forjar conocimientos de modelación matemática en sistemas 

biológicos y el uso de softwares matemáticos para predecir los resultados de 

experimentación a lo largo de la carrera, ya que estas herramientas permiten tener 

una aproximación del resultado deseado al momento de la experimentación en el 

laboratorio. La modelación matemática permite simular resultados deseados, 

generando claridad al investigador en su proyecto de investigación. 

 

Probar la simulación con modelación estocástica para comparar resultados 

entre el modelo determinista y el modelo estocástico y así observar la variabilidad 

de resultados en cada proceso. 

 

Debido a la gravedad de la enfermedad ocasionada por FOC, se deben 

realizar campañas y capacitaciones continuas, dirigidas a los productores de 

plátano y banano sobre la llegada de Fusarium oxysporum f.sp. cubense al país, 

asesorando sobre los métodos de prevención y contención de la posible llegada 

del hongo a Ecuador. 

 

Elaborar constructos genéticos para sistemas de expresión diferente a 

Pseudomonas fluorescens pero que sean organismos autóctonos de la rizosfera 

de la planta de plátano y banano como algunas especies de Bacillus sp. 

Sintetizar el constructo genético diseñado para la expresión de PbrA y 

probar in vitro con los protocolos de transformación investigados en una cepa de 

Pseudomonas fluorescens. 
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