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Resumen
El banano (Musa spp.) se posiciona como el cuarto alimento mas consumido a nivel mundial,
con Ecuador liderando la produccion y exportacion global de la variedad Cavendish, abarcando
el 29% del mercado internacional. El hongo Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza 4
Tropical (Foc R4T) representa una seria amenaza para la produccion bananera en regiones
tropicales y subtropicales, persistiendo en el suelo durante décadas y propagandose
facilmente, lo que provoca sintomas devastadores en las plantas.
El objetivo de esta tesis es transferir un vector binario Ti que contiene el gen RPM1, asociado a
la resistencia a la fusariosis, desde E. coli IM109 a Agrobacterium tumefaciens AGL1. El
plasmido pAGM4351, que contiene el sistema CRISPR-Cas9, se utilizara para editar el
promotor del gen RPM1 en el genoma del banano. Se compararon dos métodos de
transformacién bacteriana, Electroporacion y Choque térmico, para determinar su eficiencia en
la introduccién del vector pAGM4351en A. tumefaciens. Ademas, se desarrollé un protocolo de
crioconservacion de cepas transformadas, utilizando glicerol y DMSO a diferentes
concentraciones, para evaluar su eficacia en la conservacién a largo plazo a -80°C.
Posteriormente, se llevé a cabo la extraccion genémica del banano Cavendish y se realizé la
PCR para amplificar el fragmento disefiado del gen RPM1.
Los resultados mostraron que la electroporacién fue el método mas eficiente para transformar
Agrobacterium, mientras que la crioconservacion con glicerol demostro ser efectiva para
mantener la viabilidad celular a bajas temperaturas. Este proceso sienta las bases para futuras
investigaciones que permitan infectar suspensiones celulares de banano y editar la region
promotora del gen RPM1 en el genoma, con el fin de obtener variedades resistentes.

Palabras Clave: RPM1, CRISPR-Cas9, Electroporacion, quimiocompetentes
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Abstract
Banana (Musa spp.) is positioned as the fourth most consumed food worldwide, with Ecuador
leading the global production and export of the Cavendish variety, covering 29% of the
international market. The fungus Fusarium oxysporum f. sp. cubense Race 4 Tropical (Foc R4T)
represents a serious threat to banana production in tropical and subtropical regions, persisting
in the soil for decades and spreading easily, causing devastating plant symptoms.
Translated with DeepL.com (free version)The aim of this thesis is to transfer a binary Ti vector
containing the RPM1 gene, associated with fusarium resistance, from E. coli JM109 to
Agrobacterium tumefaciens AGL1. The plasmid pAGM4351, containing the CRISPR-Cas9
system, will be used to edit the promoter of the RPM1 gene in the banana genome. Two
bacterial transformation methods, Electroporation and Heat shock, were compared to determine
their efficiency in introducing the pAGM4351 vector into A. tumefaciens. In addition, a
cryopreservation protocol of transformed strains was developed, using glycerol and DMSO at
different concentrations, to evaluate their efficiency in long-term preservation at -80°C.
Subsequently, genomic extraction of Cavendish banana was carried out and PCR was
performed to amplify the designed fragment of the RPM1 gene.
The results showed that electroporation was the most efficient method to transform
Agrobacterium, while cryopreservation with glycerol proved to be effective in maintaining cell
viability at low temperatures. This process lays the foundation for future research to infect
banana cell suspensions and edit the promoter region of the RPM1 gene in the genome to
obtain resistant strains.

Key words: RPM1, CRISPR-Cas9, Electroporation, chemo-competents
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Capitulo I: Introduccién
Formulacion del problema

El banano (Musa spp.) es una de las frutas econdmicamente relevantes a nivel mundial
debido a su significativa exportacion, ocupando la cuarta posicion como alimento mas
consumido a nivel global (Ploetz, 2015). Ecuador se posiciona como lider en la produccion y
exportacion de banano, siendo reconocido en el afio 2022 por abarcar el 29% del mercado
internacional, con mas de 317 millones de cajas anuales (Torres et al., 2022). Los cultivares
como Gros Michel y Cavendish, son triploides (AAA) y partenocarpicos (Perrier et al., 2011).

El hongo Foc R4T, conocido como la enfermedad de Panama o marchitez por Fusarium
(Zapata et al., 2022). Es una amenaza fitosanitaria que causa severos problemas en la
producciéon de banano en zonas tropicales y subtropicales (Dita et al., 2018). Esta enfermedad
inicia al obstruir el sistema vascular (xilema) provocando sintomas como clorosis en las hojas,
division del pseudotallo con decoloracién vascular interna y provocando la muerte de la planta
(Thangavelu et al., 2022).

El Foc R4T puede persistir en el suelo por décadas, reproduciéndose asexualmente
mediante microconidios, macroconidios y clamidosporas, las cuales muestran resistencia a
herbicidas (Pegg et al., 2019). La gestion de la enfermedad carece de soluciones definitivas,
limitandose a medidas de exclusion y cuarentena (Pérez et al., 2014). El patégeno inicia la
infeccion como hemibiotrofo, estableciendo una relacién con el huésped, pero luego se
transforma en necrotrofo, provocando la muerte del tejido del huésped (Dita et al., 2018). La
contaminacioén del suelo facilita la propagacion a través de calzado, llantas de vehiculos y
aguas superficiales (Nelson, 2013).

El gen RPM1 desencadena resistencia a patégenos como bacterias, hongos, virus,
nematodos e insectos al sintetizar proteinas de resistencia con dominios nucleotidicos (NB) y
repeticiones ricas en leucina (LRR) en el citoplasma (Bai et al., 2013). Funciona como un

sensor que detecta moléculas especificas producidas por bacterias patégenas,
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desencadenando una cascada de sefales intracelulares. Esto incluye la elevacion de los
niveles de Ca+2 y la generacion de una respuesta inmunitaria en la planta, activando la
produccién de especies de oxigeno reactivas (ROS) (Grant et al., 2001).

La falta de métodos efectivos contra Foc R4T impulsa la exploracion de estrategias de
mejoramiento genético mediante la edicion genética con CRISPR-Cas9, una herramienta
poderosa para introducir cambios precisos en el genoma de las plantas (Tripathi et al., 2020).
El cruce convencional, al ser lento e ineficiente en el desarrollo de resistencia a patégenos, se
ve limitado por la incompatibilidad genética y la transferencia de genes no deseados (Wang et
al., 2021). El uso de métodos como el control quimico puede generar riesgos ambientales. Por
ello, la implementacion de tecnologias modernas para modificar genes especificos en el
genoma del banano, como la edicién genética, busca mejorar los métodos convencionales y
superar estas limitaciones (Viljoen et al., 2020).

El objetivo de esta investigacion es transformar Agrobacterium tumefaciens mediante la
introduccion de un vector binario que lleva el sistema CRISPR-Cas9 para editar la region
promotora RPM1, asociado a la resistencia de fusariosis en banano. Una vez transformado el
Agrobacterium con este vector, se busca escalarlo a suspensiones celulares que seran
infectadas para desarrollar plantas de banano asociado a la resistencia del patdgeno.
Justificacion del problema

El banano es esencial para cerca de 400 millones de personas en todo el mundo, el
grupo Cavendish contribuye al 47% de la produccion mundial, se cultiva en mas de 130 paises
y el marchitamiento por Foc R4T es una enfermedad devastadora que afectaria a la economia
de muchos paises (Thangavelu et al., 2022). La cepa ha afectado a 27 paises y no existe
actualmente ningan cultivar de banano comercial con una resistencia a Foc R4T, ni mucho
menos algun tratamiento quimico capaz de combatirlo (Pegg et al., 2019). Aunque Ecuador aun
no se ve afectado, paises vecinos como Peru y Colombia ya experimentan el impacto del Foc

RAT (Westerhoven et al., 2022).
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La amenaza de cepas anteriores como Foc R1 y Foc R2, provocé cambios drasticos en
los cultivares de banano debido a una epidemia de marchitez por Fusarium que casi eliminé la
variedad Gros Michel. La industria bananera cambio de cultivares pasando de Gros Michel a
Cavendish para garantizar la continuidad de la produccion (Staver et al., 2020). La actual
amenaza de Foc R4T presenta desafios Unicos debido a su amplia presencia y rapida
propagacion (Tripathi et al., 2022). Las herramientas de edicion genética y tecnologias
modernas surgen como soluciones especificas y eficaces para abordar esta raza (Wang et al.,
2021). Esto implica la creacion de variedades de banano asociadas a la resistentes del Foc
R4T mediante la introduccién de un vector plasmidico que contiene el sistema CRISPR-Cas9
para editar el promotor del gen RPM1 presente en el banano. Se emplea Agrobacterium
tumefaciens para insertar este material genético en las células vegetales del banano.
Objetivos
Objetivo general

e Desarrollo de un sistema de vector binario de Agrobacterium tumefaciens para la
edicién del promotor del gen RPM1 de banano.
Objetivo especificos
e Transformar Agrobacterium tumefaciens con un plasmido que contiene el sistema
CRISPR-Cas9 para la edicion del promotor del gen RPM1, asociado con la resistencia a
la fusariosis en banano.
e Confirmar la presencia de la region promotora del gen RPM1, en el germoplasma de
banano.
e Estandarizar un protocolo 6ptimo para la conservacion de Agrobacterium transformada.
Hipétesis
Existe diferencias significativas en la eficiencia de transformacion en Agrobacterium

tumefaciens para la cepa AGL1 con dos métodos de transformacion bacteriana diferentes.
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Capitulo II: Marco tedrico

Banano

El platano y el banano (Musa sp.) son cruciales en la agricultura mundial, contribuyendo
con 163 millones de toneladas anuales en 135 paises. La diversidad de banano a nivel mundial
se centra principalmente en las variedades triploides, que surgen de la hibridaciéon de dos
especies diploides silvestres, Musa acuminata (genoma A) y Musa balbisiana (genoma B).
Estos cultivos son fundamentales en la vida de mas de 400 millones de personas y representan
una fuente vital de ingresos en paises en desarrollo (Wang et al., 2019). Aunque existen
diversas variedades, el grupo Cavendish (AAA) destaca al representar el 47% de la produccién
mundial, con Ecuador como lider mundial en exportaciones de banano, aportando el 4% al PIB
en el pais, principalmente en las provincias de Los Rios, Guayas y El Oro (Dempsey, 2022).

Cavendish destaca por su valioso aporte nutricional y su elevado contenido de almidén.
La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) los
reconoce como el cuarto cultivo alimentario mas esencial, superado Unicamente por el arroz, el
trigo y el maiz (Song et al., 2018). Las musaceas comestibles se consolidan como alimentos
clave a nivel mundial, la amenaza de la marchitez por Fusarium emerge como un desafio critico
para la seguridad alimentaria y la economia agricola (Churchill, 2011).

Fusarium oxysporum f. sp. cubense tropical raza 4 (Foc R4T)

El Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc), responsable del marchitamiento en
bananos, es un hongo que exhibe una variedad de razas y grupos genéticos (Meldrum et al.,
2012). Las razas Foc 1, Foc 2 y Foc 4 afectan a distintos cultivares de banano, siendo la Foc 4
actualmente la més letal y dafiina para Cavendish (Dita et al., 2018). Esta raza se divide en
cepas subtropicales y tropicales, presentando un riesgo global para la produccién de banano

(Fourie et al., 2009).
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El Dr. Joseph Bancroft informé el primer caso de marchitamiento por Fusarium en
Australia en 1874, marcando el inicio de una amenaza persistente para la industria bananera
(Bancroft, 1876). La raza 1 de Fusarium oxysporum f. sp. cubense, desato pérdidas en el
mercado internacional de banano en la década de 1950. El reemplazo del clon Gros Michel por
clones Cavendish, que representan el 40 % de la produccién mundial, fue una respuesta
exitosa (Bubici et al., 2019). Ante la posibilidad de una segunda epidemia por la raza 4, las

pérdidas econdmicas podrian ser mayores, estimadas en 2.3 billones de USD (Ploetz, 2005).

La marchitez por Fusarium, también llamada enfermedad de Panama puede ser
causada por cualquiera de las razas Foc, se caracteriza por la produccién de microconidios,
macroconidios y clamidosporas como estructuras de supervivencia (Mostert et al., 2017). Estas
estructuras de resistencia permiten al hongo adaptarse y subsistir en el suelo durante mas de
veinte afios sin hospederos alcanzando temperaturas superiores a 24 °C (Arie, 2019).
Transmitido a través del suelo, este afecta las raices, obstruyendo los vasos del xilema y
causando una coloracion marrén rojiza en el rizoma y pseudotallo, lo que finalmente resulta en
la muerte de la planta (Ordofiez et al., 2015). Las hojas adquieren un tono amarillo brillante,
marchitan y colapsan alrededor del pseudotallo. Las plantas enfermas suelen perecer antes de
producir racimos, disminuyendo el rendimiento en campos afectados (Pegg et al., 2019). Tras
la contaminacién del suelo con Foc, los cultivares susceptibles no pueden ser replantados con

éxito hasta después de al menos 30 afios (Garcia-Bastidas et al., 2014).

Las clamidosporas de Fusarium, una forma de espora resistente, germinan en
respuesta a nutrientes en los exudados de raices de banano. Este evento desencadena la
formacion de micelio y conidios en un periodo de seis y ocho horas. Posteriormente, se forman
nuevas clamidosporas en un lapso de dos a tres dias después de la germinacion inicial (Guo et

al., 2015). El Foc R4T al infectar las puntas de las raices secundarias y terciarias del banano
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penetran la cofia radicular y la zona de elongacion, estableciendo una relacién parasitaria
intercelular hemibiotréfica en la corteza de la raiz antes de ingresar al xilema (Dita et al., 2018).
En el xilema, el Fusarium coloniza en forma de conidios y se mueve a través de la corriente de
transpiracion hasta que es bloqueado (Li et al., 2017). Una vez bloqueado, los conidios
germinan y crecen a través de las placas del xilema, lo que permite que el hongo esporule
rapidamente y cause dafio al huésped (Pegg et al., 2019).

Agrobacterium tumefaciens

A. tumefaciens es un grupo de bacterias del suelo Gram-negativas perteneciente a la
familia Rhizobiaceae, mide aproximadamente 1-3 um de largo y 0,5-1 um de ancho (Aminedi et
al., 2013). Causa tumores de agalla en la corona en plantas al introducir su ADN-T en el
genoma, se ha estudiado como patégeno e importante herramienta biotecnolégica (Gohlke &
Deeken, 2014). Su morfologia en la pared celular incluye una membrana externa de
lipopolisacarido, exhibe resistencia a ciertos antibioticos (Matthysse, 2006).

En el campo de la ingenieria genética, se emplean diversas cepas de A. tumefaciens
para llevar a cabo la transferencia de genes en plantas (Sun et al. 2006). Las cepas mas
utilizadas con este propésito se encuentran GV3101, EHA105, AGL1 y MP90, destacandose
por su eficacia en el proceso de transferencia de material genético (Chetty et al., 2013).
Mecanismos de infeccion y transferencia genética

La ingenieria genética vegetal involucra la transferencia e integracion de genes de
interés en el cromosoma de la célula vegetal (Sun et al. 2006). Existen métodos de
trasformacién bacteria como la biolistica, electroporacion, transformacién con polietilenglicol
(PEG) y la transformacién mediada por A. tumefaciens (Diaz, 2005).

A través de un plasmido (Ti-plasmido), A. tumefaciens transfiere un segmento de ADN
plasmidico (ADN-T) a la célula huésped. En los plasmidos Ti recombinantes, se inserta un
marcador seleccionable en el genoma de la célula huésped para facilitar la seleccién de

transformantes (Ozyigit, 2020). La transferencia de T-DNA ocurre cuando se mezclan las
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bacterias con los explantes vegetales durante la etapa de infeccién, y luego continta durante el
proceso de co-cultivo. Durante este periodo, se espera que el T-DNA se transfiera 'y se integre
en los cromosomas de las células vegetales. Después de esta etapa, se realiza un proceso de
lavado para eliminar las bacterias restantes de los explantes, lo que permite que las células
vegetales infectadas con el T-DNA sigan creciendo y desarrollandose (Matthysse, 2006).

Los protocolos eficientes y de alto rendimiento para la transformacion en células
vegetales con la intervencion de A. tumefaciens, empleando cepas como GV3101, EHA105,
AGL1 y MP90, aun no han permitido determinar cual de ellas es la mas efectiva pero permiten
transferir material genético (Dan et al. 2006). La falta de un analisis sistematico que compare
las eficiencias de transformacién entre las diversas cepas y su capacidad para incorporar
nameros especificos de copias del transgén en las plantas es evidente (Cruz-Mendivil et al.
2011). Este aspecto es de gran importancia, dado que la cantidad de copias de transgenes
puede tener un impacto significativo en los niveles de expresion genética, el fenémeno de
silenciamiento de genes y la estabilidad del material genético (Chetty et al., 2013).

Gen RPM1

El gen RPM1, asociado a la resistencia a Pseudomonas syringae pv. maculicola,
codifica una proteina con caracteristicas de un receptor citoplasmatico clasico, presentando un
dominio amino terminal en espiral, un sitio de unién de nucleétidos central (NB) y un dominio
LRR carboxilo terminal. Fue uno de los primeros genes de resistencia de plantas
molecularmente caracterizados en Arabidopsis thaliana, marcando un hito en la investigacion
(Tian et al., 2003).

La caracterizacion funcional de RPML1 y sus interacciones, especialmente con la
proteina interactuante (RIN4) en presencia de las proteinas efectoras bacterianas AvrRpm1 o
AvrB, ha proporcionado una comprension de los mecanismos de resistencia a enfermedades
en plantas (Mackey et al., 2002). La interaccién entre la proteina AvrRpm1 y el gen RPM1

desencadena una respuesta de defensa en la planta contra P. syringae (Rose et al., 2012).
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Ediciéon genética con CRISPR-Cas9

Las repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente espaciadas (CRISPR)
son secuencias de ADN que colaboran con genes asociados para modelar enfermedades y
mejorar caracteristicas deseables (Sameeullah et al., 2018). La modificacion del genoma se
lograba por la recombinacion homéloga en células madre embrionarias en ratas como modelos
animales de experimentacion, pero recientemente, las nucleasas disefiadas, como las
nucleasas con dedos de zinc y el sistema CRISPR-Cas9, han simplificado y abaratado
procesos. Estas nucleasas disefiadas generan roturas de doble cadena en el genoma,
activando vias de reparacién propensas a errores o dirigidas por homologia (Lino et al., 2018).

El CRISPR-Cas9 consta de tres componentes principales: la proteina Cas9, el ARN
guia unico (sgRNA) y los sitios objetivo situados aguas arriba de un motivo adyacente al
protoespaciador (PAM) presentes en el plasmido utilizado para la transformacion bacteriana
con el gen de resistencia RPM1 (Sameeullah et al., 2018). El complejo Cas9/sgRNA tiene la
capacidad de buscar y reconocer eficientemente secuencias de ADN gendmico diana cercanas
a un PAM. Una vez localizado el sitio objetivo, Cas9 induce una rotura de doble hebra (DSB)
tres bases aguas arriba del PAM, generando asi una DSB de extremos romos. La reparacion
del DSB puede producirse mediante unién de extremos no homélogos (NHEJ) o mediante
reparacion dirigida por homologia (HDR) (Xing et al., 2014).
Figura 1

Edicién genetica mediante CRISPR-Cas9 (Zurita, 2021)
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Shock térmico

La transformacién bacteriana por choque térmico, se basa en la introduccion de material
genético externo, como plasmidos, en células bacterianas por medio de la formacion de poros
(Patel et al., 2013). Este método es comunmente empleado en laboratorios para
manipulaciones genéticas y la produccion de organismos modificados genéticamente (Wise et
al., 2006). La eficiencia de la transformacion por condiciones éptimas, como la temperatura y el
tiempo de choque térmico, pueden variar segun la cepa bacteriana especifica (Merdekawati et

al., 2023).

El proceso de transformacion por choque térmico inicia con la preparacion de células
guimicamente competentes, las cuales se exponen a una solucion de cloruro de calcio para
contrarrestar la repulsion electrostatica entre el ADN plasmidico y la membrana celular
bacteriana. Posteriormente, las células se someten a un choque térmico, implicando un breve
aumento de la temperatura a alrededor de 42-45 °C durante unos pocos minutos. Este proceso
debilita temporalmente la membrana celular, facilitando la entrada de moléculas de ADN
(Rahimzadeh et al., 2016). Patigu et al. descubrieron que una temperatura de choque térmico
de 55 °C con un tiempo de 60 segundos era la mejor condicién para transformar el plasmido en

E. coli, aunque esto puede variar segun la cepa bacteriana (Patigu et al., 2021).

Electroporacion

La electroporacion es una técnica que implica la aplicacién de un campo eléctrico para
crear poros transitorios en las membranas plasmaticas de células procariéticas y eucariotas
(Meijerink et al., 2018). La electroporacion se ha utilizado ampliamente en biologia, medicina y
biotecnologia debido a su rapida aplicacion, rentabilidad, aplicabilidad a varios tipos de células,
idoneidad para aplicaciones a gran escala y la capacidad de lograr un alto porcentaje de

transformacion estable (Yarmush et al., 2014).
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La electroporacién de células implica varios pasos. Inicialmente, se preparan las células
competentes a través de su cultivo y el tratamiento con los pladsmidos deseados (Kumar et al.,
2019). Posteriormente, estas células competentes, junto con el plasmido de interés, se colocan
dentro de una celda de electroporacion y se exponen a pulsos eléctricos bajo condiciones
controladas de voltaje, capacitancia y resistencia (Kotnik et al., 2012). El campo eléctrico
genera poros iniciales hidrofébicos inestables en la bicapa lipidica, lo que conduce a la
formacion de poros temporales que facilitan la entrada del ADN plasmidico en las células
(Kotnik & Weaver, 2016).

Sin embargo, corrientes eléctricas excesivas, especialmente campos de alta intensidad,
pueden causar sobrecalentamiento y la muerte celular, impidiendo la recuperacion y la
transformacion celular deseada (Ozyigit, 2020).

Conservacion de Agrobacterium como herramienta genética

La congelacién de cultivos bacterianos a temperaturas de -80 °C, es una practica comun
para la crioconservacion de cepas en laboratorios, y diversos crioprotectores se han utilizado a
lo largo del tiempo. Desde 1913, se ha observado que aditivos como el azucar, la leche o el
glicerol protegen a las bacterias de la muerte celular durante ciclos repetitivos de
congelacién/descongelacion (Jyothishwaran et al., 2007).

El glicerol es cominmente utilizado como agente crioprotector en la preservacion de
cultivos bacterianos, con métodos convencionales que involucran la suspension de las cepas
en una solucién de glicerol al 15%, aunque esta concentracion puede variar hasta alcanzar un
25%, dependiendo de la cepa bacteriana (Wise et al., 2006). Sin embargo, alternativas como la
leche desnatada al 10% o el DMSO al 5% han demostrado mejorar la viabilidad de varias
cepas, como Streptococcus pyogenes, Campylobacter jejuni y Borrelia burgdorferi, en
comparacion con el glicerol, especialmente después de la descongelacion y la incubacién

prolongada a 30 °C (Cody et al., 2008).
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Capitulo lll: Metodologia
Zona de estudio

El trabajo de titulacion se realiz6 en el laboratorio de microbiologia de la Universidad de
las Fuerzas Armadas ESPE, situado en el cantén Rumifiahui de la ciudad de Quito, en la
provincia Pichincha. El proyecto tuvo una duracion de 6 meses, desde su planteamiento en
octubre de 2023 hasta su presentacién en marzo de 2023.

Identificacion de Agrobacterium tumefaciens

En el laboratorio, se mantuvieron cepas de A. tumefaciens en glicerol durante un
periodo prolongado de cinco afios. Se realizd un analisis para determinar la viabilidad celular,
es decir, se evalu6 si las células seguian siendo viables con el propdsito de transformarlas
posteriormente con un vector plasmidico que contiene el sistema CRISPR-Cas9.

Se tomé un tubo que contenia la cepa crioconservada, se descongelé y luego se
sembrd utilizando hisopos estériles en medio sélido Luria-Bertani. Posteriormente, se incubo a
la temperatura adecuada, generalmente entre 28-30 °C, y se esperd observar crecimiento
visible dentro de 3 a 5 dias. Una vez que se detectd la presencia de colonias en la placa, se
procedi6 a realizar pruebas bioguimicas, microbiol6gicas y moleculares para caracterizar la
cepa.

Se utilizé la prueba bioquimica de la catalasa, la cual implica la aplicacién de agua
oxigenada (peréxido de hidrégeno al 3%) sobre una colonia bacteriana. En el caso de A.
tumefaciens, se observo efervescencia o liberacion de burbujas de oxigeno en la zona de
aplicacion del peréxido de hidrogeno, lo que indica un resultado positivo para la prueba de
catalasa.

En la prueba microbioldgica, se lleva a cabo la tincién de Gram siguiendo el protocolo
de Merck Millipore (2007), dado que la bacteria es gram negativa (Anexo 1). Durante la tincién

de Gram, el A. tumefaciens retiene el colorante de contraste (safranina o fucsina) después de
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ser tratada con alcohol o acetona, lo que le confiere un color rosado o rojo en contraste con las
bacterias gram positivas, que retienen el color violeta-azulado del cristal violeta.

Las pruebas moleculares comenzaron con la extraccién de ADN gendémico de A.
tumefaciens utilizando el protocolo descrito por Cheng & Jiang (2006). Posteriormente, se llevo
a cabo una PCR universal dirigida al gen 16S, el cual contiene regiones conservadas en
bacterias (Moorlag et al., 2023). Los productos de PCR fueron secuenciados y las secuencias
resultantes fueron comparadas con la herramienta bioinformatica BLAST.

Diseno de primers y condiciones de PCR para E. coli

Los primers disefiados para amplificar el plasmido dentro de E. coli se generaron
utilizando el programa Benchling. Se disefiaron primers Forward y Reverse que amplifican un
fragmento de 1533 pares de bases (pb) para confirmar la presencia de la Cas en el plasmido
mediante una PCR in silico en Benchling (Figura 2). Ademas, se disefiaron otro par de primers
para identificar la region de la Cas y el ARN guia, amplificando un tamafio de 1167 pb en
Benchling (Figura 3).

Figura 2

Disefio de los primers en Benchling y la region a amplificar
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Nota. Los primers Cas.Forward y Bac.Reverse, amplifican 1533 pb.

Figura 3

Disefio de los primers en Benchling y la region a amplificar
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Nota. Los primers Cas.Forward y L2.2.Reverse, amplifican 1167 pb.

Tabla 1

Primers disefiados en Benchling

Primers Secuencia GC% Tm  Tamafo amplificar
Cas.Forward  5-ATACGTCCACCAAGGAGGTT-3' 50 61 1533 pb
Bac.Reverse 5-CCTTCATGCGTTCCCCTTGC-3' 60 64.8

Cas.Forward 5-ATACGTCCACCAAGGAGGTT-3' 50 61 1167 pb
L2.2.Reverse 5-TCGGTCACATGTGCATCCTCT-3 55 62,4

Una vez que llegan los primers de la empresa Macrogen, junto con las distintas

especificaciones del oligo, como la temperatura de melting y el porcentaje de Guanina-Citosina,
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procedemos a determinar la temperatura de annealing para la PCR. Esto implica realizar un
promedio de las temperaturas de los primers forward y reverse para determinar la temperatura
optima de anneling que se debe programar en el termociclador. Este paso es crucial para
garantizar la eficacia y la especificidad de la amplificacién durante el proceso de PCR.

Tanneting = (0.3XTm primer) + (0.7XTm producto)-14.9

Donde:

Tm primer= Temperatura del primer Forward o Reverse enviados por MacroGen.

Tm producto= Temperatura del punto de fusién del producto.

Después de calcular las dos temperaturas de anillamiento tanto para forward y reverse,
se realiza un promedio entre ellas para programar el termociclador a la temperatura adecuada,
permitiendo que los primers se unan especificamente a sus sitios de reconocimiento.
Extraccion de ADN plasmidico de E. coli

Las cepas de E. coli esta crioconservaron en glicerol al 25%. Posteriormente, se
sembraron en medio sélido LB y se incubaron durante 24 horas para permitir el crecimiento de
colonias aisladas. Una vez desarrolladas las colonias, se seleccion6 una y se sembr6 en medio
liquido LB en un volumen de 6 mL. La incubacién se realizé a 200 revoluciones por minuto a
temperatura ambiente durante 20 horas. Seguidamente, se midio la densidad 6ptica (OD) del
medio para garantizar que las cepas estuvieran en la fase exponencial, con un valor dentro del
rangode 0.5a 1.

Una vez confirmada la fase de crecimiento, se procede a la extracciéon del ADN
plasmidico. Se emplearon dos protocolos: el de extraccion Miniprep PureLink™ HiPure Plasmid
DNA Purification de Invitrogen™ y el protocolo de extraccién de plasmido basado en lisis
alcalina propuesto por International Genetically Engineered Machine (iGEM), basado en

Sambrook, et al., (1989).
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Figura 4

Protocolo de extraccion de ADN plasmidico
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Nota. Elaborado con Biorender.

En el protocolo iGEM se realizaron modificaciones especificas para mejorar los
rendimientos en la extraccion y obtener concentraciones mas altas con una mayor pureza del
ADN. Por ejemplo de acuerdo al Anexo 2, en el paso 2, se increment6 el tiempo a 2 minutos, y
en el paso 11, se incuba toda la noche a -80 °C para mejor precipitacion del ADN plasmidico.
Finalmente, el ADN se resuspendié en 30 uL de agua libre de nucleasas. Se cuantificé el ADN
para conocer la pureza y la concentracion mediante espectrofotometria UV-Vis, utilizando el
equipo Thermo Scientific™ uDrop Plate. Se colocaron 2 uL de ADN plasmidico extraido en
cada pocillo del equipo y 2 L de agua libre de nucleasas como blanco, que sirvié como buffer
de elucién. La integridad del ADN se evalué mediante electroforesis horizontal en gel al 1.5%
con un voltaje de 80 V por 40 minutos utilizando SYBR™ Safe DNA Gel Stain (Invitrogen™) y

se visualizé mediante transiluminador (Owl™ EasyCast™ B1-BP Electrophoresis Systems).



Condiciones de PCR para el plasmido de E. coli

Antes de iniciar la PCR, se realizaron las diluciones necesarias del ADN plasmidico
cuantificado para alcanzar una concentracion de 60 ng/uL. Los primers, previamente fueron
reconstituidos con agua libre de nucleasa siguiendo las instrucciones de Macrogen (2023).
Tabla 2

Componentes de PCR para amplificar 1533 pb

Componente Volumen (pL)
2X BlasTaqg PCR Master Mix 12,5
Cas.Forward (10 uM) 1
Bac.Reverse (10 pM) 1
Dimetilsulféxido (5%) 1

Plantilla ADN plasmidico (60 ng) 1

Agua Libre de Nucleasa 8,5

Volumen Total 25

Nota. Los componentes Cas. Forward y Bac. Reverse son los primers (oligos) que fueron
sintetizados por MacroGen
Tabla 3

Componentes de PCR para amplificar 1167 pb

Componente Volumen (pL)
2X BlasTaq PCR Master Mix 12,5
Cas.Forward (10 pM) 1
L2.2.Reverse (10 uM) 1
Dimetilsulféxido (5%) 15

Plantilla ADN plasmidico (80 ng) 1
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Agua Libre de Nucleasa 8

Volumen Total 25

Nota. Los componentes Cas. Forward y L2.2 Reverse son los primers (oligos).

Para realizar la PCR, después de preparar todos los componentes en un tubo de PCR
(0.2 mL) se coloca en el termociclador las siguientes condiciones:
Tabla 4

Condiciones de PCR para amplificar 1533 pb

Etapas de la PCR Temperatura Duracién Ciclos de PCR
Desnaturalizacion Inicial 95°C 4 minutos 1
Desnaturalizacion 95°C 15 segundos

Hibridacién Tm-5°C 15 segundos 35

Extensién 72°C 30 segundos

Extension final 72°C 1 minuto 1
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Nota. Se presentan las condiciones de PCR convencional conforme al Kit 2X BlasTag TM PCR

(abm, 2016). "Tm" se refiere a la temperatura de melting de los primers.

Para amplificar 1167 pb se trabaja con las mismas condiciones, solo que se ajusta la
temperatura de hibridacion, debido que los primers tienen otras temperaturas. Una vez
completado el proceso en el termociclador, se obtienen los amplicones. La visualizacion del
tamafio para cada amplicon se lleva a cabo mediante electroforesis en gel al 1.5% a 90 V
durante 40 minutos, utilizando el marcador molecular 100 bp Opti.DNA Marker (abm, 2019).
Células competentes de A. tumefacies para choque térmico

Para preparar células quimiocompetentes, se inicié inoculando 2 mL de medio liquido
YEB con Kanamicina a una concentracion de 0,05 mg/mL para la cepa de A. tumefaciens
(AGL1), y se cultivaron durante la noche con agitacién a 25-28°C (Chang et al., 2017).

Posteriormente, se extrajeron 2 mL del medio YEB sembrado el dia previo para inocular un
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matraz conteniendo 50 mL de medio YEB liquido sin antibi6tico, y se incub6 hasta que las
células alcanzaron un OD600 entre 0,5y 1,0. El medio se enfrié en hielo durante
aproximadamente 4 horas, y luego se transfirié a tubos Falcon estériles de 50 mL, los cuales se
centrifugaron a 4°C durante 8 minutos a 10,000 g. Se descarta el sobrenadante y se
resuspenden las células con 5 mL de CaCl2 a una concentracion de 20 mM frio. Luego, se
repite la centrifugacién y se descarta el sobrenadante. Después, se resuspenden las células en
1 mL de 20 mM de CaCl2 frio y se aliquotan 100-150 pL de la solucién celular en tubos
Eppendorf de 1,5 mL. Se almacenan los tubos a -80°C para uso futuro (Wyrzykowska et al.,
2016).

Figura 5

Protocolo para células quiocompetentes

Se trasvasa en un matraz

Incubar a 28 °C i
de 50 mL con medio YEB
180r.p.m 0D600= 0,510 Enfriar por 4 horas Transferir a tubo falcon

18 horas

J

\J

10000 g
4°C

. 8 min
| | ® \ "
X \m 2] e
| ‘ Descartar < @ N Descartar |
o e = ! LI— sobrenadante ’ :

AT

. i
o

i / sobrenadante 1 00tel]

\ v y resuspender M y resuspender _ M o
Alicuotar 100 uL conl mlLde o con 5mlL de (D

cacl2 B CaClz

Células competentes de A. tumefacies para electroporacion

Para preparar células electrocompetentes, se toma una colonia de A. tumefaciens AGL1
se afiade a 20 ml de medio LB en un matraz Erlenmeyer de 100 ml y se deja crecer durante la
noche en un agitador giratorio a 28 °C y 200 rpm (McCormac et al., 1998). Se controla el

crecimiento hasta que el OD600 alcance un valor de 0,5 a 0,9. Luego, se enfria el matraz en
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hielo durante 15 minutos y se centrifuga a 4000 x g durante 10 minutos a 4 °C para obtener un
pellet de células. El sedimento se lava dos veces con 100 ml de agua destilada autoclavada fria
y se centrifuga a 4000 xg durante 10 minutos a 4°C. Se desecha el sobrenadante y se
resuspende el sedimento celular en 20 ml de glicerol frio al 10%.Se centrifuga a 4000 xg
durante 10 minutos a 4°C; se retira y desecha el sobrenadante. Finalmente, se resuspenden las
células en un volumen final de 2 ml de glicerol frio al 10% (Kaman-Téth et al., 2018).

Figura 6

Protocolo para células electrocompetentes
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Nota. Elaborado en Biorender
Choque térmico

La transformacién bacteriana de A. tumefaciens se realiz6 siguiendo los procedimientos
detallados en los protocolos de Wise et al. (2006) y Wyrzykowska et al. (2016). Se emplearon 3
tubos Eppendorf que contenian células quimicamente competentes, los cuales se

descongelaron durante 20 minutos. Una vez descongeladas, se afadieron 3 y 5 yl de ADN a
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diferentes tubos que contenian 100 ul de células competentes, mientras que en el tercer tubo
se agreg6 agua como control negativo. Se efectué un movimiento de "flicking" en cada tubo
para facilitar la resuspension de los microorganismos.

Luego, las células se colocaron a -20°C durante 5 minutos y se transfirieron a -80°C
durante 10 minutos. Posteriormente, se llevaron a un bafio Maria con una temperatura de 40°C
durante 8 minutos.

Las muestras se incubaron durante 5 minutos en hielo y luego se afiadio 1 ml de medio
YEB liquido. Se incubaron durante 3 horas y 30 minutos con una agitacién de 200 rpm a
temperatura ambiente.

Después de la incubacion, se centrifugé la muestra a 13000 r.p.m durante 2 minutos y
se resuspendieron en 1 ml de cultivo YEB liquido con antibiético de seleccion, en este caso,
tetraciclina a 1.5 pg/ml.

Se realizaron diluciones seriadas y se sembraron 100 ul de la cuarta diluciéon (104) en
placas con medio YEB suplementado con tetraciclina a 10 pug/ml.

Figura 7

Protocolo par transformacion bacteriana por choque térmico
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Se realiza la siembra de las bacterias transformadas y un control negativo, donde no
debe existir crecimiento. Se contaron las colonias obtenidas en las cajas Petri con bacterias
transformadas. Posteriormente, se calculé la eficiencia de transformacion siguiendo la férmula

de Liu et al. (2018):
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#UFC (Unidades Fomadoras de Colonias)
DNA sembrado en la caja (ug)

Eficiencia de Transformaciéon (TE) =

#Colonias Transformadas xTasa DilucionxVolumen de transformacion (uL)

#UFC =
Volumen sembrado (ulL)

Volumen Sembrado (uL)xDNAPlasmidico (ug)

DNA brad la Caj =
Sembrado en la Caja (1g) Volumen de Transformacién (uL)

Electroporacion

La electroporacién se llevo a cabo en los laboratorios de Inmunologia y Virologia de la
Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE (BIO-RAD, 2024). Se utilizaron dos tipos de celdas
de electroporacion, una con tamafio de 0,2 cm y otra de 0,4 cm.

En la celda de 0,2 cm, se colocaron 100 pL de células competentes y luego se
afiadieron 8 uL a una concentracién de 100 ng de ADN plasmidico que es el vector binario
pPAGMA4723 (addgene, 2024). La celda se introdujo en el electroporador con las siguientes
condiciones: 2.5 kilovoltios (KV) de voltaje, 25 microFaradios (uF) de capacitancia, 200 ohmios
de resistencia y el tiempo se ajusté automaticamente por el equipo. La electroporacion se
realiz6 durante aproximadamente 5 milisegundos (ms). Posteriormente, el medio de la cubeta
electroporada se transfirid a 1 mL de medio SOC y se incubé a 29°C en un termobloque a 250
rpm durante 3 horas. Pasado este tiempo, se sembraron las células en placas con medio sélido
LB suplementado con tetraciclina a 10 pg/ml (Nagel et al., 1990).

En la celda de 0,4 cm, se colocaron 150 pL de células competentes y se afiadieron 8 pyL
de ADN plasmidico a una concentracion de 150 ng/uL. La celda se introdujo en el
electroporador con las siguientes condiciones: 3 kilovoltios (KV) de voltaje, 25 microFaradios
(uF) de capacitancia y 300 ohmios de resistencia. La electroporacion se llevé a cabo durante
aproximadamente 9.9 milisegundos (ms). Posteriormente, el medio de la cubeta electroporada
se transfirio a medio SOC y se incubd a 28°C en un termobloque a 250 rpm durante 3 horas.
Después de este periodo, se sembraron las células en placas con medio sélido LB

suplementado con tetraciclina a 10 yg/ml (McCormac et al., 1998).
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Figura 8

Protocolo par transformacion bacteriana por electroporacion

(A4

/‘,\
Descongelar células /i[a o)

electrocompetentes

& = [ ‘

—

2.5 kilovoltios (KV)
25 microFaradios (uF)

! 200 ohmios Transferir a un tubo Incubar a 29 °C
eppendorf con 1 mL de 3 horas

medio SOC 250 r.p.m

100 uL de células
8 uL de ADN plasmidico

Nota. Elaborado en Biorender.
Extracciéon de ADN genémico de banano Cavendish

Se realizd la extracciéon de ADN gendmico conforme al protocolo de IDgen (Anexo 3),
con algunas modificaciones. Por ejemplo, en el paso A, se incluyé una etapa de lavado con
agua corriente del material vegetal de 100 mg (hoja de banano joven) para eliminar impurezas.
Luego, el explante se sumergio en una solucién de 500 mL de hipoclorito de sodio al 1%, con la
adicion de 3 gotas de Tween-20, durante 10 minutos. Posteriormente, se llevo a cabo un lavado
con agua destilada dos veces vy, finalmente, con agua estéril autoclavada durante 5 minutos
(Jadan et al., 2016). La muestra se colocé junto a un mortero en la ultracogeladora durante 18
horas. En el paso C, se anadieron 5 uL de proteinasa K; luego, se continué con el protocolo
segun IDgen y se cuantificé el ADN utilizando un equipo MultiScan para determinar las purezas
y concentraciones del ADN genomico.
Diseiio de primers para identificar la region promotora RPM1 en el banano

El programa bioinformatico Ensembl constituye una base de datos genémica y una
plataforma de anotacion que ofrece informacidn sobre los genomas de diversas especies. Para
identificar la secuencia genética de RPM1 presente en el genoma de Musa acuminata, se

descargd del cromosoma 9 (Ma09_g28690), seleccionado por el tesista anterior. Dentro del
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programa, se localizé el gen que alberga la secuencia de RPM1 (Figura 9) y posteriormente se
descargaron 1000 pares de bases aguas abajo (EnsemblPlants, 2024).
Figura 9

EnsemblPlants identificacion de la region Ma09 g28690
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Luego, se cargo la secuencia en el programa Benchling con el fin de identificar las
posibles regiones promotoras previamente disefiadas por el tesista anterior. Se procedié a
identificar las diversas secuencias del gen RPM1 y se disefiaron los primers Forward y Reverse
para amplificar 701 pb del ADN gendémico del banano.

Figura 10

Disefio de primers para la region promotora en el programa Benchling
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Las secuencias fueron enviadas a la empresa Macrogen para sintetizar los oligos, los
cuales se utilizaran posteriormente en la PCR.
Tabla 5

Primers para ampilificar el fragmento de 701 pb del banano

Primers Secuencia GC% Tm  Tamaio amplificar
PF.RMP1 5-GAAGACTTATTCATGGCTTTGGC-3' 43 58.1 701 pb
PR.RPM1 5-CTTATGTCGAGCCTTGAAGGAGA-3' 48 61

Crioconservacion

Se llevo a cabo la crioconservacion de A. tumefaciens transformada utilizando glicerol.
Las cepas se cultivaron en medio LB liquido hasta alcanzar un OD de 0,7. Luego, se tomé 1,5
mL del medio con la cepa en criotubos y se centrifugaron para eliminar el medio de cultivo, ya
gue podria afectar las condiciones de crioconservacion. Posteriormente, el pellet se
resuspendié en 1 mL de glicerol al 20% en un tubo. Se repitié el mismo procedimiento en otros
tubos, variando el porcentaje de glicerol, que fue del 30% y 40% (Wise et al., 2006).

Después, se procedio a la criconservacion de las células utilizando DMSO como
crioprotector para A. tumefaciens transformada. Se cultivaron en medio LB liquido hasta
alcanzar la fase exponencial con un OD de 0,7. Luego, se transfirié6 un volumen de 1,5 mL del
medio a criotubos, se centrifugd y se resuspendié la cepa en concentraciones de DMSO del 5%
en un tubo, del 10% en otro, y finalmente del 20% en un tercero.

Se realizaron triplicados de cada concentracién tanto para glicerol y DMSO, se
almacenaron en el ultracongelador a -80°C durante 3 meses para evaluar la viabilidad

posteriormente (Tzfira & Citovsky, 2007).
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Diseio experimental

Para analizar los datos experimentales, se utilizé un disefio completamente al azar
(DCA) con tres repeticiones y se realizd un analisis de varianza (ANOVA) utilizando el software
GraphPad PrismTM con un nivel de significancia del 95% (a=0,05). El objetivo fue determinar la
eficiencia 6ptima de transformacion mediante dos métodos: choque térmico y electroporacion.
Ademads, se implemento otro disefio experimental para evaluar la viabilidad celular de A.
tumefaciens transformadas a diferentes concentraciones de crioconservantes.

Se emplearon los modelos estadisticos Ay B para determinar si la hipétesis seria nula o
alternativa. Se realizaron diversas pruebas estadisticas, incluyendo el test de Shapiro-Wilk para
evaluar la normalidad, la prueba de Levene para analizar la homogeneidad de varianzas,
ademas de la exploracion de supuestos mediante histogramas y graficos Q-Q plot.

e Modelo estadistico A

Yij=u+ci+eij

Yij= Eficiencia de transformacion de A. tumefaciens por diferente metodo de

transformacion.

u= Media de la eficiencia de transformacién calculada en AGL1

ci= Efecto de la i-enésima cepa de AGL1

eij= Error experimental asociado a la j-enésima unidad experimental

e Tratamientos

T1: A. tumefaciens AGL1 en cubeta de electroporacion de 0.2 cm

T2: A. tumefaciens AGL1 en cubeta de electroporacion de 0.4 cm

T3: A. tumefaciens AGL1 para choque térmico con 3uL ADN plasmidico

T4: A. tumefaciens AGL1 para choque térmico con 5uL ADN plasmidico

e Unidades experimentales
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Se llevaron a cabo tres repeticiones para cada uno de los tratamientos, obteniendo un

total de 12 unidades experimentales. Cada unidad experimental concierne a una caja Petri que

contenia aproximadamente 20 mL de agar LB donde fueron sembradas células transformadas

de A. tumefaciens que contienen el ADN plasmidico.

Variables e indicadores

a. Variable Dependiente: Colonias de A. tumefaciens transformadas eficazmente
b. Variable Independiente: Método de transformacion

Hipotesis

a. Nula: p1=p2=u3

No existe diferencia significativa en la medida de la eficiencia de la transformacion
bacteriana

b. Alternativa: u1#u2#u3

Existe diferencia significativa en la eficiencia de la transformacion en la cepa de A.
tumefaciens

Modelo estadistico B

Yij=p+ci+eij

Yij= Eficiencia de crioconservacion de A. tumefaciens para diferentes crioconservantes
con diferentes concentraciones

p= Media de la eficiencia de conservacion calculada en AGL1

ci= Efecto de la i-enésima cepa de AGL1

gij= Error experimental asociado a la j-enésima unidad experimental

Tratamientos
T1: A. tumefaciens AGL1 con glicerol al 20%.

T2: A. tumefaciens AGL1 con glicerol al 30%.
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T3: A. tumefaciens AGL1 con glicerol al 40%.
T4: A. tumefaciens AGL1 con DMSO al 5%.
T5: A. tumefaciens AGL1 con DMSO al 10 %
T6: A. tumefaciens AGL1 con DMSO al 20 %
e Unidades experimentales
Se llevaron a cabo tres repeticiones para cada uno de los tratamientos, lo que resulté en
un conjunto total de 18 unidades experimentales. Cada una de estas unidades experimentales
concierne a una caja Petri que contenia aproximadamente 20 mL de agar LB donde fueron
sembradas las células criconservadas de A. tumefaciens transformadas que contenian el ADN
plasmidico.
e Variables e indicadores
a. Variable Dependiente: Colonias viables de A. tumefaciens transformadas tras la
conservacion.
b. Variable Independiente: Cantidad del agente crioprotector.
e Hipotesis
a. Nula: p1=p2=u3
No existe diferencia significativa en la medida de la conservacion de bacterias
transformadas.
b. Alternativa: u1#u2#u3
Existe diferencia significativa con la conservacién del agente crioprotector en la cepa de

A. tumefaciens
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Capitulo IV: Resultado
Identificacion molecular de A. tumefaciens AGL1
Se sembré A. tumefaciens y se comprobd mediante pruebas bioquimicas y
microbioldgicas, dado que estaba conservada en glicerol por 5 afios.
Figura 11

Bacteria Gram-negativa

Nota. Se observaron bacterias gram-negativas

Las pruebas realizadas nos permitieron identificar el grupo al que pertenecia la cepa
para precisar la especie bacteriana, se realizaron pruebas moleculares. La PCR 16S, dirigida al
gen especifico 16S ARNr (ARN ribosomal), que es una regién altamente conservada del ADN
bacteriano (Costechareyre et al., 2010). El amplicon resultante fue secuenciado y su secuencia
fue analizada mediante un BLAST para confirmar que se trataba de A. tumefaciens.
Figura 12

Se analiz6 la secuencia utilizando la herramienta BLAST
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Max Total Query E Per.

Description Scientific Name Ace. Len i
.).p . Score Score Cover value  Ident 5 Accession
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Agrobacterium sp. CGMCC 11546 chromosome 2, complete sequence Agrobacterium sp. CGMC... 1280 2580 100% 0.0 100.00% 1926885 gi|1860276756/CP047388.1
Agrobacterium sp. CGMCC 11546 chromosome 1, complete sequence Agrobacterium sp. CGMC... 1290 2580 100% 0.0 100.00% 3036316 gi|1860273785/CP047387.1
Agrobacterium fabrum strain BG-5 168 ribosomal RNA gene, partial sequence Agrobacterium fabrum 1290 1290 100% 0.0 100.00% 1061 gi|1853540996|MT605454.1
Agrobacterium fabrum strain cgsD1 16 ribosomal RNA gene, partial sequence Agrobacterium fabrum 1290 1290 100% 0.0 100.00% 1429  gi|1784143441|MN826531.1

Nota. La secuencia cargada en la base de datos resultd ser de A. tumefaciens.
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Extracciéon de ADN plasmidico del vector binario pAGM4723 en E. coli JM109

El protocolo de extraccion plasmidica que proporciona un mayor rendimiento de material
genético, con purezas dentro del rango 6ptimo, es el de lisis alcalina propuesto por iGEM™. En
la Tabla 6 se presentan los valores de concentracion (ug/mL) y pureza obtenidos mediante la
cuantificacién con el equipo Thermo Scientific™ pDrop Plate. Las concentraciones bajas,
inferiores a 40 ug/mL, y las purezas inferiores a 1 indican contaminacion por fenoles, alcoholes,
ARN o proteinas, obtenidas mediante el kit de extraccion Miniprep PureLink™ HiPure Plasmid
DNA Purification. En contraste, el protocolo de iGEM™ proporciond concentraciones superiores
a 800 pg/mL y purezas dentro del rango 6ptimo.
Tabla 6

Cuantificaciéon de ADN plasmidico

Fecha Protocolo Concentracion  Pureza Pureza
(Hg/mL) (A260/A280)  (A260/230)
18/09/2023 Miniprep 15 1,12 0,91
PureLink 5 0,83 1,12
19/09/2023 Miniprep 18 0,54 0,93
PureLink 10 0,75 1,14
22/09/2023 Miniprep 40 1,47 0,75
PureLink 25 1,22 0,87
18 0,43 0,82
16 0,7 1,12
12/10/2023 iGEM™ 3042 1,11 1,13
3276 1,26 1,13
3462 1,31 1,19

16/10/2023 iGEM™ 2593 2,01 1,85
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1059 1,94 1,66
1516 1,93 1,80
961,4 1,920 1,719
23/10/2023 iGEM™ 1580 1,82 1,74
1360 1,93 1,88
3150 2,04 1,96
2543 1,62 1,71
23/10/2023 iIGEM™ 3100 1,98 1,32
2567 1,98 1,55
1800 1,83 1,69
1954 1,73 1,99
2543 1,86 1,89

Nota. Los datos fueron tomados con el equipo Thermo Scientific™ uDrop Plate, en el
anexo 4 se puede evidenciar los valores obtenidos

Los plasmidos con las mejores purezas se almacenaron a -20°C para realizar
posteriormente la PCR, lo que nos permitira determinar el tamafio que fue disefiado in silico.
Validacioén del tamano por PCR

Para validar el tamafio adecuado de los plasmidos ensamblados, se selecciona un
plasmido con una concentracion de 1360 pg/mL, segun se indica en la tabla 6. Posteriormente,
se lleva a cabo una dilucion hasta alcanzar una concentracién de 65 ng/mL en un tubo
especifico, con el fin de realizar la PCR que amplificard un segmento de 1533 pb y otra que
amplificard 1167 pb.

Con el proposito de determinar el tamafio preciso del amplicon, se procede a correr la
muestra en un gel de agarosa al 1,5 % durante 40 minutos, utilizando un marcador molecular

de 100bp Opti-DNA Marker.
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Figura 13

Confirmacion del tamafio del plasmido

.
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Nota. En el gel de electroforesis, el carril 1 (C1) y carril 4 (C4) representa un control negativo,
mientras que el carril 2 (C2) corresponde a un tamafio de 1000 pb y el carril 3 (C3) corresponde
a un tamafio de 800 pb.
Siembra de A. tumefaciens transformadas por choque térmico

Después de someter las células a una transformacion por choque térmico y permitir su
recuperacion durante 3 horas en incubacion, se sembraron en placas con medio YEB. Las
placas se incubaron durante 24 horas para observar el crecimiento de colonias con una
concentracioén de tetraciclina de 5 pg/ml. Se observo crecimiento en todas las muestras
tratadas, excepto en el control negativo donde se realizé la transformacion con agua estéril en
lugar de ADN plasmidico. Este resultado se debe a que A. tumefaciens no es resistente a la
tetraciclina; por lo tanto, solo lograron crecer las células que habian adquirido el plasmido de

resistencia a dicho antibiético.
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Figura 14

Siembra de células transformadas con un total de 98 UFC

Nota. Resultado de la transformacién por choque térmico con 100 uL de células competentes y
3 uL de ADN plasmidico a una concentracién de 100 ng/mL
Figura 15

Siembra de células transformadas con un total de 175 UFC
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Nota. Resultado de la transformacion por choque térmico con 100 uL de células competentes y
5 uL de ADN plasmidico a una concentracion de 100 ng/mL
Figura 16

Siembra del control negativo

Nota. Resultado de la transformacién por choque térmico con 100 uL de células competentes y
agua destilada, donde no hubo crecimiento de colonias
Siembra de A. tumefaciens transformadas por electroporacién

Las células fueron transformadas por electroporacion y se les permitié recuperarse
durante 3 horas en incubacién con 1 mL de medio SOC. Tanto las muestras sometidas a la
cubeta de electroporacion de 0,2 cm como las de 0,4 cm fueron tratadas de esta manera.
Después de este periodo, se sembraron 40 pL del medio SOC diluido cinco veces (10-5) en
placas con medio LB sélido conteniendo tetraciclina a 10 ug/mL. Se observé crecimiento de
colonias en todas las muestras electroporadas que fueron tratadas con diferentes tamafios de

cubeta, excepto en el control negativo donde se realizo la electroporacion con agua estéril en
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lugar de ADN plasmidico. Este resultado se atribuye a que A. tumefaciens no es resistente a la
tetraciclina, por lo tanto, solo lograron crecer las células que habian adquirido el plasmido de
resistencia.

Figura 17

Siembra de células transformadas con un total de 138 UFC

Nota. Resultado de la transformacién por electroporacion con cubeta de 0,2 cm
Figura 18

Siembra de células transformadas con un total de 78 UFC

Nota. Resultado de la transformacién por electroporacion con cubeta de 0,4 cm
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PCR del A. tumefaciens AGL1 transformada con el vector binario pAGM4723

Se selecciona una unica colonia que crecié en medio con tetraciclina a una
concentracién de 10 ug/mL. Esta colonia se inocula en 5 mL de medio liquido LB y se incuba
durante 24 horas para permitir que las células se multipliquen. Posteriormente, se extrae el
plasmido de estas células siguiendo el protocolo de IGEMTM.
Tabla 7

Cuantificacion de ADN plasmidico de A. tumefacies transformada

Fecha Protocolo Concentracion  Pureza Pureza

(Mg/mL) (A260/A280)  (A260/230)
04/12/2023 iGEM™ 600 1,18 1,16

200 0,73 0,86

350 1,24 1,16
06/12/2023 iGEM™ 1250 2,01 1,85

2400 1,94 1,66

2156 1,93 1,80

2318 1,92 1,71

Nota. Los datos fueron tomados con el equipo Thermo Scientific™ uDrop Plate

Acorde a la tabla 7, se selecciona el tubo que contiene una concentracién de 1250
pg/mL y se diluye hasta alcanzar una concentracion de 65 pg/mL para llevar a cabo la PCR,
siguiendo las condiciones descritas en las tablas 2 y 3. Con la finalidad de verificar que los
amplicones tengan el mismo tamafio, segun se muestra en la figura 13, para asi confirmar que
el plasmido efectivamente ingres6 en A. tumefaciens.

Con el proposito de determinar el tamafio preciso del amplicon, se procede a correr la
muestra en un gel de agarosa al 1,5 % durante 40 minutos, utilizando un marcador molecular

de 100bp Opti-DNA Marker.
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Figura 19

Confirmacion del tamafo del plasmido en A. tumefacies

Nota. En el gel de electroforesis, el C1 corresponde al tamafio de 800 pb, el C2 a un tamafio de
1000 pb y el C3 representa el control negativo.
Extraccion de ADN genémico de Cavendish

La extraccion de ADN gendmico se realizé conforme al protocolo de IDgen (Anexo 3) ,
pero se implementaron algunas modificaciones necesarias (Wilson, 2001). Estas adaptaciones
fueron indispensables debido a las purezas iniciales muy bajas, originadas por contaminantes
presentes en la muestra, lo que podria haber afectado la calidad de la PCR. En la tabla 8 se
detallan los valores de concentracion (ug/mL) y pureza obtenidos mediante la cuantificacion

con el equipo Thermo Scientific™ uDrop Plate.



Tabla 8

Cuantificacion de ADN genémico Banano Cavendish
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Fecha Protocolo Concentracion  Pureza Pureza
(Hg/mL) (A260/A280)  (A260/230)
08/12/2024 IDgen 360 1,18 0,92
130 1,43 0,86
410 1,36 0,74
30 0,82 0,93
10/01/2024 IDgen 1220 1,53 1,12
1234 1,66 1,45
960 1,43 1,32
843 1,23 1,12
15/12/2024 IDgen 2134 1,96 1,72
1784 1,94 1,59
1954 1,93 1,67
2165 1,92 1,78

PCR para identificar la region promotora del gen RPM1 en el banano

De acuerdo con los resultados de la tabla 8, se seleccion6 el tubo que presentaba una

concentracion de 2134 ug/mL y se diluy6 hasta alcanzar una concentracion de 95 pg/mL para

realizar la PCR.

Se determiné el tamafio del fragmento de 701 pb que fue previamente amplificado in

silico, y en este caso, la PCR amplifico el mismo fragmento para el cual fue disefiada.

Posteriormente, la muestra se sometio a electroforesis en gel al 2 % durante 35 minutos,

utilizando un marcador molecular de 100bp Opti-DNA Marker.
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Figura 20

Presencia de la regién promotora del gen RPM1, en el germoplasma de banano

Nota. Para visualizar las bandas de ADN, se realiza mediante el equipo UV transiluminador,
donde el C1 corresponde al tamafio de 701 pb, el C2 representa el control negativo (blanco).
Crioconservacion con glicerol

Después de la crioconservacion de la cepa de A. tumefaciens transformada durante un
periodo de 2 meses con glicerol como crioprotector, en concentraciones del 20%, 30% y 40%,
se llevo a cabo la siembra en placas para evaluar su viabilidad celular en diferentes
concentraciones. Se realizaron diluciones seriadas a partir del criotubo con glicerol para
obtener colonias y facilitar el recuento. Esta técnica se emple6 debido a que sembrar
directamente cualquier volumen del criotubo dificultaria un recuento preciso de colonias debido
al crecimiento masivo. El factor de dilucién para la siembra en medio LB fue de seis (10°), y se
consider6 un recuento de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) significativo dentro del

rango de 30 a 300 colonias.



Figura 21

Siembra de Agrobacterium criconservada con glicerol 20 %

Nota. En el conteo bacteriano en placa fue de 264 UFC
Figura 22

Siembra de Agrobacterium criconservada con glicerol 30 %

Nota. En el conteo bacteriano en placa fue de 58 UFC
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Figura 23

Siembra de Agrobacterium criconservada con glicerol 40 %

Nota. En el conteo bacteriano en placa fue de 108 UFC
Crioconservacién con DMSO

El A. tumefaciens transformado se crioconservo a -80 °C durante 2 meses, utilizando
DMSO en concentraciones del 5%, 10% y 20%. Después de este periodo, se realizaron
diluciones seriadas con un factor de 10°y 10 en los criotubos de cada concentracién para
facilitar el recuento de las colonias.
Figura 24

Siembra de Agrobacterium criconservada con DMSO 5 %
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Nota. En el conteo bacteriano en placa fue de 57 UFC

Figura 25

Siembra de Agrobacterium criconservada con DMSO 10 %

Nota. En el conteo bacteriano en placa fue de 165 UFC

Eficiencia de transformacién (ET)

El calculo de la eficiencia de transformacion para A. tumefaciens mediante los métodos

de choque térmico y electroporacion se basa en los siguientes pardmetros:

Tasa de Dilucién= 10°

Volumen de Siembra para 0.2 cm= 30 uL
Volumen de Siembra para 0.4 cm= 40 uL
Volumen de Transformacion= 128 uL

ADN Sembrado = 100 ug



Tabla 9

Numero de colonias transformadas por Electroporacion

Tamafo de Réplica N° UFC/mL TE (UFC ug)
cubeta de Colonias
electroporacién
0.2cm 1 102 43520000 1.85x10°
2 138 58880000 2.51x106
3 135 57600000 2.46x10°
0,4 cm 1 65 20800000 6.6x10°
2 78 24960000 7.9x10°
3 96 30720000 9.8x10°
Nota. Se calcularon para un volumen de 1 mL
e Tasa de Diluci6on= 10"
e Volumen de Siembra = 40 uL
¢ Volumen de Transformacién= 103 uL y 105 uL
e ADN Sembrado = 100 ug
Tabla 10
Numero de colonias transformadas por choque térmico
Volumen de ADN Réplica N° UFC/mL TE (UFC ug)
plasmidico Colonias
3uL 1 98 2523500 6.4x10*
2 150 3862500 9.9x10*
3 155 3991250 1.02x10*
5uL 1 175 4593750 1.2x10°
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2 138 3622500 9.5x10*

3 164 4305000 1.1x10°

Nota. Se calcularon para un volumen de 1 mL
Figura 26

Eficiencia de transformacion de los 4 tratamientos
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El gréfico de barras revela las diferencias significativas entre los tratamientos,
demostrando que la mayor eficiencia de transformacion se logra mediante el tratamiento de
electroporacion utilizando la celda de electroporacién de tamafio 0,2 cm.

Eficiencia de conservacion
El calculo de la eficiencia de crioconservacion para A. tumefaciens trasformada

mediante crioconservantes como glicerol y DMSO se basa en las siguientes tablas:
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Tabla 11

Numero de colonias conservadas por glicerol

Concentracion Réplica N° UFC
Colonias

20 % 1 285 9500000000
2 47 1550000000
3 264 8800000000

30 % 1 288 9600000000
2 180 6000000000
3 51 1680000000

40 % 1 108 3600000000
2 84 2800000000
3 105 3500000000

Nota. Volumen de siembra en placa es 0,03 uL con una dilucién de 10

Tabla 12

Numero de colonias conservadas por DMSO

Concentracion Réplica N° UFC
Colonias

5% 1 57 190000000
2 45 150000000
3 39 150000000

10% 1 288 960000000
2 197 656000000
3 165 550000000
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20% 1 36 120000000
2 57 190000000
3 63 210000000

Nota. Volumen de siembra en placa es 0,03 uL con una dilucién de 10°
Figura 27

Eficiencia de conservacion de los 6 tratamientos
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Diseio experimental

Se llevo a cabo un andlisis de varianza (ANOVA) para determinar las diferencias
significativas en la eficiencia de transformacion entre los distintos métodos de transformacion
bacteriana, con un nivel de significancia establecido en 0,05. Los resultados obtenidos fueron

corroborados mediante una prueba de Tukey, que revela diferencias significativas entre los

tratamientos.

Al observar las medias de las eficiencias de transformacion mediante un grafico de
barras (figura 26), se aprecia claramente que A. tumefaciens fue mas eficiente en la

transformacion por electroporacion utilizando una celda de 0,2 cm. Esto sugiere que las
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condiciones del electroporador fueron 6ptimas para la transformacién bacteriana, lo que influy6

en su mayor capacidad para aceptar y expresar el material genético transformado.
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Modelo estadistico A

Antes de llevar a cabo una prueba de Varianza y Tukey, es crucial verificar los
supuestos para asegurarnos de que contamos con datos validos y representativos. Esto implica
examinar la distribucién de los datos mediante histogramas, Q-Q plots y la prueba de Shapiro-
Wilk para evaluar la normalidad de la muestra. Estas herramientas nos permiten confirmar si
nuestros datos se ajustan a una distribucién normal.
Figura 28

Pruebas no formales de la normalidad
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Figura 29

Gréfico del supuesto de normalidad
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Figura 30

Prueba de Shapiro Wilks

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
RDUO UFC 12 -1,9E-08 33118931,69 0,90 0,2696
Figura 31

Prueba de Leven

Analisis de la varianza

Variable N R®*= R®* A3 CW
RABS UFC 12 0,70 0,59 &9%,37

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 4413601851851850,00 3 1471200617283950,00 6,33 0,0166
Tratamiento 4413601851851850,00 3 1471200617283950,00 €,33 0,01¢66
Error 1858555555555560,00 8 2323194449444445,00
Total §272157407407410,00 11

La prueba de Levene nos ayuda a determinar qué tipo de hipotesis se selecciona, ya
gue un valor de p menor a 0,05 indica que la diferencia entre las varianzas es significativa. Con
un valor de p de 0,0166, se acepta la hipotesis alternativa y se descarta la nula, es decir que

existe diferencia significativa en la eficiencia de la transformacion en la cepa de A. tumefaciens.

Analisis de la varianza

Variable N R® Rf Aj CV
UFC 12 0,96 0,95 22,54

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CcM F p-valor
Modelo 2917461041€6667000,00 3 97248701388888%900,00 64,48 <0,0001
Tratamiento 29174610416€667000,00 3 ©7248701388888%900,00 64,48 <0,0001
Error 12065500000000000,00 @8 1508187500000000,00
Total 303811604166667000,00 11

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=101543261,19155
Error: 1508187500000001,0000 gl: &

Iratamiento Medias n E.E.

3,00 33583333,33 3 22421622,75 A

5,00 39750000,00 3 22421622,75 A

0,40 199166666,67 3 22421622,75 B
0,20 416666666,67 3 22421622,75 C

Medias con una letra comiin no son significativaments diferentes (p > 0,05)



Modelo estadistico B
Figura 32

Pruebas no formales de la normalidad
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Figura 33

Grafico del supuesto de normalidad
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Figura 34

Prueba de Shapiro Wilks

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
RDUO UFC 18 -2,1E-07 305159411%,93 0,93 0,3968
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Figura 35

Prueba de Leven

Analisis de la wvarianza

Variable N R® Rf &j CV
RABS UFC 18 0,35 0,15 54,65

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl cM F p-valor
Modelo 1,38548456296296E19 4 3,46371140740741E18 1,76 0,1977
Tratamiento 1,38548456296296E19 4 3,46371140740741E18 1,76 0,1977
Error 2,56264797037037EL19 13 1,97126766951567ELS

Total 3,94813253333333E19 17

La prueba de Levene con un valor de p de 0,1977 siendo mayor a 0,05; se acepta la
hipétesis nula y se descarta la alternativa, es decir que no existe diferencia significativa entre

los métodos de crioconservacion para A. tumefacies transformada.

Analisis de la varianza

Variable N R® R® Aj CV
UEC 18 0,19 0,00 92,55

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl cM F p-valor
Modelo 3,77283671111111E19 4 9,43209177777778E18 0,77 0,5610
Tratamiento 3,77283671111111E19 4 9,43209177777778E18 0,77 0,5610
Error 1,58307853333333E20 13 1,21775271794872E19

Total 1,96036220444444E20 17

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=8511061340, 64566
Error: 1,21775271794871808E0019 gl: 13

Tratamiento Medias n E.E.

40 1533333333,33 3 201473%617,54 A
30 2880000000,00 3 201473%617,54 A
20 3514666666,67 6 1424636045,89 A
5 4026666666,67 3 2014739%9617,54 A
10 ©£353333333,33 3 201473%617,54 A

Medias con una lestra comin no son significativaments difsrentes (p > 0,05)
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Capitulo V: Discusién

La cepa de A. tumefaciens es una bacteria natural que infecta a las plantas y transfiere
ADN a las células vegetales (Spiegel et al., 2019). En el caso de la transformacién bacteriana
de A. tumefaciens que ha sido crioconservado, es crucial evaluar su viabilidad y estabilidad
genética (Wang et al., 2016). En un estudio de Li y colaboradores (2019) mencionan que, la
importancia de la viabilidad celular después de la criopreservacion a largo plazo es fundamental
para tener éxito en los métodos de transformacion (Wise et al., 2006). Diversos estudios han
demostrado que la viabilidad de bacterias criopreservadas puede variar seguin el método de
conservacion y las condiciones de almacenamiento (Popova et al., 2020). En nuestro estudio,
evaluamos la viabilidad del Agrobacterium que habia sido crioconservado durante 5 afios en
glicerol mediante pruebas microscopicas, bioquimicas y moleculares (Al-Karablieh et al., 2006).
La realizacion de un BLAST de la cepa secuenciada, como se muestra en la Figura 12,
confirméd que se trataba de la misma cepa, asegurando trabajar con una cepa viable y
genéticamente estable.

Los protocolos de extraccion de ADN plasmidico que se ocuparon fue el Kit Miniprep y
Aislamiento de plasmido de ADN mediante el método de lisis alcalina obtenido de IGEM para
obtener muestras de alta calidad y pureza. La eficacia de un protocolo de extraccién de ADN
plasmidico puede verse afectada por varios aspectos, como el método de lisis celular, la
liberacién del ADN plasmidico y la eliminacién de contaminantes (Williams et al., 2009). El kit
Miniprep se basa en un protocolo estandarizado, los resultados no eran idéneos debido a la
posible presencia de contaminantes en los reactivos utilizados, condiciones especificas del
entorno de laboratorio o reactivos con fecha caduca (Williams et al., 2015). Segun Zhang et al.
(2010) menciona que, los valores inferiores de 1.6 en la relacion 260/280 podrian indicar la
presencia de ARN y proteinas, mientras que valores inferiores a 1,7 en el indice 260/230
podrian relacionarse con la contaminacion por solventes organicos y sales. Estos parametros

son indicadores clave de la pureza del ADN obtenido y pueden afectar significativamente la
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calidad de las muestras. Durante la extraccién de ADN plasmidico se opt6 por el método de
lisis alcalina, ya que se ajusta a las recomendaciones de Zhang (2010) y demostré ser mas
efectivo en términos de pureza y concentracion.

La bacteria E. coli IM109, previamente conservada con glicerol, fue sembrada en
placas para llevar a cabo la extraccion del plasmido nivel 2 ensamblado con el método Golden
Gate (Janjua et al., 2013). Se disefaron los primers en el programa Benchling, donde se
amplificaria un fragmento de 1533 pb y otro fragmento de 1167 pb. En un estudio de Fernandez
(2013), establece criterios esenciales para el disefio 6ptimo de primers, que incluyen
especificidad, longitud de 18 a 30 nucleétidos, un contenido de GC entre 40-60%, puntos de
fusion (Tm) similares entre los primers y la evitacién de secuencias repetitivas. En este
contexto, se disefiaron los primers forward y reverse cumpliendo con los requisitos para el
disefio, con el objetivo de amplificar el fragmento de interés. Posterior a la extraccion del
plasmido de la cepa E. coli, se llevo a cabo la PCR para confirmar los tamafios de los
fragmentos. Sin embargo, en la figura 13, tras la electroforesis, los resultados no coincidieron
con lo esperado, ya que los fragmentos tenian un tamafio menor. Segun el marcador
molecular, el fragmento que debia tener 1533 pb tiene un tamafio de 1000 pb, y el fragmento
de 1167 pb tenia un tamafio de 800 pb. El plasmido presente en la E. coli no era el esperado, lo
gue sugiere que en alguna etapa del ensamblaje Golden Gate, en las reacciones de corte y
ligacion, no se realiz6 correctamente la unién (Bird et al., 2022).

La transformacién bacteriana permite la introduccion de ADN exdgeno en las células de
interés (Lessard, 2013). Entre los diferentes métodos de transformacion disponibles se
encuentran el tratamiento quimico, la electroporacién, la utilizacion de una pistola biolistica,
polietilenglicol, ultrasonido, microondas e hidrogel (Singh et al., 2010). La electroporacion ha
demostrado ser una forma altamente eficiente, rapida y conveniente de lograr la transformaciéon

bacteriana (Tu et al., 2016; Kaman-Taéth et al., 2018).



68

La electroporacién es un método que se aplica pulsos eléctricos breves y de alta
intensidad, en el caso de A. tumefaciens aumenta la permeabilidad de la membrana celular y
facilita la absorcion de ADN (Hellens et al., 2000). En nuestro estudio, se empled la
electroporacién como método de transformacion bacteriana, siguiendo condiciones especificas
descritas en la metodologia 3.7.

Se evaluaron dos tamafios de celdas de electroporacién, 0,2 cmy 0,4 cm, de acuerdo
con las recomendaciones del fabricante (Bio-rad), ajustando los parametros como voltaje,
ohmios y capacitancia para cada tipo de celda. Segun un estudio de Milestone y colaboradores
(2023), el rango Optimo de voltaje varia segun el tipo de células y el tamafio de la celda.
Voltajes superiores a 3 kV para una celda de 0,2 cm podrian resultar en dafios tanto en la celda
como en las muestras, dado que el rango recomendado se encuentra entre 1,8 kV y 2,5 kV.
Los resultados, como se muestra en la figura 26, indicaron que la eficiencia de transformacion
fue significativamente mayor con la cubeta de 0,2 cm. Estos hallazgos son consistentes con
estudios previos que sugieren que las condiciones de electroporacion pueden influir en la
eficiencia de transformacién bacteriana (Kadman-Toéth et al., 2018). La eleccién del tamafio de la
celda de electroporacion es crucial para optimizar la eficiencia de transformacion y garantizar
resultados reproducibles.

El choque térmico se basa por los cambios bruscos de temperatura a las c{elulas
bacterianas con el fin de permeabilizar la membrana celular y permitir la entrada del ADN
exdgeno (Yhiset et al., 2018). A pesar de ser una técnica econdmica y simple, que no demanda
equipamiento costoso, presenta limitaciones en cuanto a eficacia y reproducibilidad comparada
con métodos mas avanzados como la electroporacion (Hwang et al., 2015). Investigaciones
realizadas por Rahimzadeh y sus colegas (2016) indican que la eficiencia de transformacion
esta influenciada por varios factores, incluyendo la calidad del ADN exdgeno, la fase de
crecimiento celular y agentes permeabilizantes como el polietilenglicol (PEG) y el cloruro de

calcio (CaCl2).
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El CaCl2 se emplea para la preparacion de células competentes en bacterias, a
diferencia del PEG, que se utiliza en levaduras y células eucariotas (Chang, 2017). El tiempo
Optimo de tratamiento con CaCl2 se sitla entre 10-20 minutos, con concentraciones de 10-100
mM (Asif et al., 2017). Estudios de Yaman y colaboradores (2014) sugieren que tiempos
menores a 10 minutos o mayores a 30 minutos pueden disminuir la competencia. Ademas, la
fase de crecimiento celular también es crucial, dado que las células en fase logaritmica son
mas susceptibles a la transformacion que las células en fase estacionaria (Lozada, 2018). En
este sentido, se prepararon células guimicamente competentes cuando alcanzaron un OD de
0.7, indicando una fase exponencial completa, y fueron tratadas con CaCl2 a una
concentracion de 20 mM. El ADN plasmidico utilizado para la transformacion se mantuvo a una
concentracion de 100 pug/mL, asegurando la pureza y ausencia de contaminantes. De acuerdo
a la figura 26, revel6 que no existid diferencias significativas entre los volimenes de ADN
plasmidico integrado, ya sea 3 yL 0 5 yL para transformacién, dando una similitud en el nimero
de colonias obtenidas. Sin embargo, se observoé que el choque térmico fue menos efectivo que

la electroporacion.

Para conocer que el vector binario fue exitosa su introduccién en A. tumefaciens, se
realiza PCR (Lee & Gelvin, 2008). El vector binario pAGM4723 insertado contiene un marcador
de seleccion, el operdn cantaxantina, que permite distinguir las cepas transformadas por su
color rojo, ademas de conferir resistencia a la Kanamicina a 50 yg/ml (Weber et al., 2011).
Segun Lee y Gelvin (2008), las cepas de Agrobacterium AGL1 es un derivado de A.
tumefaciens C58 (Anexo 5), derivacion del plasmido Ti (pTiBo542) presentando una mutacién
cromosomica que les confiere resistencia en niveles bajo de diversos antibioticos como la
rifampicina (Lazo et al., 1991), tetraciclina (Luo & Farrand, 1999) y Kanamicina. La seleccion de
bacterias transformadas resulté compleja, ya que la cepa AGL1 no transformada porta un

vector de virulencia que le otorga resistencia a la tetraciclina a 2 ug/mL (Lee et al., 2013).
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Después de cultivar las células en medio LB con tetraciclina a 10 ug/mL, se observo
crecimiento bacteriano tras 30 horas, lo que sugiere que la alta concentracion de antibiético
favorecio la seleccién de bacterias transformadas. Sin embargo, en las figuras 14 y 15, se
detectaron tanto cepas transformadas como no transformadas. La resistencia parcial de
Agrobacterium a la tetraciclina puede explicar esta coexistencia. Esto se respalda al observar el
crecimiento de cepas no transformadas en el control negativo a las 48 horas, lo que concuerda
con el argumento de Lee & Gelvin (2008) sobre la capacidad de Agrobacterium para mutar y

adaptarse a la concentracion del antibiético.

Para identificar las cepas transformadas, se extrajeron los plasmidos de las colonias
transformadas para la PCR. La figura 19 mostr6 que los fragmentos tenian los tamafios
esperados; sin embargo, algunas colonias no amplificaron debido a que no se introdujo el
plasmido. Ademas, se realiz6 PCR de las colonias del control negativo después de 48 horas,

pero no se observé amplificacién en ninguna cepa seleccionada.

La criopreservacion de células y tejidos conlleva a enfriar las muestras a temperaturas
extremadamente bajas para reducir el dafio celular, mantener su viabilidad y funcionalidad
durante el almacenamiento (Brian, 2007). Se utilizan diversos crioprotectores como el glicerol,
el DMSO, el etilenglicol (EG) y el propilenglicol (PG). Segun Martinez, el glicerol es el
crioprotector mas utilizado debido a su relativa falta de toxicidad, su capacidad para penetrar
las membranas celulares y su compatibilidad con varias cepas bacterianas (Wise et al., 2006).
Anezka Malkova (2023) senala que, el DMSO puede ser toxico; sin embargo, trabajar en
combinacién con glicerol proporciona una forma mas eficaz de penetrar las células. Por otro
lado, Zhang y colaboradores (2023) argumentan que el EG y el PG son crioprotectores, pero no
se utilizan con frecuencia debido a su toxicidad y baja permeabilidad, lo que puede causar la

formacion de cristales de hielo y la muerte celular. En la crioconservacion, las células deben
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estar en fase de crecimiento exponencial, con un OD entre 0.4 y 0.8, para lograr una
conservacion exitosa (Wise et al., 2006). En nuestro estudio, realizamos la crioconservacion
con glicerol y DMSO, con un OD de 0.7 durante un periodo de 2 meses. Luego de este tiempo,
se sembraron en placas con LB para evaluar su viabilidad. La figura 27 muestra que no hay
diferencias significativas al usar diferentes crioprotectores en diferentes concentraciones,

aunque el glicerol resulta estadisticamente superior al DMSO.

La extraccion de ADN gendmico del banano para la identificacion de la region
promotora puede ser afectada por varios factores, como la variedad de banano, el estado de
maduracion de los tejidos y la eficacia de la lisis celular (Omara & Barugahare, 2022). En
nuestro estudio, implementamos el protocolo de biologia molecular propuesto por Wilson
(2001) para la preparacion de ADN gendmico. Este protocolo, sugiere que la mayoria de los
procedimientos para la preparacion de ADN gendmico involucran una etapa de lisis celular,
seguida por la incubacién con una proteasa inespecifica. Ademas de seguir este protocolo
estandar, afiadimos un paso adicional que consistio en la incorporacién de proteinasa K para
mejorar la eficiencia de la lisis celular. La proteinasa K, una enzima proteolitica, degrada las
proteinas presentes en la muestra, facilitando la liberacién del ADN y mejorando las
concentraciones y purezas del ADN gendémico (Sheng et al., 2015). En estudios previos, Li et
al. (2019) también resaltaron la importancia de una lisis celular eficiente en la extraccion de
ADN de plantas, empleando la adicién de proteinasa K y observando mejoras en las
concentraciones y purezas del ADN extraido. En contraste, Chen et al. (2018) sugirieron que la
variedad de banano y el estado de maduracion de los tejidos pueden influir en la calidad del
ADN extraido, encontrando que los tejidos menos maduros producian ADN de mayor calidad y
cantidad. En la tabla 8 de nuestro estudio, se observan concentraciones y purezas de ADN
gendmico de banano Optimas, en linea con las recomendaciones de los autores mencionados

anteriormente.
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Se disefiaron primers para la identificacion y amplificacién de la region promotora RMP1
en el banano Cavendish. Se utiliza la secuencia de la especie Musa Acuminata descargada de
Ensembl y luego la cargamos en el programa Benchling para identificar la regién promotora
RPM1 con ID 103978139 del cromosoma 9 y disefiar los primers para amplificar un fragmento
de 701 pb en el banano. Los resultados, como se muestra en la figura 20, demostraron que el
fragmento amplificado coincidia con el tamafo esperado, lo que indica una exitosa

amplificacién de la regién promotora RMP1 en el banano Cavendish.
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Capitulo VI: Conclusiones

La transformacién de A. tumefaciens con el plasmido que alberga el sistema CRISPR-
Cas9 tuvo éxito mediante dos métodos de transformacion: electroporacién y choque térmico.
Los resultados indican que la electroporacion es el método més eficiente en términos de la tasa
de transformacion. A pesar de ser un proceso mas rapido, es importante destacar que la
electroporacion puede resultar costosa debido al limitado acceso a celdas de electroporacion y
a los equipos especializados requeridos.

El método de choque térmico es un proceso de transformacion mas lento, pero también
fue capaz de lograr insertar el plasmido en Agrobacteirum. Se obtuvo menor eficiencia de
transformacién en comparacion con la electroporacion, sin embargo, el choque térmico sigue
siendo una alternativa valida, especialmente en entornos donde los recursos técnicos y
financieros pueden ser limitados.

Se confirmd la presencia de la regidn promotora del gen RPML1 en el germoplasma de
banano Cavendish. Tras el proceso de extraccion de ADN gendémico, se llevé a cabo la PCR,
resultando en la amplificacion exitosa del fragmento previamente disefiado in silico de 701 pb.
La observacion a través del gel y el equipo transiluminador revel6 que las muestras poseian el
tamano esperado del fragmento amplificado.

Se desarrollé un protocolo 6ptimo para la conservacion de Agrobacterium transformada
utilizando glicerol y DMSO. Los resultados indican que las diferentes concentraciones de
glicerol no afectan significativamente la viabilidad ni la capacidad de conservacion. Sin
embargo, se observé una disminucion en la eficiencia de la conservacion con DMSO, lo que se
reflejo en la obtencién de menores colonias. Por tanto, se establece un protocolo estandar que

simplifica la manipulacion y el almacenamiento a largo plazo de cepas bacterianas.
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Capitulo VII: Recomendaciones

Secuenciar el plasmido pAGM4723 que se encuentra dentro de la E. coli para identificar
especificamente qué partes faltan o qué modificaciones no se han introducido durante el
proceso de ensamblaje Golden Gate. Este analisis detallado habria permitido identificar los
puntos de fallo sea en el nivel 1 o 2 para asi optimizar el protocolo de ensamblaje para futuros
experimentos, mejorando asi la eficiencia y precision del proceso de transformacion.

Se debe trabajar con tejidos jovenes durante el proceso de extraccion de ADN
gendmico en banano, ya que se observo que en plantas maduras no se obtenian buenas
concentraciones de ADN gendmico. Esto asegurara una mejor calidad y cantidad de ADN
extraido.

Secuenciar el plasmido insertado en el A. tumefaciens luego del proceso de
transformacion bacteriana.

Se sugiere considerar la optimizacién de los protocolos de transformacion bacteriana
mediante la exploracion de diversas variables como los tiempos, la utilizacion de diferentes

agentes que permeabilicen la membrana y la variacién en las concentraciones de ADN.
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