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Ecuador líder mundial 

en exportación de banano 

FORMULACIÓN DEL PROBLEMA

Macroconidios

Cavendish (AAA)

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

Microconidios Clamidosporas

CRISPR-Cas9 

altamente eficiente y 

especifico 



JUSTIFICACIÓN DEL PROBLEMA

Clonación Modular

Presenta sgRNA (RPM1), el 

promotor TaU3, nucleasa SpCas9.

Plásmido ensamblado en L2

A. tumefaciens

E. coli JM109
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OBJETIVOS

Objetivos Específicos

Objetivo General

• Desarrollo de un sistema de vector binario de Agrobacterium tumefaciens para la edición del 

promotor del gen RPM1 de banano. 

• Transformar Agrobacterium tumefaciens con un plásmido que contiene el sistema CRISPR-Cas9 

para la edición del promotor del gen RPM1, asociado con la resistencia a la fusariosis en banano.

• Confirmar la presencia de la región promotora del gen RPM1, en el germoplasma de banano.

• Estandarizar un protocolo óptimo para la conservación de Agrobacterium transformada

Hipótesis

• Existe diferencias significativas en la eficiencia de transformación en Agrobacterium

tumefaciens para la cepa AGL1 con dos métodos de transformación bacteriana diferentes.
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MARCO TEÓRICO

CRISPR-Cas9 RPM1
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METODOLOGÍA 

Diseño de primers y 

condiciones de PCR para 

E. coli

Región Amplificar 1533 pb Región Amplificar 1167 pb



Extracción de 

ADN plasmídico 

de E. coli

METODOLOGÍA 



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

Región Amplificar 1533 pb Región Amplificar 1167 pb Condiciones de PCR

METODOLOGÍA 



Céludas

Quimiocompetentes

Células 

Electrocompetentes

METODOLOGÍA 



Choque térmico

Electroporación

Extracción de ADN genómico de banano 

METODOLOGÍA 



Diseño de primers para identificar la región promotora RPM1 en el Banano

Diseño de primers para la región promotora 

en el programa Benchling

Primers para amplificar el fragmento de 

701 pb del banano

Diseño de primers en el programa Benchling

METODOLOGÍA 



Crioconservación

Condiciones de PCR para bananoComponentes de PCR para banano

METODOLOGÍA 

Glicerol Dimetilsulfóxido (DMSO)



Eficiencia de transformación bacteriana

Choque térmico Electroporación

METODOLOGÍA 



Diseño Experimental

Diseño completamente al azar (DCA)

Modelo A Modelo B

Hipótesis
Nula: 𝝁𝟏=𝝁𝟐=𝝁𝟑
Alternativa: 𝝁𝟏≠𝝁𝟐≠𝝁𝟑

METODOLOGÍA 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

(Lucena-Aguilar et al., 2016)

Identificación de A. tumefaciens

Bacteria Gram-negativa

Se analizó la secuencia utilizando la herramienta BLAST

Extracción de ADN plasmídico del vector 

binario pAGM4723 en E. coli JM109



Confirmación del tamaño del plásmido 

Resultados y discusión 

Nota. Carril1 (C1) y carril 4 (C4) representa un control 

negativo, mientras que el carril 2 (C2) corresponde a un 

tamaño de 1000 pb y el carril 3 (C3) corresponde a un 

tamaño de 800 pb.

Choque térmico

Siembra de células transformadas 

con un total de 98 UFC (3uL ADN)

Siembra de células transformadas 

con un total de 98 UFC (5uL ADN)

Control Negativo



Resultados y discusión 
Electroporación

Siembra de células transformadas 

con un total de 138 UFC (0,2 cm)
Siembra de células transformadas 
con un total de 78 UFC (0,4 cm)

Control Negativo

PCR del A. tumefaciens AGL1 transformada

con el vector binario pAGM4723

C1 con un tamaño de 800 pb, el C2 a un tamaño de 

1000 pb y el C3 representa el control negativo.



Resultados y discusión 

Extracción de ADN genómico de Cavendish 

Presencia de la región promotora del gen 

RPM1, en el germoplasma de banano 

C1 con un tamaño de 701 pb

C2 es control negativo.



Resultados y discusión 
Eficiencia de transformación (ET)

Número de colonias transformadas por Electroporación

Número de colonias transformadas por Choque térmico

Se acepta h. alternativa y se descarta h. nula

Prueba de LevenPrueba de Leven

Prueba de ANOVA



Resultados y discusión 
Eficiencia de CrioconservaciónNúmero de colonias conservadas por glicerol

Número de colonias conservadas por DMSO

Se acepta h. nula y se descarta h. nula

Prueba de Leven

Prueba de ANOVA 
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CONCLUSIONES

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

la electroporación es el método más eficiente en términos de la tasa de transformación. 

Se confirmó la presencia de la región promotora del gen RPM1 en el germoplasma de banano Cavendish. 

El método casero de lisis alcalina demostró ser más efectivo que el Kit MiniPrep

Las diferentes concentraciones de glicerol no afectan significativamente la viabilidad ni la capacidad de conservación, 

en contraste del DMSO.

Secuenciar el plásmido pAGM4723 que se encuentra dentro de la E. coli para identificar específicamente qué partes 

faltan o qué modificaciones no se han introducido durante el proceso de ensamblaje Golden Gate. 

Se debe trabajar con tejidos jóvenes durante el proceso de extracción de ADN genómico en banano

Secuenciar el plásmido insertado en el A. tumefaciens luego del proceso de transformación bacteriana.

RECOMENDACIONES
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