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Resumen

El banano se ha convertido en un alimento basico para millones de personas y sobre todo un
cultivo de importancia econdmica para varios paises en vias de desarrollo. En Ecuador, el
banano representa uno de los principales productos de exportacién pero su produccion se
encuentra seriamente amenazado debido al marchitamiento por Fusarium causado por el
hongo Fusarium oxysporum f. sp. cubense. El control del patégeno presenta dificultad debido a
gue logra sobrevivir durante muchos afos en el suelo inclusive en ausencia de hospedador.
Actualmente, no existe un control quimico efectivo contra Foc TR4, ademas de que no se ha
visto un resultado positivo en la contencién del patdgeno por lo que su dispersion ha puesto en
alerta fitosanitaria a muchos paises productores de banano. Una posible solucion a este
problema es la produccion de biopesticidas mediante biologia sintética, en este caso se planea
utilizar la tecnologia de silenciamiento de genes basado en la interferencia de RNA para la
produccion de moléculas de RNA de doble cadena, lo que permite silenciar la expresion de
genes diana especificos del patdgeno. Esto se logré mediante la clonacion de cDNA a partir del
gen SIX Gene Expression 1 (SGE1) en el plasmido PSB1C3_A593, esto se realiz6 mediante
ensamblaje de restriccion y ligacion. El cassette de expresion obtenido PSB1C3_A593 + SGEL1
es capaz de producir RNA de doble cadena para el silenciamiento del gen SGEL, este gen
demostré ser esencial para la patogenicidad de Fusarium oxysporum f. sp. cubense. El
plasmido PSB1C3_A593 + SGEL1 se utilizd para la transformacion bacteriana de E. coli y se
comprobd mediante PCR de colonia. Adicionalmente, se realizé 3 tratamientos de
transformacion bacteriana a diferentes temperaturas de shock térmico (T1=40°C, T,=42°Cy
T3=44°C) por un tiempo de 30 segundos.

Palabras clave: ensamblaje de restriccion y ligacion, RNA de interferencia,

transformacion bacteriana.
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Abstract
Banana has become a staple food for millions of people and above all a crop of economic
importance for several developing countries. In Ecuador, banana represents one of the main
export products, but its production is severely threatened due to Fusarium Wilt of Banana
caused by the fungus Fusarium oxysporum f. sp. cubense. Control of the pathogen is difficult
because it manages to survive for many years in the soil, even in the absence of a host.
Currently, there is no effective chemical control against Foc TR4, in addition to the fact that no
positive result has been seen in the containment of the pathogen, which is why its dispersion
has put many banana-producing countries on phytosanitary alert. A possible solution to this
problem is the production of biopesticides through synthetic biology, in this case it is planned to
use gene silencing technology based on RNA interference to produce double-stranded RNA
molecules, which allows silencing the expression pathogen-specific target genes. This was
done by cloning cDNA from the SIX Gene Expression 1 (SGE1) gene into plasmid
PSB1C3_A593, this was done by restriction and ligation assembly. The expression cassette
obtained PSB1C3_A593 + SGEL1 can produce double-stranded RNA for the silencing of the
SGEL gene, this gene stands out to be essential for the pathogenicity of Fusarium oxysporum f.
sp. cubense. Plasmid PSB1C3_A593 + SGEL1 was used for E. coli transformation and checked
it by colony PCR. Additionally, 3 bacterial transformation treatments were carried out at different
heat shock temperatures (T1=40°C, T2=42°C and T3=44°C) for a period of 30 seconds.

Keywords: digest and ligate assembly, RNA interference, bacterial transformation.
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Capitulo I: Introduccién

Planteamiento del problema

La inseguridad alimentaria a escala mundial ha crecido del 22,6% en 2014 al 26,6% en
el 2019, afectando actualmente a mas del 30% de la poblacién mundial debido al alto costo de
dietas saludables (FAO et al., 2021). Los sistemas de produccion alimentario y agricola
contribuyen a los pilares de la seguridad alimentaria, en la actualidad la agricultura presenta
desafios como: aumento de la demanda de alimentos, efectos adversos debido al cambio
climéatico, perdida de cultivos, sobreexplotacién de recursos naturales, entre otros (FAO, 2021)

El banano (Musa spp.) es una planta perteneciente a la familia musaceas, se cultiva en
regiones tropicales y subtropicales, se ha convertido en un alimento basico para millones de
personas y sobre todo un cultivo de importancia econémica para varios paises en vias de
desarrollo de Sudamérica, Africa y Sudeste Asiatico (Teycheney et al., 2007).

En Ecuador, el banano y sus productos derivados representan uno de los principales
productos de exportacion y por ende representa un pilar importante en la economia del pais,
siendo el sector bananero una de las principales fuentes de ingresos a lo largo del tiempo
(Aguilar, 2015). Ecuador se ha convertido en el mayor proveedor de banano a nivel mundial, en
2018 los datos preliminares indican que Ecuador cubre el 34% de las exportaciones de banano
en el mercado mundial, alcanzando los 6,6 millones de toneladas exportadas (FAO, 2020).

Las enfermedades de plantas son un problema que pone en riesgo a la agricultura,
siendo estas las limitantes en su produccion. El cultivo y produccién de banano se encuentra
seriamente amenazado debido al marchitamiento por Fusarium, el agente causal de esta
enfermedad es el hongo del suelo Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) (Dita et al., 2018).

El control del patégeno presenta dificultad debido a que logra sobrevivir durante muchos
afios en el suelo inclusive en ausencia de hospedador, es un patdgeno vascular por lo que
escapa del contacto de medios de control cuando ya infecta a la planta, es de facil propagacion

y se propaga rapidamente debido al monocultivo de banano (Li et al., 2022). En la actualidad
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no existe un control quimico efectivo contra FocTR4, ademas de que no se ha visto un
resultado positivo en la contencién del patdgeno ya que se observa propagacion entre paises,
incluso entre continentes (Dale et al., 2017).

Debido a esto, la dispersion de Fusarium oxysporum ha puesto en alerta fitosanitaria a
muchos paises productores de banano, donde se busca desarrollar estrategias de control
(Magdama et al., 2020).

Justificacion del problema

Fusarium oxysporum es un hongo patdgeno responsable del marchitamiento y muerte
de plantas, principalmente del banano (Cheng et al., 2019), este hongo es el agente causal de
la enfermedad de marchitamiento por Fusarium o también llamada enfermedad de Panama
(FWB, por sus siglas en inglés Fusarium Wilt of Banana), esta enfermedad es una de las mas
destructivas del banano y fue controlada mediante el cultivo de variedades de banano
Cavendish resistentes a marchitamiento por Fusarium, pero en la actualidad la raza tropical 4
de Fusarium oxysporum f. sp. cubense (FOcTR4) esta atacando a las variedades Cavendish
(Dita et al., 2018). La propagacion de la nueva raza es de gran preocupacién ya gue amenaza
la economia de paises donde sus ingresos dependen en mayor parte de la exportacién de
banano.

Se requiere de mayor investigacion acerca del ciclo y la interaccion entre la planta y
FocTR4 ya que se requieren métodos mas eficientes para detectar de forma temprana al
patégeno y de igual forma contener su propagacion (Pegg et al., 2019). Una posible solucién a
este problema es la produccién de biopesticidas mediante biologia sintética, en este caso se
utilizaré la tecnologia de silenciamiento de genes basado en la interferencia de RNA (RNAI)
para la produccién de moléculas de RNA de doble cadena (dsRNA), lo que permite silenciar la
expresion de genes diana especificos del patégeno. Esto se logrard mediante el ensamblaje de
un plasmido para la produccion de RNA de interferencia para el silenciamiento del gen SIX

Gene Expression 1 (SGE1) en Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1 (Foc R1). En
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Ecuador, no se ha identificado la presencia de Foc TR4, por tal motivo, en el estudio se utilizara
Foc R1. De acuerdo a estudios previo, esto no seria un problema ya que existen genes
putativos de virulencia presentes en las diferentes razas de Foc (Guo et al., 2014; Raman et al.,
2021). El presente estudio tiene impacto no solo a nivel de pais ni de Latinoamérica, si ho a
nivel mundial, en regiones donde se cultive banano como en paises de Africa y del Sudeste
Asiético.

Este estudio es la continuacion del trabajo del grupo iGEM Ecuador 2021 y su proyecto
AgroBactory 593 el cual busca utilizar un chasis bacteriano para la produccion de biopesticidas
para combatir la enfermedad de FWB mediante la tecnologia de iRNA, para mayor informacion

revisar su pagina Web https://2021.igem.org/Team:Ecuador.
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Objetivos
Objetivo general
Ensamblar un plasmido para la produccion de RNA de interferencia para el
silenciamiento del gen SGE1 en Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1 (Foc R1).
Objetivos especificos
¢ Obtener un biobrick del gen SGE1 mediante ensamblaje de restriccién y ligacién.
e Ensamblar el plasmido para la produccién de dsRNA mediante técnicas de restriccion
y ligacién.
e Transformar Escherichia coli cepa HT115 con el plasmido ensamblado para producir
dsRNA objetivo.
Hipotesis
o Existe diferencia estadistica significativa en la eficiencia de transformacion de
Escherichia coli con el plasmido PSB1C3_A593 + SGE1 cuando se varia la

temperatura de choque térmico.
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Capitulo Il: Marco tedrico

Cultivo de banano

El banano es una planta herbacea monocotiledénea ya que no tiene componentes
lefiosos, ademas de que sus partes aéreas mueren después de la recoleccion, es una planta
perenne ya que los nuevos retofios emergen a partir de la planta madre con la finalidad de
reemplazar las partes aéreas muertas (Robinson & Galan, 2010).
Enfermedades del banano

El banano es una planta que logra alcanzar altos rendimientos debido a su excelente
adaptacion, el problema esté en las enfermedades que disminuyen su rendimiento o incluso
matan a la planta, algunas de las enfermedades que afectan al banano son: la raya negra de la
hoja causada por Mycosphaerella fijiensis, la enfermedad del marchitamiento de Panama
causada por Fusarium oxysporum f. sp. cubense, la enfermedad del Moko causada por la

bacteria Ralstonia solanacearum, entre otras (Markham, 2009).

Fusarium oxysporum f. sp. cubense

La enfermedad del marchitamiento por Fusarium o enfermedad de Panama es una de
las enfermedades méas importantes que afectan al banano, siendo esta la responsable de la
destruccién de los cultivos de banano Gros Michel en Centroamérica a mediados del siglo XX
(Dita et al., 2018). El agente causal de la epidemia fue (Foc R1), debido a esto, se reemplazé
casi por completo los cultivos de Gros Michel con variantes resistentes del subgrupo
Cavendish, este Ultimo representa actualmente mas del 40% de la produccién de banano a
nivel mundial (Dale et al., 2017).

Fusarium oxysporum f. sp. cubense es un hongo del suelo con reproduccion
estrictamente asexual, este patdgeno tiene una larga persistencia en el suelo debido a los
microconidios, macroconidios y clamidosporas que produce como estructuras de supervivencia

(Pegg et al., 2019). Este patégeno produce una enfermedad tipica del marchitamiento vascular,
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infectando las raices tanto de plantas de banano susceptibles como resistentes, con la
diferencia de que la infeccidon avanza hacia porciones vascularizadas del rizoma Unicamente en
genotipos susceptibles (Mace et al., 1981). Se considera a Foc un hemibiétrofo ya que
inicialmente tiene una relacion biotrofica con la planta, para luego convertirse en un necrotrofo

destruyendo asi el tejido del huésped hasta matarlo (Ploetz, 2015).

Figural

Ciclo de infeccion del patégeno del marchitamiento vascular del banano Fusarium oxysporum f. sp.
cubense (Foc). A) macroconidios. B) microconidios. C) clamidospora con GFP. D) Fijacién de hifas Foc en
raices de banano. E) Colonizacion de hifas Foc en haces vasculares de raices de banano. F) Una seccion
longitudinal de raices de banano. G) Plantas de banano enfermas. H-I) Haces vasculares del pseudotallo

y el rizoma del banano enfermo de color marrén rojizo oscuro.

Nota. Tomado de Guo et al., (2014).
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El patégeno ataca principalmente las raices secundarias y terciarias de la planta, esto
se debe a que las clamidosporas del hongo que se encuentran en el suelo perciben los
exudados de las raices del banano, infectando las puntas de las raices, para esto traspasan la
cofia de la raiz y su zona de elongacién para luego llegar a los haces vasculares del xilema
(Pegg et al., 2019), una vez infectadas las raices, el movimiento de Foc es lento inicialmente,
se estima que avanza 75 cm en 4 semanas, mientras que una vez en los vasos maduros del
xilema, el patégeno puede avanzar 30 cm en dos dias (Nelson et al., 1981).

La nueva variante Foc TR4 fue descubierta a finales del siglo XX, afectando al banano
Cavendish tanto en climas tropicales como subtropicales (Mostert et al., 2017). La alerta
aparece cuando las plantaciones de Cavendish de diferentes partes del mundo se vieron
afectadas por este patdgeno, esta enfermedad representa nuevamente una amenaza para la
produccion agricola de banano en todo el mundo (Dale et al., 2017). Foc TR4 ha logrado
esparcirse rapidamente debido a la propagacion mediante plantas enfermas, contaminacién por
el material de siembra, suelo contaminado, vehiculos, trabajadores, entre otros, lo que ha
provocado la perdida de miles de hectareas de banano (Dita et al., 2018). La solucién definitiva
a este problema es el cultivo de un banano resistente al patdgeno, actualmente no existe una
especie con resistencia aceptable por lo que las medidas de exclusién y cuarentena favorecen
al control de la enfermedad, mas no la erradica (Pegg et al., 2019). Se han encontrado fuentes
de resistencia a Foc TR4 en especies silvestres de banano, pero no han podido ser insertadas
en las especies comerciales debido al cultivo de banano poliploides (Pegg et al., 2019).

En un estudio acerca del analisis de genoma y transcriptoma de Foc R1y Foc TR4 se
identificaron genes putativos asociados a virulencia relacionados con la unién de raices,
degradacion celular, biosintesis de metabolitos, entre otros (Magdama et al., 2020). Foc en
presencia de raices de banano activa sus mecanismos de patogenicidad mediante la activacién
de la expresién genes de patogenicidad, esta fase de transicion esta controlada por

reguladores transcripcionales maestros (Gurdaswani et al., 2020). El gen SGE1 se encarga de



24

regular la expresion de los genes efectores SIX por sus siglas en inglés (secreted in xylem),
siendo el gen SGE1 esencial para la patogenicidad (Michielse et al., 2009). Por un lado, en
estudios con mutantes de delecion SGE1 se observa la perdida de expresion de genes
efectores, por otro lado la delecion de este gen no afecta a la colonizacion o penetraciéon de la
superficie de la raiz (Hou et al., 2018). Se ha demostrado que la proteina SGE1 de Foc TR4 se
encarga de la regulacion de una serie de genes necesarios para la infeccion, siendo necesario

para el crecimiento parasitario lo que conduce a la enfermedad de FWB (Michielse et al., 2009).

Tecnologia de RNA de interferencia

El silenciamiento de genes es un mecanismo de retroalimentacién negativa la cual
regula la expresion génica, esta regulacion de la expresion ocurre de forma natural y en
respuesta a un estimulo exterior (El-Sappah et al., 2021). EI RNA de interferencia es un
mecanismo de silenciamiento a nivel postranscripcional que se encarga de degradar o inactivar
una secuencia especifica de RNA, es un mecanismo de silenciamiento génico conservado
evolutivamente (Fire et al., 1998). EI RNA de interferencia abarca dos moléculas de RNA: small
interfering RNA (siRNA) y micro interfering (miRNA), los siRNA se obtienen a partir de los
precursores de dsRNA, estos precursores se unen en el citoplasma a una proteina
endonucleasa llamada Dicer la cual corta el dsSRNA en fragmentos cortos, estos RNA
funcionales (siRNA) se incorporan en la proteina argonauta del complejo de silenciamiento
inducido por RNA o por sus siglas en inglés (RISC), posterior a esto una helicasa dependiente
de ATP separa la doble cadena, dejando una cadena unida a la proteina, la cual se encarga de
dirigir a RISC al mRNA diana, este mecanismo actla como una endonucleasa especifica para
el silenciamiento postranscripcional (Leung & Whittaker, 2005; Sanan-Mishra et al., 2021). El
grado de complementariedad que existe entre la cadena guia y mRNA diana determina si el
silenciamiento génico se logra por la escisién especifica del sitio de mensaje o por un

mecanismo de represion en la traduccion.



25

Biologia sintética

La biologia sintética emplea las diferentes técnicas y conocimientos de biologia
molecular con la finalidad de modificar el comportamiento celular, la bacteria Escherichia coli ha
sido uno de los microrganismo en el cual se ha enfocado la biologia sintética para el disefio de
circuitos, la ingenieria metabdlica, entre otros (Cameron et al., 2014). Se ha demostrado que
las células pueden ser programadas mediante circuitos genéticos sintéticos regulados los
cuales permiten la manipulacion de microrganismos con fines productivos (Nielsen et al., 2016).

En la dltima década, la biologia sintética ha mostrado varios avances y logros, de los
cuales los que destacan son: un mejor disefio in silico y un mejor entendimiento de las partes a
utilizar (Meng & Ellis, 2020). Se requiere la construccion de circuitos génicos robustos y
predecibles para alcanzar un equilibrio entre la funcién del circuito y la viabilidad celular,
actualmente nuevas herramientas permiten regular la expresiéon génica de mejor manera y
cada vez se amplian las bibliotecas de partes que pueden ser utilizadas (Kent & Dixon, 2020).
Ensamblaje de digestion y ligacién

La mutagénesis dirigida al sitio es una herramienta empleada en biologia molecular para
la investigacion de proteinas y mecanismos de control celular, los métodos empleados para
esto se pueden resumir en dos pasos: la separacion de cadenas e hibridacion de un primer de
mutagénesis (Costa et al., 1996). La mutagénesis dirigida al sitio obtenida mediante la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) es una de las técnicas mas utilizadas para generar genes
mutantes in vitro, en la overhang PCR o PCR de extension se afiaden los sitios de corte para
las enzimas de restriccion a los extremos de los fragmentos de interés amplificados, los
productos de PCR obtenidos son utilizados en la clonacion del plasmido (Zhang et al., 2021).

En el proceso de digestion, las enzimas de restricciébn o endonucleasas reconocen una
secuencia especifica de DNA, la cual cortan generando extremos cohesivos o0 romos, su
descubrimiento ha permitido la manipulacién de secuencias especificas de DNA (Herrero,

2016).
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El ensamblaje de fragmentos de DNA es una parte fundamental para la biologia
sintética, ya que las diferentes partes descritas pueden ser ensambladas para cumplir un
objetivo especifico como la expresidn de genes, crear rutas metabdlicas, entre otros (Ellis et al.,
2011). El ensamblaje de digestién y ligacién permite unir cadenas de DNA con secuencias
flanqueantes, esto permite obtener un resultado econdmico, simple y estandarizado (Smolke,

2009).
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Capitulo lll: Metodologia

Figura 2
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Esta investigacion fue realizada en el laboratorio de Microbiologia de la Universidad de
las Fuerzas Armadas - ESPE y en el laboratorio de diagndstico molecular IDgen. El
microorganismo Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1 utilizado en el estudio fue
entregado por el laboratorio de diagnostico molecular IDgen, el cual lo obtuvo de la Escuela
Superior Politécnica del Litoral (ESPOL).

Extraccion de RNA Total de Foc (R1)

La extraccion de RNA total se realiz6 a partir de tejido fungico, para este proceso se
utilizé el kit E.Z.N.A.® Fungal RNA siguiendo el protocolo estandar (Omega Bio-tek, 2018). Se
utilizé un cultivo de Fusarium oxysporum f. sp. cubense R1 sembrado en medio PDA durante
10 dias. Previo a la extraccion de realizo una limpieza exhaustiva de la camara de flujo laminar
donde se colocé una solucién de SDS 0,5% y agua oxigenada 0,3% para eliminar cualquier
posible contaminacién con RNAsa.

El RNA extraido se almacené en el ultra congelador a -80°C para su posterior uso.
Evaluacién de la calidad del RNA y cDNA

La cuantificacién tanto de RNA como de cDNA y la evaluacion de su pureza se realizd
mediante espectrofotometria, para esto se utilizo el espectrofotometro NanoDrop™ 2000 de la
marca (Thermo Scientific), la medicion se realiz6 siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
utilizé como blanco el agua libre de nucleasas de cada kit. Se obtuvo la concentracién de RNA
y cDNA en las unidades (ng/uL) y la calidad mediante las relaciones de absorbancia.
Transcripcién reversa

Para la obtencién de cDNA se utilizé el kit GoScript™ Reverse Transcription System, se
utilizé6 Random primers para la retrotranscripcion, para la preparaciéon del master mix de la
reaccion se utilizé: 4uL de GoScript 5x Reaction buffer, 1uL de PCR Nucleotide Mix, 1ulL de
Random primers, 2uL de RNA experimental, 1uL de GoScript™ Reverse Transcriptase y 11ulL

de agua libre de nucleasas, se obtuvo un volumen total de 20uL. Para la etapa de annealing se



29

colocé el tubo con la mezcla en un bloque de calor durante 5 minutos a 25°C, en la etapa de
extension se coloco en un bloque de calor a 42°C durante una hora.
Amplificaciéon por PCR

Se obtuvo los amplicones de interés mediante la reaccion en cadena de la polimerasa,
se utilizé dos pares de primers, estos se indican en la Tabla 1, el primer par de primers
utilizados contienen dos partes, la primera es una seccion complementaria al DNA y la segunda
parte contiene los sitios de restriccion para el ensamblaje. Esta segunda parte de los primers se
observa en la Tabla 1 de color rojo, esta secuencia sobresaliente o adicional permite agregar
dichos nucledtidos al producto de PCR, esto permitié agregar los sitios de restriccion para

cortar el DNA.

Tabla 1

Primers utilizados para las diferentes amplificaciones por PCR

Primer Secuencia

dsRNA_SGE1 F 2 AAAAGATCTCCCTTTCCAAACAGGCC
dsRNA_SGE1 R 2 AAAGGTACCCCGTGTTGAGCTTCCTC
BBa_G00100 TGCCACCTGACGTCTAAGAA

BBa_G00101 ATTACCGCCTTTGAGTGAGC

Nota: Las secuencia en rojo contienen los sitios de restriccion.

Overhang PCR
Los componentes de la PCR se indican en la Tabla 2, la concentracién de cDNA
utilizado fue de 175 a 200 ng/uL, el cDNA fue diluido para alcanzar la concentracién deseada,

cada reaccion se ajusto a un volumen de 25uL en tubos de PCR de 0,2 mL.
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Reactivos de la Overhang PCR
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Reactivo Volumen pL (1x)
GoTag® Hot Start Green Master Mix, 2X 12.5
Agua libre de nucleasas 9.5
dsRNA_SGE1_F 2 1
dsRNA SGE1 R 2 1
cDNA 1
Total 25

PCR de colonias

Para las diferentes PCR primero se realizé un master mix, los componentes de la PCR

se indican en la Tabla 3, cada reaccion se ajusté a un volumen de 12,5uL en tubos de PCR de

0,2 mL. Células de una colonia bacteriana fueron afiadidas a la mezcla con una punta de

micropipeta y posteriormente se colocé el tubo en la centrifuga durante 10 segundos.

Tabla 3

Reactivos de la PCR de colonia

Reactivo Volumen pL (1x)
GoTag® Hot Start Colorless Master Mix 6.25
Agua libre de nucleasas 5.25
BBa_G00100 0.5
BBa_G00101 0.5
Colonia -
Total 125
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Extraccion de plasmido

La extraccion de plasmido se realizé de dos maneras, en la primera se preparo tres
soluciones: solucion | o de suspension, la cual contiene glucosa 50 mM, Tris-HCI (pH 8.0) 25
mM y EDTA (pH 8.0) 10 mM, solucién Il o de lisis, que contiene NaOH 0.2 Ny SDS 1% (p/v) y
la solucion 1l o de neutralizacién, preparada con 6 mL de acetato de potasio 5 M, 1,15 mL de
acido acético glacial y 2,85 mL de agua. Se afiadio 1,5 mL de cultivo bacteriano en un tubo de
1,5 mL, se centrifugd a 200 RFC durante 1 min y después se desecho el sobrenadante, el pellet
se resuspendié en 250 uL de solucion | fria con ayuda del vortex, se dej6 incubar durante dos
minutos a temperatura ambiente, luego se coloco 250 yL de solucién I, se homogenizd por
inversién cinco veces y se dejo incubar a -20°C durante 3 minutos, posterior a esto se coloco
300 pL de la solucién lll, a continuacién se homogenizo por inversién siete veces y se incubd a
-20°C durante 10 minutos. Los tubos fueron centrifugados a 9460 RFC durante 15 minutos, una
vez finalizado, el sobrenadante fue transferido a nuevos tubos, se continu6 con el lavado con
800 uL de alcohol absoluto, se homogeniz6 por inversion y se incub6 a -20°C durante 20
minutos, se procedi6 a centrifugar y descartar el sobrenadante, luego se realizé otro lavado con
1 mL de etanol al 70%, se centrifugd a 9460 RFC durante 10 minutos, se descarto el
sobrenadante y se dejé secar en camara. Finalmente el plasmido fue resuspendido en 20 uL de
agua libre de nucleasas y se agregé 1 uL de RNAsa para degradar contaminacién por RNA.

El otro método para la extraccion de plasmidos se realizé utilizando el kit Invitrogen™
PureLink™ Quick Plasmid Miniprep, se siguio el protocolo indicado en el kit (Thermo Fisher

Scientific, n.d.).
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Ensamblaje de restriccion y ligacion
Digestion de plasmido y producto de PCR mediante enzimas de restriccion

Para la digestion del plasmido y de los productos de PCR se utiliz6 las enzimas de
restriccion comerciales FastDigest Kpnl y FastDigest Bglll de la marca ThermoFisher Scientific.

En la Tabla 4, se indica los componentes de la digestién que se utilizaron en ambos casos.

Tabla4

Reactivos de la digestién enzimética

Volumen pL

Reactivo Plasmido Producto de PCR
10x FastDigest™ Green Buffer 2 2
Agua libre de nucleasas 11 21
DNA 5 5
FastDigest Kpnl 1 1
FastDigest Bglll 1 1
Total 20 30

La digestion enzimatica del plasmido y del producto de PCR de realizaron por separado
en tubos de 0,2 mL, ambos tubos fueron colocados en un bloque térmico durante 4 horas a una
temperatura de 37 °C, después de este tiempo, se observaron los fragmentos digestados del
plasmido mediante electroforesis en gel y el fragmento del producto de PCR se purificé
directamente. Estos fragmentos digestados fueron purificados utilizando el kit Wizard® SV Gen

and PCR Clean-Up System, se siguio las instrucciones del fabricante (Promega, n.d.).
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Reaccién de ligacion

Previo a la ligacién, fue necesario medir la concentracion de los fragmentos purificados,
esto se realiz6 mediante espectrofotometria utilizando el espectrofotometro NanoDrop™ 2000
(Thermo Scientific). Para calcular la cantidad de vector e inserto necesario en la ligacion se

utilizé el software NEBioCalculator (https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation), aqui se ingreso

la masa del vector previamente calculada a partir de su concentracion, el tamafio del inserto y
del vector digestados, con esto se obtuvo la masa de inserto requerido en relacién 1:25 (vector:
inserto), con dicha masa y la concentracién del inserto se calcul6 el volumen requerido. Para la
ligacién se utilizé la ligasa comercial T4 DNA Ligasa de la marca Thermo Fisher Scientific, este
proceso se realizé siguiendo las indicaciones del fabricante para la ligacion de extremos
cohesivos. En un tubo de PCR de 0,2 mL se colocé 4 uL de 5x Ligase Reaction, 1 uL del
vector, 1 — 10 uL del inserto, el volumen del inserto a colocar depende de la concentracién del
mismo, 1 uL de T4 DNA Ligasa y se afor6 con agua libre de nucleasas hasta un volumen de 20

uL. El tubo con la reaccion de ligacién se incubo durante 1 hora a temperatura ambiente.

Preparacion de células competentes

Para la células competentes se utilizé un cultivo bacteriano con un ODego de 0,3 en las
cepas de Escherichia coli TOP10 y HT115, se colocé tanto el cultivo como los tubos de 1,5 mL
a una temperatura de 4°C durante 10 minutos ya que esto favorece a la eficiencia de
transformacion.

Primero se transfirié 1,5 mL de cultivo bacteriano a los tubos y se centrifugd a 13000 g
por 30 segundos, se removio el sobrenadante, mientras que el pellet se resuspendié en 1 mL
de solucion CCMB80, después se incubd durante 10 minutos a una temperatura de -20°C,
posterior a esto se volvié a centrifugar durante 30 segundos a 13000 g, nuevamente se removio
el sobrenadante y el pellet se volvié a resuspender pero ahora en 200 uL de solucién CCMB80,

las células se mantuvieron a -80°C hasta su uso.


https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation
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Transformacién bacteriana mediante shock térmico

Para la transformacion se utiliz6 tubos de 1,5 mL previamente enfriados, se colocé 50
uL de células competentes en cada tubo, luego se afiadié 2 uL de DNA plasmidico, se dejo
incubar durante 30 minutos a una temperatura de -20°C, posterior a esto se realiz6 el choque
térmico, para esto los tubos fueron colocados en bafio maria durante 30 segundos a 42°C.
Posterior a esto se incubaron los tubos durante 5 minutos a -20 °C, después se afiadi6é 950 uL
de medio SOC, se incubo durante 90 minutos a una temperatura de 37°C y 300 rpm, se
centrifugd los tubos a 6800 g por 3 minutos, se descartd 900 uL del sobrenadante y se
resuspendio el pellet en los 100 L restantes. Se sembré los 100 yL de suspension celular en
una caja Petri con medio LB agar + cloranfenicol, el antibiético se utilizé a una concentracion de
25 pg/mL. Finalmente las cajas fueron incubadas durante 48 horas a 37°C.

La transformacion bacteriana se realiz6 en las cepas de Escherichia coli TOP10 y
HT115, para la transformacién en las cepas TOP10 se utilizé el producto obtenido en la
ligacion, mientras que para la transformacion en HT115, se utilizo el plasmido extraido de E.
coli Top 10.

Disefio experimental

Para la parte estadistica se evaluo la eficiencia de transformacion de Escherichia coli
TOP10 y el plasmido ensamblado pSB1C3_A593 + SGE1 mediante un analisis de varianza
(ANOVA), esto se realiz6 con el fin de determinar si existe diferencia significativa en la
transformacion cuando se varia la temperatura de choque térmico.

Se elaboré un disefio experimental al azar y los tratamientos realizados fueron
(T1=40°C, T,=42°C y T3=44°C) por un tiempo de 30 segundos. Para el calculo de la eficiencia

de transformacion se utilizé las ecuaciones mostradas a continuacion.



#UFC
DNA sembrado (ug)

Eficiencia de transformacion =

Volumen sembrado (uL) X DNA plasmidico (ug)

DNA brad =
sembrado (ug) Volumen de transformacion (uL)
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Capitulo IV: Resultados
Extraccion de RNA Total de Foc (R1)
El microorganismo Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1 utilizado en el estudio se
indica en la (Figura 3). A partir de este se realiz0 la extraccion de RNA Total. Se obtuvo una

concentracion de 8,3 ng/uL de RNA Total.

Figura 3

Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1 en medio PDA.

Transcripcién reversa
El cDNA obtenido como resultado de la transcripcion reversa a partir del RNA Total
present6 una concentracion de 873.3 ng/uL, y relaciones de absorbancia 260/280 y 260/230 de

1.82 y 1.96 respectivamente, las cuales se encuentran dentro de los rangos aceptables de



37

pureza. El cDNA obtenido se diluy6é en un rango de 150 a 250 ng/uL para su posterior uso y se
almacené a -20°C.
Amplificacion por PCR
Overhang PCR
Se obtuvieron amplicones de méas de 300 pb al comparar con las bandas del marcador

1 Kb Plus DNA de la marca ThermoFisher Scientific. El resultado obtenido coincide con el

disefio in silico (Figura 4).

Figura4

Producto de overhang PCR. A) Resultado in silico del amplicon realizado en Benchling. B) Electroforesis

del amplicon.

A B

Overhang PCR del gen SGE1 [369-674] (324 bp)

AAAAGATCTCCCTTTCCAAACAGGCC

AAAAGATCTCCCTTTCCAAACAGGCCTGGAACATGGTAATGAGTACACCACTGTGCCCAGTGATGATGAGCGCCATCTGETCGGTTCACTCGT

TTTTCTAGAGGGAAAGGTTTGTCCGGACCTTGTACCATTACTCATGTGGTGACACGGGTCACTACTACTCGCGETAGACCAGCCAAGTGAGCA
dsRNA_SGE1_F_2 > I dsRNA_SGE1

18 20 30 4@ 50 2] 70 80 9@

CGACTCGTACGACTTCAAGGAACAAGGACTGGTCAAGAAGACTATCAGCATCACATACCAAGGCGTGCCTCACCACCTCGTCAGTTACTACCA
GCTGAGCATGCTGAAGTTCCTTGTTCCTGACCAGTTCTTCTGATAGTCGTAGTGTATGGTTCCGCACGGAGTGGTGGAGCAGTCAATGATGGT
dsRNA_SGEL

100 11e 120 138 142 150 1@ 178 180

TGTGGAAGACGTCAAGGCTGGACTTTTGCCTAGTCCTGTGGATGATCCCAGACTCCGCGGCGTCGTCCCTCGAACCGAGCTCCTGACAGGTCA
ACACCTTCTGCAGTTCCGACCTGAAAACGGATCAGGACACCTACTAGGGTCTGAGGCGCCGCAGCAGGGAGCTTGGCTCGAGGACTGTCCAGT
L dsRNA_SGE1 0

192 200 218 220 230 242 250 260 278

GAACTTCCGCGCCCCGATCGAGGAAGCTCAACACGGGGTACCTTT
CTTGAAGGCGCGGGGCTAGCTCCTTCGAGTTGTGCCCCATGGAAA

CTCCTTCGAGTTGTGCCCCATGGAAA

dsRNA_SGE1_R_2
3 dsRNA_SGE1

289 29 3ee 31e 320

Nota. Primers utilizados: dsSRNA_SGE1_F 2y dsRNA_SGE1_R_2. (Tabla 1)
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Extraccion de plasmido

Como resultado de la extraccion de DNA plasmidico, se observan 3 bandas en el gel de
electroforesis, una de estas corresponde al tamafio de 2857 pb, previamente establecido en el

disefio in silico del plasmido pSB1C3_A593 + ERG11 (Figura 5).

Figura5

Tamafio del plasmido extraido. A) Mapa de plasmido usando Benchling. B) Electroforesis del DNA

plasmidico.
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Ensamblaje de restriccion y ligacién
Digestion y purificacion del plasmido

La digestion in silico muestra el tamafio de las 2 bandas obtenidas en la digestién del
plasmido, la banda superior representa un fragmento de longitud de 2386 pb, mientras que la
banda inferior tiene una longitud de 471 pb (Figura 6A y 6C). En el gel de agarosa se observa

las bandas del plasmido sin digestar y al lado las dos bandas del plasmido digestado (Figura
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6B). Una vez identificada la banda de interés para el ensamblaje, se procedio a la purificacion a
partir de gel. Después de la purificacion se obtuvo una concentracion de 24,59 ng/uL de

plasmido digestado.

Figura 6
Digestion del plasmido con las enzimas de restriccion Kpnl'y Bglll. A) Electroforesis virtual B) Electroforesis

en gel de agarosa 1% C) Tamario de las bandas obtenidas en Benchling en la digestion

Ladder Life 1 kb Plus
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I
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Digestion y purificacion del producto de PCR
La digestion del producto de PCR se realiza a los extremos del fragmento por lo que no

se puede visualizar el resultado mediante una electroforesis ya que no existe una diferencia
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relevante en cuando a la longitud del fragmento antes y después de la digestion. Para el
ensamblaje se le asignd al inserto el nombre de SGE1

Después de la purificacion se obtuvo una concentracion de 25,41 ng/uL.
Reaccién de ligacion

Con las concentraciones obtenidas del vector e inserto, se calculd el volumen de ambos
para realizar la reaccion de ligacidén. Volumen requerido del vector e inserto son 1 uL y 3,20 uL
respectivamente.

1. Calculo de la masa del vector, si utilizo 1uL del mismo

—2459ng>< 1pL
m= ) l,lL u'

m = 24,59 ng

2. Ingresar los datos en la calculadora NEBioCalculator
Figura7

Célculo de la masa requerida del inserto en proporcién (7:1)

Insert DNA length Required insert DNA mass
3.257 ng (1:1)

316 z

Vector DNA length 6.513 ng (2:1)

2386 $

Vector DNA mass
24.59 S

16.28 ng (5:1)

[
[
[9 770 ng (3:1)
[
[22 80 ng (7:1)

) Oy O O OSSN

3. Célculo de la masa del inserto en relacion (25:1)

25 x 22,80 ng

m = 7

m = 81,43 ng



4. Caélculo del volumen del inserto
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_ 81,43 ng
YT 254 o
v = 3,20 uL
Tabla 5
Reactivos de la ligacién o ensamblaje
Reactivo Volumen pL
10X T4 DNA Ligase Buffer 4
Agua libre de nucleasas 10,8
T4 DNA Ligase 0,1 U/uL 1
SGE1 3,2
pSB1C3_A593 1
20

Total
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Figura8

Ensamblaje del plasmido in silico.
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Transformacion bacteriana mediante shock térmico en E. coli Top 10

Se utiliz6 un tubo de 1,5mL con 200 pL de células competentes, para cada reacciéon de
transformacion se utilizé 50 uL, por lo que se realiz6 3 transformaciones y un control negativo.

Las células transformadas con el cassette de expresién conformado por el plasmido

pSB1C3_A593 y SGE1, se sembraron en medio LB agar + cloranfenicol (25 ug/mL) (Figura 8),

el antibiético es utilizado para la seleccion de transformantes.

Todo el proceso de digestidn, ligacion y transformacion se realizo en total 3 veces, las

dos primeras hubo crecimiento de colonias pero no se logré extraer el plasmido. Los resultados
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mostrados a continuacion corresponden al tercer intento de transformacién, al momento de
sembrar la solucion celular se nombraron a las cajas Petri como C-, T3.1, T3.2'y T3.3, el primer
namero corresponde al numero de transformacion y el segundo al nimero de la caja Petri. Para

identificar las diferentes colonias se le asigné una letra después del cddigo por ejemplo T1 A.

Figura9
Cultivo puro de E. coli Top 10 transformado con el plasmido pSB1C3_A593 + SGEL con resistencia a

cloranfenicol.

Nota. Se realizé la PCR de colonia de las siguientes muestras: T3.1A, T3.1By T3.1C.

PCR de colonia

La PCR de colonia se realiz6 para evidenciar el ensamblaje del cassette de expresion,
esto se verificd al comparar la longitud del producto de PCR con el disefio in silico
correspondiente al plasmido pSB1C3_A593 + SGEL. Al realizar la PCR con los primers

BBa_G00100 y BBa_G00101 (Tabla 3) se observa una banda con una longitud de
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aproximadamente 1000 pb (Figura 9B), esto concuerda con el tamafio obtenido in silico del
amplicon (Figura 9A).

Los diferentes productos de PCR de las diferentes colonias concuerdan con los
resultados obtenidos in silico. Las colonias T3.1A y T3.1B muestran mejores resultados por lo
que se subcultivaron en caldo LB + cloranfenicol (25 ug/mL) durante 24 horas a 37°C para una

posterior extraccion de DNA plasmidico.

Figura 10
Amplicén obtenido a partir de la PCR de colonia A) Resultado in silico del amplicén realizado en

Benchling. B) Electroforesis

A PCR de colonia [925-1870] (946 bp)
Ba...100 Stem losp oe0_TH

rpa_T1 PROMTT_F

120 3 0 i e a2 44

620 68 6 680 0 28 T4

Stem loop
rpel_ T E. coll his operon terminator

60 780 B0 82 [ 860 82 0

Extraccion de plasmido

Comprobada la transformacién del plasmido ensamblado en la colonias, se extrajo el
plasmido de un subcultivo de estas en medio liquido incubadas durante 24 horas a 37°C. Se
comprueba la extraccién del plasmido mediante una electroforesis.

A plasmido extraido de cada colonia subcultivada se le asigna el nombre de
pSB1C3_A593+SGE1 T3.1Ay pSB1C3_A593+SGE1 T3.1B, también se midi6 la concentracion

de cada extraccion obteniendo un resultado de 12,14 ng/uL y 7,653 ng/uL respectivamente.
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El cassette de expresion ensamblado tiene una longitud de 2702 pb (Figura 6). Al
realizar la extraccion de DNA plasmidico se lo compara con las bandas del marcador de peso

molecular obteniendo en la electroforesis como resultado un fragmento de mas de 2000 pb.

Figura 11

Electroforesis del plasmido extraido

Transformacién bacteriana mediante shock térmico en E. coli HT115

Para la transformacion se asigné el nombre a las colonias como HT1.1A, la letra H se
refiere a la transformacion en la cepa E. coli HT115, el primer numero es el intento de
transformacion, el segundo nimero corresponde a la caja Petri y la letra hace referencia a la
colonia seleccionada.

Se realiz6 dos intento de transformacion en E. coli HT115, en el primer intento hubo
crecimiento de colonias, a las cuales se realizé una PCR para comprobar la transformacion

(Figura 11). Ninguna de las colonias seleccionadas contenian el plasmido ya que no se observo
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ninguna banda al momento de la electroforesis. En el segundo intento de transformacion no

hubo crecimiento bacteriano.

Figura 12

Cultivo puro de E. coli HT115 transformado con el plasmido ensamblado

Nota. Transformacién HT1.3, se observan las colonias seleccionadas para la PCR.

Disefio experimental

Se realizaron 3 tratamientos de transformacion bacteriana a diferentes temperaturas de
choque térmico (T1=40°C, T»,=42°C y T3=44°C) por un tiempo de 30 segundos. La
transformacion se realizé en E. coli Top10, para cada tratamiento se realizd 6 repeticiones en
total (n=6) y su respectivo control negativo. Los resultados del disefio experimental de observan
en (Apéndice 1, Apéndice 2 y Apéndice 3) respectivamente.
Analisis estadistico

Para el crecimiento de los transformantes fue necesario incubar las cajas Petri a 37°C

durante 48 horas. Los resultados se observan en la Tabla 6 y Tabla 7.
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El tratamiento 1) T1=40°C muestra un promedio de 22,17 UFC y una eficiencia de
transformacion de 9,13x10°3 UFC/ug, el tratamiento 2) T,=42°C, tiene un promedio de 69 UFC
con una eficiencia de transformacion de 2,84x10°4 UFC/ug, el tratamiento 3) T3s=44°C tiene un
promedio de 19,5 UFC con una eficiencia de 8,03x10°3 UFC/ug. Con los datos obtenidos se
realiz6 un ANOVA de la eficiencia de transformacion bacteriana promedio (Tabla 8), se observa
gue existe diferencia estadistica significativa (p-valor = 0,0074) en los tratamientos de variacion

de temperatura durante el choque térmico.

Tabla 6

Resultados del conteo de colonias posterior a la transformacion

Tratamientos (temperatura de choque térmico)

ne T1=40°C T2=42°C T3=44°C
UFC UFC UFC

1 40 32 1

2 18 69 2

3 5 61 1

4 15 84 1

5 11 66 24

6 44 102 88




Tabla 7

Eficiencia de transformacion bacteriana
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Tratamientos

T1=40°C  T,=42°C T3=44°C
nO
UFC/ug UFC/ug UFCl/ug
C- 0 0 0
1 1,65E+04 1,32E+04 4,12E+02
2 7,41E+03 2,84E+04 8,24E+02
- . 3 2,06E+03 2,51E+04 4,12E+02
Eficiencia de
., 4 6,18E+03 3,46E+04 4,12E+02
transformacion
5 4,53E+03 2,72E+04 9,88E+03
6 1,81E+04 4,20E+04 3,62E+04
Tabla8
ANOVA para la eficiencia de transformacion
F. V. G.L S. C. C. M. F F (0,95) p-valor
Tratamiento 2 1,58E+09 7,89E+08 6,92 3,68 0,0074
Error 15 1,71E+09 1,14E+08

Total 17  3,29E+09
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Mediante al test de Duncan se obtuvo como resultado que el tratamiento de choque
térmico a una temperatura de 42°C es significativamente diferente a los otros tratamientos, con

una mejor eficiencia de transformaciéon de 2,84x10°4 UFC/ug (Figura 13).

Figura 13

Temperatura de choque térmico vs Eficiencia de transformacion

40000
35000
30000 2,84E+04
25000
20000
15000

10000 8,03E+03 9,13E+03

5000

44 °C 40 °C 42 °C



50

Capitulo V: Discusién

La tecnologia del DNA recombinante se utiliza sobre todo en el &rea industrial para
aplicaciones practicas, por ejemplo el ensamblaje del plasmido para la produccién de iRNA
(Figura 8). La tecnologia del iRNA ha demostrado tener un potencial sobre todo para el control
de plagas y enfermedades, pero el principal problema de esta técnica es la producciéon de
cantidades suficientes de dsRNA de manera rentable (Verdonckt & Vanden, 2022).

En la (Figura 4) se observa el amplicon de SGEL, inicialmente la amplificacion de este
fragmento presento6 problemas de generacion de primer dimeros. En una investigacion
realizada por Zhang y colaboradores (2021) mencionan que uno de los motivos del fracaso de
la mutagénesis dirigida al sitio se debi6 a los primers de la overhang PCR o de extension, para
solucionar esto recomiendan utilizar primers parcialmente complementarios con una longitud de
33 a 35 ph, donde la regién de superposicion debe ser de 15 a 20 pb y la region
complementaria de 18 a 20 pb, estas recomendaciones ayudan a la eficiencia de la reaccion de
PCR ya que evitan la formacién de primers dimeros.

Durante la extraccién de DNA plasmidico, se observa en la electroforesis 3 bandas
(Figura 5) donde solo una corresponde al tamafio in silico; los plasmidos pueden tener varias
conformaciones, la primera es su forma cerrada de doble cadena y las otras dos tiene
conformacion plasmidica circular abierta o lineal, cada conformacién del plasmido migra a
diferente velocidad en un gel de agarosa pese a que tienen la misma longitud (Coque et al.,
2005).

Para la transformacion de E. coli Top10 se hicieron 3 repeticiones del proceso de
digestion, ligacion y transformacion, durante el proceso de digestion se dejo incubar durante 1
hora, esto es mas tiempo de lo que recomienda el fabricante, pero de acuerdo a los resultados
(Figura 6), el tamafio de las dos bandas del plasmido digestado concuerda con lo obtenido in

silico. Herrero (2016), menciona que las enzimas de restriccién cortan en secuencias
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especificas y mientras el sitio de restriccién tenga mayor nimero de pares de bases la
frecuencia de corte disminuird, ademas es necesario inactivar las enzimas de restriccién para
evitar que sigan cortando después de la ligacion.

De acuerdo a Matsumura (2015) la técnica de clonacion no funciona en ocasiones y
pese a que se repita se obtendra el mismo resultado, al autor menciona que mejor forma de
incrementar la productividad de la clonacién es utilizando técnicas de facil entendimiento,
monitoreo y solucion de problemas con la finalidad de disminuir las repeticiones, ademas
sugiere que tanto el plasmido como el producto de PCR sean visualizados después de cada
etapa. Esto permitird comprobar que ambos fragmentos culminaron cada una de las etapas de

digestion enzimatica, purificacion y ligacion.
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Capitulo VI: Conclusiones

Mediante la técnica de mutagénesis dirigida al sitio mediada por overhang PCR se pudo
obtener un amplicon del gen SGEL, este contiene en los extremos los sitios de corte de las
enzimas de restriccidn necesarios para el ensamblaje de restriccion y ligacién.

El ensamblaje del plasmido pSB1C3_A593 + SGE1 para la produccién de dsRNA
requirié un tiempo de incubacion méas prolongado que el recomendado por los fabricantes en
las etapas de digestion y ligacion, ademas, el tamafio del plasmido ensamblado coincide con el
modelo in silico.

Se transformo E. coli HT115 con el plasmido PSB1C3_A593 + SGE1 obteniendo una
eficiencia de transformacion de 2,84E+04 UFC/ug.

En el disefio experimental se demostré mediante un andlisis de varianza que existe
diferencia estadistica significativa (p-valor = 0,0074) en la eficiencia de transformacion de
Escherichia coli cuando se varia la temperatura de choque térmico, por lo tanto, se rechaza Ho
del andlisis de varianza a favor de Hi. Ademas, aplicando la clasificacion de Duncan se
determina que el tratamiento de choque térmico a una temperatura de 42°C es
significativamente diferente a los otros tratamientos, mostrando una mejor eficiencia de

transformacion.
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Capitulo VII: Recomendaciones

Se recomienda realizar la cinética de crecimiento bacteriano de E. coli Top 10 y HT115
con la finalidad de encontrar con ayuda del espectrofotometro la densidad Optica adecuada
para la preparacion de células quimicamente competentes.

Para la extraccion de DNA plasmidico se recomienda utilizar el kit comercial ya que
favorece a la extraccion, ademas existe poca contaminacién con DNA gendémico, en el caso de
gue no se pueda adquirir el kit se recomienda una adecuada preparacion de las soluciones de
extraccion.

Se recomienda secuenciar los amplicones obtenidos del plasmido ensamblado para

comprobar la integridad del cassette de expresion.
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