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FORMULACION DEL PROBLEMA

Cavendish Fusarium oxysporum f.sp. cubense raza tropical 4

Macroconidios Foc RAT en medio de cultivo
PDA

E%M% de la produccién mundial

@ PIB Agricola del 35%

Musa acuminata
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JUSTIFICACION

Estrategias para el combate de FocR4T

Siembra certificada
libre de patogenos

Biofortalecimiento

Herramientas
biotecnoldgicas

Hibridacién de bananos

Mutagénesis

Variacion somaclonal

Edicion genética

Nucleasas dedos de Zinc (ZFN)
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‘ Formulacion del problema

‘ Justificacion del problema

‘ Obijetivos

' Materiales y métodos

‘ Resultados y discusion
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OBJETIVOS

Objetivo General

-

2‘3*'%1 Construir un vector plasmidico para la edicion genética del promotor del gen RIN4 asociado a la resistencia
’”'c';a-'?fi de fusariosis en banano.

Objetivos Especificos

“ | Disefiar un ARN guia dirigido a los promotores putativos del gen RIN4 de banano, mediante la identificacion de
Aﬁ/ sitios conservados de las posibles zonas promotoras utilizando herramientas bioinformaticas.

/™ | Ensamblar un plasmido que contenga la secuencia del ARN guia disefiado, una nucleasa y un promotor para
| monocotiledoneas utilizando clonacion modular (MoClo), basada en el método Golden Gate (GG).

“ Transformar quimicamente las cepas Top10, DH5a y JM109 de Escherichia coli con el plasmido ensamblado.
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Hipotesis

Existen diferencias significativas en la eficiencia de transformacion del
plasmido ensamblado conteniendo al ARN guia complementario a la
region promotora del gen RIN4, en diferentes cepas de Escherichia
coli.

e HO: Las eficiencias de transformacion en las tres cepas evaluadas son similares.

e H1: Las eficiencias de transformacion en las tres cepas evaluadas no son similares.

qosieREaa,

LG E S P E

\,__,/' ESCUELA POLITECNICA DEL EJERCITO
£cuason CAMINO A LA EXCELENCIA



MARCO TEORICO

CRISPR Cas9
e RIN4
20-nt guia Promotor RRBS RIN4 Terminador
3+ HNH ¥ 5
5 UL 5
ADN gonémico PAM Promotor SgRNA
RuvC
% v * Distancia e Longitud
Ruptura de doble cadena * %CG * Especificidad
. A & * (Cajas TATA e Eficiencia
s LU LT L s 155 PAM
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Ensamblaje Golden Gate

MARCO TEORICO

Clonacion Modular

A Promoters 5’UTRs pﬁﬁ?da;s CDSs Terminators
: : L Level 0 [P1] -- [u1] - [u3] (03] [Se1 [SP2 (5P |CDS1||CD82||CD83| - - [T3]
- .- . i
NGAGACC |[[SGGTCTC 3 - Bsal (NEB #R0535) libraries 2 Uz 2 D
Borcrecs| | cararn il e ey | oo (AL 1) (o5l (pe] (0 (03] 03 ISPAII_153||3P6I (o4 (o659 [coss) - Tl [l
’ e + Bbsl (NEB #R0539) P7 u7 P P P C 7l [cDsgl
e i & B - BsmBI (NEB #R0580) [P7] @\EI [u7] - [ug] |8 THS alﬁ | DS ||_§_l- (7] [78] [T9]
2 Choice of

. ‘

/A

PCR amplification of
vector and fragments

/"/. B -
~ PCR-
e linearized ar —_— Assgmgled
Single-tube reaction ¥ector PCR-amplified
Sl fragments
* DNA ligase

* While A and B insert sequences involved in 4-base overlaps are shown in separate
colors for clarity, the actual assembly is seamless; 4-base overlaps are insert denved,

(Andreou & Nakayama, 2018)

level 0 modules

- . - CDS

\\
RN

Level 1 ALY 4 -
transcription | P2 p2| sp2| CDS2 -
units (TU) i
' :
! !
Level 2 —{p1 u1[sPilcost [ P2 Ju2[sP2[cps2 [#2}H Ps Jus[SPa| cpsa [iaH P+ Ju4[SPa] cosa
multigene Position 1 Position 2 Position 3 Position
constructs
<— ps |us[sps] coss 8| ps Jus[sPe[ cbses [i8} P7 [u7[sP7] cos7 [Ral—-----
Position 5 Position 6 Position 7
B
GGAG  TACT TACT  AATG AATG ~ AGGT  AGGT  GCTT GCTT
e 3 B {gen(E (g {zjmm;
|G(I5AG| |TAICT| [aaTG][AGGT] [ceTr] [cacT] |G(IEAG| |T!—‘;CT| [aaTg] CGCT
1 1 1
P (v sl ops - [ ® [Uu][ cos

Cytosolic protein
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Células competentes

Escherichia coli no
competente

Escherichia coli

competente
4 .

..’
GOLDBIO**

(Hasegawa et al., 2018)

MARCO TEORICO

Transformacion quimica

Incubacion Q.—

< S 100
( @_@ @@

Célula competente “essunnnnnsnns®

Choque térmico

CD-"

Recuperacion
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1. Busqueda del promotor

3. Ensamblaje in silico

LA LAl € tAASAS CTEAAZARAC CEREAMMRERA FRATRCIEZAR PAREAMRCCC Fragment
MagiRaaaga RRARRACARa gasgaactcg aagaagCcgct TCRCCRACR -
NeW Place - C« cccaccctaa ccctaaccet saccctaacc ctastcccct ctc Start (0) PslI End (24)
CCCCLCLCHd COCCRCOHCE SAagcCRagc goatogpcctl Caaccagece
2§ tgaagcteey te ' 5" TGCATAGATGCCATTATAACCCAC
3’ ATCTACGGTAATATTGGGTGCAAA
TSS ! "
agtctatgee tggasscgagg gattpacgct tgagctcgat gogacacaat ac
sactagtttc gagctgpeant gopegacgsc CESCCCREAR ARARCCHASEE | Y::;:;
BCEETLCCTE AIEEAIITE BAATILECAS Srch AL Fragment 1 Fragment 2 Fragment 3 Fragment 4

1141 tcatatgat
1 tcatatgatc 5 6486 bp 743 ‘: 24 bp

Qrargate tgregataaa

L] ~
2. Disefio del sgRNA
@ Vector -
Posicion/ | Secuencia Guia + PAM Puntuacién Especific@ﬁfmiencia prevista |Resultado|Fuera de 4679 bp
Hilo & + Enzimas de Restriccion » de CFD. 1] objetivos para
Usolo g- [JSolo 66- [JSoloA- 2 |especificidafbuntaje | Mostrar todas las puntuaciones [ o 0-1-2-3-4 Fragment 1 Fragment 2 Fragment 3
delMIT @ (& a E discrepancias 524 bp 137 bp 62 bp
= £ b +junto a PAM
5 2 L a { I :
c . m = |=
s |53
(= = o | =
1/vuelta |GTTGGTTATAATGGCATCTA AGG 99 99 40 72 63 (74 |0-0-0-1-¢
Enzimas: Lwel, BsIDE]! 0-0-0-0-0
Cebadores de clonacion/PCR
7 fuera de los
ohjetivos
10/ vuelta | TGTAGTTTCGTGEGTTATAA T6G a7 a8 30 39 64 |71 |0-0-0-3-- Vector
Enzimas: Lwel, Aanl 0-0-0-0-0 4372 bp
Cebadores de clonacion/PCR

@ E S P E




2. Construccion de plasmidos nivel LO, L1, L2

METODOLOGIA

Procedencia

Parte

Procedencia

Parte

Procedencia

Parte

pFH113 Sintetizados Bbsi
Backbone sgRNA
Bsal

pICH47751 pFH31 LO pAK-EI_Ol

Backbone  promotor TAU Pol Il sgRNA end linker @
Bbsl
PAGM4723 pFH114 pFH23 L1 pICH41766
Backbone Marcadorde  SpCas9  promotor + sgRNA + end linker terminador @
seleccion
qoite=tay
f@} ESCUEL PC§'&CN|CAPEL £
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METODOLOGIA

1. Extraccion de ADN plasmidico

T,
- — — o
Solucion 1 —
— 1_ Suspenﬁjun
MalH, 5035 .
e > > o -
Solucidn 1 Solucién 2 Solucidn 3
2. Lisis |ﬁ 3. Neutralizacion
PC
e,
J = ".-'.:_ | ] 5
- _ {,- —_ —_— ™ — -

Solucion 4

Mm— 4. Alcohol 100%

. ;.::I-:r:h .

Solucion 4 Fesuspension

de plasmido

@E. S P E

ESCUELA POLITECNICA DEL EJERCITO

(Biorender’ 2023) CAMINO A LA EXCELENCIA



2. Construccion de plasmidos nivel LO, L1, L2

Hibridacion de oligos

TGea
""’""’7'!'rn-;-n-,-,7.,7 TGCATTTTTTTTTTTITIITIT
CAAA
Canb T e
M Primers + Tris
9 )

5°C, 5 minutos

Reaccion de digestion y ligacion

oligos \ .

i -

Mix
/ / enximatico

(Biorender, 2023)

METODOLOGIA

Preparacion de células competentes

: { —
r - —— .. -
: 1000pL ODsde03 :
',, - . o™ \. 2 \ -
ey "=
f ! f aml de 9.
100t £ =2 A - cultivo g &
cepas .f\T Y \‘ k\ ~: i
~— " e ' 4 )

SOmLLE 250mLSOB 4°C. 10 min, 3000 rpm

@ =
@ +16mL
) « CCMB80 A
Buffer T

Alicuotas

Hielo, 20 min
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METODOLOGIA

Transformacion y siembra

s
Al WSl L i
madla S0OE
- 7
1 - . 3 & 5 5
. —n
/ 1 "*-*-'1:_*‘-: '
N g L .-'c:]j
C .h:‘:-f"‘ :
_ 3 L de células Pre—rT— — « | Incubar 37°C & 200 100 pL de
| 2 pl de ST ERTes |--2 CpordS) | Sminenhielo || "™ || rpm por1 hora transformacion
plismido mﬁumm segundos | — : : -
compstentas [_<min en fielo | [ Top10 y DHSa JM109

PCR colony

m:f(:z I:“:‘Pc‘l\.l'\.i123456789

Desnaturalizacion e TTICOIE

,,G Elongacién
- A AR
=
£ 5o /
g_ I|l Hibridacidn
E = f FrTTTTT————TTT
2 3 f Ty
& 4
. 1.2 % agarose
Tiempo 8
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Seleccion del promotor

Nl:l

Secuencia Programa
promotora

% GC

Posicion
aguas arriba

AACTGACTTGT NNPP
ATATATGATTA
GGAACATCTG

ACTCTTTICTTG

ATCGCGT

36

300 ph

CCTTAGATGCCAT New Place
TATAACCCACGAA
ACTACATGAAATT
ATCGAACTATG

36

500 ph

CTTGTATATATGAT NNIP y New
TAGGAACATCTGA place
CTCTTTCTTGATCG

CGTATGGGC

495 pb

RESULTADOS Y DISCUSION

ORF Finder
Label Strand Frame Start Stop Length (nt | aa)
ORF1 + 1 <1 681 581 | 226

Seleccion del sgRNA

AATACTGGTATTT TSPP v
AAAATTAGACTTG NNPP
ATGTTGGTAGATT
CAAATGTAGGT

1300 phb

RENA  Especificidad Eficiencia Efectosoff %GC PAM

GTGGTATACATGA New Place
TAATGCCNAACAG
CAATTTGCCAATC
TACAAGTGGAA

38,3

2450 pb

guia (=00%) (=40%) target
sgRNA 1 08 30 (-0-0-3-10 35% TGG
sgRINA 2 09 12 0-0-0-1-6 40%  AGG
sgRINA 3 09 47 0-0-1-0-6 40% GGG
sgRINA 4 08 35 0-0-0-2-10 45% TGG

GGTCTCAAATCTT New Place
CATATAATTCTTCC
AGATTTTTCTTGTT

CTCTCTTAC

32

2350 pb

(Konstantakos et al., 2022) (Ksouri et al., 2021)
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RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccion de ADN plasmidico

Kit Comercial Lisis Alcalina

Plasmido Concentracion A 260/280 A 260/230 Plasmido Concentracion A 260/280 A 260/230

(ng/mL) (ng/mL)
Blanco 0 0 0 Blanco 0 0 0
PAGMA4723 8.67 2,297 0,759 PAGMA4723 2033 2,015 1.949
pFH31 2.959 1.318 1.933 pFH31 3014 2.4 22
PAK-E2-01 1,897 1,87 1,234 PAK-E2-01 3407 1.7 1.7
pICH 47751 6,327 2.067 1,771 pICH 47751 2816 2 1.9
pICH 41766 12,45 1.649 2.346 pICH 41766 20902 2.008 2,029
pFHI113 384.2 1.801 2,183 pFHI113 2789 1.97 2,13
pFH23 37.65 1.873 1,708 pFH23 2805 1,952 1,887
pFHI114 4134.4 1.753 1.505 pFH114 3125 1.87 2,19

(Lucena-Aguilar et al., 2016)



Extraccion de ADN plasmidico

Nivel Concentracion A 260/280 A 260/230

(ng/mL)

L0 1252 1,907 2142
L1 1648 1,003 2109
L2 823 1,975 2035
S RIN4 LO

2:;0 21;0 25|0 2(310 Z?IO QE;O 2@20 3[;0

Longitud de Onda

(Lucena-Aguilar et al., 2016)

RESULTADOS Y DISCUSION

o
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RESULTADOS Y DISCUSION

Construccion del nivel LO

(1878) CED

(1835 .. 1857) pGEX 3'
(1790) BtgZl .

(1685 .. 1704) pENTR-R

P

A TECNICA D J
NO A LA EXCELENC
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v
0
=

(Thomason et al., 2014)



Construccion del nivel L1

(Hottes et al., 2013)

RESULTADOS Y DISCUSION

(4)

_BfUAI (320)
(4580) BspQI - SapI_ ’

_BtgZI (601)
(4356)

_ BfuAlI - PaqCI (770)

__Btgzl (910)

__—BfuAl (1129)

Ensamblaje L1

5095 bp — BtgZl (1307)

(3622) BfuAl
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RESULTADOS Y DISCUSION

Construccion del nivel L2

End linker2 RB T-DNA repeat
(Rucleoplasrmin NLS)

Ensamblaje L2
14,923 bp

©J P
' ESCUELA POLITECNICA DEL EJERCITO
1 1A
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Construccion del nivel L2

Grafico de barras de Ia eficiencia de transformacion en L2
1,26E+08

Cepa  Eficiencia

> 1,07E+07 (Efll.l'rp.g)

3 Topl0 5,75E+07 A
s DHS5a 6,71E+07 A
R 8. 87TE+D7

: IM109 1,14E+08 B
S 01E+07 (p < @) = (0,0007 < 0,05)

5. 14E+07 i |
DHS-alfa JW109 TOP10
Cepa
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Validacion del tamano del constructo

RESULTADO:!

I - l
Plasmidos base

P

>4

Y DI




CONCLUSIONES

Se seleccionod al sgRNA2 como el modelo 6ptimo para la construccion del vector plasmidico debido a su
especificidad >90, eficiencia de corte >45 y buena composicién estructural.

El estandar MoClo de Golden Gate fue eficaz para ensamblar multiples fragmentos en una sola reaccion. El perfil
electroforético y la amplificacion de PCR de colonias validd la buena calidad y alta fidelidad de las construcciones
génicas obtenidas

El método casero de lisis alcalina demostré ser mas efectivo, incluso en costos y tiempo.

La transformacién bacteriana mediada por shock térmico demostré ser exitosa en introducir y expresar ADN
exogeno en las cepas analizadas

La cepa JM109 demuestra ser altamente eficaz en la transformaciéon mediante shock térmico para la construccion
del vector plasmidico destinado a la edicidn genética del promotor del gen RIN4, el cual esta relacionado con la
resistencia a la fusariosis en el banano ((0,0007 < 0,05).
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RECOMENDACIONES

Se recomienda mejorar el disefio de primers y la eleccion de la polimerasa para maximizar la especificidad y

amplificar eficazmente regiones insertadas en todos los niveles de construccion plasmidica.

Explorar sobre la optimizacidn de los niveles de IPTG y Xgal para evaluar la expresidon génica y la presencia de

plasmidos transformados como medida de una deteccidn mas precisa.

Se propone evaluar factores como la concentracion de ADN, el tiempo de incubacién y las condiciones de choque

térmico para maximizar la eficiencia en cada cepa.
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