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INTRODUCCION

Formulacion del problema

El banano (Musa sp.) es un cultivo de gran
importancia economica a nivel mundial, pero
enfrenta desafios fitopatoldgicos, como el hongo
Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 4 FOC
RA4T, causante de fusariosis.
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Justificacion

Este proyecto se enfoca en desarrollar un
sistema de vector binario de Agrobacterium
tumefaciens para editar el promotor del gen
RGAZ2 del banano, relacionado con la resistencia
al hongo FOC RA4T. (Martinez et al., 2020; Dale
et al., 2017).

Fig 1. Importancia del banano. Tomado de:
Primicias — Iniap 2022
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OBJETIVOS

General
- Desarrollar un sistema de vector binario de Agrobacterium tumefaciens para la
edicion del promotor del gen RGA2 de banano.

Especificos
- Transformar Agrobacterium tumefaciens con un plasmido 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 region promotora del gen RGA2, en el germoplasma de
diferentes variedades de banano.

- Estandarizar un protocolo optimo para la conservacion de Agrobacterium transformada.
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HIPOTESIS

Existen diferencias significativas en la eficiencia de transformacion de
Agrobacterium tumefaciens en los dos métodos aplicados.
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MARCO TEORICO

Fusarium oxysporum f. sp.
cubense raza 4 (FOC R4T)

FOC R4T se propaga rapidamente, destruyendo extensas plantaciones de banano. La principal amenaza
radica en la necrosis del huésped, manifestada por la decoloracién vascular, amarillamiento y posterior
necrosis en raices y pseudotallo (Florencio et al., 2023; Martinez et al., 2020).
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Fig 2. Sintomas de FOC R4t. Tomado de: América economia. Fig 3. Sintomas de FOC R4t. Tomado de: Herbario
Virtual Fitopatologia.




MARCO TEORICO

Susceptibilidad al banano

La capacidad de FOC RA4T para producir
clamidosporas, estructuras resistentes, dificulta
su identificacion en los cultivos de banano.

Fig 4. Clamidosporas de FOC R4t. Tomado de:
Parada et al. (2023)

Gen RGA?2

Peraza et al. (2008) identificaron los genes:
- RGC,

- RGC2

- RGC3

- RGC4

- RGC5

Entre ellos, RGC2 mostré un polimorfismo
transcripcional altamente correlacionado
con la resistencia.




MARCO TEORICO

Métodos de transformacion

Choque térmico Electroporacion

Bacteria O
O Plasmido /transformada \ o ﬁ
e s '

\ ) Impulso eléctrico Plasmido de
Y~ Choque de calor | ‘ ' interés
—_—
Bacteria | O ‘
Plasmido N transformada R Colenia
Colonia | \O (e .'/
Plasmido de S '. . :
interés O N /
Fig 5. Choque térmico. Elaborado por: Pachala Fig 6. Electroporacion. Elaborado por: Pachala Dustin (2024)
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MARCO TEORICO

Glicerol
R
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Fig 7. Estructura glicerol. Elaborado
por: Pachala Dustin (2024)

Altera el patron de
cristalizacion en la
formacion de hielo
extracelular.

Agentes crioprotectores

Dimetilsulféxido
(DMSO)

O
|
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H3C CHj

Fig 8. Estructura DMSO. Elaborado
por: Pachala Dustin (2024)

Reviste las células de los

cultivos bacterianos.

Polietilenglicol

0 H
HJ{ \/\}o’
n

Fig 9. Estructura polietilenglicol.
Elaborado por: Pachala Dustin
(2024)

Agente no penetrante que
recubre las células.
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MATERIALES Y METODOS

Extraccion de ADN Plasmidico

(3 —

| - — S | —
Siembra en sdlido Siembra en 15 mL de Se centrifugd a Se descartd el 250 uL Selucién |
de E cof o A liquido de.E_'.coﬁo suspension 6000 rpm por 1  sobrenadante. 2minaTA
tumefaciens A. tumefaciens bacteriana minuto
— @& — @ — D
ey _ F et :
Se centrifugo a 400 ul Se centrifugd a 300 uL Soluc;ic’:-n I 250 uL Soll_lc'lén I
13000 durante 10 sobrenadante  y 13000 durante 15 10 mina-20°C 3mina-20°C
min. 800 ulL de etanol min.
absoluto
— | — e —
—T. Sol. I: 50 mM, Tris-Cl  Sol. I NaOHO0.2 N Sol. I: 6 mLde ace.
1 mL de etanol al S trifuds 20 ul de ALN v 1 100 mM (pH 8.0) y ySDS 1% (w/v); potasio, 5 M, 1.15 mL
mL de etanol al Se centrifugd a uL de y . .
70% 13000 durante 10 uL de RNAasa EDTA (pH 8.0) 10 mM deLad ek gla'“:'a||'-" 2'35
min. mL de agua autoclavada

Fig 10. Protocolo de extraccién de plasmido. Elaborado por: Pachala Dustin (2024)
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MATERIALES Y METODOS

Extraccion de ADN de banano

_ . . t .- . _-‘_——_—'_-_-_-_._-/
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Muestra de hoja Se desinfectd la  Se macers la hoja Se colocd la 500 ulL de buffer de Se incubd la muestra a
de banano muestra con  previamente muestra con 3  extraccidén y 2 uL de bafio maria por 30 min a
hipoclorito de  congelada. perlas de vidrio. B-mercaptoetanol 60°C
sodio.
— [ ] — ‘r@ -— | -— \"@_ -—
200 uL de etanol al  Se centrifugé a X ul de sobrenadante y X Se -cemrifugé a 500 uL de
70% 14500 g durante Vvolumen de etanol absoluto, 14500 g por 6 cloroformo
X2 15 min. 150 uL de ace. de sodio y minutos.

300 uL de etanol al 70%
— Buffer extraccion: CTAB 2.5% (25

. g/L), NaCl 1.4 M (81.816 g/L),
T b@ —_— 9 EDTA 20 mM (5.8448 g/L) y Tris-
— HCI 100 mM (12.114 g/L) a pH

e _ ot 8.0

Se -cen‘[rrfugé a 20 ulL de ALN y 1
14500 g durante uL de RNAasa
15 min.

Fig 11. Protocolo de extraccién de ADN de banano. Elaborado por: Pachala Dustin (2024)
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MATERIALES Y METODOS

Disefo de primers

% Benchling

Fig 12. Plataforma Benchling. Tomado de
Benchling.

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

Fig 13. Primers en Benchling. Tomado de
Benchling.
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MATERIALES Y METODOS

Parametros PCR y confirmacion

Reactivos Cantidad (uL)
2X BlastTaq™ PCR 12.5uL
Master Mix
Agua libre de 9.5uL
nucleasas
Primer Forward 1uL
Primer Reverse 1uL
DNA 1uL

Proceso Tiempo Temperatura °C
Densaturalizacion 3 min 95
15 sec 95
35 ciclos 15 sec 58.9
23 sec 72
Extension final luL 72
Proceso Tiempo Temperatura °C
Desnaturalizacion 3 min 95
15 sec 95
35 ciclos 15 sec 53.7
8 sec 12
Extension final 1luL 72




MATERIALES Y METODOS

Métodos de transformacion
Choque térmico

Ceélulas quimiocompetentes

Protocolo

r/_\\-

(oitd) — — _  — v:@ —
LY i -

\

9 / - _.
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Se sembrd A Se sembo A 5 mL de Se Transﬂno la Se centnfugo a Se descano
tumefaciens  en fumgfa;rer_:s &N suspesidn suspension a 2500 rpm por 20 Sobrenadante
medio sélido medio liquido bacteriana en 50 tubos falcon mina4°C

mL de medio liqui
[

Y J Y - R

Se lransﬁrlo 100 Se descarto el
uL en tubos de sobrenadante y se
e 1.5mL afiadié 1 mL de CaCl2

Se conservd a
-80°C ] —

V
a Se afiadic 10 mL
2500 rpm por 20 deCaCl2

min a 4°C

Se centrlfugo

el

Fig 14. Preparacion de células quimiocompetentes. Elaborado por: Pachala Dustin
(2024)

—_— —_— |-] —_— .
Se afiadio 3 ug ! - == -! E
- 5 ug de DNA Se incubdé a Se incubd a Se incubd en
plasmidico -20°C por 30 -80°C por 15 bafic maria a
min min 37°C por 5 min
~
\ - - ‘—‘
Se sembro 25 uL de Se incubd a temperatura Se afiadié 150
dilucion 1/10000 de la ambiente en agitacion uL de LB
suspencién bacteriana constante (200 rpm). liquido.

Fig 15. Protocolo choque térmico. Elaborado por: Pachala Dustin (2024)
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MATERIALES Y METODOS

Métodos de transformacion
Electroporacion

Células electrocompetentes

- s ;
(75) — — — | — *fs@ —

g J
Se sembr6 A Se sembrd A 5 mL de Se transfirio la Se cenmifugs & Se descarlo
tumefaciens  en tumefaciens  en  syspesién suspension a 2500 rpm por 20 Sobrenadante

medio sélido medio liquido bacteriana en 50 tubos falcon min a 4°C

mL de medio liqui.

e )
— [ -— — "@ —

Se conservo a

-80°C |
l‘ \ '.v_y
Se transﬁrlo 100 descarto el Se centrlfugn a Se afadié 10 mL
uL en tubos de sobrenadante y se 2500 rpm por 20 de glicerol al 10%
Ty - 1.5mL afadic 1 mL de min a 4°C
glicerol al 10%

el

Fig 16. Preparacion de células electrocompetentes. Elaborado por: Pachala Dustin
(2024)

Protocolo

‘

b -

Se afiadio 5 ug

[
Se egjecutd a retird  la

de ADN Se transfirié a Se
Iplasmidico. celdas de 2500 V ene el celda del
2mm y 4 mm electroporador electroporador
.
—
— —
Se sembré 25 ulL de Se incubd a temperatura Se transfirid a
dilucion 1/10000 de la ambiente en agitacion 100 uL de
suspencidn bacteriana constante (200 rpm). medio SOC.

Fig 17. Protocolo electropoacién. Elaborado por: Pachala Dustin (2024)
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MATERIALES Y METODOS

Métodos de Crioconservacion

10 %

20 %

Se  sembro
tumefaciens
medio sélido

—_—
A Se sembrd
en tumefaciens

medio liquido

—_— R
\ 1

A
en

m i)

\ /
Se transfiié 900 Se trasnfiié 100

ulL _qe la uL de cada
suspencion crioprotector.
bacteriana

=
|

Se crioconservo a
-80°C durante 3
meses.

Fig 18. Protocolo crioconservacion al 10%. Elaborado por: Pachala Dustin (2024)
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AN
Se  sembrd
tumefaciens
medio sélido

—_—
A Se sembrd
en tumefaciens

medio liquido

L O

A.
en

I o

\ /
Se transfirio 800 Se trasnfiric 200

uL _qe la uL de cada
suspencion crioprotector.
bacteriana

Ea
|

Se crioconservd a
-80°C durante 3
meses.

b /
Se sembré 25 ul Se  realizé el
de la dilucién conteo de
1/10000 colonias.

Fig 19. Protocolo crioconservacion al 20%. Elaborado por: Pachala Dustin (2024)

Fig 20. Siembra de cepas luego
de 3 meses. Elaborado por:
Pachala Dustin (2024)
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MATERIALES Y METODOS

Diseo experimental — Eficiencia de transformacion

Yij =u+c + Eij
N° Tratamiento
Y;; = Eficiencia de transformacion
TC1 Choque térmico con 3 ug de ADN plasmidico
u = Media de la eficiencia de transformacion (CFU/ug)
TC2 Choque térmico con 5 ug de ADN plasmidico c; = efecto del i-esimo tratamiento para la transformacion de
A. tumefaciens
TE1 Electroporacién con celda de 2 mm g;; = Error experimental asociado a la j-enésima unidad
., experimental.
TE2 Electroporacion con celda de 4 mm E
Hipoétesis Nula: uq = pup = u3 Hipotesis Alternativa: u1# Uy +# Uz
No existe diferencia significativa en la Existe diferencia significativa en la media InfOStat
media de la eficiencia de transformacion. de la eficiencia de transformacion. SOFFRAIE B

Fig 21. Plataforma Infostat.
Tomado de infostat.
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MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental — Viabilidad de crioconservacion

Tratamiento | Tratamiento Tratamiento

T1 T2 T3 Yij=utc+e;
Glicerol DMSO Polietilenglicol Y;; = Viabilidad de crioconservacion.
10 % u = Media de la eficiencia de crioconservacion. CFU
Tratamiento | Tratamiento Tratamiento c; = efecto de_I i-ésimo tratamiento para la crioconservaciénn
de A. tumefaciens
T4 T5 T6 g;; = Error experimental asociado a la j-enésima unidad
Glicerol DMSO Polietilenglicol experimental
20 %
Hipdtesis Nula: uqy = up = us Hipotesis Alternativa: uq# Hp # Uz InfOStat
No existe diferencia significativa en la media Existe diferencia significativa en la media SOFTWARE ESTADISTICO
de la viabilidad de crioconservacion. de la viabilidad de crioconservacion.

Fig 22. Plataforma Infostat.
Tomado de infostat.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccion de ADN plasmidico

Muestra Concentracion Pureza Pureza Muestra Concentracion Pureza Pureza
waimb) (A260/280) (A260/230) waimb) (A260/280) (A260/230)

Top10-T1 2378 2,132 1,965 Top 10-Ttl 2859,3 1,964 2,137
Top10-T2 2423 2,033 2,279 Top 10- Tt2 3056 1,839 2,245
DH5a - D1 115,7 1,096 1,896 Top 10 - Tt3 2256,2 2,219 2,034
DH5a - D2 143,6 1,304 1,637 Top 10-Tt4 2365,3 2,042 1,968
JM109 - J1 1957 2,032 2,364 Top 10-Tt5 2459 1,997 1,893
JM109 - J2 1471 2,196 2,362 Top 10-Ts1 3158,1 2,139 2,101
Top 10-Ts2 2365 1,975 2,195

En el caso de la cepa JM109, se observa que el plasmido

experimenta degradacion durante la aplicaciéon de métodos __Top 10-Tel 3087,2 2,164 1,963
de transformacion, lo que impide su expresion al amplificar

ADN. En contraste, la cepa Top 10 no muestra degradacion

del plasmido en el ADN durante estos procedimientos (Yang,

2012).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Comprobacion de la presencia de laregion
promotora que contiene el gen RGA2

1500 pb

1000 pb

Fig 23. Electroforesis de ADN plasmidico.
Tomado por: Pachala Dustin (2023)

Segun Yang (2012), la expresion de
plasmidos en cepas de E. coli puede verse
afectada segun la cepa y el tamafio del
plasmido transformado. Segun la
investigacion de Yang et al. (2016), RGA2
amplifica 1523 pb.

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccion de ADN de banano

Muestra Concentracién Pureza Pureza
(A260/280) (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

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 .

Fig 24. Electroforesis de confirmacién de la regién de interés
en ADN de banano. Tomado por: Pachala Dustin (2023)
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RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccion de ADN de banano

Muestra Concentracién Pureza Pureza
(A260/280) (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

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 .

Fig 24. Electroforesis de confirmacién de la regién de interés
en ADN de banano. Tomado por: Pachala Dustin (2023)
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RESULTADOS Y DISCUSION

Eficiencia de transformacion — Choque térmico

Tratamientos Repeticion 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
TC2 2 5 153 61200000 73734939,8
TC2 3 5 217 86800000 104578313

Fig 25. Cepas de A. tumefaciens
transformadas por choque térmico.
Tomado por: Pachala Dustin (2023)
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RESULTADOS Y DISCUSION

Eficiencia de transformacion — Electroporacion

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

Fig 26. Cepas de A.

transformadas

por

tumefaciens

Electroporacion.

Tomado por: Pachala Dustin (2023)
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RESULTADOS Y DISCUSION

Comprobacion de transformacion

Muestra Concentracion Pureza (A260/280) Pureza (A260/230)
(ug/mL)
ATE1 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

Sin embargo, no todas las cepas en medio con tetraciclina

contienen el fragmento de interés, ya que la tetraciclina no

indica su presencia. Ademas, mutaciones inespecificas

pueden resultar en cepas transformadas que crecen en medio Fig 29. Electroforesis de confrmacion de
. . transformacion. Tomado por: Pachala Dustin (2023)

con tetraciclina pero no contienen el fragmento deseado (Luo

& Farrand, 1999).




RESULTADOS Y DISCUSION

Eficiencia de transformacion

Analisis de la varianza

Variable N R®= R® Aj CW
ET 12 0,75 0,66 37,78

Cnadro de Analisis de la Varianza

(SC tipo III)

F.V. SC gl CcH F p-valor
Modelo 451%1861068%41500,00 3 15063953639647200,00 8,17 0,0081
Tratamientos 45191861068941500,00 3 15063953689647200,00 8,17 0,0081
Error 14746299035534200,00 8 1843287379441770,00
Total 59938160104475700,00 11

Error: 1843287375441768,2500 gl:

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=112256686,34202

Msdias con una letra comin no son

Tratamisntos Medias n .

TE1l 217333333,33 3 2 80,94 R
TEZ 93879517,87 3 2 80,94 B
TCz 55783132,47T 3 2 80,94 B
TC1l 57558232,593 3 2 80,594 B

]
[
I

ivamsnts difersentes (p > 0,05)

Fig 27. ANOVA de eficiencia de transformacion. Tomado por:

Pachala Dustin (2023)

2312184081

179260695,0

T 1273029815

75345268 6

23387555,

TE2 TC1 TC2 ‘

Tratamientos

Fig 28. Gréfico de barras de eficiencia de transformacion. Tomado

por: Pachala Dustin (2023)
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RESULTADOS Y DISCUSION

La eficiencia de transformacion fue de 8.6x10"7 CFU/ug con 5 ug de ADN plasmidico en el choque
térmico, mientras que en la electroporacién con celdas de 2 mm y 5 ug de ADN plasmidico fue de
2.1x10"8 CFU/ug. En comparacion con estudios previos, la electroporacion demostré ser mas efectiva
gue el choque térmico para transformar cepas de A. tumefaciens.

Comparando los métodos de transformacion genética, se destacan diferencias significativas en la
eficiencia, como el voltaje en electroporacion y el tiempo de cambios de temperatura en choque térmico.
GOmez et al. (2018) sugiere que la electroporacion, al ofrecer un mejor control en la permeabilidad de la
membrana, es mas efectiva en la introduccién de material genético en células, atribuyendo su eficacia al
voltaje aplicado. Aunque el choque térmico es mas practico, Garcia (2015) sefiala su menor efectividad
debido a la estructura de tres capas en la pared celular de A. tumefaciens, que limita la formacion de
poros para la entrada de ADN plasmidico.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Viabilidad de crioconservacion

Tratamientos Repeticion #de CFU
colonias (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

Tratamientos Repeticion #de CFU
colonias (cfu/ml)
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

HESPE



RESULTADOS Y DISCUSION

Viabilidad de crioconservacion

Fig 30. Viabilidad de crioconservacion en Fig 31. Viabilidad de crioconservacion en Fig 32. Viabilidad de crioconservacion en
glicerol. Tomado por: Pachala Dustin (2023) DMSO. Tomado por: Pachala Dustin (2023) polietilenglicol. Tomado por: Pachala Dustin
(2023)
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RESULTADOS Y DISCUSION

Viabilidad de crioconservacion

Analisis de la varianza 117222445

Variable N R® Rf Aj CWV

CFU 18 0,93 0,80 8,74
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 98756015
Tratamientos S5099866666666670,00 5 1719973333333330,00 30,39 <0,0001
Error 679253333333333,00 12  56604444444444,40
Total $279120000000000,00 17
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=20633809,14522
Error: b6604444444444,4141 gl: 12

= 80289585
Tratamientos Medias n E.E.
T2 108800000, 00 4343748,17
TS 105066666, 67 4323748,17
)
T3 T4 T5 T6

CFU {cfuiml)

Tl 96266666,67 4343748,1
T4 93866666,67

W W W W W
B

T3 60666666,67
T6 51733333,33 3

Msdias con una lestra comin no somn signifi

61623156

Fig 33. ANOVA de viabilidad de crioconservacion. Tomado por:
Pachala Dustin (2023)

43356726

Tratamientos

Fig 34. Gréfico de barras de viabilidad de crioconservacion.

Tomado Eor: Pachala Dustin ‘2023=
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RESULTADOS Y DISCUSION

En el analisis estadistico de la viabilidad de crioconservaciéon, se encontré6 que el DMSO al 10% de
concentracion, crioconservado durante 2 meses, fue el agente crioprotector mas eficiente segun las CFU
calculadas, superando al Glicerol y al polietilenglicol. Se identificaron diferencias significativas entre los
tratamientos y los agentes crioprotectores.

Investigaciones previas, como la de Ozuna et al. (2019), respaldan que el DMSO en concentraciones de
12,5% a 25% actia mejor que el glicerol como agente crioprotector. Aunque el glicerol es menos toxico,
el DMSO penetra mejor en la célula, lo que contribuye a una mejor crioconservacion (Farrant, 1980). Ahn
et al. (2021) informa que tanto el DMSO como el glicerol son eficientes como agentes crioprotectores en

comparacion con el polietilenglicol, y sugiere la posibilidad de combinarlos con otros agentes para
mejorar su efectividad.




CONCLUSIONES

La extraccion de ADN plasmidico es esencial en la transformacion genética para prevenir contaminantes y
fenoles que podrian interferir en el proceso. En este estudio, se seleccionaron plasmidos de la cepa Top 10
de E. coli debido a su concentracion mas alta y mejor pureza en comparacion con otras cepas utilizadas.

La transformacion bacteriana utilizando un plasmido CRISPR-Cas con ARN guia dirigido a la region
promotora del gen RGA2 fue exitosa mediante dos métodos establecidos. Se observaron diferencias
significativas entre los métodos, destacando la electroporacion como mas efectiva que el choque térmico.

Se confirmé la eficacia de los agentes crioprotectores, especialmente el DMSO, para preservar la viabilidad
de cepas de A. tumefaciens, transformadas y no transformadas. Aunque el glicerol mostr6 menor viabilidad
en comparacion con el DMSO, sigue siendo una opcion viable para la conservacion de cepas.




RECOMENDACIONES

Al realizar los disefios de primers in silico, se debe tener en cuenta las condiciones a las que 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 tamafo 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 contaminacién desde la extraccion del plasmido, las cepas transformadas
pueden estar contaminadas.
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