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FORMULACION DEL PROBLEMA

Cavendish (AAA) Ecuador lider mundial
ﬁ en exportacion de banano

CRISPR-Cas9
altamente eficiente y
especifico
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JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

Plasmido ensamblado en L2
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Presenta sgRNA (RPM1), el
promotor TaU3, nucleasa SpCas9.

E. coli IM109

A. tumefaciens
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OBJETIVOS

Objetivo General

» Desarrollo de un sistema de vector binario de Agrobacterium tumefaciens para la edicion del
promotor del gen RPM1 de banano.

Objetivos Especificos

~.\ .+ Transformar Agrobacterium tumefaciens con un plasmido que contiene el sistema CRISPR-Cas9

IR\ para la edicion del promotor del gen RPM1, asociado con la resistencia a la fusariosis en banano.
Q « Confirmar la presencia de la region promotora del gen RPM1, en el germoplasma de banano.
== + Estandarizar un protocolo éptimo para la conservacion de Agrobacterium transformada
_-::?_I_{?
Hipotesis

« 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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CRISPR-Cas9

PAM
Matching sequence
genome
sequence

Guide RNA

Genomic
DNA l
LA RRRRRRRRRRRRRRRR R R RRRRRRRRRRARRRRARL
CLLLLL ALttty WLLLLLLLLLLL Ly
Repair
NHEJ HR
Non-Homologous End Joining Homologous Recombination
PTTTTTT I T T T T G TTT T T T TTrrrrrrrt]  [TTTTTTTITTIeeeetet gaaasandnanRRRRRRERy|
LLLLLLLLLL Ll LLLLLLLLLLLL L L)) LLLLLLLLLLRLLLLLLLLL]
InDel

RPM1

ctaaaagctcccgecgaggggegetggcgctectgtgcageageacgtetaacattagtcccacctegecagtt
gattttcgaggegcgecteccccgegaccgcgacgacacgtegtegtgcagattgtaatcageetegageggteaa

TaU3

T T T T
14,380 14,5908 14,600 14,610

T
14,620

T T T
14,630 14,648 14,650

tacagggagcagaaccagcttataageggaggcgeggeaccaagaageaacaaageaccagtggtetagtggta
atgtcectegtettggtegaatattcgectecgegeegtggttcticgttgtttegtggtcaccagateaceat

o Tal3

T T T
14,660 14,670 14,688

Smal
TspML
Xmal

T
14,690

14

, 780 14,710 14,720

gaatagtaccctgecacggtacagaccegggticgattcoccggctggIGCAATATACTTCTTCTGACTTAELE
cttatcatgggacggtgccatgtetggecccaagetaagggecgacd

IACGTTATATGAAGAAGACTGAATHcaa

SgRNA RPM1

T T T T
14,730 14,740 14,750 14,760

T
14,778

T T
14,780 14,7%0 14,po2

tcagagctatgectggaaacageatageaagttgaaataaggetagteecgttatcaacttgaaaaagtggeaceg
agtctcgatacgacctttgtegtatcgttcaactttatteccgatecaggeaatagttgaactttitcacegtgege

End_Linker_1 !

TaU3,MauBI, TspMI, Xmal, Smal
nuclegplasmin NLS,+5
Pfol,PaqCl

BsmBL, +1
Alol

+
+1
+2

+

+1
+1
+
+1
+2
+1

AhdI
RsrII

+1

Ncol
PaeR7I, T1iI, Xhol
MauBI,HindIII, SgrDI
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SERNA RPM1,End_Linker_ 1,+1

RB_T-DNA repeat,DralIl,Pmel

RYS1 Stah, Fsel,Pasl
AclI

NotI,BstAPI
BsaAl,Fsel

RVS1 RepA
BsiWI

+
+3
+7
+

+1
+1

+1

TspMI, Xmal, Smal,+1@

Spel Acce5I
T T T T T T T KpnI
14,810 14,828 14,830 14,840 14,850 14,858 14,87@
Position Strand Sequence PAM On-Target Off-Target Off-Target
Score Pair Pair
219 1 AAATATGTCCTATGATAAAT AGG 208 845
645
171 -1 AGATTTATGAAATATTATTA TGG 286 76,4
222 1 TATGTCCTATGATAAATAGG TGG 624 040
7
171 -1 AGATTTATGAAATATTATTA TGG 286 76,4
327 1 ATATACTTCTTCTGACTTAC TGG 511 237
109
281 -1 GTAAGTCAGAAGAAGTATAT GGG 376 279
SN g,
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METODOLOGIA

Primers Secuencia GC% Tm Tamaio amplificar

D| sSe ﬁ 0] d e p ri mers y CasForward  5-ATACGTCCACCAAGGAGGTI-3 50 61 1533 pb
con d | C | ones d e P C R p ara Bac.Reverse  5-CCTTCATGCGTTCCCCTTGC-3 60 64.8

. Cas.Forward 5-ATACGTCCACCAAGGAGGTT-3' 50 61 1167 pb
E. coli

L22 Reverse 5-TCGGTCACATGTGCATCCTCT-3' 55 62,4

3

Region Amplificar 1533 pb Region Amplificar 1167 pb

CAJGYNO100000091 dn.. CAJGYNO100Q Neme ™ Cas Forward |3 Caro CAJGYNO100000091 dn... E L2_RPM 1_lI-Disefio d L2_RPM 1_lI Original-Brun — ==+ Copy Create PDF &~ Q — (et = > Create PDF &~ C
Type DNA aligo @B LU LU LU L LB LB a0 La L LU LULE LB LU B LEE LLL L LUE LLE LLLLE LEG LLGLLaga LLaLLa L
SEQUENCE MAP LINEAR MAP PLASMID RELEVANT ITEMS METADATA DESCRIPTION
. Authors () Leiner Maxi I ] Tau3 |
— - + Create Analyzd 12 Br Q@ =t = Create PDF &~ Q T T T T T T T .
- Created  27/2/2024 1102 n 14,660 14,670 14,680 14,690 14,700 14,710 14,720 TaU3,seRNA RPMT, End Linker 1,+4 BB T-DNA repeat,Dralll,Pmel,+2
pVS1 Stah,PasI AclI nuclecplasmin NLS,+3 D ah
e E T T %D?AS_LEIREL*G NGU»BS;AZII Pfol,PaqClI, Stul,+2 AclI
ptacgiccaccaaggagg SpML, Amal, Sma sa. "4
Tau3z VST Repa, +2 ? Smal Notl,BstAPl
cetgeggegtttaaatactttgacaccacgatagaccgcaagegethtacgtecac ttcttgacge o EarTE ] KFf1T BsaAl, Fsel
ggacgcegeaaatttatgaaactgtggtgetatetggegttegegdtatgeaggtggtiectecaagaactgeg +4 +3 1 SP BsmBI, Esp31 BVS1 RepA
Pfol,+2 = I Alol L FORWARLETNER BsiWI
Mrel i\",}cr‘m d (ony, ) HindIII
T T T T I T T T A gaatagtaccctgecacggtacagacccgggttegattecccggctgg TGCAATATACTTCTTCTGACTTACEL €2 PFLs }_) 43
1270 1=7e ez 13730 125740 15558 13,760 +5 ¢] cttatcatgggacggtgccatgtetgggcccaagetaagggocgaccACGTTATATGAAGAAGACTGAATGCaa BamHI o NotI
1 1
+£ ++1 SgRNA RPM1 Nrul Mrel
Stul BbvCI BStXI " = AhdI Sgral
£ T T T T T FspAL +5
gaccctcat tcaccagageatcacaggectctacgaaacgaggatcgacctcagecagetegg tggggataaaa 330, 16 5] G0 8 A0 CS i RIS F ) +1 KanR
ctgggagtaagtggtctegtagtgtecggagatgetttgetectagetggagteggtogacecaceectatttt & Blpl
+1 +1
+1 tcagagctatgetggaaacageatageaagttgaaataaggetagtecgttatcaacttgaaaaagtggeaccg Sfol
T T T T T T T +1 L2_RPM 1_II-Disefio de Primers
13,770 13,780 13,790 13,800 13,810 13,820 13,830 1 - T e RN ) agtctcgatacgacctitgtegtatcgttcaactttaticcgatcaggecaatagtigaactttticaccgigge T(Z;II ori
+ +1 End_Linker_1 i 43 -
+1 "
SacII +1 T T T T T T T
14,810 14,820 14,830 14,840 14,850 14,860 14,870 AhdI Dralll
acccgeggeaact C casgc tgagcttgtcaageagategttcaaacatt +1 +1 RsrIl BamHI
ctgggcgocgttgattocttteggocggttogetttttcttctttactegaacagttegtectageaagtttgtaa ”1 1” v SV4@ NLS SerDI
1 + + ar
— o T — WS tor " A . Pack71
T +3 ttacéaggatécacatétéa
13,840 13,850 13,850 13,870 13,880 13,890 13,90¢ 13,910
AhdT o agtcggtectttttttttittcgctttacgaggatgcacatgtgacces Neel Xhel
L2.ReEveRs (DN SgrDI,PaeR7L, T1il,+1
RsrIl tcagccacgaaaaaaaaaaaagcgaaatgetectacgtgtacactggdt N
SV40 NLS B TspMI, Xmal, +4 ' - MauBI, HindI 1T TspML
tggcaataaagtttcttaagattgaatcctgttgecggtettgegatgattatcatataatttctgttgaatta TllmcoI BsmBL,Esp3l, 5 ) End_Linker_1 | End_Linker_2 | XmalL, SmaL, SrfL,Ncol,Bael, +1@
accgttatttcaaagaattctaacttaggacaa agaacgctactaatagtatattaaagacaacttaat PaeR7I AccB51 T ‘ ; ‘ ;
NOS terminator ¢ Sgrol Kpnl 14,880 14,890 14,900 14,918 14,92
. . . . . . . Spel,MauBI,HindIII
BASES 14923  START 13737 END 346 LENGTH 1533 GC4573%  MELTING TEMP 78.3 °C ASSEMBLY o  SPLIT WORKSPACE BASES 14923  START 13756 END 14922 LENGTH 1167 GC 44.90% MELTING TEMP 778 °C ASSEMELY «  SPLIT WC




Extraccion de
ADN plasmidico
de E. coli

y Transferir
/\ 1,5mL
AN /
N |
R — | —_— _—
| w— | /
$ = i

Medio LB con Centrifugar a

Vortex 15
segundos

/"\A ‘Ej Vortex 15

i segundos
Anadir 300 uL de

—_—
solucion 3 (Acetato
de potasio, acido
acético glacial)

E. coliJM109 6000 r.p.m Descartar Resuspender con 250 Anadir 250 uL
por 2 minutos sobrenadante uL de solucion 1 (Tris- d': sglucnoré2
Cl, EDTA, Glucosa) (NaOH, SDS)
Incubar a-20 °C
por toda la noche
@
== | Incubar a -20 °C
\ 13500 r.p.m R
— \—_] — r R 15min | B ] ROEAG i
\} Transferir 400 uL U J
Afiadir 300 uL de de sobrenadante =

etanol absoluto

14000 rp.m
14000 rp.m 5 min

5 min

Descartar el
sobrenadante y
resuspender en 600
uL de etanol 70 %

g ]
Descartar el Resuspender 30
sobrenadante uL de H20 libre

30 min de Nucleasay 1
ulL de RNAsa
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METODOLOGIA

Componentes y Condiciones de PCR para el plasmido de E. coli

Region Amplificar 1533 pb

Region Amplificar 1167 pb

|

|

|
Componente Volumen (pL) | Componente Volumen (pL)
2X BlasTag PCR Master Mix 125 | 2X BlasTaq PCR Master Mix 125

|
Cas Forward (10 pM) 1 I Cas.Forward (10 ph) 1
Bac.Reverse (10 pM) 1 | L22Reverse (10 uM) 1
Dimetilsulféxido (5%) 1 : Dimetilsulfoxido (5%) 1,5
Plantilla ADN plasmidico (60 ng) 1 | Plantilla ADN plasmidico (80 ng) 1
Agua Libre de Nucleasa 8.5 I Agua Libre de Nucleasa 8
Volumen Total 25 : Volumen Total 25

T

Temperatura("C)

Desnaturalizacion

TR

.,_

Elongacion

b L 1
TR
IIlIII Hibridacion
/ Hiiti
Tiempo

|
I Condiciones de PCR
|
I Etapas de la PCR Temperatura Duracidn Ciclos de PCR
I Desnaturalizacion Inicial a5°C 4 minutos 1
: Desnaturalizacion 95°C 15 segundos
| Hibridacién Tm-5°C 15 segundos 35
| Extension 72°C 30 segundos
I Extension final 72°C 1 minuto 1
|
|
I 1" ciclo 2° ciclo 3 ciclo n ciclos
| @Desnaturaiizacion @ Alineamiento @) Extension 7 114+ M
Illllllll“ m
TTITPeeey Ty
Illll
ADN molde o 1T 3 L ]" e T
con secuencia de A m w
" interés " r 1o & AR m_",""' producto PCR
0L, T Mk milmu
;.""msl. J” W ‘ i
iy L Ty Y % m““n" P ~2" copias
Ly ?.H:, Primers S “m - 5 % 3 LD L mﬁﬁﬁ.l
o4 W W -
Polimerasa ~ ”"'%
2 J” T
- o '.MH
L lII"H"III
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Incubar a 28 °C
180rp.m
18 horas

I [

W H +—— sobrenadante

¥ou
Alicuotar 100 uL

Céludas

Quimiocompetentes

Se trasvasa en un matraz

s —

Descartar

y resuspender |
conl mLde |
CaCl2

de 50 mL con medio YEB
0D600=0,510

,/( 7 fﬁ‘\‘ \\

Enfriar por 4 horas

Descartar

sobrenadante

con 5mL de
CaCl2

Transferir a tubo falcon

Incubar a 28 °C
200r.p.m

18 horas
0D600=0,509

Electrocompetentes

Células

Enfriar por 15 min

—

Alicuotar 100 uL

L sobrenadante
y resuspender
con2 mLde
\UM glicerol 10%
v v

Descartar

Ay

N

Transferir a tubo falcon

Descartar
LN sobrenadante
y resuspender
con20 mLde
glicerol 10%

Descartar
sobrenadante |-
y resuspender
con 50 mL de
agua destilada
autoclavada




Choque térmico

O ADN plasmidico T,A‘
a0, f

Células Afiadir 1 mL de
transformadas ~ medio YEB

Extraccion de ADN genémico de banano

!

i ]
Descongelar celulas ‘IBUOm?n Incubar por o,
quiocompetentes 3horas a L) 0 % '
por 20 min 200 r.p.m
L - _ - o T 1 =

Electroporacion

® > > > > > > L ]
Sample  Addin Adding Adding Nucleic Washing Elution Puritied
Lysis Buffer Proteinase K Magnetic Acid / and Nucleic
" Beads Magnetic Transfer Acids
Descongelar células Separation

electrocompetentes

100 uL de células

8 uL de ADN plasmidico

i

2.5 kilovoltios (KV)
25 microFaradios (uF)

200 ohmios Incubar a 29 °C
eppendorf con 1 mL de 3 horas
medio SOC 250 rp.m

€




METODOLOGIA

Disefio de primers para identificar la region promotora RPM1 en el Banano

Disefio de primers en el programa Benchling

. ~ . I e AAGACTTATTCATGGCTTTGG
Dlseno e pr“ I IerS para a reglon pr0| I Iotora ATGTAAAAATTTGAGCAAACTTATTTCAATCTGAACCACCAGACA ~ ~ —— — "~ TGTAAM =
TACATTTTTAAACTCGTTTGAATAAAGTTAGACTTGGTGGTCTGT  Name ™ PF-54.4 ACATTTY sersr
en el programa Benchling : s B === -
T T T T Leiner Ma Drdl  BpfI  BspQl Pstl BfuAl  Neol
EL 30 320 330 Auhors - @) einer e PsHAL | Bsel  SapI  PstI Pcil  Avall — Tatl
Created 15/12/2023 .25 G
e/ Primary_assembly CUGYNO1000 X <= s o o X Orat 280 1,000 1,100 1,200 1,300 1,400 1,500
I =
- E — R D R T oy & U Lk T e e e — n ACTACTTTTTCTGTTATTTCAAAATCATTTATGATTTAATAATATTTTAAATATCCATAATAATATTTCATAAATCT EeEmail
M m 1 {View?db &,0=Ma09_g28690;r=CAJGYNO10000009.1:39346596-39345427;¢ &~ & : ctuali ¥
€ C @ plantsensembl.org/Musa acuminata/Location/View?db=core;g=Ma03_g28630;r=CAIGYNO10000009.1:39346596-39349427 ¢ e w @ »0 & m TGATGAAAAAGACAATAAAGTTTTAGTAAATACTAAATTATTATAAAATTTATAGGTATTATTATAAAGTATTTAG! —
\ +
Login/Register ke
i PR-Promotora -
EnsemblPlants , #mueR | BLAST | BioMant | Tocis | Downloads | Help & Docs | Biog () + Search Ensemb! Plants Q i : . . . : : : ANN e
390 408 410 420 43e 440 450 46@ w
EJ Musa acuminata (Musa_acuminata v2) v
Asel
Location: CAJGYN010000009.1:39,346,506-39,340,427 [JReCIERLIETe lvhL e VR TPHETe VRl LRI VL b GTCCTATGATAAATAGGTGGATGAGTAATAAAATACCCCTCTAAATTAACTGTAAAT TAATTAGCTACCCATATACT
Location-based displays CAGGATACTATTTATCCACCTACTCATTATTTTATGGGGAGAT TTAATTGACATT TAATTAATCGATGGGTATATG!
P Primary_assembly CAJGYN010000009.1: 39,346,596-39,349,427 - . e

Chromosome summary n PR-Promotora

Region overview
Necsoa o dote &) Ackhuen Kicks | oG S|l B g | R s oo | T T R R S
gion in detail
= Comp Genomics primary _ blyC.. | I ; | °
PsrI

H i H BASES 3832 START 361 END 1061 LENGTH 701 GC 32 24% MELTING TEMP 723 °C ASSEMBLY a SPLIT WORKSPACE
Region in detail @

Primers para amplificar el fragmento de

Forward sand S

D .. — 701 pb del banano

Conbigs

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

Componentes de PCR para banano Condiciones de PCR para banano
Componente Volumen (ul) Etapas de la PCR Temperatura Duracion Ciclos de PCR
2X BlasTaq PCR Master Mix 125 Desnaturalizacion Inicial 95°C 3 minutos 1
Cas Forward (10 uM) 1 Desnaturalizacion 95°C 15 segundos
L2 2 Reverse (10 pM) 1 o

Hibridacion Tm-5°C 15 segundos 30
Dimetilsulféxido (5%) 1

Extension 72°C 15 segundos
Plantilla ADN plasmidico (95 ng) 1

Extension final 72°C 1 minuto 1
Agua Libre de Nucleasa 8,5
Volumen Total 25

Crioconservacion

| . . , .
Glicerol | Dimetilsulfoxido (DMSO)
|
» » I s » ‘/,./.»f¥
. N\ Transferir }*J e Transferir } ' Vortex 10
1,5mL / segundos I 15mL / Sséuer:(dos
E— e — I m E—— U = 4
Incubar a -80 °C I 1 = 9 | 3 I Incubar a-80 °C
s & P o/ & |
;\Aedi(; LB con A. ggggifugar a I Medio LB con A. Ce}ltrifugar é
umefaciens rpm Descartar ) tumefaciens - bl e ‘
transformada por 1 minutos sobrenadante 1 mL de glicerol | transformada por 1 L‘nﬁnnl:tos ngt?rC:r:;?irante 1 mL de DMSO A
|
|
[
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METODOLOGIA

Eficiencia de transformacidén bacteriana

A
[ ]

Choque térmico Electroporacion

ADN de Bacteria |

ligacicn transhormada Pléemide correcto

p

Plaemide ‘l'

loni
Chogue de calor h Co o< a

Bacteriae
4+Antibidtice

#UFC (Unidades Fomadoras de Colonias)
DNA sembrado en la caja (ug)

Eficiencia de Transformacion (TE) =

SUFC — #Colonias Transformadas xTasa DiluciénxVolumen de transformacion (uL)

Volumen sembrado (uL)

Volumen Sembrado (uL)xDNAPlasmidico (11g)
Volumen de Transformacién (uL)

DNA Sembrado en la Caja (ug) =

P
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@
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METODOLOGIA

Diseio Experimental

Disefio completamente al azar (DCA)

A
[ |

Modelo A Modelo B

Yij=p+citeij Yij=p+citeij
Yij= Eficiencia de transformacion de A. tumefaciens por diferente metodo de Yij= Eficiencia de crioconservacion de A. furnefaciens para diferentes crioconservantes|
transformacion. con diferentes concentraciones
= Media de la eficiencia de transformacion calculada en AGL1 p= Media de la eficiencia de conservacion calculada en AGLA1
ci= Efecto de la i-enésima cepa de AGL1 ci= Efecto de la i-enésima cepa de AGL1
gij= Error experimental asociado a la j-enésima unidad experimental eij= Error experimental asociado a la J-enésima unidad experimental
Tratamientos Tratamientos
T1: A fumeraciens AGL1 en cubeta de electroporacion de 0.2 cm T1: A. tumefaciens AGL1 con glicerol al 20%.
T2: A. tumefaciens AGL1 en cubeta de electroporacion de 0.4 cm T2: A. tumefaciens AGL1 con glicerol al 30%.
T3: A tumefaciens AGL1 para chogue térmico con 3uL ADN plasmidico T3: A tumefaciens AGL1 con glicerol al 40%.
T4: A. tumefaciens AGL1 para chogue térmico con 5ulL ADN plasmidico T4: A. tumefaciens AGL1 con DMSO al 5%.
T5: A. tumefaciens AGL1 con DMSO al 10 %
Hipotesis H Nula: [11:[12 =u3 T6: A. tumefaciens AGL1 con DMSO al 20 %
Alternativa: u1#u2#u3
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Identificacion de A. tumefaciens

Bacteria Gram-negativa

Se analiz6 la secuencia utilizando la herramienta BLAST

W OUILUL UIL UV QGYUTHILES SBITUEY Lgan IEMLYY vy IREOeIeITe L Y IeTTe)

RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccion de ADN plasmidico del vector
binario pAGM4723 en E. coli IM109

Max Total Query E Per.

Description Scientific Name Ace. Len i
‘yp : - Score Score Cover value  Ident G Accession
v v v v v
. Agrobacterium sp. CGMCC 11546 chromosome 2, complete sequence Agrobacterium sp. CGMC... 1290 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 gil1853540996|MT605454.1

Agrobacterium fabrum strain cgsD1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Agrobacterium fabrum 1200 1200 100% 0.0 100.00% 1429  gil1784143441|MNB26531.1

(Lucena-Aguilar et al., 2016)

Fecha Protocolo Concentracion  Pureza Pureza
(ng/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
22109/2023 Miniprep 40 147 0,75
PurelLink 25 1,22 0,87
18 0,43 0,82
16 0,7 1,12
12110/2023 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
1516 1,93 1,80
961.4 1,920 1,719
231002023 iGEM™ 3100 1.96 1,32
2567 1,98 1,55
1954 1,73 1,99
2543 1.86 1.89
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Resultac

Choque térmico

Confirmacion del tamaino del plasmido

Siembra de células transformadas | Siembra de células transformadas
con un total de 98 UFC (3uL ADN) :con un total de 98 UFC (5uL ADN)

Nota. Carrill (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.




Resultados y discusion

Electroporacion PCR del A. tumefaciens AGL1 transformada
con el vector binario pAGM4723

Siembra de células transformadas 1Siembra de células transformadas

con un total de 138 UFC (0,2 cm) :con un total de 78 UFC (0,4 cm)
e~ C1 con un tamafo de 800 pb, el C2 a un tamafo de
1000 pb y el C3 representa el control negativo.

&
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Resultados y discusion

Extraccion de ADN gendmico de Cavendish

Fecha Protocolo Concentracion Pureza Pureza
(ng/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

Presencia de la region promotora del gen
RPML1, en el germoplasma de banano

C1 con un tamafo de 701 pb
C2 es control negativo.
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Eficiencia de transformacion (ET)

Numero de colonias transformadas por Electroporacion

Tamafio de Réplica N° UFC/mL TE (UFC ug)
cubeta de Colonias
electroporacion
0.2cm 1 102 43520000 1.85x108

2 138 58880000 2.51x108

3 135 57600000 2.46x108
0,4 cm 1 65 20800000 6.6x10°%

2 78 24960000 7.9x10°%

3 96 30720000 9.8x10%

Numero de colonias transformadas por Choque térmico

Volumen de ADN Réplica N° UFC/mL TE (UFC ug)
plasmidico Colonias
3uL 1 98 2523500 6.4x104

2 150 3862500 9.9x10*

3 155 3991250 1.02x104
5uL 1 175 4593750 1.2x10%

2 138 3622500 9.5x10*

3 164 4305000 1.1x10%

Resultados y discusion

Eficiencia de transformacion

476412601

3592402751

UFC

2420679481

Variable N R*

Prueba de Leven

Analisis de la varianza

RABS UFC 12 0,70

R® A3 CV
B

0,59 69,37

124895622
F.V.

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

SC gl CM F p-valor

Modelo

7723005 Exrror
Electro 0,20 Electro 0,40 3,00 5,00
Tratamiento Total

4413601851851850,00
Tratamiento 441360
1858555555555560, 00
62721

1471200617283950,00 6,33 0,0166
1471200617283950,00 6,33 0,0166
23231944944944445,00

51850,00

WL W

57407407410,00 11

¥

Prueba de ANOVA

Se acepta h. alternativa y se descarta h. nula

Analisis de la varianza

Variable N R*®
UFC 12

v
, 54

R® A3
0,95 2

[Jf}

0,96

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. sC gl CcM

F p-valor

Modelo 2917461041666€7000,00 3 97248701388 3900, 00
Tratamiento 291746104166667000,00 3 972487013 ©00,00
Error 12065500000000000,00 €& 1508187500000000,00
Total 303811604166667000,00 11

64,48 <0,0001
64,48 <0,0001

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

Error:
Medias n

3,00 33583333,33 3 2242 75 A

5,00 39750000,00 3 224 75 B

0,40 1991le66666,67 3 224 75 B
0,20 416666666,67 3 224 75 c

Msdias con una lstra comin no son significativamesnts

7
b

rentes (p >

0,.05)
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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

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

20% 1 36 120000000
2 57 190000000
3 63 210000000

Resultados y discusion

Eficiencia de Crioconservacion

9215973407

Prueba de Leven

Analisis de la varianza
6943087708

Variable N R®* R* Aj CWV
RABS UFC 18 0,35 0,15 54,65

UFC

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

4670222008
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

2397348308 Error 2,56264T797037037TE19 13 1,9712676695156TELS
Total 3,54813253333333E158 17

12447060 1

20 30 0 5 0

oo Se acepta h. nula y se descarta h. nula
Prueba de ANOVA

Analisis de la varianza

o o

Variable N R®= R® RAj
UFC 18 0,1% 0,00

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. 5C gl M F p-valor

Modelo 4 9,43209177777778E18 0,77 0,58610
Tratamiento 4 9,4320917777777 g8 0,77 0,5610
Error 1,58307853333333E20 13 1,21775271794872E15

Total 1,96036220444444E20 17

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=8511061340,64566
Error: 1,21775271794871808E0015 gl: 13

Tratamiento Medias n E.E.

40 1533333333,33 3 201473%617,54 A

30 2880000000,00 3 201473%617,54 A

20 3914666666,67 € 1424636045,89 A

5 4026666666,67 3 201473%617,54 A

10 6353333333,33 3 201473%617,54 A

Mesdias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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CONCLUSIONES

La transformacion de A. tumefaciens tuvo éxito mediante dos métodos de transformacion. Los resultados indican que

) 4 la electroporacion es el método mas eficiente en términos de la tasa de transformacion.

¢ 64

Se confirm¢ la presencia de la region promotora del gen RPM1 en el germoplasma de banano Cavendish.
El método casero de lisis alcalina demostré ser mas efectivo que el Kit MiniPrep

Las diferentes concentraciones de glicerol no afectan significativamente la viabilidad ni la capacidad de conservacion,
en contraste del DMSO.

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.

Se debe trabajar con tejidos jovenes durante el proceso de extraccion de ADN gendmico en banano

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

@®E._S. P E

ESCUELA POLITECNICA DEL EJERCITO
CAMINO A LA EXCELENCIA



AGRADECIMIENTOS

é INlﬂl’®

INIAP DE PICHILINGUE L i

FRANCISCO FLORES, Ph.D r

Director del Proyecto de Investigacién

Lcda. Silvana Granda
Técnica del laboratorio de Microbiologia

FAMILIA
AMIGOS

@E S P E

ESCUELA POLITECNICA DEL EJERCITO
CAMINO A LA EXCELENCIA



	Diapositiva 1
	Diapositiva 2: ÍNDICE DE CONTENIDOS
	Diapositiva 3: FORMULACIÓN DEL PROBLEMA
	Diapositiva 4
	Diapositiva 5: ÍNDICE DE CONTENIDOS
	Diapositiva 6
	Diapositiva 7: ÍNDICE DE CONTENIDOS
	Diapositiva 8
	Diapositiva 9: ÍNDICE DE CONTENIDOS
	Diapositiva 10
	Diapositiva 11
	Diapositiva 12
	Diapositiva 13
	Diapositiva 14
	Diapositiva 15
	Diapositiva 16
	Diapositiva 17
	Diapositiva 18
	Diapositiva 19: ÍNDICE DE CONTENIDOS
	Diapositiva 20
	Diapositiva 21
	Diapositiva 22
	Diapositiva 23
	Diapositiva 24
	Diapositiva 25
	Diapositiva 26: ÍNDICE DE CONTENIDOS
	Diapositiva 27
	Diapositiva 28

