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INTRODUCCION
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INTRODUCCION

Justificacion del Problema _
A. tumefaciens
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INTRODUCCION

Objetivo General

Desarrollar un sistema de vector binario de Agrobacterium fumefaciens para la edicion
del promotor del gen RIN4 de banano.

Agrobacterium tumefaciens

Objetivos Especificos

7, 7= Transformar Agrobacterium tumefaciens con un plasmido que contiene el sistema
. ! CRISPR-Cas9 para la edicion del promotor del gen RIN4, asociado con la resistencia a
" =’ Jafusariosis en banano

IMT‘ Confirmar la presencia de la region promotora del gen RIN4, en el germoplasma de
“l JH banano

Estandarizar un protocolo para la conservacion de Agrobacterium transformada

GESPE
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INTRODUCCION

Hipétesis

Existen diferencias significativas en la eficiencia de transformacion de Agrobacterium fumefaciens,

cuando se utilizan diferentes métodos de transformacion bacteriana.

. HO: Las eficiencias de transformacion con ambos métodos son similares.

. H1: Las eficiencias de transformacion con ambos métodos no son similares.
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MARCO TEORICO

Fusariosis Inmunidad en Plantas de Banano
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MARCO TEORICO
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MARCO TEORICO

Transformacion Bacteriana Crioconservacion
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MATERIALES Y

METODOS

Material Biol6gico ruN Material Genético

E. Coli DH5a "

TspMI, Xmal, Smal Dralll
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Verificaciéon del material genético

Extraccion de DNA plasmidico: Protocolo de lisis alcalina

Suspension
Lisis /
e 2z ,7 %
Precipitacion Z \ =
Elucion CﬂB
Identificacion de regiones a amplificar
N° Regiéon a Tamaiio Primers Propiedades
amplificar pb % GC Tm (°C)
1 Cas9 + 1187 Forward: 50 61
Terminador ATACGTCCACCAAGGAGGTT
(Fig. 3) Reverse 55 62
TCGGTCACATGTGCATCCTC
2 RNAg + 507 57.1 63.7
Backbone Forward:
(Fig. 4) TTCCCGGCTGGTGCATAGAT
Reverse: 60 64.8
CCTTCATGCTTCCCCTTGC
3 Cas9 + 1533 Forward: 50 61
Backbone ATACGTCCACCAAGGAGGTT
(Fig. 5) Reverse: 60 64.8
CCTTCATGCTTCCCCTTGC

MATERIALES Y

METODOS

Region 1: 1187

N End inker 1 Endlinker2

Regién 3: 1533
@&ESPE
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Transformacion de A. tumefaciens: Shock Térmico

MATERIALES Y

METODOS

Preparacién de Células competentes

2ml
< Y 20 min A
>0 o ®
KJ/ /‘} 50 ml \}
- Medio YEB
0D: 0.7
:’k 15 min
=
\ -
. © s5min
32209 \ p—
17min < -
Is;g} =]
5ml A
caci2 — (s VEB+ Tet
20 mMm £ =
X2 ™ N N 5”9/"“,.
|

Transformacion Bacteriana

H20

-20°C: 5 min

Ml

_ -80°C: 10 min

YEB + Tet
3.5h-
200 rpm o 1.5 ug/ml
T

YEB+ Tet ,
10ug/ml -/ O
7 TS

Wirziﬁowsﬁa et a[i ‘2016: Wise et a[i ‘20065:, X. Liu et a[i ‘2014: @

ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

10

VERSION: 1.0



MATERIALES Y
METODOS
Transformacion de A. fumefaciens: Electroporacion

Preparacién de Células competentes Transformacion Bacteriana

) 0 2mm 4mm a

e Qf\:\ e
\Q I (’ \

" \50 - il 4 ! 20 min ¥ s5ul 5ul H20 5| ™
— &) Medio YEB ; IE \ N/ . | \ \ / \
0D: 0.7 a a
l % 15min
- 80 ul 100 ul
\ 4°Cc
'S
= X 300 ul SOC
el — o v @ ; o)
Cags) 25 uF ‘ " YEB+ Tet
‘ 400 Q x\ /V I :25-050 rp-)m N 5ug/ml /J/
aa £
b - W | )
VA = i\ ea : 111
2 \ -) LML h h:
50 ml \-f@.
H20 ——
- YEB+ Tet
'\;.,: ‘ o 10 ug/ml /
5 %
Glicerol X
10% 80°C

Utermark, & Karlovsky, (2008). KdmdnToth et al., (2018); Wise et
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Analisis Experimental

Tabla 1. Tratamientos de transformacion bacteriana

N° Descripcion

1 Shock térmico con un volumen de 5 ul de ADN
plasmidico

5 Shock térmico con un volumen de 3 ul de ADN
plasmidico

3 Electroporacion en celda de 0.2 cm

4 Electroporacion en celda de 0.4 cm|

5 Control con agua

Supuestos

Normalidad
Homocedasticidad

MATERIALES Y

METODOS

Yij=1u+ti+Bi+eij

Y;;= Cantidad de unidades formadoras de colonias (UFC) transformadas de A. tumefaciens

contadas en placa.

4= Media general de la cantidad de UFC

t;= efecto del i-ésimo tratamiento para la transformacion de A. tumefaciens
B;= efecto de i-ésimo bloque

e;;= error asociado a la ij-esima unidad experimental.

ANOVA Tukey
Prueba F Nivel de confianza
95% . a=0.05

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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MATERIALES Y
METODOS
Verificacion de la region de interés

X | 35x P 1x

Tabla 2. Reactivos para la PCR

95°C
Reactivo Vol. (ul) Tpec Agarosa 1.6%
2X BlasTagTM PCR MasterMix 125 88V
Primer Forward 1 60.3°C 40 min
Primer Reverse 1
ADN (100 ng/ul) 1
DMSO 5% 1 4°C
Agua 8.5

Eficiencia de transformacion
Forward ATACGTCCACCAAGGAGGTT

Reverse CCTTCATGCTTCCCCTTGC TE — Numero de unidades formadoras de colonias (UFC)
B cantidad (in ug) de ADN plasmidico

Temperatu ra de Alineamiento (Masa total de pDNA usado)(Volumen de dispensado en placa)
Masa total de pDNA =

Volumen total de la suspension

To = 0.3 (TM primer) + 0.7 (TMyroqucto) — 14.9 @ ESPE
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MATERIALES Y
METODOS

Confirmacién de la secuencia de interés en el germoplasma de banano

1. Extraccion de ADN genémico 2. Cuantificacion de ADN
[2) (3) (5) 3. Disefio de primers
Aislar Buffer de Incubacién con Incubacion en
extraccion + B Proteinasa K f

Bano Maria .
mercaptoetano z ® Musa acuminata (
~ 20min Taxid: 4641 8

N "
& ) > Gen RIN4

- 5 - = ID: 103978139
‘ Cromosoma 3 NCBI
) Promotor
{ ) 600 pb aguas arriba del CDS

o o G o Tabla 3.

Precipitacion de

proteinas Precipitacion de ADN Lavaco o Primers disefiados para la regién promotora del gen RIN4
i T ELOH9S - " B 145005 ] : -
i ﬂ :4;:135 EOH s .° cu 'i :9./ 17 min i Primer Secuencia % GC Tm
e b @ = Forward TTCGCCATCCAAGTCCAAGA 50 619
8 @ e &) —_ B =T — B
£ = ” e h=4 = e - Reverse TACGAGAATGGGTGTTGCCA 50 613

@ESPE
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Verificacion de la region de interés

Tabla 3. Reactivos para la PCR 95°C
Reactivo Vol. (ul) 72°C
2X BlasTagTM PCR MasterMix 12.5 57°C
Primer Forward 1
Primer Reverse 1
ADN (100 ng/ul 1

( glul) o
Agua 95

Temperatura de Alineamiento

T, = 0.3 (TM primer) + 0.7 (TMproqucto) — 14.9

(Alvarez-Fernandez, 2013)

Verificacién en gel

MATERIALES Y
METODOS

§1x

Agarosa 2%
0V
45 min

GESPE
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Almacenamiento a largo plazo

MATERIALES Y
Lo

METODOS

¥ 170 rpm SV
1 noche "

YL-]-ZM-I-ti—I-e,;]

Y;;= Cantidad de unidades formadoras de colonias (UFC)
de A. tumefaciens contadas en placa.
. p= Media general de la cantidad de UFC
0D :0.953
t;= efecto del i-ésimo tratamiento para la crioconservacién de A. fumefaciens
Glicerol 50% &~ DMSO 14% . o .
e;;= error asociado a la ij-ésima unidad experimental.
(I -
d & £ 4 Lk
F W R
Supuestos ANOVA
30% 25% 20% 15% 7% 10% Normalidad
3 meses
NN /
//
iy @

Homocedasticidad

Tukey
Prueba F

Nivel de confianza
95% . a<0.05

GESPE
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RESULTADOS Y

DISCUSION

Verificacion del material genético

Tabla 6.

Resultados de la extraccion de ADN plasmidico de E.coli

Muestra Concentracion (ug/ml) A260/280 A260/230
MID1 2882 1.837 1.824
M1D2 1332 2.047 2.07
MT1 2029 2.024 1.968
M1 3331 1.897 1.964
M2D 1837 2.001 1.850

Regién Tamafio

visualizado

R1: Cas9 + Terminador 600

R2: gRNA + Backbone No se visualizé

R3: Cas9 + Backbone 900

@ESPE
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RESULTADOS Y

DISCUSION

Transformacion de A. ftumefaciens

UFC de A. tumefaciens luego de /a transformacion en
medio LB + Kan 50 mg/mL

/ Colonias
transformadas por
Electroporacién
Electroporacion 2 mm Electroporacion 4 mm
A. Control (-) B. Shock térmico C. Electroporacion Tabla7
Colonias transformadas por shock térmico Anélisis comparativo de Tuckey de la eficiencia de transformacién para A. tumefaciens, tras la
aplicacién de dos métodos distintos.
Tratamiento Medias
Shock 3 ul 969555.56 A
Shock 5 ul 76600 A
Electroporacién 0.4 cm 124000 A
Electroporacion 0.2 cm 2881666.67 B

Nota: Media con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05).

®ESPE
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Transformacion de A. fumefaciens

Eficiencia de ransformacion en A. umefaciens

3787000.69

2809215.451
1831430214
B853644.981 i
124140 i . .

ShockSul Electro 0.4ul Shock3ul Electro 0.2 ul
Tratamiento

Eficiencia:
* F. externos e internos
*  Prepacion de células competentes
» Concentracion de pDNA
* Medios de recuperacion

UFClug

(X. Liu et al., 2023; Steward, 2022).

RESULTADOS Y

Tabla 8.
Numero de colonias transformadas mediante el método de Shock térmico.
Volumen de ADN Réplica N° Colonias UFC/ml TE (UFClug)
3ul 1 144 7.20 x 108 1.2 x 10°
2 158 7.9 x 108 1.32 x 10°
3 294 5.88 x 10% 3.92 x 10°
5ul 1 254 2.54 x 107 5.08 x 10*
2 283 2.8 x 107 5.66 x 10*
3 153 3.06 x 108 1.2 x 10°

Gradiente de T° vs. T° Constante (Gémez Arias et al., 2018)

Tabla 9.
Numero de colonias transformadas mediante el método de Electroporacion.
Tamario de la celda Réplica N° Colonias UFC/ml TE (UFC ug)
de electroporacion
0.2cm 1 190 1.09 x 10? 3.8 x 108
2 170 1.7 x 10? 3.4 x 10°
3 289 1.4 x 10°? 1.4 x 106
0.4 cm 1 174 3.48 x 108 1.4 x 10°
2 154 3.08 x 108 1.2 x 10°
3 137 2.74 x 108 1.1 x 10°

Nota: Los resultados se calcularon para un volumen de 1ml.
Voltaje, pulso eléctrico

GESPE
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RESULTADOS Y

DISCUSION

Transformacion de A. tumefaciens Tabla 10.
Cuantificacién de ADN plasmidico de A. tumefaciens

Muestra Concentracion (pg/ml) A 260/280 A 260/230
E2 3030 1.913 2
E2.1 2883 2.032 2.108
E4 1653 2.051 2135
E4.1 3233 1.837 1.889
S3 3026 2.015 2.150
S3.1 3286 2.096 1.953
S5 3343 1.955 2.057
S5.1 2987 1.988 1.980

. pLsull
.+ pLSU12
. pLSU13
. plsul4
.+ pLSU15

Nota: Colonias de A. tumefaciens seleccionadas al azar en medio LB suplementado con Tet-

10ug/ml. A) Aislamiento de colonias de la transformacién mediante shock térmico con 3 ul y B)

5ul de ADN plasmidico. C) Aislamiento de colonias de la transformacion mediante

electroporacion en celdas de 0.2 cmy B) 0.4 cm.

GESPE
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RESULTADOS Y
DISCUSION

Verificacion de la region promotora del gen RIN4 en el germoplasma de banano

Tabla 11.
Extractos de ADN de banano
Muestra Concentracién ug/ml  A(260/280) A (260/230)
Banano de Guayaquil 1554 2.1 1.7
1234 21 1.62
Banano de Machala 1800 2.03 16
1554 2.1 1.7 746 pb
Banano de INIAP- 431.5 ug/ml 2.1 0.9
Pichilingue 17.83 1.9 1.8
PCRin silico
— - Calidad de la muestra
- Variabilidad genética en plantas
— organismos triploides
L .
BESPE
(Bennett, 1987; Bock et al., 2023; Dolatabadian & Fernando, 2022, (Kdman-Téth et al., 2018; Wise et al., 2006c). S TNWOUAGION #ARA th xceLeNeis 22
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Crioconservacion — Evaluacion de la viabilidad celular

Crecimiento de A. tumefaciens con DMSO Tabla 12.

RESULTADOS Y

DISCUSION

Anadlisis de Tukey del numero de UFC obtenidas tras la crioconservacion de A. tumefaciens

Tratamiento Medias n E.E

GLY 15 545E+08 3 1.39E+08 A

DMSO 7 8.756E+08 3 1.39E+08 A B
GLY 20 1.26E+09 3 1.39E+08 B
GLY 25 1.32E+09 3 1.39E+08 B
GLY 30 14E+09 3 1.39E+08 B
DMSO 10 147E+09 3 1.39E+08 B

A. DMSO 7% B. DMSO 10% Nota: Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05). Gly =

o ) ) glicerol, DMSO = Dimetilsulféxido
Crecimiento de A. tumefaciens con glicerol

Viabilidad de A. tumefaciens con diferentes crioprotectores

1823950632

1435823496

1047696359

UFCiStock

659569222

271442086+
GLY 15 DMSOT7 GLY20 GLY25 GLY 20 DMSO 10

Glicerol: A) 30%, B) 25% , C) 20%. D) 15% Tratamiento

- Viabilidad celular
- Dosis y citotoxicidad

&ESPE
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CONCLUSIONES

+ La presente investigacion propone un protocolo de transformacién de Agrobacterium tumefaciens, mediante
los métodos de shock térmico y electroporacién. Siendo, mas eficientes cuando se utiliza una densidad 6ptica
de 0.8 a 1, una concentraciéon de 100 ng/ul de ADN plasmidico, y un medio de recuperacion SOC o con

agentes osmoticos como la sacarosa presente en el medio YEB.

+  Se encontrg diferencias significativas en la eficiencia de transformacion derivada los tratamientos aplicados,

alcanzandose una mayor cantidad de UFC/ug mediante el proceso de electroporacion de 0,2 cm.

» Se confirmo la presencia de la regiéon promotora del gen RIN4, mediante la verificacion en gel de un

fragmento de 746pb, en el 66,6% de las muestras de banano Cavendish analizadas.

»  Se estandariz6 un protocolo de transformacion de cepas transformadas de A. tumefaciens mediante el uso
de glicerol y DMSO, los cuales mostraron ser agentes de crio conservacion eficaces durante el periodo de
evaluacion.

®ESPE
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RECOMENDACIONES

» Previo al proceso de transformacion es recomendable la verificacion del material genético a utilizar. Por lo tanto,
es pertinente la secuenciacion del vector binario ensamblado.

» Durante los proceso de transformacion se sugiere utilizar ADN de alta calidad al igual que respetar los tiempos
de incubacion y considerar el estado de las células competentes para favorecer la recepcion de ADN exégeno.

» Para el proceso de extraccion vegetal, es ideal contar con muestras frescas provenientes de hojas jovenes asi

como evitar los procesos de oxidacion de los tejidos tanto en el transporte como en la molienda de la muestra.

®ESPE
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