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Resumen
Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 4 (FOC R4T) es un fitopatégeno que, en la actualidad,
se presenta como un problema grave para los sembrios de banano en latinoamérica, debido a
gue causa necrosis en la planta, lo que produce su marchitez y su deceso. Al ser un
fitopatogeno letal de musaceas, esta investigacion busca desarrollar un sistema de vector
binario de Agrobacterium tumefaciens para la edicion del promotor del gen RGA2 de banano,

con el fin de sobreexpresar la resistencia que provoca este gen ante FOC R4T

El siguiente trabajo pretende transformar Agrobacterium tumefaciens a partir de la extraccion
del ADN plasmidico de Escherichia coli transformado a partir de los trabajos de titulacién del
semestre pasado, que contiene el gen RGA2. Para ello, se aplico el choque térmico y la
electroporacion como métodos de transformacion genética y se evaluo la eficiencia de
transformacion de estos a través de la relacion de la CFU saobre la cantidad de ADN plasmidico
insertado. Ademas, se confirmé la presencia de la region promotora en el germoplasma del
banano a través de técnicas moleculares. Por ultimo, se evalu6 la viabilidad de
crioconservacion de tres agentes crioprotectores (glicerol, DMSO, polietilenglicol) a diferentes
concentraciones (10% y 20%), para la conservacion de A. tumefaciens. Los resultados
obtenidos muestran la eficiencia de transformacién de los protocolos estandarizados que se
aplicaron, siendo la electroporacion el método mas eficiente. Asi mismo, se muestra la
viabilidad de conservacion de los crioprotectores aplicados, determinando que los tres

crioprotectores aplicados son eficientes para la crioconservacion de A. tumefaciens.

Palabras clave: fitopatogeno, fusariosis, transformacion.
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Abstract
Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 4 (FOC RA4T) is a phytopathogen that is currently a
serious problem for banana plantations in Latin America, because it causes plant necrosis,
which leads to wilting and death. Being a lethal phytopathogen of musaceae, this research
seeks to develop a binary vector system of Agrobacterium tumefaciens for editing the promoter

of the RGA2 gene of banana, to overexpress the resistance caused by this gene to FOC RA4T.

The following work aims to transform Agrobacterium tumefaciens from the extraction of
transformed Escherichia coli plasmid DNA from last semester's titration work, which contains
the RGA2 gene. For this purpose, heat shock and electroporation were applied as genetic
transformation methods and the transformation efficiency of these was evaluated through the
ratio of CFU over the amount of inserted plasmid DNA. In addition, the presence of the promoter
region in banana germplasm was confirmed through molecular techniques. Finally, the
cryopreservation viability of three cryoprotective agents (glycerol, DMSO, polyethylene glycol) at
different concentrations (10% and 20%) was evaluated for the preservation of A. tumefaciens.
The results obtained show the transformation efficiency of the standardized protocols applied,
being electroporation the most efficient method. Likewise, the viability of conservation of the
cryoprotectants applied is shown, determining that the three cryoprotectants applied are efficient

for the cryopreservation of A. tumefaciens.

Keywords: phytopathogen, fusariosis, transformation.
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Capitulo I: Introduccion

Formulacion del problema

El banano (Musa sp.) es un cultivo con una importancia de producciéon muy alta debido
a su impacto econémico, considerada uno de los productos agricolas mas importantes a nivel
mundial (Gémez et al., 2010). Sin embargo, al igual que en otras especies de musaceas,
existen problemas con diferentes fitopatdgenos, entre ellos el hongo FOC R4T que,
actualmente, es uno de los fitopatégenos que causa fusariosis en los cultivos de banano (L6pez
& Castafio, 2019).

Se debe tener en cuenta que, el banano, al ser un monocultivo de exportacién con alto
interés, presenta muchas limitaciones bidticas que afectan el rendimiento y limitan la

variabilidad genética de la especie.

Justificacion del problema

El banano pertenece a las musaceas comestibles, considerado uno de los alimentos
mas importantes a nivel mundial por sus valores nutritivos, siendo un alimento basico para mas
de 400 millones de personas. Ademas, la exportacién de banano, desde los paises de
latinoamérica, ha aportado en un 28% del banano exportado, lo que ha generado empleo,
ademas de su valor alimenticio (Martinez et al., 2020).

En este sentido, el presente proyecto pretende desarrollar un sistema de vector binario
de Agrobacterium tumefaciens para la edicién del promotor del gen RGA2 de banano, asociado
a la resistencia contra FOC R4T, de tipo putativo de unién a nucledtidos y repeticion rica en
leucina (NB-LRR), proveniente de una plantula del banano con resistencia a FOC R4T (Dale et
al., 2017).

Por lo tanto, se busca desarrollar un sistema de vector binario de Agrobacterium

tumefaciens para la edicion del promotor del gen RGA2 de banano, con la finalidad de
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sobreexpresar los genes de resistencia para la obtencién de variedades mejoradas que
contenga esta informacion genética, ademas de buscar una forma factible y eficaz para el

almacenamiento de Agrobacterium tumefaciens, para futuras investigaciones.

Objetivos
Objetivo General
- Desarrollar un sistema de vector binario de Agrobacterium tumefaciens para la edicion
del promotor del gen RGA2 de banano.
Objetivos especificos
- Transformar Agrobacterium tumefaciens con un pladsmido que contiene el sistema
CRISPR-Cas9 para la edicion del promotor del gen RGA2, asociado con la resistencia a
la fusariosis en banano.
- Confirmar la presencia de la regién promotora del gen RGA2, en el germoplasma de
diferentes variedades de banano.

- Estandarizar un protocolo 6ptimo para la conservacién de Agrobacterium transformada.

Hipotesis
Existen diferencias significativas en la eficiencia de transformacion de Agrobacterium

tumefaciens en los dos métodos aplicados.

Capitulo Il: Marco Teorico
Fitopatogeno: Fusarium oxysporum (FOC R4T)
Fusarium oxysporum es un fitopatégeno causante de la marchitez en muséceas,
descubierto por primera vez en la variedad Gros Michel (Musa AAA), siendo denominada

Fusarium oxysporum f.sp. cubense raza 1 (Foc R1), extendiéndose a través de Australia hasta
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paises de Latinoamérica como Panama y Costa Rica (Florencio et al., 2023). Actualmente, la
variedad Gros Michel ha sido reemplazada por la variedad Cavendish, la cual es susceptible a
FOC RA4T, teniendo la capacidad de propagarse rapidamente, permitiéndole una facil expansion

y, por ende, la destruccion de hectareas de banano (Martinez et al., 2020).

Taxonomia
- Dominio: Eukarya
- Reino: Fungi
- Filo: Ascomycota
- Clase: Sordariomycetes
- Orden: Hypocreales
- Familia: Nectriaceae
- Género: Fusarium

- Especie: Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza Tropical 4 (FOC R4T)

Sintomas de la enfermedad
El problema principal de lo que causa FOC R4T es la necrosis en el huésped. Los

sintomas comienzan a mostrarse por la decoloracién vascular, iniciando con el amarillamiento
en los tejidos vasculares de las raices que posteriormente se tornan color café, avanzando por
los haces vasculares del pseudotallo, causando necrosis (Martinez et al., 2020). En este caso,
segun las investigaciones de Porteles et al. (2015), FOC R4T puede generar diferentes
sintomas en la planta, entre los principales tenemos:

- Amarillento en la punta de la hoja (5% de infeccién del patdgeno)

- Amarillento en un 50% de la hoja (15% de infeccion del patégeno)

- Amarillento en un 100% de la hoja (25% de infeccion del patégeno)

- Necrosis en la punta de una hoja con amarillento (50% de infeccién del patégeno)
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- Necrosis en un 50% de la hoja con amarillento (75% de infeccién del patégeno)

- Necrosis en un 100% de la hoja con amarillento (100% de infeccion del patégeno)

Susceptibilidad del banano

El platano y el banano son musaceas comestibles susceptibles a FOC R4T, ya que este
fitopatdgeno tiene la capacidad de rapida propagacion, ademas de poder perpetuarse en el
suelo por largos periodos de tiempo (Vasquez & Hurtado, 2023). Este fitopatdégeno produce
clamidosporas, consideradas como estructuras de propagacion resistentes, que son liberadas
al invadir el huésped. La presencia de clamidosporas puede presentar sintomas como no, lo
gue vuelve dificil la identificacidén del fitopatdgeno en el banano (Martinez et al., 2020).

La enfermedad se origina con la germinacion de las clamidosporas en respuesta al
estimulo del exudado de las raices, dando lugar a la formacion de conidios y micelio en un
lapso de aproximadamente ocho horas. En tan solo un par de dias, este proceso culmina en la
generacion de nuevas clamidosporas. La infeccion transcurre a través de las raices
secundarias, terciarias o por heridas que tenga la planta. Cuando el hongo penetra en la planta,
comienza la produccién de microconidias que se insertaran en los espacios inter e
intracelulares (Martinez et al., 2020).

Al avanzar la marchitez hasta la zona vascular de las raices laterales, ocurre la
infeccion del rizoma del huésped, lo que obstruye los vasos xileméaticos, por lo que interfiere en
la absorcion y transporte de nutrientes y agua hacia la parte superior de la planta, lo que causa
el deceso de la misma en menos de un mes, lo que provoca una liberacion alta de

clamidosporas en el suelo (Li et al., 2017).

Control del fitopatégeno
Hablar en términos generales sobre el control de FOC R4T nos permite reconocer

diferentes alternativas para asi lograr contrarrestar las afecciones que causa este hongo a los
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cultivares de banano. Primero que nada, se debe considerar el hecho de que, la mayoria de
estos cultivares de banano se reproducen de forma asexual, por lo que, el ingreso de FOC R4T
podria ser imparable, debido a que no existe una variabilidad genética en el cultivar, lo que
facilitaria a FOC R4T a su expansion (Martinez et al., 2020). Por lo que, establecer protocolos
de contingencia para la detencién del hongo, seria la primera forma de control de esta
enfermedad.

Sin embargo, considerando la gravedad de los problemas que puede causar FOC R4T,
se establecen diferentes mecanismos de control y accion para poder contrarrestar la
enfermedad. En términos de exclusion, establecer protocolos de prevencién para evitar o
retrasar la entrada de FOC R4T, como por ejemplo controles en fronteras, controles al ingreso
de cultivares de banano, difusion a la ciudadania sobre el impacto que puede causar FOC R4T,
podrian ser alternativas indispensables para evitar la propagacion de la enfermedad (Dita et al.,
2018). Adicionalmente, seria crucial implementar un control exhaustivo en cada planta cultivada
con el fin de prevenir la siembra de ejemplares infectados y eliminar aquellos que presenten la
enfermedad. Esta practica resultaria beneficiosa, especialmente al manipular plantulas in vitro
para los cultivares, ya que posibilitaria la confirmacion de que las plantas que germinaran
estaran libres de infecciones (Dita et al., 2018).

Un mejor control de la enfermedad comienza desde el suelo, ya que es el principal
medio de propagacion del fitopatégeno. Manejar suelos aireados y drenados, reduce
considerablemente la enfermedad, ademas de contribuir con un riego controlado y fumigacién
con amoniaco o similares, que reducen significativamente la presencia de hongos y bacterias
(Bubici et al., 2019). De igual forma, enriquecer el suelo con biofertilizantes y materia organica,
demuestran ser importantes alternativas para la salud del suelo y supresion de enfermedades

(Dita et al., 2018).
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Gen de resistencia RGA2

La identificacion de genes de resistencia para banano ante FOC R4T ha conllevado
muchas investigaciones moleculares para determinar una forma de resistencia del banano ante
esta enfermedad. Peraza et al. (2008), realizaron una investigacion con genes RGCs, mismos
gue presentaban cierto nivel de resistencia a FOC R4T en el banano. Mediante sus analisis
moleculares, se determin6 que, los genes RGC1, RGC2, RGC3 y RGC5 se expresaban en
hojas y tallos de muséaceas, lo que los volvia 6ptimos para su analisis como candidatos a genes
de resistencia ante FOC R4T. Sin embargo, el polimorfismo transcripcional mostrado por RGC2
tenia una alta correlacion con la resistencia ante esta enfermedad, lo que lo vuelve un gen de
alto interés para su sobreexpresion en plantas de banano.

La correlacion existente del poliformismo transcripcional del gen RGC2, actualmente
conocido como RGAZ2, con la resistencia a FOC R4T, junto con la relacién que tiene RGA2 con
el gen de resistencia a Fusarium 12 del tomate, lo convierte en un candidato para combatir la
enfermedad causado por este hongo. Ademas, se ha llevado a cabo la clonacién del ADNc de
RGAZ2 en vectores binarios fundamentados en Agrobacterium. Estos vectores estan regulados
por promotores de diversas potencias, y posteriormente, se ha procedido a la transformacion
en plantas de banano con el objetivo de alcanzar una sobreexpresion controlada de dicho gen
(Peraza et al., 2008). Se debe tener en cuenta que, la sobreexpresion de RGA2 no tiene efecto

perjudicial sobre el crecimiento del banano y el tamafio del racimo (Poon & Teo, 2019).

Técnicas de transformacion.

La transformacion bacteriana es un proceso mediante el cual las bacterias pueden
incorporar material genético externo, como fragmentos de ADN, en su genoma. Este proceso
implica la toma e incorporacién del ADN exdgeno por parte de las bacterias receptivas.
Generalmente, se utiliza un vector, como un plasmido, que lleva el material genético deseado.

Las bacterias receptoras son tratadas con una soluciéon que aumenta su permeabilidad,
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permitiendo la entrada del ADN externo. Posteriormente, algunos de los organismos
transformados adquieren las nuevas caracteristicas genéticas, como la resistencia a

antibioticos, y pueden replicar y expresar el ADN incorporado (Serra, 2017).

Choque térmico. El choque térmico, que implica cambios bruscos de temperatura,
puede tener diversos efectos en las bacterias. Un aumento o disminucion significativa de la
temperatura puede causar dafo a las estructuras celulares, llevando a la muerte de las
bacterias. Las altas temperaturas pueden desnaturalizar proteinas esenciales, mientras que las

bajas temperaturas pueden afectar la integridad de las membranas celulares.

En el contexto de la transformacion genética, el shock térmico se utiliza para inducir la
competencia en bacterias. La competencia es la capacidad de las bacterias para tomar ADN
del entorno y asimilarlo en su propio genoma. En el laboratorio, las bacterias se exponen a un
cambio brusco de temperatura, haciéndolas mas permeables al ADN externo. Se introducen
fragmentos de ADN, como plasmidos, que contienen genes deseados. Algunas bacterias

incorporan este ADN extrafio a su genoma mediante la recombinacién genética.

Electroporacién. La electroporacién es una técnica que facilita la transferencia de
material a través de las membranas de las células, que busca exponerlas a un campo eléctrico
de corta duracién. El fundamento de la electroporacion ocurre al producirse poros o agujeros de
forma transitoria en la membrana celular (Main et al., 1995). Esta técnica sirve para la
transformacion eficiente de cepas de Agrobacterium tumefaciens con vector binario,

produciendo tasas de transformacion de 106 — 103 pg/uL (Nagel et al., 1990).

Técnicas de Crioconservacion
La crioconservacion de bacterias es un método de preservaciéon que utiliza bajas

temperaturas para mantener las células bacterianas en un estado de suspension, permitiendo
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su almacenamiento a largo plazo. Este proceso implica la adiciéon de un agente crioprotector,
como glicerol o dimetilsulféxido, a las células antes de congelarlas a temperaturas
extremadamente bajas, generalmente alrededor de -80°C en un ultracongelador. La
crioconservacion protege las bacterias de los dafios causados por la formacion de cristales de

hielo, lo que podria ocurrir a temperaturas de congelacién convencionales (Souza et al., 2000).

Crioconservacién a través de glicerol. El glicerol es un agente crioprotector
penetrante utilizado para la conservacidn de bacterias a temperaturas de entre -20°C a -80°C,
encargado de alterar el patron de cristalizacion en la formacién de hielo extracelular (Gomez et
al., 2009; Gutiérrez et al., 2015). El glicerol puede mantener una estabilidad en la
crioconservacion de bacterias en un porcentaje del 10% en concentracion de volumen,
aplicandose a medios como el LB (Luria Bertani) (Belmonte et al., 2008). Por otra parte,
Gutierrez et al. (2008), corroboraron la efectividad de la aplicacion del glicerol como agente
crioprotector a una concentracion del 20% en cultivos bacterianos. Se debe tener en cuenta
gue, suplementar el glicerol con otros agentes crioprotectores como DMSO, etilenglicol, entre

otros; que podria ser ventajoso para la conservacion de bacterias.

Crioconservacion a través de dimetilsulféxido (DMSO). EI DMSO es un agente
crioprotector penetrante que reviste las células de los cultivos bacterianos con el fin de
protegerlos de las bajas temperaturas y a su vez mantener estables a las células bacterianas
(Goémez et al., 2009). EI DMSO genera una estabilidad como agente crioprotector a
concentracion del 2% al 10% en volumen, lo que lo vuelve eficaz para la conservacion de
bacterias (Higuera et al., 2009). Garcia et al. (2017) sostienen que, el DMSO genera una
estabilidad crioprotectora a una concentracion del 5% al 10% en volumen a una temperatura de

crioconservacion de -196°C.
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Crioconservacion a través de polietilenglicol. El polietilenglicol es un agente no
penetrante que se utiliza como crioprotector para la conservacion de bacterias en bajas
concentraciones (0.01M) (Perez & Sosa, 2010). El polietilenglicol recubre las células, lo que
produce una disminucion de la produccion de hielo extracelular, sin embargo, al no ser
penetrante, no contribuye a una conservacion intracelular, lo que podria causar la pérdida de

las células del cultivo bacteriano (Valdés, 2012).

Capitulo lll: Materiales y métodos

Disefio de primers

Para el disefio de primers, se utilizé la plataforma Benchling. Se establecieron los
primers para la confirmacion de la presencia de la regién promotora del gen de resistencia
RGAZ2 en el constructo plasmidico, a partir del disefio de plasmido proporcionado por Jacome
(2023), en la cual se tomaron en cuenta 3 regiones: Backbone (Bac), Cas y el ARN guia. Los
pares de primers fueron:

Tabla 1

Disefio de primers para la confirmacion de la presencia de la regiéon promotora

Primer Secuencia %GC ™
Bac 5- CCTTCATGCGTTCCCCTTGC- 3 60 64.8°C
Reverse
Cas 9 5-ATACGTCCACCAAGGAGGTT- 3 50 61°C
Forward
ARN guia 5-ATTCCCGGCTGGTGCAACAA- 3’ 55 65
Forward

De igual forma, se disefaron los primers para la confirmacion de la presencia de la

region promotora del gen resistencia en el ADN de banano. Para esto, se tomé la secuencia de
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banano del INIAP, misma que fue utilizada para el ensamblaje MOCLO, elaborado en el trabajo
de titulacion realizado por JAcome (2023). El par de primers fue:

Tabla 2

Disefio de primers para la confirmacion de la presencia de la regiéon promotora en banano

Primer Secuencia %GC ™
Forward 5 - AGAGAGATTTCATATGTTGTCACA - 3’ 33 549 °C
Reverse 5 -TCTCTGATGGCAAATAGTGGGA - 3 45 60.5 °C

Extraccion de ADN plasmidico de E. Coli.

Para la extracciéon de plasmido de E. coli, primero se sembro la cepa transformada con
el plasmido que contiene la regiébn promotora gen de resistencia RGA2 en Agar LB sdlido junto
con el antibiético Kanamicina (50 ug/mL) y se dej6 incubar durante dos dias a 36°C.
Posteriormente, se sembrd E. coli a en LB liquido y se incub6 en agitacién durante un dia a 200
rpm. Considerando una densidad 6ptica (OD) de 600 nm, se procedi6 a extraer el ADN
plasmidico aplicando un protocolo convencional, donde se aplicaron 3 soluciones de
extraccioén: Solucion | (Suspensién) compuesta por glucosa 50 mM, Tris-Cl 100 mM (pH 8.0) y
EDTA (pH 8.0) 10 mM; Solucién Il (Lisis) compuesta por NaOH 0.2 Ny SDS 1% (w/v); Solucién
Il (Neutralizacién) compuesta por 6 mL de acetato de potasio 5 M, 1.15 mL de acido acético
glacial y 2.85 mL de agua autoclavada. El proceso de extraccion consistio en afiadir 1.5 mL del
cultivo bacteriano en tubos eppendorf de 1.5 mL y se centrifug6 a 6000 rpm durante 1 minuto,
se descarto el sobrenadante y se resuspendi6 el pellet en 250 uL de la Solucién | fria, junto con
una homogenizacién por vortex y se incub6 durante 2 minutos a temperatura ambiente.
Seguido de esto, se afiadié 250 uL de la Solucion Il'y se homogenizé por inversion por cinco
veces, dejandose incubar durante 3 minutos a -20 °C. Luego, se afiadi6é 300 uL de la Solucién

1l fria, se homogenizd 7 veces por inversion y se incubd durante 10 minutos a -20°C. Una vez
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agregadas las soluciones, se centrifugé la solucién total a 13000 rpm durante 15 minutos, se
transfirié6 400 uL de sobrenadante en tubos de 1.5 mL y se afiadié 800 ul de alcohol absoluto,
se homogeniz6 5 veces por inversion y se dejé incubar durante 20 minutos a -20 °C.
Posteriormente, se centrifugd a 13000 rpm durante 10 minutos y se descartd el sobrenadante,
se agregd 1 mL de alcohol al 70% y se mezcl6 10 veces por inversion. Se centrifugé a 13000
rpm durante 10 minutos y se descart6 el sobrenadante dentro de la camara de flujo laminar y
se dej6 secar durante 30 minutos, para evaporar el etanol restante. Finalmente, se resuspendié
el pellet en 20 uL de agua libre de nucleasas y se agreg6 1 uL de RNAsa, se dejo incubar
durante 15 minutos en la cAmara a temperatura ambiente y se almacené el ADN plasmidico
extraido a -20°C.

Luego de la extraccién, se obtuvo ADN plasmidico obtenido por espectofotometria para
determinar la pureza. Utilizando el equipo Nanodrop, se agregaron 2 ulL del plasmido obtenido
y 2 uL del blanco, en este caso agua libre de nucleasas, y se determind la pureza segun la

relacion de absorbancia A260/280 y A260/230.

Confirmacién del plasmido extraido de E. Coli y Agrobacterium tumefaciens

La confirmacién del pldsmido conteniendo el gen de resistencia RGA2 se realiz6 a
través de la estandarizacion de un protocolo utilizando la reaccion de la cadena de la
polimerasa (PCR), en la cual se determiné su presencia a traves de la amplificacion de la
banda especifica en el peso molecular establecido en el disefio de primer. En este caso, se
identificd la presencia del gen de resistente a partir del backbone y la Cas. Las condiciones de
la reaccién fueron: 12.5 ul de 2X BlastTaq™ PCR Master Mix, 9.5 ul de ALN, 1 ul de cada
primer 10 uM y 1 ul de ADN plasmidico. El proceso de amplificacién de los primers consistio en
una desnaturalizacion inicial a 95°C por 3 minutos, seguido de 35 ciclos de 95°C por 15
segundos, 58.9°C por 15 segundos y 72°C por 23 segundos, finalizado por una extension a

72°C por 1 minuto.
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Posteriormente, se realiz6 una electroforesis para confirmar la amplificacion del ADN
plasmidico. Se prepar6 un gel de agarosa al 2%, donde se afiadié 0.6 g de agarosa junto con
30 ml de TAE al 1%, afiadiéndole 3.5 uL de bromuro de etidio. Una vez solidificado el gel, se
cargaron las muestras y se configuro la fuente de poder a 90 V y 300 amperios, durante 35
minutos. Finalmente, las muestras fueron visualizadas en el transiluminador, para confirmar la

presencia de las bandas esperadas.

Preparacion de células competentes

Para los procesos de transformacion bacteriana, primero se deben preparan células
guimiocompetentes para choque térmico y células electrocompetentes para electroporacion.
Para la obtencién de estas, se aplico el protocolo de modificado, a partir de la siembra de
cepas de Agrobacterium tumefaciens sin trasformar en medio LB s6lido con el antibiético
Kanamicina (50 ug/ml) y se dejo6 incubar durante 48 horas a 29°C. Luego, se sembraron las
cepas en 5 ml de medio LB liquido con Kanamicina y se incub6 en agitacion a temperatura
ambiente durante 48 horas a 200 rpm. Posteriormente, se mezclo6 los 5 ml de medio ya
incubado con 50 ml de LB liquido con Kanamicina y se incubé en las mismas condiciones.

La suspension bacteriana obtenida anteriormente se colocé en un tubo plastico de 50
ml, previamente esterilizado, y se centrifug6é a 2500 rpm durante 20 minutos a una temperatura
de 4°C. Luego, se descart6 el sobrenadante y se resuspendio el pellet en 10 ml de glicerol al
10% frio para las células electrocompetentes y 10 ml de CaCl, frio 20 mM para las células
guimiocompetentes, y se centrifugd a 2500 rpm durante 20 minutos a una temperatura de 4°C.
Posteriormente, se descartd el sobrenadante y se resuspendi6 el pellet en 1 ml de glicerol al
10% frio para las células electrocompetentes y 1 ml de CacCl; frio 20 mM para las células

guimiocompetentes. Finalmente, se almacenaron alicuotas de 100 ul a -80°C.
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Transformacién por choque térmico

La transformacion genética por choque térmico se aplicé mediante el protocolo de
Villalta (2014) modificado, en el cual se utilizaron células quimiocompetentes de Agrobacterium
tumefaciens. Las células quimiocompetentes se descongelaron lentamente en hielo, para luego
agregarles 3 diferentes volimenes de ADN plasmidico: 1 uL, 3 uL y 5 uL, respectivamente. Los
tubos se incubaron a -20°C durante 30 minutos y luego se incubaron a -80°C durante 15
minutos. Luego, los tubos se incubaron en bafio maria a 37°C durante 5 minutos.
Posteriormente, se les afiadié 150 uL de medio LB liquido sin antibiotico y se incubaron en
agitacion constante durante 3 horas a 200 rpm. Finalmente, se sembraron las colonias en
medio LB soélido con Kanamicina (50 ug/mL) y con Tetraciclina (10 ug/mL), a través de
diluciones seriadas: 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000, 1/100000 y 1/1000000, para el conteo

bacteriano.

Transformacion por electroporacion

La transformacién genética por electroporacion se aplicé mediante el protocolo de
GoOmez et al. (2018) modificado, en el cual se utilizaron células electrocompetentes de
Agrobacterium tumefaciens previamente preparadas, mencionadas anteriormente. Se prepard
medio SOC para la regeneracion de las células electrocompetentes. Para la electroporacion se
utilizo el equipo Eporator de Eppendorf, donde se utilizaron celdas de 2 mm y 4 mm. Primero,
se descongeld lentamente las células electrocompetentes y se les afiadié 5 uL de ADN
plasmidico. Posteriormente, se afiadié 130 uL de la solucidn a las celdas respectivas y se
proceso en el electroporador a 2.5 kV durante 4.5 ms. Este proceso se repitié 3 veces con cada
celda. Las células transformadas se sembraron en 150 uL de medio SOC sin antibi6tico y se
incubaron en agitacién constante durante 3 horas a 200 rpm. Finalmente, se sembraron las

colonias en medio LB sélido con Kanamicina (50 ug/mL) y con Tetraciclina (10 ug/mL), a través
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de diluciones seriadas: 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000, 1/100000 y 1/1000000, para el conteo

bacteriano.

Eficiencia de transformacion
Para evaluar la eficiencia de transformacién (TE) para el choque térmico y la
electroporacion, relacioné las Unidad Formadora de Colonias (CFU) junto con la cantidad de

ADN plasmidico agregado.

B CFU
~ cantidad de ADN plasmidico (ug)

Masa total de pADN aplicado (ug) - v.dispensado en placa (ug)

C.de ADN pl idico =
€ plasmigico v.total de la suspension (ul)

# colonias - tasa de dilucién

# CFU/mL =
/m volumen sembrado (mL)

Disefio experimental para la viabilidad de crioconservacién
Se ejecutd un analisis de varianza (ANOVA), mediante el programa informatico Infostat
a un nivel de significancia del 95% (a=0,05).

Tabla 3

Tratamientos para evaluar la eficiencia de transformacién

N° Tratamiento
TC1 Choque térmico con 3 ug de ADN plasmidico
TC2 Choque térmico con 5 ug de ADN plasmidico
TE1 Electroporacién con celda de 2 mm

TE2 Electroporacion con celda de 4 mm
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Modelo estadistico para la viabilidad de conservacién
YVj=utcteg;
Y;; = Eficiencia de transformacion
1 = Media de la eficiencia de transformacion (CFU/ug)
c; = efecto del i-ésimo tratamiento para la transformacion de A. tumefaciens

g;; = Error experimental asociado a la j-enésima unidad experimental.

Unidad experimental para la viabilidad de conservacion

Se evalud la eficiencia de transformacién a través de dos tratamientos por cada método
aplicado (choque térmico y electroporacién) donde se establecio la relacion entre CFU por la
cantidad de ADN plasmidico agregado.

Variables

Variable dependiente. Eficiencia de transformaciéon (CFU/ug)

Variable independiente. Método de transformacion (choque térmico y electroporacion)

Hipotesis

Nula. No existe diferencia significativa en la media de la eficiencia de transformacién
para cada método aplicado.

Alternativa. Existe diferencia significativa en la media de la eficiencia de transformacion
para cada método aplicado.
Extraccion de ADN de banano

Para la extraccién de ADN de banano, se utilizé un protocolo convencional modificado
(Elosegi & Wilson, 2009; Wilson, 2001). Primero, se obtuvieron muestras de hoja de banano
frescas, se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 1% durante 15 minutos y se conservaron a
-80°C durante una noche. Previo a la extraccion, se prepard un buffer de extraccion

conformado por CTAB 2.5% (25 g/L), NaCl 1.4 M (81.816 g/L), EDTA 20 mM (5.8448 g/L) y
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Tris-HCI 100 mM (12.114 g/L) a pH 8.0. Con un mortero, previamente frio, se macero la
muestra hasta visualizar la formacion de cristales y se recuperé entre 50 y 100 mg,
colocandose en un tubo de 1.5 mL con 3 perlas de vidrio. Se agregd 500 uL de buffer de
extraccion y 2 uL de B-mercaptoetanol y se hizo vortex durante 4 minutos. Luego, la muestra
fue incubada en bafio maria a 60°C por 30 minutos, mezclando 10 veces por inversion cada 10
minutos. Posteriormente, se afiadié 500 uL de cloroformo frio y se homogenizé por vortex
durante 30 segundos. La muestra se centrifugd a 14500 gravedades en dos partes durante 3
minutos cada una. Se transfiri6 el sobrenadante a un nuevo tubo de 1.5 mL y se afiadié un
volumen igual de etanol absoluto frio, 150 uL de acetato de sodio 3My 300 uL de etanol al
70%, para estimular la precipitacion del ADN y se dejé incubar a -20°C durante toda la noche.
Luego, se centrifugd a 14500 g por 15 minutos, se descartd el sobrenadante y se afiadié 200
uL de etanol al 70% y se centrifugd a las mismas condiciones, esto se repitié durante 2 veces.
Previamente preparada la camara de flujo laminar, se descarté el sobrenadante y se dejo secar
durante 30 minutos en la camara. Finalmente, se resuspendié el pellet con 20 uL de agua libre
de nucleasas y se afiadio 1 uL de RNAsa, se dej6 incubar en camara durante 30 minutos y se
almaceno la muestra a -20 °C.

Luego de la extraccion, se cuantificd el ADN obtenido por espectofotometria para
determinar la pureza. Utilizando el equipo Nanodrop, se agregaron 2 uL del plasmido obtenido,
en este caso agua libre de nucleasas, y se determind la pureza segun la relacién de

absorbancia A260/280 y A260/230.

Confirmacién del gen de resistencia RGA2

La confirmacion del gen RGA2 se realiz6 a través de la estandarizacion de un protocolo
de PCR, con las condiciones de la 2X BlastTaq™ PCR Master Mix. Se evaluaron dos diferentes
condiciones de reaccion. La primera: 12.5 uL de 2X BlastTag™ PCR Master Mix, 9.5 uL de

ALN, 1 uL de cada primer 10 uM y 1 uL de ADN de banano, la segunda se vari6 el contenido de
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ALN a 9 uL y el volumen de ADN de banano a 1.5 uL. El proceso de amplificacion de los
primers consistié en una desnaturalizacion inicial a 95°C por 3 minutos, seguido de 35 ciclos de
95°C por 15 segundos, 53.7°C por 15 segundos y 72°C por 8 segundos, finalizado por una
extension a 72°C por 1 minuto. Ademas, se realizé otro proceso de amplificacion, modificando
el tiempo final de los ciclos en la temperatura de 72°C por 10 segundos. Se debe tener en
cuenta, que ambos procesos de amplificacion fueron probados par ambos métodos de PCR.
Finalmente, se realiz6 una electroforesis para confirmar la amplificacion del ADN,

siguiendo el proceso mencionado anteriormente para el ADN plasmidico de E. coli.

Crioconservacion de Agrobacterium tumefaciens

El en proceso de crioconservacion de Agrobacterium tumefaciens se utilizaron 3
crioprotectores en diferentes volimenes (glicerol, DMSO y polietilenglicol). Primero, se cultivd
Agrobacterium tumefaciens en medio LB solido con Kanamicina (50 ug/ml) y se dej6 incubar a
29°C por 48 horas. Luego, se sembraron las cepas en medio LB liquido con Kanamicina (50
ug/mL) a temperatura ambiente durante 24 horas o hasta alcanzar una OD de 600 nm.

Se evaluaron dos tratamientos donde se variaron los volimenes de los crioprotectores
antes mencionados. Se evaluaron dos tratamientos con tres crioprotectores, glicerol, DMSO y
polietilenglicol, a 2 concentaciones, 10% y 20% para la conservacion de Agrobacterium

tumefaciens, durante 3 meses.

Viabilidad de crioconservacion
Para la evaluacion de la viabilidad de crioconservacion se aplicé la Unidad Formadora
de Colonias (CFU), donde se evalud la cantidad de CFU/uL.

# colonias - tasa de diluciéon

# CFU/mL =
/m volumen sembrado (mlL)
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Disefio experimental para la viabilidad de crioconservacién
Se ejecutd un analisis de varianza (ANOVA), mediante el programa informatico Infostat
a un nivel de significancia del 95% (a=0,05).

Tabla 4

Tratamiento para evaluar la viabilidad de crioconservacion

Tratamiento  Tratamiento Tratamiento Tratamiento  Tratamiento Tratamiento

Tl T2 T3 T4 T5 T6
Glicerol DMSO Polietilenglicol Glicerol DMSO Polietilenglicol
10 % 20 %

Modelo estadistico para la viabilidad de conservacion
YVij=pn+c+e&;
Y;; = Viabilidad de crioconvervacion
1 = Media de la eficiencia de crioconservacion calculada en cada crioprotector.

g;; = Error experimental asociado a la j-enésima unidad experimental.

Unidad experimental para la viabilidad de conservacion

Se determiné la cantidad y el tipo de agente crioprotector (Glicerol, DMSO y
Polietilenglicol) mas eficiente para la cepa de Agrobacterium tumefaciens transformada con el
gen RGA2 a través de un disefio experimental completamente al azar (DCA) con 6 tratamientos
y 3 repeticiones, donde cada tratamiento evalud una diferente concentracion del agente
crioprotector aplicado (10% y 20%), ademas de los blancos para cada volumen.

Variables

Variable dependiente. Viabilidad de la concentracién (10% y 20%) del agente

crioprotector a través las UFC.



Variable independiente. Agente crioprotector (Glicerol, DMSO, Polietilenglicol)

Hipotesis
Nula. No existe diferencia significativa en la media de la viabilidad de crioconservacion

para cada crioprotector aplicado.

Alternativa. Existe diferencia significativa en la viabilidad de crioconservacion para

cada crioprotector aplicado.

Capitulo lll: Resultados

Disefio de primers in sillico para la identificacion de la regién promotora del gen de

resistencia RGA2

En la Figura 1, se puede observar los primers especificos para la identificacion de la
presencia del ARN guia en el plasmido ensamblado. Podemos identificar los primers forwards:
Cas 9y RNA Guia, y el primer reverse Backbone.

Figura 1l
Primers para la identificacion de la region promotora del gen de resistencia RGA2

MauBI Dralll,Pmel,Fsel, TspMIL, Xmal, Smal
Pfol,PaqCl, Stul,BbvCI,BstXI, SacIl Pasl

Kf1lI Acll
Alol,BsmBI,Esp3l

NotI,BstAPT
BsaAl
Fsel

BamHI BsiWI

Nrul
AhdI

icy i)
o Tx
FspAL 5 HindIII
BstEIT \ uclegs, g % BsaAl, Agel
TNos . ", 4 2 NotI
e T,
7 4 Mrel
CA Sgral
3 KasI,Narl, Sfol,PluTI
PLuTI BlpI

KasI,Narl, Sfol
BstAPI,BlpI
Pfol

AhdI
RsrIl

Dralll
BamHI

SgrDI
PaeR71,T1iI, Xhol PaeR7I
Sgrdl T1iT
Esp3I,PagCl, FspAlL, Sphl, Sacll, Sphl, Acc651,KpnlL, Spel,+2 XhoI
BsmBI TspMI
Xmal, Smal, Srfl,Ncol,Bael
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Adicionalmente, con respecto a la identificacién de la region promotora del gen de
resistencia en muestras de banano, se presentan en la Figura 2 los primers especificos
utilizados para este propdsito, enfocados en la identificacién de la region promotora del gen de
resistencia RGA2, considerando que, el par de primers fue disefio haciendo uso de la
secuencia de banano registrada por el INIAP: HG996468.1:6769620-6770122 Musa acuminata
subsp. malaccensis strain Doubled-haploid Pahang (DH-Pahang) genome assembly,
chromosome: A03 [47-494].

Figura 2

Primers para la identificacion de la region promotora del gen de resistencia RGA2 en banano

GTTGTCACAATTAGGAATCT|

IAGAGAGATTTCATATGTTGTCACA

ATTTCATATGTTGTCACAATTAGGAATCTATATAATTGTTTCATGAATAAATAAAATACTCATGTCTTAT CACTAACATATAATAAAATATTTATTCTATATTTAGGTCTTCGAARAGA

TCTCTCTAAAGTATACAACAGTGTTAATCCTTAGATATATTAACAAAGTACTTATTTATTTTATGAGTACAGAATAGTGATTGTATATTATTTTATAAATAAGATATAAATCCAGAAGCTTTTC
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TTA

ERNA

320 348 368 380 400 420 420

Extraccion de plasmido RGA2

La extraccion de ADN plasmidico fue aplicada en tres diferentes cepas de E. coli: Top
10 (T), JIM109 (J) y DH5a (D).

El método convencional aplicado para la extraccion de ADN plasmidico fue eficiente por

los resultados obtenidos reflejados en la Tabla 1. Se puede observar que los resultados de
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concentracion son altos, ademas, los radios de absorbancia A260/280 y A260/230 se
mantienen en un rango de 1.8 a 2.2, lo que indica la presencia de ADN con poca contaminacion
y escasa presencia de fenoles. Se debe tener en cuenta que, ciertos resultados tenian
concentracion bajay con la pureza por fuera del rango, lo que se considera como ADN con
presencia de contaminantes y presencia de fenoles.

Segun los resultados obtenidos en la Tabla 1, la extraccion de plasmidos a partir de la
cepa Top 10 tuvo mejores resultados en cuanto a pureza y concentracion que la extraccion a
partir de las otras dos cepas.

Tabla s

Cuantificacion de ADN plasmidico extraido a partir de cepas de E. coli

Muestra Concentracion Pureza (A260/280) Pureza (A260/230)
(ug/mL)
Top 10-T1 2378 2,132 1,965
Top 10-T2 2423 2,033 2,279
DH5a - D1 115,7 1,096 1,896
DH5a - D2 143,6 1,304 1,637
JM109 - J1 1957 2,032 2,364
JM109 - J2 1471 2,196 2,362
Top 10-T3 3321,3 2,251 1,986
Top 10-T4 2756 2,163 2,031
DH5a - D3 110,2 1,496 2,123
DH5a - D4 86,3 0,964 1,633
JM109 - J3 1396 2,016 2,210

JM109 - J4 1265,4 2,298 2,369
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Top 10 - Tt1
Top 10 - Tt2
Top 10 - Tt3
Top 10 - Tt4
Top 10 - Tt5
Top 10-Ts1
Top 10-Ts2

Top 10-Tel

2859,3
3056
2256,2
2365,3
2459
3158,1
2365

3087,2

1,964
1,839
2,219
2,042
1,997
2,139
1,975

2,164

2,137
2,245
2,034
1,968
1,893
2,101
2,195

1,963

Amplificacion del plasmido conteniendo el gen RGA2

Para confirmar la presencia la region promotora que contiene el gen de resistencia

RGAZ2en el ADN plasmidico se utilizaron solo las extracciones de la cepa Top 10. Luego de la

PCR respectiva, el andlisis de la electroforesis de la Figura 1, nos muestra la presencia del gen

RGAZ2 al tener un peso molecular de 1500 pb. Se debe tener en cuenta que existe otra banda a

la altura de 1000 pb, lo que nos indica que existe la posibilidad de que los primers tengan dos

sitios de unioén.

Figura 3

Electroforesis para la confirmacion de la presencia de la regién promotora del gen RGA2

1500 pb

1000 pb
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Nota. Los amplicones fueron del plasmido extraido de la cepa Top 10 (T). Columna 1, marcador
molecular; columna 2, muestra Ttl; columna 3, muestra Tt2; columna 4, muestra Tt43; columna
5 muestra Tt4; columna 6, muestra Tt5; columna 7, muestra Tsl1; columna 8, muestra Ts2;

columna 9, muestra Tel; columna 10, blanco.

Evaluacién de la eficiencia de transformacion (ET) de las cepas de A. tumefaciens con el
plasmido que contiene el gen RGA2

Luego de la aplicacion de los dos métodos de transformacion antes mencionados, se
evaluo la eficiencia de transformacion a través del conteo de las CFU, utilizando el ADN
plasmidico extraido de la cepa Top 10 de E. coli. Para el crecimiento de cepas transformadas,
se utilizé el antibidtico tetraciclina (10 ug/uL), con el fin de identificar las cepas que contenian el
plasmido con el gen RGA2. Ademas, se aplico el método de dilucion seriada, por lo que solo se
sembro 25 uL de la dilucién 1/10000 para el conteo de colonias.

Segun los resultados obtenidos, existe mayor CFU en los tratamientos con
electroporacion (Tabla 7) a comparacion de los tratamientos con choque térmico (Tabla 6).
Para los controles negativos no hubo crecimiento de cepas en la siembra microbiana, ya que
no hubo cepas transformadas.

Tabla 6

Resultados de la eficiencia de transformacion para choque térmico

Tratamientos Repeticién Plasmido #de CFU (cfu/ml) ET (cfu/ug)
(ug) colonias

TC1 1 3 162 64800000 78072289,2

TC1 2 3 173 69200000 8337349,4

TC1 3 3 179 71600000 86265060,2

TC2 1 5 164 65600000 79036144,6
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TC2

TC2

153

217

61200000

86800000

73734939,8

104578313

Tabla7

Resultados de la eficiencia de transformacion para electroporacién

Tratamientos Repeticion  Celda (mm) #de CFU (cfu/ml)  ET (cfu/ug)
colonias
TE1 1 2 270 108000000 216000000
TE1l 2 2 263 105200000 210400000
TE1l 3 2 282 112800000 225600000
TE2 1 4 245 98000000 118072289
TE2 2 4 313 125200000 150843373
TE2 3 4 264 105600000  12722891,6

Figura 4

Colonias de A. tumefaciens transformadas por el método de electroporacién
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Figura5

Colonias de A. tumefaciens transformadas por el método de choque térmico

Comprobacion de la transformacion de las cepas de A. tumefaciens con el plasmido que
contiene el gen RGA2

La comprobacién de los métodos de transformacion se realiz6 a través de una PCR de
colonias y de igual forma una PCR para el ADN plasmidico. Para la PCR de ADN plasmidico,
se realizd una extraccién del plasmido con el protocolo estandarizado, obteniendo los
resultados mostrados en la Tabla 7, para los valores de concentracion y de pureza A260/280 y
A260/230. En ambos métodos de corroboracion, la PCR no amplificé la banda esperada de
1500 pb mostrado en la Figura 6.

Tabla 8

Cuantificacion de ADN plasmidico extraido a partir de cepas de A. tumefaciens

Muestra Concentracién Pureza (A260/280) Pureza (A260/230)

(ug/mL)
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ATE1l 1268 2,115 2,056
ATE2 980,3 2,087 1,931
ATC1 1339,7 2,163 1,784
ATC2 1279 1,971 1,867

Nota. A. tumefaciens transformada por electroporacion (ATE) y choque térmico (ATC).

Figura 6

Electroforesis para la confirmacion de la presencia del promotor del gen RGA2 en cepas

transformadas

Disefio experimental: eficiencia de transformacién

Mediante un analisis ANOVA utilizando una prueba T independiente, se determiné que
existe diferencia significativa en la eficiencia de transformacién entre choque térmico y
electroporacion, a un nivel de significancia de 0,05. De igual forma, a través de la prueba Tukey
se puede observar que existe diferencia entre cada tratamiento (Figura 7).

Al analizar las medias obtenidas junto con el gréfico de barras, se puede determinar que

la electroporacion tuvo mejor eficiencia de transformacion (Figura 8).



Figura 7
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Resultados del ANOVA y analisis Test Tukey para la eficiencia de transformacién

Analisis de la varianza

Variable N E® R*® B3 CW

ET

12 0,75 0,68 37,78

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. s5C gl CH F p—valor
Modelo 45151861063941500,00 3 1506359536559647200,00 8,17 0,0081
Tratamientos 4515%1861063941500,00 3 15063953689647200,00 8,17 0,0081
Error 14746299035534200,00 8 18432373759441770,00
Total 59938160104475700,00 11

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=112258688,34202
Error: 1843287378441768,5500 gl: &

Tratamientos Medias n E.E.

TE1l 217333333,33 3 2478

TEZ2 93879517,87 3 24787680,94 B
TC2 85783132,47 3 24787€80,94 B
TC1 57558232,93 3 24787680,94 B

M=dias con una lestra comiin no son significativaments difsrsntes (p = 0,05)

Figura 8

Medidas de resumen y andlisis de grafico de barras para la eficiencia de transformacion

231218408, 11
179260695,0
D 12730298181
753452686 i i
233875555 |
TE1 TE2 TCA TC2
Tratamientos
Medidas resumen
Tratamientos Variable n Media D.E. Min Max
TCL ET 3 57558232,93 42822913, 33 8337349,40 S86265060,20
TC2 ET 3 B85783132,47 1e491506,95 T3734939%,80 104578313,00
TE1l ET 3 217333333,33 Te€87218,83 210400000,00 225600000,00
TE2 ET 3 ©S38B79517,87 72168445,16 12722881,60 150843373,00
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Presencia del gen RGA2 en muestras de banano

Para corroborar la presencia de la region promotora del gen de resistencia en muestras
de banano, se realizé una previa extraccién de ADN de banano con el protocolo estandarizado,
obteniendo los resultados mostrados en la Tabla 8, para los valores de concentracion y de
pureza A260/280 y A260/230. La PCR estandarizada no amplificé la banda esperada de 448
pb, mostrada en la Figura 9.

Tabla 9

Cuantificacién de ADN de muestras de banano

Muestra Concentracion Pureza (A260/280)  Pureza (A260/230)
(ug/mL)
BD1 758,4 2,013 1,665
BD2 563,6 2,236 1,596
BM1 1554,8 1,863 1,657
BL1 1468 1,849 1,733

Nota. Muestras de ADN de banano (BD — BM — BL)

Figura 9

Electroforesis para la confirmacion de la presencia del gen RGA2 en muestras de banano
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Viabilidad de crioconservacion de cepas de A. tumefaciens

Tabla 10

Resultados de la viabilidad de crioconservacion de cepas de A. tumefaciens

Tratamientos Repeticion # de colonias  CFU (cfu/ml)
T1 1 226 90400000
T1 2 257 102800000
T1 3 239 95600000
T2 1 296 118400000
T2 2 267 106800000
T2 3 253 101200000
T3 1 135 54000000
T3 2 158 63200000
T3 3 162 64800000
T4 1 216 86400000
T4 2 237 94800000
T4 3 251 100400000
T5 1 257 102800000
T5 2 285 114000000

T5 3 246 98400000



T6 1 133 53200000
T6 2 149 59600000
T6 3 106 42400000

Figura 10

Crecimiento de cepas de A. tumefaciens crioconservadas en glicerol

46



47

Figura 11

Crecimiento de cepas de A. tumefaciens crioconservadas en DMSO

Figura 12

Crecimiento de cepas de A. tumefaciens crioconservadas en polietilenglicol




Disefio experimental: viabilidad de crioconservacion
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Mediante un analisis ANOVA utilizando una prueba T independiente, se determin6 que

existe diferencia significativa en la viabilidad de crioconservacion de los crioprotectores Glicerol,

DMSO vy polietilenglicol a un nivel de significancia de 0,05. De igual forma, a través de la

prueba Tukey se puede observar que existe diferencia entre cada tratamiento (Figura 13).

Al analizar las medias obtenidas junto con el gréafico de barras, se puede determinar que

el DMSO (T2 y T5) tuvo mejor viabilidad de crioconservacién (Figura 14).

Figura 13

Resultados del ANOVA y analisis Test Tukey para la viabilidad de crioconservaciéon

Analisis de la varianza

Variable N R® R® Aj CV
CFU 18 0,93 0,90 8,74

o

oo

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 8599866666666670,00 5 1719973333333330,00 30,39 <0,0001
Tratamientos 8599866666666670,00 1719973333333330,00 30,39 <0,0001
Error 679253333333333,00 12 56604444444444,40
Total 9279120000000000,00 17
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=20633809,14522
Error: 56604444444444,4141 gl: 12
Tratamientos Medias n E.E.

T2 108800000,00 3 4343748,17 A

I5 105066666, 6 3 4343748,17 A

Tl S96266666,67 3 4343748,17 A

T4 93866666,67 3 4343748,17 A

T3 60666666, 6 3 4343748,17 B

T6 51733333,33 3 4343748,17 B

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



Figura 14

Grafico de barras y medidas de la viabilidad de crioconservacion

117222445

98756015

80289535

61823156+

43356726 .
™ T2 T3 T4 T T6

CFU {efufml)

Tratamientos

Medidas resumen

Tratamientos Variable n Media D.E. Min Max

Tl CFU 3 96266666,67 6226823,70 90400000,00 102800000,00
T2 CFU 3 108800000,00 8772684,88 101200000,00 118400000,00
T3 CFU 3 &0bec666,67 5828664,80 54000000,00 ©4800000,00
T4 CFU 3 ©538¢6¢€666,67 T046512,14 86400000,00 100400000,00
T5 CFU 3 105066666,67 8043216,60 S8400000,00 114000000,00
T6 CFU 3 51733333,33 8693292,43 42400000,00 5%600000,00

Capitulo IV: Discusion

El objetivo de esta investigacion es obtener cepas transformadas con un plasmido
ensamblado que contiene el sistema CRISPR Cas9 para la ediciéon de un fragmento del
promotor del gen RGA2. Parte de obtener resultados 6ptimos en los procesos de
transformacién genética es considerar aplicar protocolos de extraccion plasmidica eficientes,

gue nos permitan tener una concentracion adecuada y radios de absorbancia A260/280 y
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A260/230 que se encuentren en el rango de 1.8 a 2.2 para que el ADN plasmidico sea
apropiado para ser insertado de E. coli a A. tumefaciens.

Segun los resultados obtenidos en la extraccion de E. coli, aplicando el método
convencional, se puede determinar que los resultados de las cepas Top 10 y JM109, fueron
mejores a comparacion de las cepas DH5a. Las cepas Top 10 y JM109 tuvieron una mayor
concentracion de plasmido a comparacién de las cepas de DH5a. Ademas, los valores de la
absorbancia analizada A260/230 y A260/280, estuvieron en un rango de 1,7 y 2,4 para las
cepas Topl0y JM109. Segun Lebuhn et al. (2016), para la absorbancia A260/230 se debe
tener un valor por encima de 1,8 para considerar la muestra en un rango factible, libre de
fenoles y contaminantes. De igual forma, para la absorbancia A260/280 debe estar en el rango
1,8 — 2,0 para evitar contaminaciones por proteinas, por debajo de 1,8, y ARN, por encima de
2,0 (Gonzélez et al., 2010).

El ADN plasmidico utilizado fue el obtenido a partir de la cepa Top 10, considerando
gue la cepa JM109 tuvo valores de concentracién similares a la cepa seleccionada. Por otra
parte, la cepa DH5a tuvo resultados de pureza por fuera del rango permisible, lo que se
suponia una contaminacion por proteinas (Lebuhn et al., 2016). A partir de la cepa Top 10 se
obtuvo una mayor concentracién de plasmido, en comparacién a la cepa JM109. Las cepas
proporcionadas por Jacome (2023) fueron transformadas aplicando el método adaptado de
Hanahan et al. (2019), mismo que es efectivo para las cepas DH5a y JM109, para la
transformacion genética a partir de choque térmico (Chan et al., 2013).

Se evalud una PCR para amplificar la region esperada de 1500 pb, a las cepas Top 10y
JM109, por su grado de pureza y concentracion. La banda esperada solo amplifico para la cepa
Top 10, debido a que el ADN plasmidico tenia menos margen de contaminacion y presencia de
fenoles, al ser extraido a partir de esta cepa. Segun Yang (2012), la expresién de plasmidos en

cepas de E. coli puede verse afectada segun la cepa y el tamafio del plasmido transformado.
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Para la cepa JM109, el plasmido sufre una degradacién al aplicar métodos de transformacion,
por lo que no puede expresarse al momento amplificar ADN, a diferencia de la cepa Top 10 que
no sufre una degradacion del plasmido en el ADN (Yang, 2012).

Se utilizé la cepa AGL1 de A. tumefaciens para evaluar la eficiencia de transformacion
de los dos métodos aplicados. En primera instancia, las cepas sin transformar y transformadas
fueron sembradas en medio LB con kanamicina, segun los protocolos establecidos en la
metodologia. Se sometieron a pruebas moleculares como PCR de colonias y PCR del ADN
plasmidico, pero existieron inconvenientes en la amplificacion de la banda de 1500 pb. Al no
tener un marcador colorimétrico, hubo dificultades para la seleccion de las cepas que
contengan el fragmento de interés.

Debido a estos inconvenientes en la PCR, se buscaron alternativas para poder
determinar La expresion del plasmido de interés, luego de la transformacién en A. tumefaciens.
El locus tet confiere la capacidad de resistencia a la tetraciclina y puede ser insertado en A.
tumefaciens tiene un locus tet (Charpentier et al., 1993). A. tumefaciens es una bacteria
sensible a tetraciclina, lo que inhibe el crecimiento de colonias al ser sembradas en un medio
enriguecido con este antibidtico, sin embargo, al introducirle el locus tet, la tetraciclina actia
como un inductor ante este locus, lo que permite el crecimiento de cepas de A. tumefaciens
transformadas (Luo & Farrand, 1999). La cepa AGL1 es adecuada para procesos de
transformacion, ademas de poder ser sometida a la introduccién de locus tet (Petti et al., 2009).
Segun Luo et al. (2007), el locus tet en cepas modificadas de A. tumefaciens no afecta en la
fisiologia o el genoma de la bacteria, por lo que puede ser agregado como indicador de
transformacion.

Sin embargo, no todas las cepas obtenidas en el medio con tetraciclina contienen el
fragmento de interés, debido a que la tetraciclina no es un indicador de la presencia de este

fragmento. Ademas, se debe considerar que, existen mutaciones inespecificas y espontaneas
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gue resultan en cepas transformadas que crecen en el medio con tetraciclina, las cuales no con
tienen el fragmento de interés (Luo & Farrand, 1999).

Los métodos de transformacion aplicados fueron sometidos a diferentes parametros de
evaluacion, los cuales fueron evaluados a través de la eficiencia de transformacion (ET). Para
el choque térmico, se vario la masa de ADN plasmidico: 3 ug y 5 ug, donde se obtuvo mayor
CFUlug en el volumen de ADN plasmidico menor. Por otra parte, para la electroporacion se
utilizaron dos celdas de diferentes tamafios para evaluar la eficiencia de transformacion: 2 mm
y 4 mm. Sin embargo, el equipo Eppendorf utilizado para la electroporacion utilizé un voltaje
diferente para cada tratamiento, valor establecido automéaticamente por el equipo,
independientemente del voltaje establecido de 2.5 KV, teniendo mayor CFU/ug en los
tratamientos aplicados con la celda de 2 mm.

En relacion con la eficiencia de transformacion, las CFU/ug obtenidas para el volumen
de 5 ug de ADN plasmidico obtuvo una media de 8,6x107, a diferencia de la electroporacion,
gue se obtuvo una media de 2,1x108 para el tratamiento con celdas de 2 mmy 5 ug de ADN
plasmidico, por lo que, electroporacion muestra ser un método de transformacién genético mas
efectivo que choque térmico, al tener una mayor eficiencia de transformacion, considerando
gue ambos métodos sirven para transformacién A. tumefaciens.

Segun Gémez et al. (2018), aplicando el método de choque térmico para transformar
cepas de A. tumefaciens obtiene una eficiencia de transformacién de aproximadamente 2,6x10°
CFUlug, para una concentracion de ADN plasmidico insertado de 5 ug. Por otra parte,
Sambrook y Russell (2001), obtuvieron una eficiencia de transformacion para electroporacion
de aproximadamente 5x10% CFU/ug al aplicar un voltaje entre 1.8 KV y 2.2 KV. Utermark y
Karlovsky (2008) establecen que, la cantidad de ADN plasmidico puede alterar los resultados
esperados, sin embargo, puede trabajarse con cantidades de 0,1 ug a 10 ug para obtener

cepas transformadas de A. tumefaciens, al aplicar 2.0 KV para la electroporacion. Por otra
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parte, Gbmez et al. (2018) reporta que, para A. tumefaciens los valores de voltaje que pueden
aplicarse para la electroporacion son de 1,5 KV, 2,0 KV, 2,2 KV y 2,5KV, siendo el voltaje de
2,0 KV maés eficiente.

Para comparar los dos métodos de transformacion se debe tener encuentra que existen
diferencias significativas en la eficiencia de la transformacién, como por ejemplo el voltaje
aplicado para la electroporacion o el tiempo de aplicacién de los cambios de temperatura para
choque térmico. Gémez et al. (2018) proponen que la electroporacién tiende a una mayor
efectividad por tener mejor control en la permeabilidad de la membrana, por ende, es mas
eficiente al introducir material genético en las células. Ademas, se debe tener en cuenta que, el
voltaje aplicado influye en la eficiencia de transformacion.

Por otra parte, el choque térmico es un método mas rudimentario que podria
considerarse mas practico al momento de buscar transformacion genética. No obstante, segin
las investigaciones de Garcia (2015), este método resulta tener una efectividad de
transformacion mas baja, en comparacion a la electroporacion. Esto se debe a que A.
tumefaciens tiene una pared celular con tres capas, 10 que no permite crear poros que permitan
el ingreso de ADN plasmidico (Gomez et al., 2018; Lopez, 2006).

Para la identificacion de la regién promotora del gen de resistencia RGA2 en banano, se
disefi6 un par de primers especificos para la secuencia proporcionada por el INIAP. El tamafio
esperado de la banda en la amplificacion del ADN de banano era de 448 pb, sin embargo, no
amplificé la banda esperada para la identificacion de la regiébn promotora del gen de resistencia
RGAZ2. Segun la investigacion de Yang et al. (2016), la region promotora que contiene el gen de
resistencia de banano RGA2 para FOC R4T debe amplificar 426 pb aproximadamente. Algunos
de los factores que influyen en la PCR son: la calidad de ADN, la mezcla de la reaccién, la
conservacion de reactivos, la calidad de los reactivos, el régimen de ciclaje o la polimerasa; lo

gue puede influir directamente en la amplificacion esperada (Bolivar et al., 2014). Por otra
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parte, el equipo utilizado en la PCR debe encontrarse calibrado y en un estado 6ptimo para asi
ser utilizado para ejecutar la reaccion. Esto debido a que, si por alguna razén un equipo ho se
encuentra en las condiciones adecuadas, puede influir directamente en la reaccion, por lo que
puede inhibir la PCR, dandonos un falso negativo (Vazquez & Morales, 2014).

Los valores obtenidos en el andlisis estadistico de la viabilidad de crioconservacion
reportan que el agente crioprotector mas eficiente, por las CFU calculadas, es el DMSO al 10%
de concentracion, crioconservado durante 2 meses, a comparacion del Glicerol y el
polietilenglicol. Se pudo determinar que existen diferencias significativas entre tratamientos y
agentes crioprotectores aplicados. Segun la investigacion de Ozuna et al. (2019), para las
concentraciones entre 12,5 % y 25%, el DMSO actlan como mejor agente crioprotector que el
glicerol. Se debe tomar en cuenta que, el glicerol es menos toxico que el DMSO, sin embargo,
el DMSO penetra mas a la célula, por lo que tiende a criopreservar mejor (Farrant, 1980). La
investigacion de Ahn et al. (2021) reporta que el DMSO vy el glicerol actian eficientemente
como agentes crioprotectores en comparacion al polietilenglicol, considerando que pueden

apoyarse con otros agentes crioprotectores para aumentar su efectividad.

Capitulo V: Conclusiones

La extraccion de ADN plasmidico para la transformacion genética debe ser ejecutada,
para evitar la presencia de contaminantes y la de fenoles, ya que estos pueden influir en la
transformacioén. En el trabajo realizado, se obtuvieron plasmidos de tres cepas diferentes de E.
coli, sin embargo, solo se trabajé con plasmidos de la cepa Top 10 al tener una concentracion
mas alta y una mejor pureza que las otras dos cepas.

Se alcanzé con éxito la transformacion bacteriana con el plasmido que contiene tiene el
sistema CRISPR Cas con un ARN guia que tiene como target la regién promotora del gen

RGAZ2 aplicando los dos métodos de transformacion establecidos. Se encontré diferencias
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significativas entre ambos métodos de transformacion, siendo la electroporacion mas efectiva
gue el choque térmico.

No se pudo confirmar la presencia de la regién promotora del gen RGA2 en muestras
de banano, debido a la falta de informacion acerca del origen de la secuencia proporcionada
para el trabajo de titulacidn previo a esta investigacion.

Los agentes crioprotectores aplicados resultaron tener una viabilidad favorable para la
conservacion de cepas de A. tumefaciens transformadas y no transformadas. EI DMSO resultd
ser el mejor agente crioprotector en ambas concentraciones evaluadas. Sin embargo, el glicerol
como agente crioprotector también es adecuado, a pesar de tener un menor CFU en

comparacion del DMSO.

Capitulo VI: Recomendaciones

Al realizar los disefios de primers in silico, se debe tener en cuenta las condiciones a las
gue se trabajara. Mantener una temperatura de melting entre 45°C - 55°C y un contenido de
CG% entre 40% - 50% para que sea mas estable al ejecturarse la PCR. Ademas, se debe
considerar un tamafio de los primers entre 18 pb a 25 pb.

Se debe ser aséptico en toda el area de trabajo y todos los procesos ejecutados para
obtener resultados favorables, ya que, si existe una contaminacion desde la extraccion del
plasmido, las cepas transformadas pueden estar contaminadas.

Para evaluar la eficiencia de transformacién y la viabilidad de conservacion, se debe

considerar realizar algunas pruebas aplicando diferentes metodologias para proceder con el
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disefio experimental. Ademas, se debe investigar a profundidad para poder modificar los

protocolos estandarizados para asi obtener un mejor resultado.
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