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Resumen
Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 4 (Foc R4) es un hongo fitopatégeno de gran interés
para la industria agricola, la ingenieria genética mediante Crispr cas es una herramienta que
permite editar genes para el mejoramiento vegetal. El objetivo de la presente tesis se centra en
la construccién de un vector plasmidico que contenga una nucleasa, un promotor para
monocotiledoneas y un ARN guia (sgRNA) dirigido a la zona promotora del gen RIN4, conocido
por su implicacién en la resistencia a la fusariosis. La metodologia aplicada involucré el disefio
de sgRNA, considerando criterios de especificidad, eficiencia de corte y minimizacion de
efectos secundarios no deseados. Los componentes de los plasmidos se ensamblaron
utilizando la técnica Golden Gate en multiples niveles. La validacion de cada producto final se
realiz6 mediante marcadores de seleccion basados en antibiéticos y el sistema de induccion
Lacz. Luego, se evalué la eficiencia de transformacioén en tres cepas de Escherichia coli
utilizando el método de choque térmico, y se confirmaron los resultados mediante
amplificaciones por PCR colony. Los hallazgos de esta investigacion destacaron al SgRNA2
como la opcién mas adecuada para la construccion del vector plasmidico. Ademas, se
identificd que la cepa JM109 mostré la mas alta eficiencia de transformacion entre las cepas
evaluadas. Los andlisis de este estudio sientan las bases para futuros estudios relacionados
con la transferencia de plasmidos en Agrobacterium, como paso previo a la insercién de genes
en plantas. En conjunto, esta investigacion contribuye al desarrollo de estrategias de
mejoramiento genético para abordar la resistencia a la fusariosis en plantas de Musa

acuminata.

Palabras clave: Edicion génica, Crispr cas9, Ensamblaje, Clonacién modular, Eficiencia

de transformacion.
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Abstract
Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 4 (Foc R4) is a phytopathogenic fungus of great
interest to the agricultural industry. Genetic engineering through CRISPR cas is a tool that
allows gene editing for plant improvement. The objective of this thesis is focused on
constructing a plasmid vector containing a nuclease, a promoter for monocotyledons, and a
guide RNA (sgRNA) targeted to the promoter region of the RIN4 gene, known for its
involvement in fusariosis resistance. The methodology involved sgRNA design, considering
criteria for specificity, cutting efficiency, and minimizing unwanted side effects. Plasmid
components were assembled using the Golden Gate technique at multiple levels. Validation of
each final product was done using antibiotic-based selection markers and the Lacz induction
system. Subsequently, the transformation efficiency was evaluated in three Escherichia coli
strains using the heat shock method, and results were confirmed through colony PCR
amplifications. The findings of this research highlighted sgRNA2 as the most suitable option for
plasmid vector construction. Furthermore, it was identified that the JM109 strain exhibited the
highest transformation efficiency among the strains evaluated. The analyses in this study lay
the groundwork for future studies related to plasmid transfer in Agrobacterium, as a preliminary
step for gene insertion in plants. Collectively, this research contributes to the development of

genetic improvement strategies to address fusariosis resistance in Musa acuminata plants.

Keywords: Gene editing, Crispr cas9, Promoter, Modular cloning, Transformation

efficiency.
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Capitulo I: Introduccion

Formulacion del problema

Fusarium oxysporum forma especial cubense raza 4 tropical (FOCR4T) es un
fitopatdbgeno que representa una grave amenaza para diversos cultivos, incluyendo el banano y
otras especies vegetales de gran importancia econdémica y alimentaria. La infeccion por
FocRA4T puede causar pérdidas significativas en la produccion y calidad de los cultivos,

impactando negativamente la seguridad alimentaria y la economia agricola (Pifieiro, 2019).

Ante la falta de métodos efectivos para el control de FocR4, se han explorado diferentes
estrategias de mejoramiento genético, incluyendo las técnicas de edicion genética, como
CRISPR/Cas9. No obstante, se requiere una evaluacién exhaustiva para determinar su eficacia

en mejorar la resistencia de los cultivos a la infeccion por FocR4.

El objetivo de esta investigacion es disefiar un ARN guia complementario a una region
promotora de un gen de resistencia a FOcR4T para escalarlo a células y en un futuro a la
planta de banano, por lo que podria tener un impacto significativo en la sostenibilidad y

productividad de la agricultura a nivel local y global.

Justificacion del problema

El banano es considerado uno de los alimentos mas importantes para la seguridad
alimentaria mundial (Petsakos et al., 2019), la variedad mas comercializada es la de tipo
Cavendish, con una relacion del 47% de la produccién mundial y un PIB Agricola del 35% para
Ecuador, llegandose a posicionar como el segundo producto de mayor exportacién (Leén et al.,

2022).

Cavendish surgié como un monocultivo resistente a la raza 1 de Fusarium oxysporum
forma especial cubense (FocR1), reemplazando al cultivar Gros Michel (Figueroa, 2020). Sin

embargo, la aparicion del fitopatbgeno FocR4T supone una nueva amenaza para la industria
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bananera, ya que esta enfermedad carece de un tratamiento efectivo para su control (Palma,
2021). Su capacidad saprofita le permite sobrevivir en materia organica en descomposicion y
su propiedad endofita le ayuda a camuflarse en las raices de otras especies para permanecer
ahi como cuerpos de resistencia o clamidosporas durante 30 afios en forma no patogénica,

representando un riesgo de infeccion y dispersion para los clones (Sotomayor, 2012).

A pesar del monitoreo continuo de prevencion fito y zoosanitaria, la aparicion tardia de
la sintomatologia por parte de FocRA4T dificulta su deteccion, especialmente en los agricultores
gue carecen de las equipamiento especializado o limitaciones al acceso de laboratorios para
reconocerlo con precision (Khiyami et al., 2014). Ante este planteamiento, el mejoramiento
genético emerge como una alternativa viable para desarrollar variedades resistentes/tolerantes
a FocR4T. La aplicacion de técnicas de edicion genética, como CRISPR, podria garantizar una
regulacion precisa de la expresion de genes de resistencia en la planta debido a su alta

especificidad (Pickar & Gersbach, 2019).

Objetivos
Objetivo general
Construir un vector plasmidico para la edicion genética del promotor del gen RIN4

asociado a la resistencia de fusariosis en banano.

Objetivos especificos
Disefiar un ARN guia dirigido a los promotores putativos del gen RIN4 de banano,
mediante la identificacion de 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 monocotiledéneas utilizando clonacién modular (MoClo), basada

en el método Golden Gate (GG).
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Transformar quimicamente las cepas Top10, DH5a y JM109 de Escherichia coli con el
plasmido ensamblado.
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.
HO: Las eficiencias de transformacién en las tres cepas evaluadas son similares.

H1: Las eficiencias de transformacion en las tres cepas evaluadas no son similares.
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Capitulo Il: Marco tedrico

Fusarium

Fusarium es un género de hongos oportunistas que cuenta con mas de 100 especies
(Tapia & Amaro, 2014). Algunas de ellas con la capacidad de producir micotoxinas como
tricotecenos y fumonisinas, mismas que generan impacto directo en la salud humana y

produccién animal (Magdama, 2019).

En el campo de la fitopatologia, Fusarium oxysporum es una de las 10 especies de
mayor relevancia econémica y de trascendencia histérica en impacto agricola, capaz de
infectar a 58 especies de plantas susceptibles (Magdama, 2019). En especifico, Fusarium
oxysporum f.sp. cubense (Foc) es capaz de causar enfermedad exclusivamente en banano

(Figueroa, 2020).

Los sintomas comunes que genera este patdgeno son marchitamiento vascular y
pudricion (Bermudez, 2014). El mecanismo de entrada empieza con la penetracion del
patégeno en las raices del huésped hasta alcanzar los vasos del xilema del pseudotallo, donde
coloniza hacia arriba reflejando obstruccién de haces vasculares, amarillamiento y
marchitamiento progresivos de los tejidos de la planta, mismos que evolucionan en manchas
necroticas de color marrén a negro hasta llegar al punto de la pudricién; el avance de la
enfermedad es de hojas mas viejas a hojas mas jovenes (Magdama, 2019) (Edel & Lecomte,

2019).

La dispersion principal de Foc ocurre por siembra de plantulas no certificadas,
contaminacién cruzada con zapatos, llantas de carro, agua de riego y maquinaria agricola

(Sotomayor, 2012).
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Fusarium oxysporum f.sp. cubense raza 4 (FocR4T)

La raza 4 se subdivide en 2 subtipos: Subtropical (STR4) y Tropical (R4T). En el primer
caso, STR4 puede inducir enfermedades en areas subtropicales bajo la coincidencia de la
presencia del patdgeno y condiciones de estrés, como sequias y temperaturas bajas. Por otro
lado, R4T es capaz de provocar enfermedades sin requerir factores de predisposicion

(Bermudez, 2014).

La importancia economica de FocRA4T radica en que afecta alrededor del 80% de todas
las variedades de banano en el mundo (Buddenhagen, 2007). A pesar de las medidas de
vigilancia fitosanitaria, esta raza se ha diseminado en numerosos paises, incluyendo Indonesia,
Taiwan, Malasia, Filipinas, China, Australia, Omén, Jordania, Mozambique, India, Vietnam,
Pakistan, Libano, Israel, Myanmar, Peru, Colombia y Venezuela, lo que representa una

amenaza para la posible infeccion en Ecuador (Magdama, 2019).

Estrategias para el combate de FocR4T

El combate actual de FOcR4T se efectla en fase de prevencién y fase de erradicacion-
confinamiento. En fase preventiva se recurre a un manejo integrado de factores como siembra
certificada libre de patégenos, biofortalecimiento y la aplicacién de herramientas
biotecnolégicas como las mencionadas en la Tabla 1. En esta Ultima se incluye la resistencia
varietal, inductores de resistencia en el hospedero y el desarrollo de cultivares tolerantes por
herramientas biotecnoldgicas (Dita et al., 2010). Durante la etapa de erradicacion-
confinamiento, se emplea la eliminacion de las plantas afectadas y la incineracion de sus

restos utilizando benzimidazol y glifosato (Rodriguez et al., 2013).

Herramientas biotecnoldgicas en el desarrollo de cultivares tolerantes a FocR4T
La identificacion de marcadores tipo SCAR y QTLs en el genoma de musa, el

reconocimiento de genes recesivos y dominantes que intervienen en la resistencia, vias y



mecanismos de defensa contra Foc constituyen una gran estrategia en programas de

mejoramiento por seleccion (Swarupa et al., 2014).

Tabla 1

Herramientas en el desarrollo de cultivares tolerantes a FocR4T
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Herramientas Descripcion

Hibridacion de bananos Se apoya en el entrecruzamiento de dos
variedades o especies con caracteres de
interés para generar descendencia con los
genes de los parentales.
Variacion somaclonal Genera cambios heredables en los
caracteres agronémicos empleando técnicas
de cultivo de tejidos (Hwang & Ko, 2004).
Mutagénesis Intervine en el tratamiento de &pices
meristematicos con mutagenos quimicos,
radiacion ionizante, UV y agentes
intercalantes para generar mutantes estables
(Chen et al., 2013).
Transgénesis Emplea el mecanismo de insertar y expresar
un gen de resistencia al hospedero mediante
Agrobacterium tumefaciens (Swarupa et al.,
2014).
RNA de interferencia Utiliza diferentes tipos de dsRNAs contra
esporas de Foc para inhibir su proliferacion

(Mumbanza et al., 2013).
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Herramientas Descripcion

Cisgénesis El hospedero recepta genes de resistencia R
de la misma especie 0 su pariente mas
cercano por transferencia genética de

entrecruzamiento (Swarupa et al., 2014).

Nota. Esta tabla muestra las estrategias empleadas para el desarrollo de cultivares resistentes

a Foc, sin asegurar una alta efectividad. Adaptado de (Bermudez, |) 2014.

Edicién genética en plantas

La obtencién de cultivares mejorados ha recorrido diversos métodos de edicién, entre
los que se encuentran las nucleasas de actividad similar al activador de transcripciéon
(TALENS), las nucleasas de dos de ZINC (ZFN) y las repeticiones palindromicas cortas
agrupadas y regularmente interespaciadas (CRISPR), siendo esta ultima la de mayor
eficiencia. Su mecanismo de intervencién se basa en la ruptura de las dos hebras de ADN con
su posterior reparacion, momento en el cual se produce la edicién genética deseada (Pifieiro,

2019).

Sistema CRISPR-Cas9

La primera deteccion del sistema CRISPR-Cas9 ocurrié en Streptococcus pyogenes,
donde se reveld como un mecanismo de proteccion contra la invasion de bacteriéfagos. Este
sistema se fundamenta en el reconocimiento y corte preciso de una region de interés mediante

el uso de un ARN guia y una nucleasa Cas9, respectivamente (Chavez, 2018).

El sistema CRISPR-Cas9 consta de tres etapas fundamentales: adaptacion, expresion
e interferencia. En la primera fase, el ADN foraneo, resultado de una infeccién viral o
transformacion, ingresa a la bacteria y es reconocido y cortado en fragmentos de diferentes
tamafios. Estos fragmentos son incorporados aleatoriamente en los segmentos interespaciados

de las repeticiones palindrémicas del locus CRISPR. En la siguiente etapa, se producen los
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ARN CRISPR (crARN) a partir de los fragmentos previamente incorporados. Estos crARN
tienen la caracteristica de contener el motivo protoespaciador adyacente (PAM), que sera
complementario al sitio del ADN foraneo. A su vez, el crARN se hibrida con el crARN
transactivador (tracrARN) para formar el ARN guia (SgJARN). En la tercera fase, el SQARN se
une a Cas9 para formar un complejo que dirigira el corte en el ADN diana durante futuras

infecciones (Concepcion, 2018).

Una vez realizado el corte de la doble hebra (DSB) en la secuencia, el sistema de
reparacion celular asume la responsabilidad de generar la alteracién genémica. En la
reparacion del ADN, se presentan dos enfoques distintos: la via de la unién de extremos no
homologos (NHEJ) y la via de reparacion a través de la homologia directa (HDR). En el caso
del NHEJ, se lleva a cabo la ligacion de los dos fragmentos de ADN bicatenario resultantes del
DSB, lo que puede generar inserciones o deleciones que podrian conllevar a knockouts de
genes (Ran et al., 2013). Por otro lado, la HDR se caracteriza por generar mutaciones
deseadas al activarse Unicamente en presencia de una secuencia molde exégena a insertar,

consolidandose como un mecanismo de reparacién preciso (Cong & Zhang, 2015).

Elementos del sistema CRISPR-Cas9

El sistema de interferencia CRISPR/Cas de clase Il requiere Unicamente tres
componentes: la nucleasa Cas9, el crARN y el tracrARN. Alternativamente, se puede
reemplazar la fusion del crARN con el tracrARN por un ARN de guia (Jinek et al., 2012). Un
SgARN es una secuencia de aproximadamente 20 pb que se hibrida por complementariedad al

ADN de interés.

La Cas9 es una enzima endonucleasa compuesta por 1368 aminoacidos que actla
como "tijeras moleculares". Cuenta con dos dominios, HNH y RuvC, responsables de realizar

los dos cortes romos en la doble cadena de ADN, tres pares de bases arriba del extremo 3' del
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PAM. ElI PAM se caracteriza por contener la secuencia 5'-NGG-3'y es un elemento clave en la

especificidad de union del complejo sgRNA-Cas9 al ADN objetivo (Concepcion, 2018).

Figura 1

Esquema del sistema CRISPR-Cas9
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Nota. La enzima nucleasa Cas9 (representada en gris) se dirige hacia la secuencia objetivo

mediante la guia proporcionada por el sgRNA (sefialada en rojo). La secuencia protoespaciadora

(marcada en barra roja) se une a la secuencia objetivo ubicada aguas arriba del sitio PAM. De

esta manera, Cas9 provoca una ruptura en la doble cadena en el lugar de corte, situado de 3 a

5 pares de bases antes de PAM. El dominio RuvC provoca el corte en la hebra no homéloga,

mientras que HNH fragmenta la hebra que es complementaria al SgRNA. Nétese que la

secuencia PAM se encuentra en la regién complementaria de la hebra opuesta a la que se une

el sgRNA. Tomado de CRISPR-Cas, el editor de genes, (p.37-42), por Ibafiez et al., 2021, Hosp.

Ital. B. Aires.
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Disefio de sgRNA

Uno de los mayores desafios al trabajar con el sistema CRISPR-Cas es evitar cortes
aleatorios en el genoma durante la edicion. Para lograrlo, ademés de considerar la secuencia
PAM mencionada anteriormente, el disefio del ARN guia debe tener en cuenta los siguientes
parametros: (a) el gen objetivo, (b) la variante de la Cas9 a utilizar, (c) el promotor del ARN
guiay (d) la estrategia de clonacion. Se recomienda que los ARN guias se encuentren en una
ventana de -400 a -50 pb aguas arriba del sitio de inicio de transcripcion (TSS) (Gilbert et al.,

2014).

La eficiencia del ARN guia y los efectos fuera del objetivo también dependen del
contenido de GC, longitud, estructura secundaria y los nucleétidos que conforman su
secuencia (Mohammadhassan et al., 2022). A continuacién, se mencionaran algunas

implicaciones importantes a tener en cuenta.
Evitar la secuencia AG en 5" por los errores asociados a la polimerasa T7.

Evitar la repeticién de bases: AAAAA, CCCCC, GGGGG, UUUUU por la actividad mas

baja de CRISPR o actividad asociada a terminadores.

Un elevado valor de adeninas en las posiciones 9-16 aumenta la afinidad Cas9 - ARN

guia, mientras que un mayor nimero de citocinas o guaninas disminuye su funcionalidad.

Evitar GCC o repeticion de timinas (TT) en 3" por disminucion de eficiencia de corte.

Posiciones 19 y 20 preferible Guanidina o Adenina.

Posiciones 16 y 18 preferiblemente Citosina (Brandoli et al., 2019)

Un porcentaje de islas CpG de 40% a 60% influye en una mejor actividad de Cas9.

Algunos programas bioinformaticos empleados en el disefio de RNA guias de material

vegetal son: CRISPOR, CRISPR-P, CRISPR-GE, SnapGene y Benchling, (Mohr et al., 2016).
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Ensamblaje Golden Gate

Los avances en ingenieria genética han impulsado la busqueda de métodos més
eficientes para la construccion de constructos de ADN recombinante. En este contexto, el
ensamblaje Golden Gate ha surgido como una de las mejores alternativas para la clonacion. Si
bien ya existen métodos de ensamblaje, muchos de ellos estan condicionados por multiples
factores, por ejemplo, el ensamblaje por Biobricks esta limitado por la cantidad de fragmentos
gue se pueden ensamblar en un solo paso y el costo asociado a cada reaccion de clonacion

(Sleight & Sauro, 2013).

Un método eficaz para ensamblar simultaneamente multiples fragmentos en una sola
pieza y reaccion es el método de clonacién Golden Gate (Iverson et al., 2016). Este sistema no
deja cicatrices puesto que se basa en enzimas de restriccion 1IS que escinden el ADN de doble
cadena fuera de sus sitios de reconocimiento, dejando asi un voladizo monocatenario corto
gue sera complementario a la(s) secuencia(s) de interés. Otro de los elementos que requieren
son de ADN ligasas T4, un vector de destino e inserto(s) de ADN; estos dos Ultimos deben
contener sitios de restriccion 1S compatibles para que pueda ocurrir el ensamblaje (Andreou &

Nakayama, 2018).

Con la finalidad de aumentar la eficiencia de construir plasmidos se ha acoplado a
Golden Gate el sistema de clonacion modular (MoClo) como lo indica la Figura 2, basado en

vectores prefabricados y estrategias de ensamblaje predefinidos (Werner et al., 2012).

Figura 2

Esquema de un ensamblaje MoClo
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Nota. El Kit de plasmidos prefabricados de nivel 0 contiene partes como: promotores (P),
regiones 5' no traducidas (U), péptidos sefial (SP), secuencias codificantes (CDS) y terminadores
(T). Tales modulos bésicos se ensamblan para formar unidades de transcripcidén en reacciones
de un solo paso. Posteriormente, en un segundo paso de clonacién, las unidades anteriormente
formadas se ensamblan en un médulo mayor. Tomado de A Modular Cloning System for
Standardized Assembly of Multigene Constructs (p.18), por Weber et al., 2011, Plos One.

Los vectores prefabricados contienen insertos que se pueden ensamblar a un vector de
clonacion mas grande, de manera que por cada mddulo o nivel la construccién plasmidica de
partes que contenga sera distinta. Bajo ese enfoque, en un nivel cero se pueden incorporar
varias partes para formar una unidad transcripcional, misma que puede clonarse en un modulo
nivel uno que contenga mas elementos y asi jerarquicamente hasta formar construcciones

multigénicas (Werner et al., 2012).

Transformacién
La transformacion es el proceso de introducir ADN foraneo libre o en forma plasmidica
a una célula competente, para lo cual debe cumplir con permeabilidad membranal. Tal estado

fisiologico se lo obtiene por mecanismos fisicos o quimicos encargados de producir microporos
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para su insercion (Froger & Hall, 2007). Una transformacion eficiente se evalla empleando

marcadores de seleccion y se verifica con PCR (Hasegawa et al., 2018).

El mecanismo principal utilizado para la entrega del cassette con el gen de interés a la
planta es a través de la infeccion mediada por Agrobacterium tumefaciens como vector, y en
algunos casos, se puede emplear la biobalistica como otro mecanismo alternativo. El proceso
de infeccidon se basa en los genes vir presentes en el plasmido de Agrobacterium, los cuales se
encargan de cortar y transferir el ADN de transferencia que contiene la secuencia de interés al

genoma de la célula vegetal, facilitando asi su integracién (Valderrama, 2005).

RIN4

El gen RIN4, también conocido como proteina 4 que interactia con RPM1, ha sido
ampliamente investigado en diversas especies debido a su relevante papel durante ataques de
enfermedades (Chisholm et al., 2006). En el caso particular de Arabidopsis thaliana, se ha
observado que la hiperfosforilacion de RIN4 por moléculas efectoras como AvrB y AvrRpm1
desencadena una respuesta de resistencia, facilitando la acumulacion de RPM1 en la
membrana celular. Por otro lado, la eliminacion de RIN4 en el genoma activa una via
alternativa de resistencia a enfermedades mediada por RPS2 (Bai et al., 2013). Estos
resultados resaltan la relevancia del gen RIN4 en las reacciones de defensa de las plantas

frente a agresiones patégenas.

Con base en andlisis de mineria de datos y RNA seq, se ha sugerido que RIN4 es un
gen asociado a la resistencia a Fusarium oxysporum presente en el genoma del banano (Musa
sp.) (Ledn Alcivar, 2022) (W. Li et al., 2020). Ademas, investigaciones de transcriptomica
evidencian que RIN4 esta involucrado en la sintesis de proteinas que desempefian un papel en
la interaccion entre la planta y el patdgeno. Se ha observado que la sobreexpresion del
complejo RIN4/RPM1 en los cultivares de banano Cavendish, bajo la induccion de FOcRA4T,

difiere en comparacion con el banano de tipo silvestre susceptible a FOcRAT (Li et al., 2012).
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Capitulo lll: Materiales y métodos
Zona de estudio
El presente proyecto de titulacion se llevd a cabo en el laboratorio de microbiologia de
la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, situado en el canton Rumifiahui de la ciudad de
Quito, en la provincia de Pichincha. El proyecto tuvo una duracion de 6 meses, desde su

planteamiento en abril de 2023 hasta su presentacién en septiembre de 2023.

Reconocimiento del gen RIN4 en el genoma Musa acuminata

La basqueda del gen RIN4 en el genoma de Musa acuminata comenzoé con la
identificacion del codigo RIN4 (Ma03_g12680) en la base de datos "Ensembl Plants"
(https://plants.ensembl.org/index.html), tal como se describe en la tesis titulada "Aplicacién de
la mineria genémica en banano para la busqueda de genes de resistencia a Fusarium
oxysporum". Una vez obtenido el cédigo, se seleccioné la opcion GEN ID y se exportaron los
datos en formato FASTA. A continuacién, se generaron varios resultados de la secuencia de
interés, y se registré Unicamente el formato CDS: protein_coding, que corresponde a la

secuencia codificante del gen RIN4 en Musa acuminata.

El reconocimiento del gen RIN4 en la base de datos NCBI (Centro Nacional para la
Informacion Biotecnoldgica) se llevo a cabo mediante un analisis BLAST en el programa
bioinformatico "blastn” (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) con la configuracion del

organismo Musa acuminata (taxid:4641) (Tabla 14).

A continuacion, se procedid a colocar el cédigo de accesion de la secuencia
seleccionada (LOC103978139) en la opcién "graphics" del cromosoma 3 del genoma de Musa
para obtener su localizacion precisa (9578067-9579461) y asi comprobar la correspondencia

del CDS anotado previamente con la secuencia del gen RIN4 indicada por NCBI.



30

Busqueda de promotores putativas para el gen RIN4

Se realizaron busquedas de promotores a diferentes distancias del gen localizado,
especificamente 500, 1500 y hasta 2500 pares de bases (pb) aguas arriba como se indica en la
Tabla 2. Las secuencias antecesoras obtenidas fueron sometidas a analisis en programas
especializados para la identificacion de regiones promotoras, tales como NNPP
(https:/iwww.fruitfly.org/seq_tools/nnppHelp.html), TSSP
(http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=cnnprom&group=programs&subgroup=deeplearn)
y New Place (www.dna.affrc.go.jp/PLACE/?action=newplace). Estos programas consideraron
diferentes pardmetros, como la proximidad a la secuencia codificante, el contenido de Guanina-

Citocina (GC) y la presencia de cajas TATA y CAAT.

Ademas, se llevd a cabo un analisis de la presencia de marcos abiertos de lectura
(open Reading frames — ORF) entre la region 3' del promotor putativo y el gen RIN4, utilizando
la herramienta ORF Finder de NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder). Esta evaluacion permitio
determinar si existen regiones codificantes adicionales que puedan estar involucradas en la

regulacion del gen RIN4 y su expresion en respuesta al ataque de Fusarium oxysporum.

Tabla 2

Biblioteca de posibles promotores para el gen RIN4

Secuencia promotora Programa %GC Posicién
aguas arriba
(limite

superior)

AACTGACTTGTATATATGATTAGGA- NNPP 36 300 pb
ACATCTGACTCTTTCTTGATCGCGT

CCTTAGATGCCATTATAACCCACGA-  New Place (NP) 36 500 pb
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Secuencia promotora Programa %GC Posicion

aguas arriba

(limite
superior)
AACTACATGAAATTATCGAACTATG
CTTGTATATATGATTAGGAACATCT- NNPP y NP 40 495 pb
GACTCTTTCTTGATCGCGTATGGGC
AATACTGGTATTTAAAATTAGACTT- TSPP y NNPP 28 1300 pb
GATGTTGGTAGATTCAAATGTAGGT
GTGGTATACATGATAATGCCCAACA- New Place 38,8 2450 pb
GCAATTTGCCAATCTACAAGTGGAA
GGTCTCAAATCTTCATATAATTCTT- New Place 32 2350 pb

CCAGATTTTTCTTGTTCTCTCTTAC

Nota. Los valores de Guanina-Citocina (CG) estan indicados en porcentaje.

Disefio de RNA guias

Las regiones promotoras que cumplieron con los filtros mencionados anteriormente se
sometieron al disefio de RNA guias utilizando las plataformas de Crispor
(http:/icrispor.tefor.net/), Benchling (https://www.benchling.com/) y GeniusPrime. La Tabla 3
indica un resumen de los criterios considerados para seleccionar los ARN guia, mismos que
fueron: contenido de GC, numero de off targets, eficacia-eficiencia y una longitud de 23 pb. De
los resultados obtenidos, se eligieron dos opciones prometedoras. Ademas, para asegurar una
posterior ligacién de extremos pegajosos, se afiadieron los nucleétidos TGCA y AAAC en las

secuencias forward y reverse, respectivamente.

Tabla 3

Biblioteca de RNA guias disefiados para promotores putativos de RIN4



N° ARN guia PAM Caracteristicas

sgRNA1 Forward: TGG Off target: 13
TGCA TTATAACCCACGAAACTACA CG: 35%
Reverse:

AAAC TGTAGTTTCGTGGGTTATAA

sgRNA2 Forward: AGG Off target: 7
TGCA TAGATGCCATTATAACCCAC CG: 40%
Reverse:

AAAC GTGGGTTATAATGGCATCTA

sgRNA3 Forward: GGG Off target: 7
TGCA ACTCTTTCTTGATCGCGTAT GC:40%
Reverse:

AAAC ATACGCGATCAAGAAAGAGT

SgRNA4 Forward: TGG Off target: 12
TGCA GACTCTTTCTTGATCGCGTA CG: 45%
Reverse:

AAAC TACGCGATCAAGAAAGAGTC

Nota. Los sgRNA 1y 2 provienen del promotor 2, mientras los sgRNA 3 y 4 se disefiaron en

base al promotor 3.

Alineacion de oligos in vitro
Previo a la hibridacion de los oligos, se llevo a cabo la reconstitucion de los primers
forward (F) y reverse (R) correspondientes al ARN guia. Para esto, se siguio el protocolo

recomendado por el fabricante Macrogen.

El procedimiento inicié con la centrifugacion de los tubos que contenian los primers

liofilizados a 13000 rpm durante 15 segundos. Luego, se afiadieron 250 pL de agua pura de
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grado molecular libre de nucleasas a cada tubo y se procedié a vortearlos durante 15 segundos
a 2500 rpm. Finalmente, los primers se centrifugaron nuevamente a 13000 rpm durante 15

segundos para obtener una concentracién madre de 100 pmol/uL, equivalente a 100 uM.

Con el proposito de validar la adecuada manipulacion de los cebadores, se llevé a cabo
una electroforesis en un gel de agarosa al 2,5% utilizando Buffer TAE 1X. Esta técnica permitio
visualizar la calidad y pureza de los primers, asegurando su adecuado estado para su posterior

utilizacion en el proceso experimental.

Se llevé a cabo la hibridacién de los primers forward y reverse correspondientes al ARN
guia, siguiendo una adaptacion del protocolo 45 de la compafiia Thermo Scientific. Los
oligonucledétidos complementarios se mezclaron equimolarmente en un tubo de 0,6 pL y se
diluyeron con tampon Tris (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, NaCl 50 mM, pH: 8), segun los

volimenes detallados en la Tabla 4.

Posteriormente, la reacciéon fue incubada en un termociclador a 95°C durante 5 minutos
y luego se dejo enfriar a temperatura ambiente durante 45 minutos para permitir el annealing.
Para visualizar el producto de hibridacion, se utilizé un gel de agarosa al 2,5 % con SYBR™
Safe, TAE 1X y un marcador de 100 pb, con condiciones de electroforesis de 60V y 30

miliamperios durante 30 minutos. El resultado fue observado en un transiluminador UV.

Tabla 4
Reaccion de hibridacién de oligonucleétidos
Reactivo Volumen
Forward oligo 5puL
Reverse oligo 5uL
Tampon Tris 90 pL
Volumen total 100 L

Nota. La concentracién final de oligos fue de 10 uM.
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Construccidn in silico mediante la metodologia Golden Gate (GG) utilizando el sistema
modular de clonacién (MoClo)

El ensamblaje in sillico se llevd a cabo utilizando dos kit comerciales de Addgene:
MoClo CRISPR/Cas Toolkit for Plants (kit #2000000159) y MoClo Toolkit (kit #2000000044 ).
Para este proceso, se utilizé el programa bioinformatico SnapGene, que permitio ensamblar las

partes de los 3 constructos, también conocidos como niveles.

En primer lugar, antes de la constitucion del nivel 0 (LO), se realiz6 el ensamblaje de los
oligos forward y reverse correspondientes al ARN guia mediante la herramienta “Align oligos"
(Figura 3). Luego, se procedi6 a la digestion del backbone pFH113 utilizando la enzima Bbsl, y

se ligd con los extremos cohesivos del oligo previamente hibridado.
Figura 3

Hibridacion de oligos

Nota. La regién de azul corresponde al sgRNA2 alineado. Los nucleétidos salientes de las

direcciones 3’ y 5’ corresponden a las bases afiadidas para el ensamblaje Golden Gate LO.

En cuanto al nivel 1 (L1), también se empled la herramienta "Golden Gate Assembly”
para ensamblar multiples fragmentos a la vez. Los plasmidos con las partes de interés fueron
digeridos con Bsal y se ensamblaron en el siguiente orden: primera, segunda y tercera
posicién, correspondientes a los plasmidos pICH47751 como backbone, pFH31 como promotor

TAU Pol lll, el plasmido ensamblado del nivel 0 y pAK-EI_01 como end-linker.
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En la construccion del nivel 2 (L2), se emple6 Bbsl como enzima de restriccion. El
orden de las partes ensambladas fue: pAGM4723 como backbone, pFH114 como marcador de
seleccién en la planta, pFH23 como SpCas9, plasmido ensamblado del nivel 1y pICH41766

como terminador en la ultima posicion.

Cultivo de Bacterias Portadoras de Plasmidos en Placas Petri

Se prepararon cajas de cultivo con medio LB-Agar y el antibiético adecuado para cada
plasmido de interés, segun lo detallado en la Tabla 5. Los plasmidos contenidos en los pocillos
de las placas de los Kits fueron inoculados y se incubaron durante 24 horas. Luego, se
seleccionaron las colonias blancas para realizar siembra por duplicado en medio LB-Agar +

Antibiético + XGAL + IPTG, y se dejaron incubar a 37°C durante toda la noche.

A continuacion, se tomaron de 3 a 5 colonias azules de cada caja utilizando palillos
estériles y se sembraron en tubos de 2 mL que contenian 1,5 mL de caldo LB + el antibiético
correspondiente, permitiendo su crecimiento durante 24 horas. Una vez que se observo una
ligera turbidez en los tubos, se procedié a transferir 50 L de cada cultivo a matraces que
contenian caldo LB + el antibi6tico correspondiente. Para asegurar la conservacion de los
volimenes sobrantes en los tubos, se afadio 1 mL de glicerol al 50% para alcanzar una

concentracion final del 25%.

Tabla 5

Biblioteca de plasmidos empleados para las construcciones de los niveles LO, L1y L2

Plasmido Resistencia Peso (pb) Procedencia del Kit Pocillo
pHF113 Kanamicina 2553 Crispr E4
pFH31 Estreptomicina 2593 Crispr B11

pAK-EL-01 Kanamicina 2590 Crispr Cl1

pFH114 Ampicilina 7198 Crispr H7
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Plasmido Resistencia Peso (pb) Procedencia del Kit Pocillo
pFH23 Ampicilina 10838 Crispr G2
pICH 47751 Ampicilina 4968 Moclo D3
pAGMA4723 Kanamicina 12773 Moclo A5
pICH 41766 Estreptomicina 3318 Moclo D5

Nota. Todos los plasmidos utilizados para los ensamblajes tienen un alto nimero de copias.

Extraccion de ADN plasmidico

Se realizé la extraccion de los 8 ADN plasmidicos mencionados en la Tabla 5, partiendo
de los cultivos liquidos. Para este propésito, se evaluaron dos métodos de extraccion de
plasmidos: el protocolo del kit Miniprep PureLink™ HiPure Plasmid DNA Purification de
Invitrogen y el protocolo casero de extraccion alcalina propuesto por el curso de biologia
sintética de iIGEM Ecuador (2022) y modificado a partir de (Alamo & Barea, 2018), el cual se
estandariz6 segun las condiciones de laboratorio. Luego de evaluar los resultados obtenidos,

se decidid utilizar el protocolo casero de extraccion alcalina para las etapas siguientes.

Método: Miniprep PureLink™ HiPure Plasmid DNA Purification

Se centrifugd a 14000 x g por 10 minutos a 1,5 mL de cultivo liquido procedente de una
incubacién de 16 horas realizada con anterioridad y se descartd el sobrenadante, este paso fue
realizado hasta obtener la cantidad de pellet suficiente. Luego, se resuspendid el pellet
formado con 0.4 mL de solucion de resuspension R3 (50 mM Tris-HCL, 10 mM EDTA)
suplementado con RNasa (20 mg/mL en 10 mM acetato de sodio con pH 5.2) hasta
homogenizar. Posteriormente, se afadié 0.4 mL de buffer de lisis L7 (1% (w/v) SDS, 0.2 M
NaOH) e invirtié el tubo cinco veces, incubandose a temperatura ambiente durante 2.5 minutos.
Inmediatamente se incorporé 0.4 mL de buffer de precipitacion N3 (3.1 M acetato de potasio
con pH 5.5) hasta homogenizar, en seguida se centrifugé a 12,000 x g por 10 minutos a

temperatura ambiente. También se preparé tubos con columnas para afiadir 2 mL de buffer de
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equilibrio EQ1 (0.1 M acetato de sodio con pH 5, 0.15% (v/v) Triton® X, NaCl a 0.6 M) hasta
gue exista precipitado. Luego se afiadio el sobrenadante producto de la centrifugacion y, una
vez filtrado por la columna, se colocé 2.5 mL de buffer de lavado W8 (0.1M acetato de sodio
con pH 5, 825 mM NacCl), este paso se repitidé dos veces en total. Posteriormente, se situd la
columna en un tubo estéril y se le afiadié 1 mL de buffer de elucion E4 (100 mM Tris-HCI con
pH 8.5, 1.25 M NacCl), permitiendo el paso del liquido hacia el tubo recolector. Gracias al ultimo

paso se pudo purificar el ADN plasmidico.

De inmediato, se coloc6 0.63 mL de alcohol isopropilico y se centrifugd a 4°C durante 1
hora a 12000 x g. Después de observar la formacién del sedimento, se desecho el
sobrenadante y se incorpor6 1 mL de etanol al 70%. Seguidamente, se centrifugd a 12000 x g
por 5 minutos a 4°C y se descart6 el sobrenadante. Finalmente, se usé una cabina de flujo
laminar para secar el pellet del tubo, mismo que fue resuspendido en un volumen de 50 uL de

agua exenta de nucleasas. Para conservar la extraccion, la muestra se almacené a -20°C.

Método: Extraccion casera

En el método de extraccion alcalina, se dejé incubando un cultivo liquido bacteriano
durante 16 horas previo a realizar una centrifugacién de 1,5 mL durante 10 minutos a 6000 rpm
para posteriormente eliminar el sobrenadante, observando que exista pellet, este paso se
repitié de 2 a 3 veces segun la cantidad de pellet requerida. Posteriormente, se resuspendio el
pellet en 250 L de solucion fria | (25 mM de Tris-HCI con pH 8.0, 50 mM de glucosa, 10 mM
de EDTA con pH 8.0), se ejecutd un vortex por 15 segundos y por 2 minutos se incubé a
temperatura ambiente. Luego, se afiadié 250 pL de solucion de lisis Il (SDS al 1% (w/v) y 0.2
N de NaOH), realizando 5 ciclos de homogenizacion por inversion y se incubé a -20°C por 3
minutos. Seguido, se afiadieron 300 pL de solucién lll fria (5M de acetato de potasio, 1.115 mL
de acido acético glacial, 2.85 mL de agua), homogenizando por inversion hasta 7 ocasiones, la

muestra fue colocada en una incubadora a -20°C durante 10 minutos antes de proceder a una
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centrifugacion de 15 minutos a 13000 rpm. Un volumen de 400 uL obtenidos del anterior paso
fue colocado en tubos nuevos, sin considerar el pellet en la toma de la muestra, luego se
afadieron 800 pL de alcohol absoluto, homogenizando por inversién 5 veces. Los tubos se
incubaron en una refrigeradora con temperatura cercana a -20°C durante 20 minutos y
posteriormente se centrifugaron a 13000 rpm durante 10 minutos. Luego se desechd el
sobrenadante y se adicion6 un volumen de 1 mL de etanol ( al 70%), homogenizando por
inversién 10 ciclos, finalmente se descartd el sobrenadante producto de una centrifugacion a
13000 rpm por 10 minutos. Los tubos fueron secados en una cabina de flujo laminary el
precipitado se resuspendi6é en 20 pL de agua ultra pura libre de nucleasas, adicionando 1 pL
de RNAsa e incubando a temperatura ambiente durante 15 minutos. Los plasmidos extraidos

se conservaron a -20°C.

Cuantificacion y analisis de calidad de ADN

La cuantificaciéon de los plasmidos extraidos se llevé a cabo utilizando el
espectrofotémetro Thermo Scientific™ pyDrop™ y las placas yDrop Duo, que proporcionan
valores de concentracion y calidad del acido nucleico. En cada pocillo, se utilizé 2 yL de ADN y
2 pL de agua libre de nucleasas como blanco. Los resultados se evaluaron segun la

concentracién (ng/plL) y las relaciones de absorbancia A260/280 y A260/230.

Para confirmar la integridad del ADN plasmidico, se cargaron 5 pL de ADN con 1 uL de
buffer de carga Blue/Orange Loading Dye 6x de la marca Promega y un marcador 1kb DNA
Ladder de Promega, y se corrieron las muestras a 80V durante 40 minutos en la cAmara de
electroforesis Owl™ EasyCast™ B1-BP Electrophoresis Systems. Se emple6 geles de agarosa
en porcentaje dependiente del tamafio del plasmido, teflido con SYBR™ Safe DNA Gel Stain
de Invitrogen™ a una concentracién de 1 uyL/10mL en TBE a 1X. Las bandas resultantes se

visualizaron en un High Performance UV transiluminador.
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Disefio de primers para PCR de colonias

Los primers forward y reverse fueron disefiados utilizando las secuencias finales de
cada nivel de ensamblaje. La eleccion de primers se basé en asegurar que la amplificacion
abarcara las partes incorporadas en cada nuevo vector backbone, y se tuvieron en cuenta su
temperatura de melting (Tm) y porcentaje de Guanina-Citosina (GC%). La Tabla 6 indica la

secuencia de nucle6tidos correspondiente a cada primer.

Tabla 6

Primers empleados en la reaccion de PCR colony

Nivel Region que Forward Reverse

amplifica

LO Backbone + TTCGATTCCCGGCTGGTGCA AGCATAGCTCTGAAACAATC

Tm: 67.4 °C Tm: 53.1 °C
ARN guia
GC%: 60 GC%: 40

L1 Promotor + ACTCTTCCTTTTTCAATATT AAAAAAAAAAAAGCACCGAC
Tm: 47.6 °C Tm: 51.9 °C

ARN guia +
GC%: 25 GC%: 30
Terminador 1
L2 Marcador+ TGCCGAATTCGGATCCGGAG TCGGTCACATGTGCATCCTCTm:
Cas9 + L1 + Tm: 65,8 °C 62,4 °C

Terminador 2 GC%: 60 GC%: 55

Nota. La sintesis de oligonucledtidos fue realizada por la empresa Macrogen y los pardmetros en

la plataforma OligoAnalizer.



40

Construccién del nivel 0
Reaccién in vitro de digestion y ligacién para nivel 0

La construccion de LO se llevé a cabo utilizando el ensamblaje Golden Gate con los
componentes detallados en la Tabla 7. Cabe destacar que el protocolo empleado es una
adaptacion del suplemento “A modular cloning toolkit for genome editing in plants” desarrollado

por Hahn et al. (2020).

Tabla7

Reaccion de corte y ligacion para el ensamblaje del nivel LO

Componente Volumen
Plasmido backbone pFH113 1puL
ARN guia para RIN4 ensamblado (10 uM) 1uL
Mix de la enzima ligasa T4 (10x) + buffer 2.5 uL
enzimatico
BSA (1 mg/mL) 1.5puL
Mix de Enzima Bbsl-HF (New England 1uL

Biolabs) (10 U/uL) con Buffer rCutSmart 10x
Agua libre de nucleasas 8 uL

Volumen total 15 uL

Nota. La concentracion del vector backbone con la que se trabajo fue mayor a 100 ng/ pL vy,

segun indicaciones del fabricante, la relacion entre enzima Bbsl y Buffer rCutSmart es de 1:5.

Posteriormente, la reaccion fue incubada en el termociclador siguiendo las condiciones
descritas en la Tabla 8. Estos mismos parametros fueron aplicados a todos los niveles de corte

y ligacion.
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Tabla 8

Programa del termociclador para reacciones de digestion y ligacion

Temperatura Tiempo NuUmero de ciclos
37 °C 20s 1x
37 °C 3 min
50x
16 °C 4 min
50 °C 5 min 1x
80 °C 5 min 1x
16 °C Indefinido -

Nota. Se replicaron las mismas condiciones para los tres niveles de construccion plasmidica.

Preparacion de células quimicamente competentes para cepas DH5y Top10

Para la obtencién de células competentes quimicamente, se procedié a emplear el
protocolo adaptado de iIGEM (http://parts.igem.org/Help:Protocols/Competent_Cells) y
procedente de Hanahan et al. (1991). Se activaron las cepas E. coli DH5 y Top10 mediante
inoculacion de 100 uL en 50 mL de matraces con caldo LB sin antibiético para DH5 y con
Estreptomicina para Top10. Los frascos se colocaron en incubadoras a una temperatura de

37°C y se mantuvieron agitados de manera continua durante toda la noche.

Luego, se transfirieron 1000 uL del cultivo bacteriano activado a un nuevo matraz con
250 mL de medio SOB y se incub6 bajo las mismas condiciones hasta alcanzar una ODggo de
0,3. Una vez que se alcanzd la OD adecuada, se transfirieron 4 mL de cada cultivo a 2 tubos
de centrifugacion previamente enfriados y se centrifugaron a 4°C durante 10 minutos a 3000
rpm. Se descartaron los sobrenadantes y se afiadieron 16 mL de tampdn CCMB80 frio. Se
procedié a homogenizar la disolucion del pellet formado en los tubos mediante pipeteo, seguido

de una incubacion en hielo durante 20 minutos. Este proceso se repitié en una ocasion masy,
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en la etapa final, el sedimento se suspendio en 2 mL de tampon CCMB80 que previamente
habia sido enfriado utilizando hielo. Las células competentes se conservaron en alicuotas de

50 pL a -80°C.

Transformacién en cepas DH5a y Top10
Para la transformacién del médulo LO, se utilizé exclusivamente la cepa DH5a. Sin
embargo, a continuacion, se describe el protocolo de transformaciéon que se compartié con las

cepas DH5a y Top10, utilizado en el nivel L2.

El método de transformaciéon se basé en el protocolo adaptado de Hanahan et al.
(1991). Consistié en inocular 2 yL del plasmido ensamblado y extraido en 50 pL de células
competentes en tubos de centrifuga. Luego, los tubos se mantuvieron en hielo durante 30
minutos y se llevaron al equipo Thermomixer (bafio maria) a una temperatura de 42°C durante
45 segundos. Posteriormente, se volvieron a transferir los tubos a hielo durante 5 minutos y se
afadieron 950 pL de medio SOB. Como ultimo paso, se incubaron las transformaciones a 37°C

a 200 rpm durante 1 hora.

Finalmente, se pipeted 100 pL de cada transformacién en cajas Petri con medio LB-
Agar y el antibiético correspondiente al backbone de cada construcciéon. Se esparcié el liquido
con un triangulo de vidrio y se incubaron las cajas boca abajo durante 16 horas a 37°C. Tanto
para el nivel 0 como para el nivel 2, se empleé Kanamicina como antibiético a una

concentracion de 0,05 mg/mL.
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Figura 4

Protocolo de transformacion bacteriana
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Nota. Las cepas DH5a, Top10 y JM109 siguen le mismo tiempo de shock térmico e incubacion,
no asi con los tiempos de estancia en hielo, que cambian para la cepa JM109. Imagen

generada en Biorender, 2023.

Confirmacién del ensamblaje LO

La transformacion resultante se evidencio con la presencia de colonias blancas.
Posteriormente, se realiz6 la extraccién del ensamblaje LO para comparar su peso con el
tamano esperado. Para ello, las colonias transformadas se sembraron en un matraz con caldo
LB y Kanamicina, y se incubaron a 37°C durante toda la noche para alcanzar la densidad

celular deseada.

Por otro lado, utilizando el plasmido extraido, se llev6 a cabo un ensayo confirmatorio
del ensamblaje LO mediante la digestién con la enzima Bsal. Los componentes utilizados para
el corte de fragmentos en el plasmido se detallan en la Tabla 9. La reaccion de digestion se

llevé a cabo a 37°C durante 1 hora, seguido de 65°C durante 20 minutos.
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Tabla 9

Reaccion de corte enzimatico del plasmido LO ensamblado

Componente Volumen
Plasmido ensamblado LO 1L
Buffer G 2 uL
Enzima Bsal 1puL
Agua libre de nucleasas 16 pL

Nota. La reaccion se llevo a cabo en base al protocolo indicado por la enzima del fabricante

Promega.

El coctel de digestién obtenido fue analizado mediante electroforesis en un gel de
agarosa al 1,5%, previamente tefiido con SYBR™ Safe. La electroforesis se realiz6 bajo las

condiciones de 60 V durante 35 minutos.

Construccion del nivel 1
Reaccién in vitro de digestion y ligacién para nivel 1

El ensamblaje L1 fue realizado mediante la reaccién de corte y ligacién del protocolo
MoClo, que incluye los componentes mencionados a continuacion (Tabla 10). Luego, la

reaccion fue sometida al termociclador bajo las condiciones descritas en la Tabla 8.

Tabla 10

Reaccion de corte y ligacion para el ensamblaje del nivel L1

Componente Volumen
Plasmido backbone pICH47751 1uL
Plasmido LO ensamblado 1uL

Plasmido pFH31 1uL
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Componente Volumen
Plasmido pAK-E2-01 1uL
Mix de Ligasa T4 (10x) y Buffer 2.5uL
BSA (1 mg/mL) 1.5uL
Mix enzimatico Eco31-Bsal (Thermo
1L
Scientific) con su Buffer G (10X)

Agua libre de nucleasas 6 uL
Volumen final 15 uL

Nota. La concentraciéon de los plasmidos con la que se trabajo fue mayor a 100 ng/pL y, segln

indicaciones del fabricante, la relacion entre enzima Eco31-Bsal y Buffer G es de 1:2.

Transformacion de L1

La construccién obtenida se denominé "Ensamblaje L1" y se utilizé para llevar a cabo la
transformacion en la cepa E. coli DH5a mediante el siguiente procedimiento: se mezclaron 50
pL de células competentes con 2 pL de la reaccion de corte y ligacion resultante del L1 en
tubos de 2 mL. Luego, se incubd la mezcla en hielo durante 30 minutos y se sometié a un
choque térmico a 42°C durante 45 segundos; posteriormente, los tubos se transfirieron
nuevamente a hielo durante 5 minutos y se afiadieron 950 pL de medio SOB. Finalmente, se
incubaron los tubos a 37°C durante 1 hora con agitacion constante a 200 rpm. Para comprobar
visualmente la transformacion, se inoculd por duplicado 100 uL de la reaccién en cajas Petri
con medio LB-Agar y ampicilina a una concentracion final de 0,1 mg/mL, y se incubaron

durante 16 horas a 37°C.

PCR colony del ensamblaje L1
La amplificacion de las regiones incorporadas en el ensamblaje se realizé mediante
PCR de colonias con las instrucciones del fabricante del kit Dream Taq Green PCR Master Mix.

Para ello, se recogio con la punta de la micropipeta de 3 a 5 colonias de E. coli blancas que
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crecieron en medio LB y ampicilina, y se introdujo en la reaccibn mencionada en la Tabla 11.

Los primers utilizados se detallan en la Tabla 6.

Tabla 11

Master Mix para la Reaccion de PCR

Reactivo Concentracion Concentracion Volumen
madre final
Dream Taq Green 2X 1X 6,25 pL
PCR Master Mix
Primer forward 10uM 1uM 1,25 uL
Primer reverse 10uM 1uM 1,25 uL
Agua libre de - - 3,75uL
nucleasas
Volumen total 12,5uL

Nota. Los primers forward y reverse son distintos para cada nivel de construccion.

Las condiciones del programa adaptado en el termociclador se encuentran detalladas

en la Tabla 12. La temperatura de melting para el par de primers usados en el nivel L1 fue de

55,25 °C y se calcul6 con la siguiente férmula (Tm primer Forward + Tm primer Reverse)/2 -2.

Posteriormente, se visualizé el amplicon obtenido utilizando un gel de electroforesis al 1.5%,

tefiido con SYBR™ Safe, y se utiliz6 TBE 1X junto con un marcador de 1Kb. Las bandas

resultantes se observaron en un Transiluminador UV.



Tabla 12

Programa del termociclador para PCR colony
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Fase Temperatura (°C) Tiempo N° de ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 3 min 1x
Desnaturalizacion 95 30s
Hibridacion Tm 30s 35x
Extension 72 1 min
Extension final 72 5 min 1x

Nota. Tm corresponde a Iavtemperatura de melting del conjunto de primers empleados en cada

nivel de ensamblaje, se determind en base a un promedio de las temperaturas de melting de

cada primer (Forward y reverse) -2.

Siembra del plasmido L1 ensamblado en medio liquido y extraccion plasmidica

Una vez evidenciada la banda del amplicon y confirmado su peso, de acuerdo con el

disefio in silico realizado en Benchling, las colonias blancas fueron preservadas en tubos de 2

mL con caldo LB, Ampicilina y glicerol al 25%. Para la extraccion de la construccion L1, se
empled el protocolo de lisis alcalina, utilizando matraces previamente incubados durante 16
horas a 37°C con colonias blancas disueltas en LB y Ampicilina. Se procedio a realizar una

segunda confirmacion, comparando el peso del plasmido extraido con el tamafio esperado

segun el disefio in silico realizado en SnapGene.

Construccioén del nivel 2

Reaccién in vitro de digestion y Ligacion para nivel 2

La reaccion de corte y ligacion GG para L2 se realizd6 empleando las partes descritas en

la Tabla 13. Se emplearon las mismas condiciones del programa del termociclador

mencionadas anteriormente en la Tabla 8.
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Tabla 13

Reaccion de corte y ligacién para el ensamblaje del nivel L2

Componente Volumen

Vector backbone pAGM4723 1l
Plasmido pFH114 1l
Plasmido pFH23 1pl
Plasmido ensamblado en el nivel 1 1ul
Plasmido pICH41766 1l

Mix de ADN ligasa T4 (10X) y su Buffer 2.5 ul

BSA (1 mg/mL) 1.5l
Mix de Enzima Bbsl-HF (New England 1l

Biolabs) (10 U/uL) con Buffer rCutSmart (10)x
Agua libre de nucleasas 5ul
Volumen total 15 ul
Nota. La concentracion del vector backbone con la que se trabajé fue mayor a 100 ng/ pL y,

segun indicaciones del fabricante, la relacion entre enzima Bbsl y Buffer rCutSmart es de 1:5.

Luego, se realizo la transformacion del plasmido L2 ensamblado en tres variedades
competentes de E.coli: DH5a, Top10 y JM109. Consecutivamente se inoculé 100 uL de la
solucién transformada en placas Petri con medio LB-agar, IPTG (0.1M), X-Gal (20 mg/mL) y
Kanamicina (0,05 mg/mL). Las placas fueron colocadas en una incubadora a temperatura de

37 °C durante toda una noche.

Tras el crecimiento de colonias blancas, se seleccionaron colonias transformadas y se
inocularon en caldo LB con Kanamicina, manteniendo las condiciones de incubacion a 37°C. A

partir del cultivo bacteriano, se extrajo el plasmido y se realiz6 una comprobacion del ensamble
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L2 para validar su peso y compararlo con el tamafo esperado. Ademas, se realiz6 una PCR en
colonias y se utilizo electroforesis en un gel de agarosa al 1.2% para observar el amplicén. La

temperatura de melting (Tm) de los primers utilizados en el nivel 2 correspondi6 a 62,1 °C.

Protocolo de Transformacion L2 con JM109

Para transformar cepas de E. coli IM109 con el plasmido ensamblado, se siguié el
protocolo de Promega adaptado de Hanahan (1985). Inicialmente, se descongelaron las
células competentes y se mezclaron 100 pL de ellas con 2 puL de ADN plasmidico mediante
pipeteo. La combinacion se mantuvo en estado refrigerado durante 10 minutos y luego fue
sometida a un cambio térmico a 42°C durante 45 segundos mediante el uso de un
Thermomixer. Después de esto, la mezcla se enfri6 nuevamente en hielo durante 2 minutos, y
posteriormente se incorporaron 900 pL de medio SOC. Como ultimo paso, se incub6 la mezcla

a 37°C con agitacion a 200 rpm durante 60 minutos.
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Capitulo IV: Resultados

Identificacion del gen RIN4

Mediante el uso de bibliotecas gendmicas, se logré identificar con precision la ubicacion
del gen RIN4 en el cromosoma 3 de Musa acuminata, y se determind que su secuencia consta
de 1395 pares de bases, incluyendo: gen, mRNA, CDS y ncRNA. Este hallazgo resulté
fundamental para identificar la region codificante, las zonas promotoras, elementos regulatorios
y ORFs (marcos de lectura abierta), proporcionando una comprension mas completa de la

estructura y funcién potencial del gen en banano.
Figura5

Secuencia codificante del gen RIN4 en Musa acuminata

Nota. La secuencia codificante posee 681 nucle6tidos y 226 aminoacidos.

Los resultados arrojados por el programa ORF Finder configurados para considerar
como codon de inicio Unicamente al codon ATG y una longitud minima de 75 nucleétidos,
encontraron 7 ORFs, 3 de ellos en direccion 5’-3’ y 4 de ellos direccién 3°-5’ (Figura 6). Por otro
lado, al configurar para que aparezcan ORF de una longitud minima de 300 nucleétidos sélo

aparecio uno de ellos.
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Figura 6

Marcos abiertos de lectura para la secuencia codificante del gen RIN4
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Nota. Todos los ORF mostrados en la grafica estan dentro del ORF1, que abarca los 681
nucleétidos.

Blasteo del gen RIN4 en Musa acuminata

Entre los resultados obtenidos mediante el andlisis de la secuencia codificante del gen
RIN4 mediante BLAST, se eligié el genoma anticipado: Musa acuminata subsp. malaccensis
RPM1-interacting protein 4-like (LOC103978139), transcript variant X2, mRNA, basandose en
los criterios de cobertura del Query (100%), porcentaje de identidad (100%) y un E-value de 0

(Tabla 14).

Se puede encontrar la secuencia codificante con el formato Fasta:
>NC_025204.1:9578165-9578170,9578365-9578793,9578881-9579126 Musa acuminata

subsp. malaccensis chromosome 3, ASM31385v2, whole genome shotgun sequence.

Tabla 14

Resultados del blasteo del CDS del gen RIN4 en blastn

Descripcion Query E value Identidad Cdédigo de
Cover referencia-NCBI
Predicted: Musa acuminata subsp. 100 0 100 XM_009393839.2

malaccensis RPM1-interacting protein



52

Descripcion Query E value Identidad Cdédigo de

Cover referencia-NCBI

4-like (LOC103978139), transcript
variant X2, mRNA
Predicted: Musa acuminata subsp. 100 0 99,84 XM_009393838.2
malaccensis RPM1-interacting protein
4-like (LOC103978139), transcript
variant X1, mRNA
Predicted: Musa acuminata subsp. 99 0 100 HG996468.1
malaccensis RPM1-interacting protein
4-like (LOC103978139), transcript

variant X2, mRNA

Nota. Los valores de Query cover e ldentidad se presentan en porcentaje.

Eleccion del ARN guia
Con base a los criterios y caracteristicas mencionados en la seccién “Disefio de ARN
guias” se selecciond la opcion 2 (Tabla 15) debido a su especificidad, eficiencia y valores fuera

de marco.
Tabla 15

SgRNA disefiados para ensayos in vitro CRISPR/Cas9 en Musa acuminata

RNA guia Especificidad Eficiencia Efectos off
(>90%) (>40%) target

SgRNA 1 98 39 0-0-0-3-10

SgRNA 2 99 72 0-0-0-1-6

SgRNA 3 99 47 0-0-1-0-6
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RNA guia Especificidad Eficiencia Efectos off
(>90%) (>40%) target
SgRNA 4 98 35 0-0-0-2-10

Nota. Los datos mostrados fueron obtenidos del programa Crispor.

Ensamblaje in silico de los niveles 0,1y 2

De acuerdo con el procedimiento detallado en metodologia, se logré obtener el
ensamblaje LO con una longitud total de 1979 pb, el ensamblaje L1 con 5095 pb y el
ensamblaje L2 con 14923 pb, tal como se ilustran en las Figuras 7, 8 y 9 respectivamente.
Estos resultados indican un aumento significativo en el tamafo de los ensamblajes conforme

se incorporaron nuevas partes en cada nivel.

Figura 7

Mapa de la construccién plasmidica del nivel LO
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Nota. El ensamblaje LO contiene al ARN guia para el promotor del gen RIN4. La Figura fue

creada en Snapgene.



Figura 8

Mapa de la construccion plasmidica del nivel L1
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Nota. El ensamblaje L1 contiene un promotor Tau Pol I, el ARN guia y un end linker de nivel 1.

La Figura fue creada en Snapgene.

Figura 9

Mapa de la construccién plasmidica del nivel L2
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Nota. El ensamblaje L2 contiene un marcador de seleccion, una Cas9, un promotor Tau Pol llI,
el ARN guia y dos end linker, uno del nivel 1 y otro del nivel 2. La Figura fue creada en

Snapgene.

Crecimiento de bacterias contenedoras de plasmidos

Después de la inoculacion de células E. coli con los 8 plasmidos correspondientes a los
kits MoClo y CRISPR, se observo el crecimiento de colonias blancas, lo que indica que dichas
células si contenian el plasmido con resistencia al antibiético empleado para la seleccion
(Figura 10). Ademas, en los medios con Xgal e IPTG se observaron colonias de color azul
(Figura 11), lo cual confirma la presencia y activacion del operén Lac en las células para

producir y descomponer (-galactosidasa.

Figura 10

Crecimiento celular de bacterias en medio LB + Antibidtico

Nota. Colonias blancas indican células resistentes al antibiético. Plasmido pFH23 (G2) tiene

resistencia a Ampicilina.
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Figura 11

Crecimiento celular de bacterias en medio LB + Antibidtico + IPTG + Xgal

Nota. Colonias azules indican expresién del operén lacZ. Plasmidos pFH113 (E4) y PAHMA4723
(A5) tienen resistencia a Kanamicina.

Transformacién de colonias

Tras un periodo de dos dias después de la siembra de bacterias transformadas con
shock térmico, los resultados obtenidos en cuanto al nUmero de colonias para cada nivel de
construccion se mencionan en las Tabla 16, 17 y 18. A partir de esos valores se calculé las
unidades formadoras de colonias (CFU) y la eficacia de transformacion (TE), cuya formulacién
matematica implica dividir el nimero global de células que presentan el inserto de interés entre
la cantidad de ADN empleada en el ensayo (Fierro et al., 2019). Las férmulas presentadas a
continuacién fueron empleadas para el calculo de ambas variables. El criterio para verificar un
proceso de transformacién exitoso fue contabilizar las colonias aisladas en las placas de medio

LB con su antibiético respectivo.

Numero de colonias x Factor de dilucién x Vol de transformacion

CFU =
Volumen sembrado
TE (cfu) _ TC
ug/) Concentraciéon de ADN plasmidico (ug)



Tabla 16

Numero de colonias transformadas en el nivel LO
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Cepa Réplica Colonias CFU TE (cfu/pg)
DH5a 1 163 4,24E+08 3,39E+07
DH5a 2 186 4,84E+08 3,87E+07
DH5a 3 204 5,30E+08 4,24E+07

Nota. Las transformaciones de LO se realizaron Gnicamente en la cepa E. coli DH5a

Tabla 17

Numero de colonias transformadas en el nivel L1

Cepa Réplica Colonias CFU TE (cfu/pg)
DH5a 1 127 3,30E+08 5,21E+07
DH5a 2 98 2,55E+08 4,02E+07
DH5a 3 111 2,89E+08 4, 55E+07

Nota. Las transformaciones de L1 se realizaron Unicamente en la cepa E. coli DH5a

Tabla 18

NUmero de colonias transformadas en el nivel L2

Cepa

DH5a
DH5a
DH5a
JM109
JM109

JM109

Réplica

Colonias

83

75

87

125

132

160

CFU

2,16E+08
1,95E+08
2,26E+08
3,25E+08
3,43E+08

4,16E+08

Eficiencia
(cfu/pg)
6,82E+07
6,16E+07
7,15E+07
1,03E+08
1,08E+08

1,31E+08
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Cepa Réplica Colonias CFU Eficiencia
(cfu/ug)
TOP10 1 76 1,98E+08 6,24E+07
TOP10 2 69 1,79E+08 5,6 7TE+07
TOP10 3 65 1,69E+08 5,34E+07

Nota. Las transformaciones de L2 se realizaron en 3 cepas de E. coli

La aparicién de colonias blancas indica bacterias transformadas que han adquirido el
fragmento de interés mientras colonias azules indica bacterias no transformadas. El conteo de
las mismas fue realizado dos dias post siembra en medio Agar-LB y el antibiético

correspondiente a cada nivel de construccion.

Se aplicé un andlisis de varianza (Anova) a las transformaciones de la cepa DH5a en
los 3 niveles (Tabla 19), asi como a las transformaciones del nivel L2 en las tres cepas: DH5q,
JM109 y Topl0 (Tabla 21) para evaluar la existencia de diferencias significativas, utilizando el
software Infostat. También se realizé un analisis comparativo de medias Tuckey para identificar
la similitud o diferencia entre los tratamientos (Tabla 20 y 22). Los resultados gréaficos en

formato estadistico se visualizan en las Figuras 12 y 13.

Tabla 19
Anova de la eficiencia de transformacién para la cepa DH5a de los tres niveles de construccion

plasmidica

Fuente de variacion F Valor de p

Niveles 25,28 0,0012

Nota. El nivel de significancia para el analisis fue de 0,05.
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Tabla 20
Andlisis Tuckey de la eficiencia de transformacién para la cepa DH5a de los tres niveles de

construcciéon plasmidica

Nivel de construccion Media
LO 3,83E+07
L1 4, 59E+07
L2 6,71E+07

Nota. Medias que comparten una letra no muestran diferencias significativas (p > 0,05).

Figura 12
Graficos estadisticos de la eficiencia de transformacion en los tres niveles de la cepa DH5a

Grafico de barras de Ia eficiencia de transformacion en DH5-alfa
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Nota. Medias y error estandar de la cepa DH5a transformadas con shock térmico.

Eficiencia

Tabla 21

Anova de la eficiencia de transformacion para las 3 cepas E. coli del nivel L2

Fuente de variacion F Valor de p

Niveles 30,56 0,0007

Nota. El nivel de significancia es de 0,05
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Tabla 22

Andlisis Tuckey de la eficiencia de transformacion

Cepa Eficiencia
(cfu/pg)

Topl0 5,75E+07

DH5a 6,71E+07

JM109 1,14E+08

Nota. Medias que comparten una letra no muestran diferencias significativas (p > 0,05)

Figura 13

Gréficos estadisticos de la eficiencia de transformacion en L2

Grafico de barras de I eficiencia de transformacion en L2
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Nota. Valores promedio y desviacion estandar de tres cepas de E. coli transformadas mediante

tratamiento térmico.

Para poder identificar si las células se han transformado se emple6 el método de
verificar el color de las colonias, ello en base a los compuestos quimicos IPTG (isopropil-B-D-1-

tiogalactopiranésido) y X-Gal (bromo, cloro, indolil y B-galactopiranésido).

En condiciones normales, el X-gal actua como sustrato para la enzima B-galactosidasa,
generando galactosa y un pigmento de color azul como producto. Esta accion esta relacionada

con la expresion del operdn Lac, especificamente en la region lacZ, la cual se integra en los
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plasmidos de transformacion (Green & Sambrook, 2019). La expresién de esta regidn se activa
en presencia de IPTG. No obstante, en condiciones donde se busca insertar fragmentos en la

region de lacZ de un plasmido ocurre lo siguiente.

Cuando hay colonias blancas, se indica que el plasmido ha ingresado a la célula, es
decir, ocurrié una transformacion eficiente, tal como se evidencia en las figuras siguientes
(Figura 14, 15y 16). La presencia de colonias azules indica que el pldsmido ha ingresado a la
célula pero no se ha recombinado y en ausencia de colonias, se indica que no ha ocurrido

transformacion.

Figura 14

Colonias del nivel LO y L1 transformadas en DH5a

Nota. Colonias blancas indican trasformacion bacteriana. A, Transformacién del constructo de

nivel 0 en DH5a. B, Transformacion del constructo de nivel 1 en DH5a.
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Figura 15

Colonias de las distintas cepas transformadas para la construccion del nivel L2

Nota. Colonias bacterianas de E. coli 2 dias después de la inoculacion. A, cepa Topl10. B, cepa

DHb5a.

Figura 16

Colonias de la cepa DH5 transformada en nivel L2

Nota. Colonias bacterianas de la cepa JM109 de E. coli 2 dias después de la inoculacion.
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Extraccion y cuantificacion de ADN plasmidico

Segun los valores de absorbancia (260/280) y (260/230) obtenidos de los 2 métodos de
extraccion de plasmidos probados: con Kit y método casero, se pudo observar que la pureza y
calidad del ADN plasmidico fue significativamente mejor con la extraccion alcalina (Tabla 24).
En este método, las relaciones (260/280) se encontraron dentro del rango de 1,8 a2y las
relaciones (260/230) se mantuvieron entre 2 y 2.2. En contraste con el kit comercial (Tabla 23),

sus valores de absorbancia mostraron relaciones fuera de los rangos ideales mencionados.

Tabla 23

Resultados de medicion de ADN a partir de extraccién con Kit comercial

Plasmido Concentracion A 260/280 A 260/230
(Hg/mL)
Blanco 0 0 0
PAGMA4723 8,67 2,297 0,759
pFH31 2,959 1,318 1,933
PAK-E2-01 1,897 1,87 1,234
pICH 47751 6,327 2,067 1,771
pICH 41766 12,45 1,649 2,346
pFH113 384,2 1,801 2,183
pFH23 37,65 1,873 1,708
pFH114 434,4 1,753 1,505

Nota. La solucion “blanco” para la lectura espéctrofotométrica de ADN fue agua libre de

nucleasas.



Tabla 24

Resultados de medicién de ADN a partir de extraccion casera
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Plasmido Concentracion A 260/280 A 260/230
(Hg/mL)
Blanco 0 0 0
PAGMA4723 2933 2,015 1,949
pFH31 3014 2,4 2,2
PAK-E2-01 3407 1,7 1,7
pICH 47751 2816 2 19
pICH 41766 2902 2,008 2,029
pFH113 2789 1,97 2,13
pFH23 2805 1,952 1,887
pFH114 3125 1,87 2,19

Nota. La solucion “blanco” para la lectura espéctrofotométrica de ADN fue agua libre de

nucleasas.

La extraccion de ADN plasmidico de los diferentes niveles de construccion bajo el

método de lisis alcalina alcanz6 los valores mencionados de la Tabla 25.

Tabla 25

Resultados de medicién de ADN plasmidico de los niveles LO, L1, L2

Nivel Concentracion A 260/280 A 260/230
(Hg/mL)
LO 3252 1,907 2,162
L1 1648 1,993 2,109
L2 823 1,975 2,035

Nota. La solucion “blanco” para la lectura espectrofotométrica de ADN fue agua libre de

nucleasas.
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Se enfatiz6 en verificar la pureza de las muestras de ADN plasmidicas extraidas bajo el
protocolo de lisis alcalina empleando un espectofotometro, los valores generados de longitud
de onda y absorbancia fueron graficados en el programa R Studio y se ilustran en las Figuras

17,18y 19.

Figura 17

Espectro de cuantificacién de ADN para la construccion plasmidica LO

RING LO

Ansorbancis

Longitud de Onda

Nota. El eje vertical muestra la longitud de onda (nm) y el eje horizontal representa la
absorbancia de la muestra. Imagen generada en R Studio.
Figura 18

Espectro de cuantificacion de ADN para la construccion plasmidica L1

RIN4 L1

Absorbancia
05 10 15 20 25 30

T T T T T T
200 220 240 260 280 300

Longitud de Onda

Nota. El eje Y representa la longitud de onda (nm) y el eje X la absorbancia de la muestra.

Imagen generada en R Studio.
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Figura 19

Espectro de cuantificacién de ADN para la construccion plasmidica L2

RIN4 L2

a
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16

Absorbane
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1
240 260 280 300 320

Longitud g2 Onda

Nota. El eje Y representa la longitud de onda (nm) y el eje X la absorbancia de la muestra.

Imagen generada en R Studio.

Validacion de plasmidos

Tras realizar el analisis mediante gel de electroforesis, se confirmo que los plasmidos
extraidos con el método de lisis alcalina correspondian a los plasmidos esperados, al comparar
su tamafio en pares de bases (pb) con la posicion de las bandas obtenidas en los geles
(Figuras 20, 21, 22 y 23). Los resultados mostraron una concordancia precisa entre el tamafio

esperado de los pladsmidos y la ubicacion de las bandas en el gel.
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Figura 20

Perfil electroforético de la extraccién plasmidica de los plasmidos base

Nota. Se emple6 un gel de agarosa 1% con bromuro de etidio, TAE 1X. Carril 1, marcador de
peso 1 Kb plus DNA Ladder, Carril 2, plasmido pICH41766. Carril 3, plasmido pFH31. Carril 4,
plasmido pFH119. Carril 5, plasmido pFH23. Carril 6, plasmido PAGM4723. Carril 7, marcador

de peso 1 kb plus.

Figura 21

Perfil electroforético de la extraccion de plasmidos del nivel LO

Nota. Se empleo un gel de agarosa 1,5 % con bromuro de etidio y TAE 1X. Carril 1, marcador

de peso 1 Kb plus DNA Ladder, Carril 2, plasmido LO. Carril 3, réplica del plasmido LO.
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Figura 22

Perfil electroforético de la extraccién de plasmidos del nivel L1

3 %3 & 5 &

Nota. Se emple6 un gel de agarosa 1,2 % con bromuro de etidio y TAE 1X. Carril 1, marcador
de peso 1 Kb plus DNA Ladder. Carril 2, plasmido L1. Carril 3, replica del plasmido L1.
Figura 23

Perfil electroforético de la extraccion de plasmidos del nivel L2

Nota. Se empleo un gel de agarosa 1 % con bromuro de etidio y TAE 1X. (A). Carril 1,
marcador de peso 1 Kb plus DNA Ladder. Carril 2, plasmido L2 de la cepa Top10. Carril 3,
plasmido L2 de la cepa JM109. (B). Carril 1, marcador de peso 1 Kb plus DNA Ladder. Carril 2,
plasmido L2 de la cepa Topl0. Carril 3, plasmido L2 de la cepa JM109. Carril 4, plasmido L2 de

la cepa DH5a.
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Capitulo V: Discusion

Reconocimiento de la zona promotora

La identificacion y caracterizacion de la region codificante del gen RIN 4 en musa
acuminata revisten una importancia crucial para la comprension de su regulacion génica y, por
ende, para determinar la funcionalidad de la construccion del vector plasmidico dirigido al
promotor de dicho gen. El término "promotor"” se refiere a las regiones reguladoras en cis que
dirigen la transcripcion de las zonas adyacentes o cercanas al sitio de inicio de la transcripcion
(TSS), siendo en términos funcionales la secuencia de ADN situada "aguas arriba" de un gen
(Potenza et al., 2004). En este contexto, la busqueda del promotor del gen RIN4 se centrd en

caracterizar las secuencias situadas aguas arriba del extremo 5' del gen.

En plantas, la ubicacién exacta de los promotores en relacién a un gen especifico esta
en influenciado por diversos factores como el tipo de especie, la estructura y su regulacion
génica. Limitar los pares de bases aguas arriba a 500 nucle6tidos de la secuencia codificante
permitio definir un promotor de 50 pb, con un contenido de Citocina-Guanina del 36%, esto se
valida con investigaciones previas de estudios de regulacién génica donde evidencian que la
zona méxima a la cual puede estar un promotor es de 1500 pares de bases aguas arriba del
punto de inicio de la transcripciéon (Bianchi et al., 2015). Aun asi, a medida que se reduce la
region proximal del promotor en un rango de [-500 a +200]pb en relacién al TSS se aumenta la

precision de la prediccién (Ksouri et al., 2021).

Adicionalmente, la presencia de multiples sitios de unién de factores de transcripcion
(TFBS) permitié validar que la region seleccionada es promotora del gen RIN4, ello dado que
segun De Guglielmo & Fernandez Da Silva (2016), la presencia de elementos reguladores
como los encontrados pueden activar o inhibir la transcripcion de un gen. Esta informacion se

corrobora con los andlisis realizados, dado que a una distancia de 1500 pb se evidencio una
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disminucion progresiva de los TFBS respecto al extremo 5°del TSS de RIN4 en comparacion

con el promotor localizado en el rango de 500 pares de bases.

La presencia de una caja TATA en el promotor seleccionado, es decir la opcion 2,
autentifica el reconocimiento de la enzima ARN polimerasa para la sintesis del ARNm a partir
de una plantilla de ADN (Dey et al., 2015). Su identificacién respalda su ubicacion en la regién
promotora, dado que este elemento es crucial en la regulacién génica y se conserva en gran

medida en genes eucariotas, incluyendo las plantas (Kiran et al., 2006).

Disefio del ARN guia

En el contexto de la tecnologia CRISPR-Cas9, la seleccion adecuada de un ARN guia
(sgRNA) resulta fundamental en el proceso de edicion génica. Para lograr un disefio efectivo,
es esencial considerar la secuencia objetivo ideal mediante el empleo de herramientas
bioinformaticas. En este sentido, la eleccion del software CRISPOR se bas6 en el rendimiento
de la prediccion de ARN guias previamente descrito por otros investigadores, maximizando asi

la probabilidad de obtener un disefio eficiente.

La selecciéon del sgRNA implicé la consideracion de varios criterios independientes para
garantizar un enfoque exitoso y altamente especifico. Estos criterios abarcan desde la
especificidad del objetivo hasta la prediccion de la eficiencia de corte, los valores de "off-
target", la secuencia PAM, la longitud de los nucleétidos y la composicion estructural, ademas

de la compatibilidad con el sistema de entrega (Konstantakos et al., 2022).

El primer aspecto a considerar es la capacidad del ARN guia para dirigirse de manera
selectiva y precisa al objetivo gendmico deseado, minimizando las interacciones no deseadas
en el genoma. Valores de especificidad superiores al 90% como se ha establecido en

estudios anteriores (Doench et al., 2016), aseguran una edicidn génica precisa y dirigida. Bajo
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este enfoque, es importante destacar que todos los ARN guias propuestos superan tal umbral,

lo que fortalece la confianza en su capacidad una edicion génica especifica y controlada.

Por otra parte, la eficiencia de un ARN se refiere a su capacidad guia para dirigir de
manera precisa y efectiva la enzima Cas9 a la ubicacion deseada en el genoma. En el
programa CRISPOR, se ofrece una variedad de puntajes relacionados con la eficiencia. En
este caso se evalud los ARN guias utilizando la puntuacion propuesta por Moreno-Mateos, que
es especialmente recomendada para guias transcritas in vitro con el promotor T7 (Moreno-
Mateos et al., 2015). Bajo ese analisis, solamente el sgRNA2 super¢ la eficiencia del 67%,
porcentaje recomendado para garantizar un corte efectivo de la Cas9 en el sitio de ADN

objetivo (Hsu et al., 2013).

La evaluacion de los posibles efectos fuera del objetivo (off-target) se basé en el
analisis del nimero de desajustes presentes. Un mayor valor en este contexto indica una
mayor probabilidad de obtener mutaciones fuera del objetivo deseado debido a la presencia de
secuencias homologas en loci diferentes (Concordet & Haeussler, 2018). Siguiendo este
criterio, el SgQRNA2 present6 el menor numero de efectos off-target con una puntuacién de 7,
mientras que el sgRNAL mostré el mayor nimero de efectos off-target con una puntuacion de

13.

La eleccién adecuada del ARN guia también requiere tener en cuenta las interacciones
especificas entre Cas9 y el motivo adyacente protoespaciador canénico (PAM). Para ello, se
selecciond ARN guias que coincidieran con la secuencia de trinucleétidos 5'-NGG-3',
caracteristica del sistema CRISPR-Cas9 empleado en este ensayo. Aunque la identidad de la
base N en la posicion 5' es flexible, estudios anteriores han demostrado que las citosinas (C)
son mas favorecidas en comparacion con las timinas (T) en esta posicion (Chuai et al., 2018).

Las timinas en esta posicion han sido asociadas con una actividad reducida de Cas9 (Doench



72

et al., 2014). Por lo tanto, los ARN guias que no cumplian con esta caracteristica, como el

primer y cuarto sgRNA, fueron descartados como alternativas viables en el disefio.

Finalmente, una composicion estructural de Citocina-Guanina (C-G) en el rango del 40
al 60% es considerada Gptima para la eficacia del ARN guia. En este sentido, los modelos de
sgRNA 2, 3y 4 cumplen con esta recomendacion en sus secuencias, demostrando una
eficiencia potencial, a excepcion del sgRNA 1, que presenta una composicion C-G del 35%, lo
gue podria sugerir una caracteristica ineficiente que podria repercutir en una menor actividad

de la Cas9 (Konstantakos et al., 2022).

En conclusion, basandose en la evaluacién de los diversos parametros considerados,
se selecciond al sgRNA 2 como el modelo 6ptimo para la construccion del vector plasmidico.
Su alto rendimiento en términos de especificidad, eficiencia de corte, valores off-target,
secuencia PAM y composicién estructural C-G lo convierten en la eleccibn mas prometedora

para llevar a cabo la edicidn génica deseada.

Ensayos de PCR de colonias

Para evaluar la eficiencia de la amplificacién mediante PCR de colonias, se
consideraron multiples criterios, entre ellos el tamafio, intensidad y forma de la banda
resultante, asi como la relacion de ruido y la replicabilidad. Al analizar la electroforesis de las
muestras correspondientes al nivel L1, se identificé una banda que coincidia con el tamafio
predicho. Esta banda exhibi6é una intensidad moderada y una forma bien definida en el gel, lo
cual, de acuerdo con la literatura cientifica (Zhang et al., 2017), es indicativo de la ausencia de
productos secundarios o no especificos. Este patron de resultados sugiere que el amplicén
generado corresponde al ADN deseado, el cual es promotor Tau Pol lll, el ARN guia y un end

linker.
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En contraste, la ausencia de amplificacion en el nivel L2 puede atribuirse a posibles
problemas en el disefio de los primers en lugar de estar relacionada con el proceso de
transformacioén. Esta suposicion se refuerza debido a que la visualizacion en gel de
electroforesis de los plasmidos extraidos del nivel L2 reveld la presencia de una banda que
concordaba con el tamafio esperado. Esta observacion respalda la idea de que el proceso de
transformacién en si mismo no seria el factor limitante en este caso y sugiere optimizacién del

disefio de los primers.

Un disefio 6ptimo de primers debe satisfacer ciertos criterios esenciales, tales como
especificidad, una longitud de 18 a 30 nucleétidos, un contenido de GC en el rango del 50-
60%, puntos de fusion (Tm) similares entre los primers, y evitar secuencias repetitivas.
Ademas, se debe considerar una temperatura de annealing adecuada que esté alineada con la
composicion de la secuencia objetivo. Sin embargo, es evidente que el disefio de los primers

forward y reverse no logré cumplir plenamente con estos requisitos basicos.

Es crucial evitar una diferencia de temperaturas de fusion (Tm) excesiva entre los
primers, ya que esto podria tener repercusiones negativas en la eficiencia y especificidad de la
reaccion de PCR (Alvarez-Fernandez, 2013a). Una diferencia de 5°C en la Tm puede conducir
a la formacion de dimeros, lo cual coincide con lo observado en los resultados obtenidos.
Ademas, se recomienda que la temperatura de fusion esté dentro del rango de 55 a 65°C. En
este sentido, la temperatura de melting utilizada en los experimentos podria estar
correlacionada con resultados ambiguos, dado que no necesariamente cumple con estos
rangos sugeridos. Esto se respalda dado que el contenido de GC se relaciona con la
temperatura de melting y afecta directamente la eficiencia de la hibridacién y la amplificacion

(Alvarez-Fernandez, 2013b).

El tamario del fragmento de ADN esperado es de 10099 pb, longitud para la que se

recomienda el uso de polimerasas de alta fidelidad (Aschenbrenner & Marx, 2017). Sin
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embargo, las amplificaciones se intentaron con una taq polimerasa estandar, lo cual podria

justificar la ausencia de amplicon esperado.

Extracciéon de ADN plasmidico

Se destacan notables diferencias entre los dos métodos de extraccion de ADN
plasmidico utilizados en este estudio. El enfoque casero mostré consistentemente un
rendimiento mas elevado en comparacion con el kit comercial empleado. A pesar de que el kit
comercial se basa en un protocolo estandarizado, los resultados divergentes podrian ser
atribuidos a diversos factores, como la posible presencia de contaminantes en los reactivos

utilizados o las condiciones especificas del entorno de laboratorio.

La discrepancia en los resultados obtenidos podria respaldarse por los valores fuera de
rango en las lecturas de absorbancia. Segun lo reportado por (Lucena-Aguilar et al., 2016),
valores por debajo de 1.6 en la relacién 260/280 podrian indicar la presencia de proteinas y
fenoles, mientras que valores inferiores a 2 en el indice 230/280 podrian estar relacionados con
la contaminacion por solventes organicos y sales. Estos datos sugieren que los resultados del
kit comercial podrian estar afectados por impurezas presentes en las muestras, lo que a su vez

influiria en los valores de absorbancia.

En contraste, se observo que la mayoria de los valores obtenidos para ambos criterios
de absorbancia en el método de extraccion se ajustan a los rangos esperados. Esta
consistencia en los resultados sugiere un nivel adecuado de pureza y eficacia en la extraccion
del plasmido, lo que, de acuerdo con las recomendaciones de (Lucena-Aguilar et al., 2016),

respalda la idoneidad del material extraido para llevar a cabo futuros ensayos con confianza.

Eficiencia de transformacion
La transformacion, proceso mediante el cual se introduce y expresa ADN exdgeno en

células bacterianas competentes, puede ser alcanzada a través de métodos naturales,



75

guimicos o fisicos (Kostylev et al., 2015a). Los resultados obtenidos en este estudio
corresponden a una transformacioén mediada por método quimico, de modo que los reactivos
empleados en generar la competitividad resultan factores clave en los resultados obtenidos.
Bajo ese sentido, el uso de una concentracion de 30-100 mM de cloruro de magnesio en el
protocolo facilita la adsorcién del ADN en la superficie celular y posterior entrada al citoplasma

tras el efecto del choque térmico (Kostylev et al., 2015b).

Aunque E. coli es un modelo estandar para los procesos de clonacién debido a su
rapido crecimiento, transformacion eficiente y cultivos celulares sencillos de obtener, la
eficiencia de transformacion se ve influenciada por factores como el tipo de cepa y el tamafio

del plasmido (Fierro et al., 2019).

La evaluacion de la transformacion se llevé a cabo considerando la eficiencia y la
fidelidad. Siendo eficiencia el nimero de colonias obtenidas en relacion a la cantidad de ADN
introducido, mientras que la fidelidad se refiere a la incorporacion exitosa de todos los
fragmentos en una construccion genética (Majeed et al., 2011), aspecto evidenciado en la
correspondencia del tamafio de bandas en los perfiles electroforéticos. En este contexto, se
observaron diferencias significativas en la eficiencia de transformacion entre las cepas DH5a y
Top 10 respecto a JIM109 (p<0,05) donde p=0,0007, por lo tanto, se rechaza la hip6tesis nula
en favor de la hipétesis alternativa. Por otro lado, las cepas DH5a y Top 10 no mostraron

diferencias significativas entre si.

En cuanto a la concentracion de ADN utilizada en las partes a ensamblar, se observé
gue esta fue mayor de la requerida por el protocolo de corte y ligacion (1ng). Este enfoque
garantizé la obtencion de las construcciones deseadas y una alta fidelidad. En contra parte,
incluso si la concentracién de ADN hubiera sido baja, el uso de células altamente competentes,
como las empleadas en este ensayo, asegurd que una cantidad adecuada de células

absorbiera de manera efectiva los ensamblajes realizados (Kostylev et al., 2015a).
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Las variaciones entre valores referenciales y obtenidos en el presente proyecto sobre la
eficiencia de transformacion para las tres cepas evaluadas se pueden explicar debido a las
condiciones experimentales especificas empleadas en el estudio y la propia naturaleza de la
cepa. Segun varios autores, las eficiencias regulares de DH5a, Top 10 y JM109 corresponden
a 1018, 1079 y 10”8 colonias transformantes por microgramo de ADN plasmidico
respectivamente (Competent Cells for Transformation - EC, s. f.) (Zhang et al., 2017), no
obstante, al compararlos con los resultados de 6,71e%, 5,75e%" y 1,14e%, en el mismo orden de

cepas, reflejan un cambio relativo a lo esperado.

La eficiencia observada en la cepa DH5a esta estrechamente ligada a su capacidad
para garantizar estabilidad in vivo de plasmidos ensamblados, incluso con la incorporacion de
hasta seis fragmentos de ADN de doble cadena, con tamafios que van desde 150 pb hasta al
menos 7 kb (Thomason et al., 2014). Por lo tanto, la insercién de los cuatro fragmentos en el
backbone del nivel L2 no parece afectar la capacidad de transformacién de esta cepa. Sin
embargo, los resultados obtenidos podrian estar influenciados por una posible pérdida de

competitividad debido a procesos de seleccion ambiental (Hottes et al., 2013).

Por otro lado, la alta eficiencia de transformacion en la cepa JM109 podria estar
relacionada con la deficiencia en enzimas de metilacion. Estas enzimas son responsables de
facilitar la incorporaciéon de ADN exdgeno y, por lo tanto, permitir la expresion del inserto que
contiene el gen de resistencia, un indicador de transformacion exitosa. Ademas, segun (Inoue
et al., 1990), esta cepa presenta una capacidad moderada de reparacion del ADN, lo que
podria contribuir a evitar la degradacién del ADN exdgeno y aumentar la posibilidad de que se
conserve y se exprese en la bacteria. Estos argumentos se reflejan en los resultados
obtenidos, y la alta expresion de la proteina RecA puede haber influido en una recombinacion

homologa efectiva, lo que permitiria que los plasmidos se expresen en las células.
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En cuanto a la cepa Topl0, esta variante posee un sistema de reparacién de ADN
intacto para su propio material genético. Sin embargo, esta caracteristica puede ser una
desventaja en términos de la incorporacion de ADN exdgeno debido a la intervencion de
enzimas como las glicosilasas, endonucleasas y exonucleasas, que podrian reducir la
eficiencia de transformacion (Majeed et al., 2011). Esto podria explicar los resultados
obtenidos. Ademas, el bajo nimero de colonias transformadas podria estar relacionado con
una integracién subodptima de los plasmidos en las células, respaldado por la limitada expresiéon
de RecA en Top 10. Esta baja expresion podria afectar negativamente la integracion efectiva

del ADN en el genoma celular y, por ende, la produccién de colonias transformadas.

Un andlisis adicional que respalda la disminucién del nimero de colonias transformadas
entre niveles a medida que aumenta el tamafio del plasmido se puede justificar por la
complejidad que les resulta a los plasmidos ensamblados con méas de cinco fragmentos ser

difundidos y absorbidos a través de los poros celulares (Hanahan, 1983).

Capitulo VI: Conclusiones
Se logré un disefio eficiente de ARN guia para ensayos in vitro que requieren de la
tecnologia CRISPR/Cas9 en Musa acuminata. La especificidad del objetivo (>90), la eficiencia
de corte (>45) y la composicién estructural permitié seleccionar el sSgRNA2 como el modelo

Optimo para la construccion del vector plasmidico.

El estandar MoClo de Golden Gate resulté ser un método eficaz para ensamblar
multiples fragmentos en una sola reaccion. El perfil electroforético y la amplificacion de PCR de
colonias proporcion6 informacién esencial sobre la buena calidad y alta fidelidad de las
construcciones génicas obtenidas, el nivel final (L2) contiene la secuencia del ARN guia

disefiado, una nucleasa y un promotor para monocotiledéneas.
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Los métodos de extraccién de ADN plasmidico presentaron diferencias importantes en
términos de rendimiento y pureza. El método casero de lisis alcalina demostré ser mas

efectivo, incluso en costos y tiempo.

La transformacion bacteriana mediada por método quimico demostrd ser exitosa en
introducir y expresar ADN exdgeno en las cepas analizadas. Sin embargo, se observé
diferencias en la eficiencia de transformacion entre las cepas DH5a, JM109 y Top10 a causa
de factores como la capacidad de reparacion del ADN, la estabilidad del plasmido y las

caracteristicas celulares en este proceso (p < a) = (0,0007 < 0,05).

La cepa JM109 demuestra ser altamente eficaz en la transformacién mediante shock
térmico para la construccidn del vector plasmidico destinado a la edicion genética del promotor

del gen RIN4, el cual est4 relacionado con la resistencia a la fusariosis en el banano.

Capitulo VII: 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

construcciéon plasmidica.

Explorar sobre la optimizacion de los niveles de IPTG y Xgal para evaluar la expresion

génica y la presencia de plasmidos transformados como medida de una deteccién mas precisa.

Se propone evaluar factores como la concentracién de ADN, el tiempo de incubacion y

las condiciones de choque térmico para maximizar la eficiencia en cada cepa.
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