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RESUMEN 

 

En este estudio se desarrollaron controles positivos para la validación del 

diagnóstico, por reacción en cadena de la polimerasa, de enfermedades 

causadas por Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 4 tropical y el virus PRRS. 

Se realizó análisis in silico de los cebadores utilizados para la amplificación del 

fragmento de interés y de la inserción del ADN en el vector recombinante 

pGEM®- T Easy de Promega, el cual fue utilizado para realizar la clonación. Se 

validó exitosamente un protocolo para la obtención de células competentes a 

partir de la cepa de Escherichia coli JM109 y mediante Ingeniería Genética se 

insertaron los fragmentos de interés para generar los controles positivos. No se 

encontraron cambios en la secuencia de ADN en relación al molde empleado. La 

eficiencia de los métodos y protocolos utilizados se comprobó por la similitud de 

resultados obtenida entre las pruebas “in silico” e “in vitro”. Los clones obtenidos 

fueron utilizados para la elaboración de un banco de células conservadas en 

solución de glicerol al 60% y almacenados a una temperatura de -80°C.   

 

Palabras clave: Ingeniería Genética, Fusarium oxysporum, PRRS, Escherichia 

coli JM109 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Positive controls for diagnose validation of disases caused by tropical Fusarium 

oxysporum f. sp cubense breed 4 and PPRS virus through polymerase chain 

reaction were developed. In silico analysis of the primers used for both the 

amplification and the insertion of the DNA fragment into Promega´s recombinant 

vector PGEM®- T Easy was carried. A protocol to obtain competent cells from the 

Escherichia coli JM109 strain was successfully validated, fragments of interest 

were introduced into them through genetic engineering generating the positive 

controls. There were no changes found in the used DNA template. Method and 

protocol efficiency was proven by the similarity of the results obtained in both the 

“in silico” and “in vitro” tests. The obtained clones were used to create a cell bank 

that will be kept in a 60% glycerol solution stored at -80°C.   

 

Key words: Genetic engineering, Fusarium oxysporum, PRRS, Escherichia coli 

JM109 
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1. Introducción 

 

1.1 Antecedentes 

 

Los productos derivados de las áreas agrícola y ganadera son comercializados 

a nivel global entre diferentes países, para lo cual existen diversas normas para 

su exportación e importación con el fin de no transmitir enfermedades 

cuarentenarias a otros países (Agrocalidad, 2017; MAPAMA, 2016). Varios 

organismos a nivel regional e internacional controlan el cumplimiento de las 

normas establecidas para el intercambio comercial de los productos. A nivel 

nacional, la institución encargada del cumplimiento de estas normas es la 

Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de la Calidad del Agro 

(AGROCALIDAD), institución pública adscrita al Ministerio de Agricultura, 

Ganadería, Acuicultura y Pesca (MAGAP) encargada de otorgar los permisos 

fitozoo-sanitarios (Ministerio de Agricultura, Ganadería, 2014) a nivel nacional 

(MAGAP, 2017). 

 

El Ecuador posee una importante producción tanto en el sector pecuario como 

en el sector agrícola (INEC, 2016; MAGAP, 2017).  En cuanto al sector ganadero, 

el país cuenta fundamentalmente con bovinos y porcinos (INEC, 2016; MAGAP, 

2017; Mestanza & Velasco, 2015),  los cuales representan una fuente de 

ingresos importantes debido al volumen de las exportaciones realizadas. A su 

vez, en el sector agrícola el Ecuador cuenta con varios productos de importancia 

en la exportación tales como: el banano, cacao, café, papá, entre otros. 

 

El sector agropecuario es muy importante en la economía de muchos países y 

representa un rubro económico destacado, por esta razón es indispensable el 

control de enfermedades en plantas y animales. De hecho, para garantizar el 

control de las mismas no se permite la exportación de ningún producto que no 

cumpla con las normas sanitarias del país de exportación, así como aquellas que 

rigen en el país que importa el producto (EPPO, 2004; FAO, 2007, 2017).  
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Existen diversos métodos para la detección de las enfermedades en los 

productos sujetos a exportación e importación. En el caso de las plantas, una de 

los más utilizados es la comparación entre una planta sana y plantas que se 

sospecha poseen la enfermedad por simple inspección, no obstante se requiere 

de mucha experiencia y capacitación para lograr el diagnóstico de forma 

satisfactoria(Riley, Williamson, & Maloy, 2002).  

 

Adicionalmente, se pueden detectar enfermedades por medio del aislamiento de 

los patógenos presentes por técnicas microbiológicas, sin embargo, este 

procedimiento requiere de mucho tiempo para la obtención definitiva de 

resultados, lo cual puede generar pérdidas económicas (Riley et al., 2002).  

 

Por otro lado, se pueden emplear inmunoensayos basados en la unión antígeno-

anticuerpo para la detección de los patógenos. En este tipo de ensayos una 

reacción positiva nos permite conocer si la enfermedad está presente en el 

individuo o, en su defecto, si presenta producción de anticuerpos contra la 

enfermedad por vacunación previa (Acosta, Pinedo, Hernández, & Villarreal, 

2013; Enciso et al., 2004; Ochoa et al., 2000; Rodríguez, Rangel, Centeno, 

Mendoza, & Parra, 2004). Las técnicas de inmunoensayo son aplicables tanto 

en plantas como en animales para detectar patógenos o enfermedades (Acosta 

et al., 2013; Rodríguez et al., 2004), ), sin embargo, se utilizan mayormente para 

el área animal en comparación con el área vegetal. Pese a sus ventajas las 

técnicas de inmunoensayo suelen ser costosas y muchas veces se ven limitadas 

para la detección de algunos patógenos. Por esta razón, en diversos casos se 

emplean técnicas de biología molecular, las cuales pueden resultar más rápidas, 

económicas y precisas que las mencionadas anteriormente. 

 

Entre las técnicas más empleadas en biología molecular se encuentra la 

Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en ingles) y todas 

sus variantes. Algunas ventajas que la destacan respecto a otras técnicas de 
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detección son su sensibilidad y bajo costo ya que se necesita una mínima 

cantidad de material de partida para que la detección sea efectiva.    

El laboratorio de Biología Molecular de AGROCALIDAD se encuentra en 

capacidad de diagnosticar diversas enfermedades con relevancia para el sector 

agropecuario, entre las que se incluyen: Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 

4 tropical y el  virus del Síndrome Respiratorio y Reproductivo Porocino (PRRS),  

empleando la técnica de PCR convencional y PCR en tiempo real (qPCR), La 

sensibilidad, eficiencia y especificidad de esta técnica permite la detección de un 

amplio rango de enfermedades, lo que posibilita llevar un control efectivo  de 

enfermedades  de interés para el sector agropecuario(AGROCALIDAD, 2017).  

 

1.2 Planteamiento del problema 

 

Una de las enfermedades más comunes y devastadoras a nivel internacional en 

el sector pecuario es la causada por el Virus del Síndrome Reproductivo y 

Respiratorio Porcino (VPRRS). Se conoce que el año 2006 en China el virus de 

PRRS aquejó a más de 2 millones de cerdos de los cuales 400000 fallecieron 

por la enfermedad, afectando al sector porcino por 5 meses consecutivos y por 

ende, la economía de los productores (ANELLI & FAO, 2010; FAO et al., 2011). 

En el Ecuador actualmente no se registra la presencia de esta enfermedad. 

 

Por otra parte, en el sector agrícola una de las enfermedades más comunes es 

la causada por el hongo Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 4 tropical. 

Respecto a ésta enfermedad existen reportes a nivel mundial que dan cuenta de 

sus efectos. En Indonesia en el año 2002 cuando la enfermedad atacó se 

estimaron pérdidas de alrededor de 11 millones de dólares al afectar 500 

hectáreas de cultivos. A su vez, en el año 2000 China reportó la enfermedad que 

afectó a 65000 hectáreas de producción, equivalente al 25% de sus cultivos.  La 

enfermedad impactó severamente la economía del sector en ambos 

casos(Sotomayor & INIAP, 2012). No se ha detectado la presencia de este hongo 

dentro del territorio ecuatoriano. 
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El control y prevención de estas enfermedades es fundamental para mantener 

las exportaciones y evitar importantes afectaciones al sector agropecuario. A 

cargo de estas actividades de control y prevención en nuestro país se encuentra 

AGROCALIDAD, que en los últimos años ha implementado una gran variedad 

de análisis moleculares con el fin de garantizar estándares de calidad en la 

producción destinada a la exportación. Sin embargo, los controles positivos 

empleados para validar éstas técnicas han sido, en su mayoría, adquiridos en el 

exterior lo cual supone costos elevados para la institución.  Adicionalmente, 

algunos de los controles de referencia necesarios son difíciles de adquirir por lo 

que la validación de las pruebas se ve limitada. 

 

Finalmente, cabe mencionar que en cuanto a las enfermedades Fusarium 

oxysporum f. sp. cubense raza 4 tropical y el virus de PRRS en la actualidad no 

se dispone de controles que permitan validar su presencia mediante la técnica  

de  PCR en esta institución (Agrocalidad, 2017). 

 

1.3 Objetivos 

 

1.3.1 Objetivo general 

 

Obtener controles positivos internos para la detección de las enfermedades 

causadas por Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 4 tropical y el Virus del 

Síndrome Reproductor y Respiratorio Porcino (PRRSV) mediante Ingeniería 

Genética. 

 

1.3.2 Objetivos específicos 

 

 Establecer las condiciones de clonación de los genes correspondientes a 

las especies de interés diagnóstico. 

 Validar los clones obtenidos mediante métodos de biología molecular. 
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 Establecer un banco para la conservación de los clones obtenidos como 

controles positivos internos, para su posterior aplicación en métodos 

diagnósticos de enfermedades de relevancia en el sector agropecuario 

del país 

 

1.4 Justificación 

 

De acuerdo con lo antes expuesto, y con el fin de solventar la ausencia de 

controles positivos internos que permitan validar las técnicas moleculares de 

detección de las enfermedades de Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 4 

tropical y el virus de PRRS, el objetivo de este trabajo está enfocado al desarrollo 

mediante técnicas de Ingeniería Genética de controles de referencia internos de 

tipo plasmídico para ser empleados en AGROCALIDAD de forma rutinaria. 

 

La implementación de estos controles gracias a la tecnología del ADN 

recombinante nos permitirá obtener clones, los cuales, una vez establecidos, 

garantizarán una fuente ilimitada del material genético de interés, logrando de 

esta manera que el laboratorio cuente con controles de referencia internos 

apropiados.  

 

Finalmente, es importante mencionar que el material de referencia obtenido 

eliminará la dependencia de los controles adquiridos a diferentes casas 

comerciales que implican un alto costo económico, siendo por tanto un aporte 

importante para la institución y el país. 

 

2. Marco teórico 

 

2.1 Ingeniería genética  

 

2.1.1 Generalidades de Ingeniería Genética 
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La Ingeniería Genética es una ciencia relativamente moderna comparada con 

otras (Buendía, 2010; Chaparro, 2014; Mainero, 2015) y se define como el 

conjunto de técnicas y tecnologías que permiten la manipulación, edición y 

transferencia del ADN de un organismo para obtener un fin (Buendía, 2010; Klug, 

Cummings, & Spencer, 2006; S. B. Primrose, Twyman, Primrose, & Primrose, 

2006). 

 

La tecnología para manipular el ADN (ácido desoxirribonucleico) se viene 

desarrollando aproximadamente hace 40 años (S. Primrose & Twyman, 2006), y 

es gracias a ésta que la Ingeniería Genética surgió y ha progresado siendo usada 

para diversos fines, entre los que cabe resaltar el desarrollo de nuevas 

herramientas para el diagnóstico de múltiples enfermedades (Mainero, 2015; S. 

Primrose & Twyman, 2006). Actualmente, existen diversas técnicas de 

manipulación del ADN que podemos aplicar dependiendo de los insumos 

disponibles y de los fines para los cuales se destinen. 

 

El correcto manejo del ADN requiere de la integración de diferentes ciencias, 

tales como: física, química, biología, matemáticas, estadística y biología 

molecular, las cuales se complementan entre ellas con el fin de lograr una mejor 

manipulación del ADN (Mainero, 2015).  

 

Actualmente, la Ingeniería Genética se aplica en las diversas áreas de la 

Biotecnología las cuales involucran distintos organismos que van desde los más 

simples del planeta como son los bacterias hasta organismos tan complejos 

como el ser humano, pasando por las plantas y animales (Buendía, 2010; 

Chaparro, 2014; Gutiérrez-Samperio, 2002; Mainero, 2015). En cada área, esta 

ciencia es utilizada para un fin diferente, sin embargo, en todas se desea obtener 

un beneficio. 

 

En el área de Biotecnología Vegetal se puede observar que, es utilizada 

principalmente para la obtención de plantas que posean características que les 

permitan resistir condiciones climáticas extremas (Chaparro, 2014) o cultivos que 
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posean mejores cualidades nutricionales para alimentar a personas o animales 

(Chaparro, 2014; Mainero, 2015). Así mismo, se puede emplear para la 

detección, prevención y tratamiento de enfermedades vegetales. 

 

A su vez, las aplicaciones en el área de la Biotecnología Humana y Animal son 

varias, siendo unas de las más relevantes: la detección y tratamiento de 

enfermedades, así como la investigación, desarrollo y producción de 

medicamentos(Buendía, 2010; Gutiérrez-Samperio, 2002; Mainero, 2015). 

 

Finalmente, el uso de organismos modelo y la  Ingeniería Genética han facilitado 

conocer el comportamiento  de la mayoría de los seres vivos, permitiendo 

obtener información acerca de los aspectos bioquímicos y fisiológicos que 

facilitan procesos tales como:  la división celular, la expresión y regulación de la 

información genética, el uso y asimilación de energía, que permiten extrapolar 

los datos obtenidos a otros organismos similares o que se relacionen de alguna 

manera entre ellos (Fields, 2005; Mainero, 2015). Entre los organismos modelos 

más utilizados para estos fines se encuentran: Escherichia coli, Saccharomyces 

cerevisiae, Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster, Mus musculus y 

Arabidopsis thaliana (American Society of Plant Biologists, 2017; Fields, 2005; 

Mainero, 2015; TAIR, 2017).  

 

2.1.2 Etapas de Ingeniería Genética 

 

La Ingeniería Genética se desarrolla a través de varias etapas para obtener el 

producto deseado, el cual puede ser una proteína, un gen de interés clonado o 

la obtención de clones para la preservación del material genético (Klug et al., 

2006; S. Primrose & Twyman, 2006).  

 

 

Para esto se inicia con la secuencia genética deseada, para lo cual se debe 

conocer la función que desempeña y el tamaño de la misma. En caso de ser una 
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secuencia que codifica una proteína, se requiere identificar las rutas metabólicas 

involucradas y las modificaciones post-traduccionales en caso de tenerlas. Una 

vez identificada la secuencia a trabajar se debe analizar a partir de qué fuente 

se obtendrá, qué método se utilizará para la extracción de la misma y cuáles 

insumos están disponibles para realizar la obtención. Cuando se tiene toda esta 

información se selecciona el hospedero a utilizar tomando en cuenta el producto 

que se desea obtener para la selección del vector adecuado.  

 

 

Este paso es fundamental para el proceso ya que existe una diversidad de 

vectores como son:  plasmídicos, virales, de tipo cósmidos, YAC, BAC y 

fagémidos. Cada uno posee características diferentes en función al tamaño de 

la secuencia que es posible insertar y su estabilidad. Dependiendo del tipo de 

vector a emplearse se utilizan diferentes métodos de unión del vector con la 

secuencia genética deseada, al vector que porta el ADN de interés se le llama 

ADN recombinante. Tras la unión del vector y el gen de interés se debe proceder 

a insertar el vector dentro de la célula hospedera previamente seleccionada, por 

cualquier metodología deseada (depende de la implementación de cada 

laboratorio).  

 

 

Una vez que el hospedero porta el vector recombinante se selecciona una de las 

colonias transformadas para analizarla y verificar la correcta inserción del gen de 

interés. Luego de realizar todos los pasos anteriores se debe conservar la célula 

hospedera transformada con el vector recombinante. La técnica de preservación 

puede variar dependiendo lo que se desea obtener al final (Klug et al., 2006; S. 

Primrose & Twyman, 2006).  
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2.1.2.1 Obtención del material genético de interés 

 

La obtención del material genético, ya sea este ADN o ARN (Ácido Ribonucleico), 

es el primer paso o punto de partida de la Ingeniería Genética (Chaparro, 2014; 

Dahm, 2005; Kennedy et al., 2014; Mainero, 2015). 

 

 

El proceso se puede realizar por diversos métodos, entre los más utilizados se 

encuentra el uso de diversos kits, los cuales permiten realizar la extracción de 

manera rápida y sencilla. No obstante, una de las principales desventajas que 

presentan los kits de extracción está relacionada con los altos costos de 

adquisición de los mismos. 

 

 

Cabe mencionar, que la extracción de ADN y ARN se puede realizar también de 

forma manual, presentando un menor costo comparado con los kits; pero 

aumentando el tiempo para la obtención del material. Algunas de las 

metodologías empleadas para este fin incluyen: el uso de agentes caotrópicos 

que lisan las células, método de ebullición, método de centrifugación para la 

obtención del material genético según su peso molecular, etc (Kennedy et al., 

2014; McAlexander, Phillips, & Witwer, 2013; Shelke, Lässer, Gho, & Lötvall, 

2014; Sonnenberg et al., 2014).  

 

 

Una vez que se ha obtenido el ácido nucleico correspondiente del organismo 

blanco se procede a obtener el gen o fragmento de ADN de interés a ser 

insertado en el vector. Para esto se emplea habitualmente la técnica de PCR. La 

misma consiste en una técnica molecular que permite la amplificación de un ADN 

específico dentro del genoma de un organismo de interés. Los componentes 

necesarios para realizar la amplificación del ADN son: cebadores, nucleótidos 

(adenina, timina, guanina y citocina), enzima polimerasa y el ADN molde; al 

combinarse estos elementos empelando  un termociclador que regula la 
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temperatura y el tiempo necesario para cada etapa llamada ciclo (Garibyan & 

Avashia, 2013; Joshi & Deshpande, 2011; S. Primrose & Twyman, 2006), se 

produce una masificación del ADN de interés a partir de una muestra pequeña 

de ADN empleado como molde o  templado (Joshi & Deshpande, 2011). 

 

 

La clonación TA se basa en la complementariedad entre timina, que se encuentra 

en los extremos 3` del vector linealizado, y adenina que se genera en el 

fragmento amplificado por PCR del gen de interés (Joshi & Deshpande, 2011; 

PREMIER Biosoft, 2017; PROMEGA, 2010). La generación de la adenina extra 

en el gen de interés es producida por una ADN polimerasa recombinante que la 

incorpora en los extremos 3` del fragmentoamplificado, debido a su actividad 

transferasa terminal. Al ser complementarias las bases se unen y mediante una 

enzima ligasa se produce la unión del vector con el gen de interés (PREMIER 

Biosoft, 2017). 

 

 

A su vez, la clonación por restricción-ligazón, utiliza enzimas de restricción para 

generar cortes dentro del sitio múltiple de clonación (MSC) que permitan la 

inserción de un fragmento de ADN deseado. Para lograr la inserción del 

fragmento deseado se utiliza una PCR de mutagénesis (Basu, 2015; EMBL, 

2017; SnapGene, 2017) con el fin de insertar una mutación dirigida dentro de la 

secuencia de ADN amplificada (Basu, 2015; SnapGene, 2017). La mutación es 

insertada por los cebadores. La inserción de la secuencia mutada se encuentra 

en los extremos del gen de interés con el fin de generar una secuencia 

complementaria entre el vector cortado por la enzima de restricción y el 

fragmento de ADN de interés con la mutación en sus extremos (Basu, 2015; 

EMBL, 2017; SnapGene, 2017). 
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2.1.2.2 Células hospederas 

 

Las células hospederas constituyen uno de los factores más importantes al 

momento de realizar una transformación, debido a que éstas son las que 

incorporan el ADN para su preservación y replicación (Camacho, Reyes, Franco, 

Comach, & Ferrer, 2016; Li et al., 2010; Mainero, 2015). Para que una célula 

pueda adquirir un ADN exógeno y transformarse es necesario que las adquieran 

un estado “competente”. En este estado las células poseen una mayor 

permeabilidad en la membrana celular lo cual facilita el ingreso del ADN foráneo 

aademás poseen un genotipo alterado en cuanto a la producción de enzimas de 

restricción endógenas. Actualmente existe una diversidad muy amplia de células 

competentes, sin embargo entre las más utilizadas se encuentran las células 

hospederas para realizar electroporación y shock térmico (Chaparro, 2014; Li 

et al., 2010; Mainero, 2015). 

 

 

Diversos microrganismos pueden ser utilizados como células hospederas, entre 

los que se incluyen tanto bacterias, como levaduras. Algunos de los principales 

organismos utilizados son: Escherichia coli, Helicobacter pylori, Bacillus subtilis, 

Haemophilus influenzae, Arabidopsis thaliana, Saccharomyces cerevisiae, etc. 

(Chen & Dubnau, 2004; Li et al., 2010; Mainero, 2015). 

 

 

Entre estos organismos E. coli destaca de manera particular, siendo uno de los 

principales organismos utilizados para este fin (Chen & Dubnau, 2004; Li et al., 

2010; Mainero, 2015). Existe una gran variedad de serotipos de E. coli que son 

utilizados como hospederos con características únicas (S. Primrose & Twyman, 

2006). La razón para utilizar este microorganismo como una de las principales 

células hospederas es la gran cantidad de información que se dispone sobre el 

mismo. 
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E. coli pertenece a la familia Enterobacteriaceae y es Gram-negativa. Posee una 

forma de varilla, y se puede encontrar en casi cualquier tipo de ambiente, por lo 

que puede ser aislada de diversas partes; entre los materiales más comunes 

para encontrarla se encuentran las heces fecales (Croxen et al., 2013). Sin 

embargo, también se la puede encontrar en el medio ambiente, el tracto digestivo 

de muchos animales, incluyendo el ser humano, en el agua, alimentos, etc  

(Croxen et al., 2013; Mainero, 2015; Majowicz et al., 2014; Nguyen et al., 2016). 

 

 

Por otra parte, la duplicación de ésta se produce aproximadamente cada 20 

minutos (Mainero, 2015) a 37°C de preferencia (Croxen et al., 2013; Mainero, 

2015). Puede adaptarse con facilidad y crecer de forma aeróbica o anaeróbica 

(Croxen et al., 2013). Actualmente se conoce que existen cepas de E. coli que 

pueden ser fermentadoras de lactosa o no (Croxen et al., 2013). Las cepas 

fermentadoras de lactosa al ser sembradas en medios específicos para entero 

bacterias, como el medio de cultivo MacConkey, generan una tonalidad color rojo 

rosado (Corona, 2011). 

 

 

La cepa JM109 (PROMEGA, 2017) es ideal para la transformación usando 

vectores pGEM® -T Easy (PROMEGA, 2010), así como para la producción con 

alta eficiencia de ADN monocatenario a partir del vector binario M13 y vectores 

de tipo fagémidos. Al poder ser hospedera de diversos vectores posee la 

cualidad de transformarse por diversos métodos (según la necesidad del 

investigador). No existe restricción o recombinación del ADN de interés con el 

ADN cromosómico del hospedero, lo que se debe a que carece de recA- y no 

posee sistema de restricción E. coli K. No posee actividad β-galactosidasa al 

poseer el genotipo lacZΔM15. Cabe mencionar que el genotipo completo de esta 

cepa es: recA1, endA1, gyrA96, thi, hsdR17 (rK–,mK+), relA1, supE44, Δ(lac-

proAB), [F´, traD36, proAB, lacIqZΔM15] (4) (PROMEGA, 2010, 2017). 
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2.1.2.3 Vectores de clonación 

 

Los vectores son moléculas transportadoras las cuales son insertadas dentro de 

un hospedero (Klug et al., 2006; S. Primrose & Twyman, 2006). Poseen la 

capacidad de transferirse y replicarse dentro del hospedero y son utilizados para 

insertar fragmentos de ADN de interés o genes de interés (Klug et al., 2006; S. 

Primrose & Twyman, 2006) dentro del hospedero para la producción de 

medicamentos, conservación de genes y preservación de material genético de 

interés en bibliotecas de genómicas (Klug et al., 2006; S. Primrose & Twyman, 

2006). 

 

 

Los vectores poseen algunas partes esenciales que son: el origen de replicación, 

que permite la replicación del vector dentro del hospedero; un promotor unido al 

sitio de unión al ribosoma que permitirá tanto la transcripción como la traducción 

de la proteína de interés; un marcador de selección, que dependiendo del vector 

podrá ser tanto  de apreciación visual como de resistencia y el sitio múltiple de 

clonación (MSC) donde se insertará el gen de interés (Klug et al., 2006; S. B. 

Primrose et al., 2006). 

 

 

El sistema de clonación pGEM®-T Easy Vector System I (Figura 1), permite 

realizar la clonación de una manera sencilla. Es un vector linealizado que posee 

timinas en cada extremo 3’, las cuales son salientes que mejoran la eficiencia de 

inserción del producto de PCR amplificado mediante una ADN polimerasa 

recombinante o que genere una adenina en cada extremo 3’ del producto de 

PCR (PROMEGA, 2010). Es un vector con alto número de copias dentro del 

hospedero. Las partes que lo conforman son: los promotores T7 y SP6 ARN 

polimerasa, una región con el codón α-péptido que codifica para β-galactosidasa, 

utilizada como marcador de selección produciendo colonias color blanco/azul y 

un gen de resistencia para ampicilina como segundo marcador de selección de 

transformación, como se observa en la figura 1 (PROMEGA, 2010). La ligazón 
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del vector y el gen de interés se realiza rápido por medio del 2X Rapid Ligation 

Buffer que posee el vector y la enzima Ligasa T4 (PROMEGA, 2010). La 

capacidad de clonación del vector es amplia por lo que se ha reportado la 

inserción de genes de interés, mayores a 2kb, sin afectar la estabilidad del vector 

o del hospedero (PROMEGA, 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Diseño de pGEM®-T Easy Vector Systme I.  

Tomado de: (PROMEGA, 2010). 

2.1.2.4 Unión del ADN de interés al vector 

 

Un vector es una molécula de ADN al cual se incorpora el material genético de 

interés actuando como un vehículo que la transporta, tras lo cual es capaz de 

ingresar al citoplasma de una célula hospedera transformándola. El vector logra 

replicarse debido a que posee la secuencia de inicio de la replicación, la cual es 

similar a la secuencia de replicación de la célula hospedera (S. Primrose & 

Twyman, 2006). Para este fin, utiliza los mecanismos de la célula hospedera 

(Mainero, 2015; S. Primrose & Twyman, 2006). 

 

 

Actualmente, existe una gran variedad de vectores, que se ajustan a las 

necesidades del trabajo que se esté realizando. Cada vector tiene diferentes 

maneras de ligar la secuencia deseada (S. Primrose & Twyman, 2006). 
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Dependiendo de qué tipo de vector es usado, la unión del fragmento de ADN 

deseado será diferente. Entre la gran variedad de enzimas que ligan los vectores 

podemos encontrar la Topoisomerasa I. Esta es una enzima que se encuentra 

de manera natural en los organismos vivos, actúa al mismo tiempo como enzima 

de restricción y ligazón y, por tanto permite ligar fragmentos de ADN de interés 

en el sistema conocido como clonación de tipo TA tradicional (S. Primrose & 

Twyman, 2006; Reid & Lazinski, 2000; THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2015; 

Fasching, Cejka, Kowalczykowski, & Heyer, 2015; Hsiang, Lihou, & Liu, 1989).  

 

 

Por otra parte, la enzima Ligasa T4 cataliza la formación de enlaces fosfodiéster, 

entre los extremos contiguos de 5’- fosfatoy un extremo 3’-hidroxilo de la doble 

cadena de ADN, con la necesidad de la hidrólisis de ATP como aporte de energía 

para la reacción  (Lehnman, 1974; S. Primrose & Twyman, 2006; Sugimoto, 

Okazaki, & Okazaki, 1968). La utilización de la ligasa T4 forma parte de los 

protocolos rutinarios de una gran variedad de sistemas de clonación, debido a 

su simplicidad de operación, y será el proceso a emplearse en este estudio 

(Lehnman, 1974; S. Primrose & Twyman, 2006; PROMEGA, 2010). 

 

2.1.2.5Transformación 

 

La transformación es uno de los pasos fundamentales para lograr que el vector 

recombinante ingrese en las células hospederas de manera correcta, al tiempo 

que se deben considerar varios aspectos para lograr que ésta sea exitosa (S. 

Primrose & Twyman, 2006). Se puede realizar una transformación mediante 

electroporación o choque térmico. Para cualquiera de los métodos seleccionados 

se debe primero contar con células hospederas que tengan una mayor 

permeabilidad de su membrana y sistemas de restricción disminuidos o 

ausentes, de tal manera que permitan el paso del plásmido a su interior y no lo 

degra (Mainero, 2015; S. Primrose & Twyman, 2006). 
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La electroporación es el método que al emplear un aumento de la conductividad 

eléctrica de manera externa al aplicar un campo eléctrico, permite la apertura de 

los poros de la membrana de forma reversible, facilitando así el incremento en 

su permeabilidad lo que resulta a su vez en el ingreso del ADN plasmídico dentro 

de la célula hospedera (Yang, 2007). Para la aplicación de esta técnica se 

requiere de un equipo que permita regular el voltaje de la corriente eléctrica y la 

duración de la misma, llamado electroporador. 

 

 

Por otra parte, el choque térmico que se empleará en esta investigación permite 

el ingreso del ADN exógeno a una célula hospedera, gracias a un cambio de 

temperatura que varía, de 0°- 42°C bruscamente y por unos pocos segundos. 

Este choque térmico en conjunto con los iones Ca2+, que se incorporan al medio, 

facilitan la neutralización de las cargas negativas de la membrana y la 

subsecuente apertura temporal de poros que permiten el ingreso del ADN 

exógeno (Angel, 2015; S. Primrose & Twyman, 2006).  

 

2.1.2.6 Selección de las células transformadas 

 

Una vez que ha ingresado el ADN exógeno plasmídico a la célula hospedera se 

procede a seleccionar las células que han sido transformadas (S. Primrose & 

Twyman, 2006). Para este fin se aplican diversas estrategias, siendo una de las 

más empleadas la selección por resistencia en un medio de cultivo selectivo. La 

función de este medio es proporcionar las condiciones necesarias para el 

crecimiento y desarrollo de la célula transformada, pero que adicionalmente sólo 

permita la supervivencia de las células que hayan incorporado el ADN 

plasmídico, el cual porta como ya -se explicó previamente- un gen que codifica 

para otorgar la respectiva resistencia (S. Primrose & Twyman, 2006). Las células  

que no posean resistencia al antibiótico no sobrevivirán en el medio selectivo  

(Blanco, Valverde, & Gómez, 2003; S. Primrose & Twyman, 2006).  
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Los antibióticos que se colocan en los medios selectivos dependen del gen de 

resistencia presente en el vector, por lo cual pueden variar de sistema en 

sistema, y pueden ser uno o varios, entre los más empleados tenemos: 

ampicilina, kanamicina y cefotaxima. A pesar de su amplio uso se han diseñado 

adicionalmente otras estrategias de selección, como la basada en reacciones 

colorimétricas que permiten la detección visual de las células transformadas. 

Uno de los marcadores visuales más empleados es la coloración azul/blanca 

producida por el gen lac Z (Polaina, 2004; S. Primrose & Twyman, 2006). Este 

gen codifica para la enzima β-galactosidasa y se puede encontrar de manera 

natural en una gran diversidad de organismos.  

 

 

El gen lac Z produce la enzima β-galactosidasa, cuya actividad produce la 

hidrolisis del sustrato cromatogénico del medio de 5-bromo4-cloro-3-indolil-b-D-

galactósido (X-gal), de esta enzima. Cuando este gen se encuentra intacto se 

produce la reacción que se evidencia por una coloración azul de las colonias, 

mientras que, sí el gen ha sido interrumpido, se visualizarán colonias de color 

blanco debido a la ausencia de la actividad enzimática y por tantono se produce 

la reacción., tal como se observa en la Figura 2 (S. Primrose & Twyman, 2006). 

 

Figura 2. Reacción del Xgal en el medio de cultivo.  

Tomado de: (S. Primrose & Twyman, 2006). 
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Para lograr esta hidrólisis las células utilizadas como hospederas bajo este 

sistema no suelen presentar este gen, o lo presentan alterado con el fin de 

efectuar una complementación al momento de la transformación. Habitualmente, 

se encuentra el sitio múltiple de clonaje interrumpiendo el gen lac Z en  los 

vectores de clonación  que emplean este marcador de selección (Polaina, 2004; 

S. Primrose & Twyman, 2006), lo que permite seleccionar las colonias blancas, 

que poseerán el vector recombinante en su interior, permitiendo discriminarlas 

de aquellas células que sólo han incorporado el vector vacío (Primrose & 

Twyman, 2006).  

 

 

2.1.2.7 Análisis de los clones transformados 

 

Las células que han sido transformadas deben ser analizadas para comprobar 

si el ADN de interés se ha incorporado en la dirección correcta, o si existe alguna 

mutación o problema en el mismo. La comprobación se puede realizar por 

diferentes métodos, en dependencia de los recursos con los que cuente el 

laboratorio  (S. Primrose & Twyman, 2006).  

 

 

En primer lugar se puede realizar un análisis de restricción con el cual es posible 

verificar la orientación así como la secuencia a grosso modo del fragmento de 

ADN insertado dentro del vector. Existen una variedad muy amplia de enzimas 

de restricción disponibles actualmente en el mercado. Cada enzima posee un 

sitio de reconocimiento y de corte único (Tabla 1) (S. Primrose & Twyman, 2006).  
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Tabla 1. 

Enzimas de restricción comúnmente empleadas y sus respectivos sitios de 

reconocimiento.  

 

Nombre de 

la enzima 

Sitio de 

reconocimiento 

Mbol 

/GATC DpnI 

Sau3AI 

MspI 
C/CGG 

HpaII 

AluI AG/CT 

HaeIII GG/CC 

TaiI ACGT/ 

BglII A/GATCT 

ClaI AT/CGAT 

PvuII CAG/CTG 

PvuI CGAT/CG 

KpnI GGTAC/C 

NotI GC/GGCCGC 

SbfI CCTGCA/GG 

 

Adatado de: S. Primrose & Twyman, (2006). 

 

Otro método que permite la verificación de las secuencias de ADN insertada 

dentro del vector es la Reacción en Cadena de Polimerasa (PCR), con 

cebadores específicos que permiten la amplificación del fragmento de interés. Al 

utilizar cebadores específicos, los cuales sólo se unen a la secuencia blanco 

correspondiente, se logra la amplificación de la secuencia deseada. Luego de la 

amplificación por PCR los productos obtenidos deben ser visualizados, para lo 

cual se utilizan geles de agarosa donde se verifica el tamaño del amplicón  (S. 

Primrose & Twyman, 2006).  
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Finalmente, cabe recalcar que actualmente la secuenciación es el mejor método 

para comprobar la secuencia insertada dentro del vector. Esta técnica abarca un 

conjunto de métodos de carácter bioquímico y de biología molecular, y tiene 

como finalidad conocer el orden de los nucleótidos presentes en una secuencia 

de ADN (Gilbert, 1981; Luckey et al., 1990). Esta determinación permite 

comparar las secuencias de manera visual y comprender dónde pueden existir 

cambios en la secuencia  (Gilbert, 1981; Lander et al., 2001; Luckey et al., 1990). 

 

2.1.2.8 Preservación de los clones de interés 

 

La conservación de los clones transformados de interés es fundamental, debido 

a la necesidad de preservar las células transformadas para futuros ensayos, o 

como es el caso de este estudio con el fin de poseer un banco inagotable de 

controles positivos internos paras las pruebas de diagnóstico (Arrebola & 

Fernández, 2008).  

 

 

Una colección que tenga como fin la conservación de microrganismos debe 

cumplir con un buen proceso conservación de la cepa; el cultivo debe ser puro y 

evitar una contaminación cruzada durante el proceso de elaboración de la 

colección; el índice de supervivencia a debe encontrarse entre el 70% y el 80% 

(puede ser considerado una colección fiable); y, la estabilidad genética debe 

estar conservada durante la preservación de la colección(Arrebola & Fernández, 

2008). 

 

 

Se pueden dar dos clasificaciones generales a los métodos de conservación, la 

primera es la conservación a corto plazo y la segunda es la conservación a largo 

plazo. La conservación a corto plazo se emplea generalmente cuando no se 

cuentan con los equipos necesarios para realizar la conservación a largo plazo, 



21 
 

o la cepa que se desea conservar no resiste la conservación a largo plazo; lo 

que generalmente se da en cepas que contengan construcciones genéticas 

inestables que se puedan perder con el tiempo (Arrebola & Fernández, 2008). 

 

 

Entre los métodos de conservación a corto plazo podemos encontrar: 

 

 Conservación por transferencia periódica o mediada por subcultivos de la 

cepa desea. 

 Conservación de la cepa en una suspensión de agua destilada o agua de 

mar esterilizada. 

 

La conservación de cepas a largo plazo garantiza que la estabilidad genética de 

la cepa sea alta y no presente mutaciones durante el tiempo de preservación de 

la misma (Arrebola & Fernández, 2008).  

 

 

Liofilizar es uno de los métodos para conservar microorganismos a largo plazo, 

a través de este método se elimina toda el agua de una muestra para su 

conservación. Para eliminar el agua primero se debe congelar la muestra y luego 

mediante una bomba al vacío eliminarla como consecuencia de este 

procedimiento toda actividad en el microorganismo se detiene (Arrebola & 

Fernández, 2008). Adicionalmente, se debe colocar un preservante para que el 

microorganismo no sufra daño por la congelación y las altas temperaturas 

(Arrebola & Fernández, 2008; Biocison, 2017). 

 

 

La congelación de microorganismos es uno de los métodos utilizados más 

comunes y requiere tomar en cuenta diversos factores para su obtención 

(Arrebola & Fernández, 2008; Biocison, 2017). El criopreservante es 

fundamental, el glicerol es un criopreservante excelente (Arrebola & Fernández, 
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2008; Biocison, 2017) y uno de los más comunes. Otro factor a tomar en cuenta 

es el estadio del microorganismo, por lo que es recomendable preservarlo 

cuando se encuentra iniciando la fase estacionaria (Arrebola & Fernández, 

2008), debido a que proporciona mayor estabilidad al microorganismo en 

comparación a las otras fases. El almacenamiento se debe realizar en 

temperaturas inferiores a los 0°C (Arrebola & Fernández, 2008; Biocison, 2017), 

lo ideal sería la preservación en nitrógeno líquido o en ultra congeladores 

(Arrebola & Fernández, 2008; Biocison, 2017). 

 

2.2 Enfermedades relevantes para el sector agropecuario del Ecuador 

 

2.2.1 Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 4 tropical 

 

2.2.1.1 Generalidades 

 

El sector agropecuario se encuentra conformado por dos subsectores, el agrícola 

y el ganadero. Dentro de cada uno existen algunas enfermedades que poseen 

relevancia desde el punto de vista económico para el Ecuador. 

 

 

Dentro del sector agrícola una de las enfermedades más devastadoras que 

puede presentarse es el hongo Fusarium oxysporum f. sp. cubense o conocido 

también como “Mal de Panamá”. Este hongo aniquiló la industria del banano a 

mediados del siglo XX en las regiones de Centroamérica y El Caribe, donde se 

produce aproximadamente el 28% de la producción mundial del 

banano(Agrocalidad & FAO, 2013; M. Dita, Martínez, & Vicente, 2014; García 

et al., 2014; O’Neill et al., 2016). En 1960 el continente asiático fue atacado por 

este hongo, lo cual produjo un descenso considerable en la producción de 

banano en el continente y simultáneamente determinó el aumento del precio de 

producción del mismo. En1990 atacó los cultivos en Indonesia y Malasia donde 

se perdieron miles de hectáreas de banano, afectando la producción de estos 
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países y causando pérdidas económicas valoradas en millones de dólares 

(Agrocalidad & FAO, 2013; M. Dita et al., 2014). 

 

2.2.1.2 Taxonomía  

 

Existen más de 100 formas especiales de Fusarium oxysporum y dentro de éstas 

se encuentra Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Agrocalidad & FAO, 2013; 

ProMusa, 2016; M. Dita et al., 2014; O’Neill et al., 2016; García et al., 2014). La 

taxonomía de este hongo es: 

 

 Dominio: Eucariontes 

 Reino: Fungi 

 Filo: Ascomycota 

 Subfilo: Pezizomycotina 

 Clase: Sordariomycetes 

 Orden: Hypocreales 

 Familia: Nectriaceae 

 Género: Fusarium 

 Especie: Fusarium oxysporum f. sp. cubense 

 

Para Fusarium oxysporum f. sp. cubense existen diferentes razas, actualmente 

se han reportado 4 pero se cree que pueden existir más aún no identificadas 

(Agrocalidad & FAO, 2013; M. Dita et al., 2014; García et al., 2014; O’Neill et al., 

2016; ProMusa, 2016). Es posible diferenciar a cada una conociendo los 

diferentes tipos de cultivos que infectan (Tabla 2) (Agrocalidad & FAO, 2013; M. 

Dita et al., 2014; ProMusa, 2016). 
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Tabla 2.  

Diferentes variedades vegetales que afectan cada una de las razas de Fusarium 

oxysporum f. sp. cubense. 

 

 Fusarium oxysporum f. sp. cubense 

 Raza 1 Raza 2 Raza 3 Raza 4 

V 

a 

r 

i 

e 

d 

a 

d 

e 

s 

-Gros Michel 

(AAA) 

-Manzano 

(AAB) 

-Pome (AAB) 

-Latundan 

-Pisang awak 

(ABB) 

-Bluggoe 

(ABB) 

-Gros Michel 

(AAA) 

-Manzano (AAB) 

-Pome (AAB) 

-Latundan 

-Pisang awak 

(ABB) 

-Cavendish 

(AAA) (algunas 

variedades) 

-Heliconia 

-Musa balbisiana  

-Gros Michel 

(AAA) 

-Manzano (AAB) 

-Pome (AAB) 

-Latundan 

-Pisang awak 

(ABB) 

-Cavendish 

(AAA) 

-Bluggoe (ABB) 

-Heliconia 

-Musa balbisiana  

 

Adaptado de: (M. A. Dita, Waalwijk, Buddenhagen, Souza Jr, & Kema, 2010; M. 

Dita et al., 2014; García et al., 2014) 

 

Actualmente no existe ninguna variedad de banano con resistencia al Fusarium 

oxysporum f. sp. cubense raza 4 tropica, por lo que se considera una de las 

peores plagas dentro de la industria bananera de cualquier país (Agrocalidad & 

FAO, 2013; CABI, 2016; M. Dita et al., 2014; García et al., 2014; O’Neill et al., 

2016; ProMusa, 2016). 
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2.2.1.3 Distribución 

 

El hongo Fusarium oxysporum f. sp. cubense actualmente se encuentra 

distribuido por diversos lugares del planeta, esto se debe a la facilidad de 

transmisión que éste posee y que puede realizarse a través de diversos medios 

como son: el agua de riego utilizada, la tierra de los sembradíos, plantas 

transportadas y frutos. Adicionalmente, se considera que el viento contribuye 

grandemente a la dispersión (Agrocalidad & FAO, 2013; M. Dita et al., 2014; 

García et al., 2014; O’Neill et al., 2016; ProMusa, 2016). Actualmente, se ha 

reportado la presencia de este hongo en diversas partes del planeta presentando 

ligeras mutaciones, pero el centro del origen del hongo Fusarium oxysporum f. 

sp. cubense es el continente asiático (Agrocalidad & FAO, 2013; CABI, 2016; M. 

Dita et al., 2014; ProMusa, 2016). 

 

 

Existen diversas entidades de control alrededor del mundo encargadas de 

registrar la presencia del hongo Fusarium oxysporum f. sp. cubense y conocer 

cómo éste se ha propagado, como son: el Centro de Biociencia Agrícola 

Internacional (CABI), la Organización Europea y Mediterránea para la Protección 

de las Plantas (EPPO) y Organización de las Naciones Unidas para la 

Alimentación y la Agricultura (FAO) (Figuras 3 y 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Distribución del hongo Fusariun oxysporum f. sp. cubense según datos 

del CABI hasta 2016  

Tomado de: (CABI, 2016). 
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Figura 4. Distribución del hongo Fusariun oxysporum f. sp. cubense según datos 

de EPPO hasta el 18 de abril de 2017  

Tomado de: (EPPO, 2017). 

 

 

En Ecuador se ha encontrado presencia de Fusariumm oxysporum f. sp. cubens 

raza 1 y Fusarium oxysporum f. sp. cubens raza 2, pero no se ha encontrado o 

reportado la presencia de Fusarium oxysporum f. sp. cubens raza 4 tropical 

(Agrocalidad & FAO, 2013; CABI, 2016; M. Dita et al., 2014; EPPO, 2017; 

ProMusa, 2016).  

 

2.2.1.4 Sintomatología y detección de Fusarium oxysporum f. sp. cubense 

 

2.2.1.4.1 Ciclo de vida del hongo 

 

Este hongo afecta el sistema de las plantas de banano. A medida que crece el 

hongo la planta va decayendo hasta llegar a una fase de muerte. El el desarrollo 

del hongo se produce en los tejidos que rodean el xilema (CABI, 2016; M. Dita 

et al., 2014). Las esporas son liberadas al momento de la muerte de la planta, 

infectando de esta manera a las plantas circundantes (CABI, 2016; M. Dita et al., 

2014). 
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El hongo Fusarium oxysporum f. sp. cubense, no presenta una fase sexual sólo 

una fase asexual donde se producen tres tipos de esporas: 

 

 Clamidosporas: posen una pared gruesa para sobrevivir, son producidas 

por las plantas de banano en un estadio de muerte. Una de las 

características más notables que poseen éstas es su tiempo de latencia, 

así se han encontrado esporas con más de 30 años aún viables. Su 

estadio germinativo se inicia en respuesta a los exudados generados por 

la raíz y al desarrollarse éstas penetran al interior de la misma (M. Dita 

et al., 2014; ProMusa, 2016). 

 Microconidias: son esporas con forma de riñón ovalado con una o dos 

celdas unidas entre sí. Son producidas en gran cantidad cuando la planta 

se encuentra infectada por el hongo Fusarium oxysporum f. sp. cubense 

(ProMusa, 2016). 

 Macroconidios: estas esporas se encuentran conformadas entre 4 a 8 

celdas unidas entre sí por una pared delgada y muy fina, poseen una 

forma de oz. Generalmente se encuentran en la superficie de las plantas 

infectadas que se encuentran en estadio de muerte (O’Neill et al., 2016; 

ProMusa, 2016). 

 

El ciclo de las esporas inicia al momento de tener contacto las mismas con la 

planta de banano, la formación del micelio tarda entre 6 a 8 horas en el caso de 

microconidios y macroconidios; en cuanto a clamidiosporas tarda 

aproximadamente entre 2 a 3 días (CABI, 2016; M. Dita et al., 2014; ProMusa, 

2016). Posterior al desarrollo de cualquier espora, éstas infectan las raíces 

secundarias o terciarias para continuar infectando el resto de la planta 

(Agrocalidad & FAO, 2013; CABI, 2016; M. Dita et al., 2014; ProMusa, 2016). 

Cabe destacar que dependiendo la raza de Fusarium oxysporum f. sp. cubense 

que infecta la planta ésta puede generar una respuesta inmune específica, no 

obstante, actualmente ninguna planta de banano posee resistencia para 
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Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 4 tropical(Agrocalidad & FAO, 2013; 

CABI, 2016; M. Dita et al., 2014; García et al., 2014; ProMusa, 2016). 

Una vez que cualquiera de estas esporas infecta una planta de banano y posee 

condiciones óptimas para el desarrollo del hongo, la infección inicia. Estas 

condiciones son: una temperatura de 25 a 28°C, pH en un rango de 7.5  a 8.5 y 

presencia de oscuridad continua (Agrocalidad & FAO, 2013; M. Dita et al., 2014; 

ProMusa, 2016). 

 

 

Entre las diferentes razas del hongo Fusarium oxysporum f. sp. cubense, la más 

problemática y peligrosa es la raza 4 tropical debido a que no existe ninguna 

variedad de banano resistente a ésta. Al momento se continúa investigando una 

forma efectiva de eliminar las esporas de esta raza. Diversos estudios han 

demostrado que es posible deshacerse al menos de dos tipos de esporas, las 

microconidias y macroconidios, utilizando agua a 65°C por 20 minutos como 

mínimo (Agrocalidad & FAO, 2013; CABI, 2016; M. Dita et al., 2014; ProMusa, 

2016). Sin embargo, el agua caliente no puede eliminar las clamidosporas, las 

cuales sólo pueden  eliminarse en un autoclave a 121°C por 15 minutos (CABI, 

2016; M. Dita et al., 2014; García et al., 2014; O’Neill et al., 2016; ProMusa, 

2016). 

 

 

2.2.1.4.2 Sintomatología y detección en plantas de banano 

 

Los síntomas externos de la planta de banano infectada se pueden presentar de 

dos maneras, la primera es mediante el “Síndrome de las hojas amarillas”, el 

cual suele presentarse mayoritariamente en las plantas infectadas. Inicia en la 

base del pecíolo de las hojas viejas (en muchas ocasiones este síntoma se 

confunde con deficiencia de potasio en la planta) (Agrocalidad & FAO, 2013; M. 

Dita et al., 2014; ProMusa, 2016). La decoloración dcontinúa hacia la nervadura 

central de la hoja; luego de producirse en las hojas viejas pasa a las jóvenes 

donde inicia el proceso de igual manera que en las hojas viejas (Agrocalidad & 
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FAO, 2013; CABI, 2016; M. Dita et al., 2014); la decoloración continúa hasta que 

la hoja adquiere una coloración café y se pudre por completo (Agrocalidad & 

FAO, 2013; CABI, 2016; M. Dita et al., 2014; García et al., 2014; Hafizi, Salleh, 

& Latiffah, 2014; ProMusa, 2016). En algunos casos las hojas infectadas pierden 

su rigidez y quedan colgadas del pseudotallo de la planta (Agrocalidad & FAO, 

2013; CABI, 2016; M. Dita et al., 2014). 

 

 

La segunda forma de manifestación de la enfermedad es el “Síndrome de la hoja 

verde” en contraste con el anterior, en éste las hojas no presentan una 

decoloración amarillenta en su totalidad sino que mantienen un color verde pálido 

iniciando de igual manera por el peciolo (Agrocalidad & FAO, 2013; CABI, 2016; 

M. Dita et al., 2014). La enfermedad comienza por las hojas viejas y se propaga 

a las hojas jóvenes; como en el síntoma de hojas amarillas, las hojas infectadas 

pierden su rigidez en el peciolo, sin embargo, muchas veces las hojas jóvenes 

infectadas pueden permanecer en su posición por un tiempo, al final termina 

cayendo la hoja a causa de la enfermedad (Agrocalidad & FAO, 2013; CABI, 

2016; M. Dita et al., 2014; ProMusa, 2016) (Figura 5). 

 

 

Figura 5. Diferencias entre “Síndrome de las hojas amarillas” y “Síndrome de las 

hojas verdes”  

Tomado: (Dita et al., 2014) 
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Síntomas externos de marchitez por Fusarium.  

A. Planta que muestra amarillamiento general y necrosis de las hojas ("síndrome de la hoja 

amarilla") etapa avanzada de la enfermedad.  

B. Fisuración del pseudotallo.  

C. Planta afectada por marchitez de Fusarium con hojas verdes ("síndrome de hoja verde").  

D. Detalle de la caída de la hoja por colapso potil. 

 

 

Para la detección de esta enfermedad en el tallo de la planta de banano se realiza 

un corte de manera vertical del pseudotallo donde se pueden observar líneas 

con una coloración marrón o café oscuro, amarillo o rojizas. En contraste, al 

realizar un corte en sentido transversal se pueden apreciar manchas de diversos 

colores en los anillos, las manchas pueden ser púrpuras o moradas y   pueden 

tomar una coloración marrón, denominándose “bolsillos gomosos” (Agrocalidad 

& FAO, 2013; M. Dita et al., 2014) (Figura 6). 

 

 

Figura 6. Cortes verticales y transversales en pseudotallo de planta de banano 

infectada con Fusarium oxysporum f. sp. cubense  

Tomado: (Dita et al., 2014). 

Síntomas internos de marchitez por Fusarium en banano.  

A. Sección transversal del rizoma que muestra necrosis tisular.  

B. Corte transversal de pseudotallo mostrando una necrosis avanzada del tejido vascular.  

C. Corte longitudinal de pseudotallo con necrosis de los cordones vasculares. 
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Los frutos de las plantas afectadas con este hongo presentan una reducción en 

su tamaño y la planta experimenta una disminución en su producción 

(Agrocalidad & FAO, 2013; CABI, 2016; M. Dita et al., 2014; ProMusa, 2016). 

 

2.2.1.4.3 Detección mediante análisis microbiológico 

 

El aislamiento del hongo Fusarium oxysporum f. sp. cubense es muy complejo y 

puede demandar algunos meses de trabajo lograrlo. Esto se debe a que este 

hongo no posee una forma definida por lo cual se clasifica como un hongo 

anamórfico y carece de reproducción sexual, por tal motivo es telomorfo (CABI, 

2016; M. Dita et al., 2014). Su forma de reproducción es por medio de esporas, 

como ya se ha mencionado. Mediante técnicas de microscopía se identifican 

cada una de las esporas:  

 

 Los  macroconidios,  las cuales se encuentran en mayor número que el 

resto de esporas y su desarrollo se genera en las hifas; el tamaño del 

polen es de 27-55 x 3.3-5.5 µm, tienen forma falciforme con paredes 

donde se puede diferenciar entre 3 a 5 septos, encontrado usualmente 

sólo 3 septos (CABI, 2016; M. Dita et al., 2014).  

 Las microconidias, generalmente carecen de septos, su forma es ovalada 

en forma de riñones con cabezas monoafiladas cortas y falsas, su tamaño 

va desde 5-16 x 2.4-3.5 µm (CABI, 2016; M. Dita et al., 2014).  

 Las clamidósporas son producidas en las hifas o los conidios, las cuales 

pueden generarse una a la vez o varias unidas en forma de cadena 

(generalmente en parejas), su tamaño es de 7-11µm; al momento de 

aislar las esporas estas pueden tener un desarrollo más lento comparado 

con el resto de esporas (CABI, 2016; M. Dita et al., 2014) (Figura 7). 

 

El medio por excelencia para el aislamiento es el Papa Dextrosa Agar (PDA), sin 

embargo las colonias pueden tener una morfología variable, con lo cual se 

dificulta su identificación (M. Dita et al., 2014). La forma del micelio puede 

presentarse en forma de un micelio peludo algodonoso, de manera abundante o 
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muy poco, y con una gama de colores que va desde el blanco hasta el violeta 

pálido pasando por el color salmón (M. Dita et al., 2014). En algunos casos los 

aislamientos en PDA pueden producir una esclerosis en gamas de color negro a 

violeta (M. Dita et al., 2014). 

 

 

Se ha descubierto que algunos aislados en PDA algunas veces pueden producir 

pigmentos de colores violeta pálido o rojo oscuro. En algunos casos se puede 

detectar Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 4 tropical por la presencia de 

colonias radiales laciniadas, las cuales no se presentan en la raza 1 y 2, sin 

embargo, no es una característica presente en todas las variedades de Fusarium 

oxysporum f. sp. cubense raza 4 tropical (M. Dita et al., 2014) (Figura 7). 

 

 

Figura 7. Medidas morfometricas de las esporas y aislamiento de PDA del hongo 

Fusarium oxysporum f. sp. cubense  

Tomado: (Dita et al., 2014) 

 

Estructura reproductiva de Fusarium oxysporum f. Sp. cubense.  

A. Macroconidia (27 - 55 x 3.3 - 5.5 µm, 4 - 8 células ligeramente falciformes y células basales 

en forma de pie).  
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B. Microconidia (5 - 16 x 2,4 - 3,5 µm, 1 o 2 células con forma de riñón ovalado). C. Phialides y 

microconidios agrupados en cabezas falsas.  

D. Clamidósporas (7 - 11 µm diámetro, normalmente globosa en cadenas).  

E. Fusarium oxysporum f. Sp. cubense tropical 4 en medio PDA. F. Esporodocía de color naranja 

desarrollada en un medio de cultivo PDA. 

 

2.2.1.4.4 Detección mediante Biología Molecular 

 

Al ser Fusarium oxysporum f. sp. cubense el causante de una enfermedad que 

puede ocasionar grandes pérdidas en las plantaciones de banano es necesaria 

la identificación de este hongo de manera rápida y oportuna(Agrocalidad & FAO, 

2013; CABI, 2016; M. A. Dita et al., 2010; M. Dita et al., 2014; O’Neill et al., 2016). 

Con este fin se utilizan técnicas de biología molecular para su detección, la 

técnica que más utiliza para este fin es la PCR, al ser un método fiable, sensible, 

reproducible y rápido (M. A. Dita et al., 2010; M. Dita et al., 2014; O’Neill et al., 

2016; S. Primrose & Twyman, 2006). 

 

 

El análisis mediante PCR presenta diversas ventajas, no es necesario el 

aislamiento del hongo y se puede trabajar directamente con la muestra de campo 

(CABI, 2016; M. A. Dita et al., 2010; M. Dita et al., 2014; O’Neill et al., 2016), 

reduciendo el tiempo de respuesta en caso de presentarse esta enfermedad. Por 

otra parte, al ser una técnica reproducible es posible extender el diagnóstico a 

otros lugares para evitar una contaminación al momento de realizar 

importaciones o exportaciones de banano. 

 

 

Otra de las ventajas que presenta la PCR sobre cualquier otro método de 

identificación es poder distinguir entra las diferentes razas de Fusarium 

oxysporum f. sp. cubense existente. Cabe destacar que al poder identificar la 

raza 4 tropical se puede prevenir la dispersión del hongo y evitar pérdidas 
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económicas importantes en las plantaciones de banano (Agrocalidad & FAO, 

2013; M. A. Dita et al., 2010; M. Dita et al., 2014; O’Neill et al., 2016).  

 

2.2.2 Virus del Síndrome Reproductivo y Respiratorio Porcino (VPRRS) 

 

2.2.2.1 Generalidades 

 

El segundo sub sector que conforma al agropecuario es el ganadero, la crianza 

de animales es una de las actividades económicas más antiguas del mundo 

gracias a la cual se pueden obtener diversos productos entre los cuales se 

destacan además de la carne, la leche, huevos, lana, cuero, etc (Cañete, 2013; 

Giraldo & FAO, 2014). Se estima que el sector ganadero crecerá en un 70% para 

el 2050, con el fin de proveer alimento para la mayoría de personas en el mundo 

(FAO, 2017a). 

 

 

En Ecuador uno los sectores que ha crecido es el sector porcino. En el 2007 una 

persona al año consumía alrededor de 7.3 kg, sin embargo, para el año 2011 el 

consumo de carne porcina se elevó a 9.5 kg al año por persona (ASPE, 2017). 

En la industria porcina es posible encontrar diversas enfermedades que pueden 

afectar la economía del sector, una de las más frecuentes es el Síndrome 

Reproductivo y Respiratorio Porcino (PRRS), el cual fue reportado en los años 

80 en Estados Unidos de Norte América (Albina, 1997; Arias, Barceló, Muñoz, & 

Sánchez, 2013; Isique & Fernando, 2011; Nelson et al., 1993; OIE, 2014; 

Zimmerman, Benfield, Hennings, Dee, & Stevenson, 2015). 

 

2.2.2.2 Taxonomía 

 

El Virus del Síndrome Reproductivo y Respiratorio Porcino (VPRRS) es un virus 

de ARN, su clasificación es: 

 

 Orden: Nidovirales 
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 Familia: Arteviridae 

 Género: Artevirus 

 

Actualmente, existen dos tipos de serotipos del virus de PRRS. El primero 

proviene de la región de Europeo y Asiático (Albina, 1997; Aranda, 2010a; Arias 

et al., 2013; FAO et al., 2011; Nelson et al., 1993; PRRS Control, 2015; 

Sebastián, 2009; Zimmerman et al., 2015). El segundo serotipo de Estados 

Unidos y Canadá   (Albina, 1997; Aranda, 2010a; Arias et al., 2013; FAO et al., 

2011; Nelson et al., 1993; PRRS Control, 2015; Sebastián, 2009; Zimmerman 

et al., 2015).  El serotipo 1 es de Europa y el serotipo 2 es Estados Unidos y 

Canadá (Quezada et al., 2004; Sebastián, 2009; Tian et al., 2007) 

 

2.2.2.3 Estructura del virus 

 

2.2.2.3.1 Morfología 

 

Mediante microscopía electrónica se ha podido observar la forma que posee el 

virus de PRRS, posee una forma redonda con un tamaño aproximado de 45 a 

80nm, y un promedio de 60 a 63nm (Aranda, 2010b; Arias et al., 2013; PRRS 

Control, 2015). Además, posee una nucleocápside isométrica con un tamaño de 

25 a 35nm (Figura 8) (Aranda, 2010b; Arias et al., 2013; PRRS Control, 2015). 

La cápside  rodea al virus para su protección, y es una capa lipídica con 

proyecciones de superficie de 5nm (Aranda, 2010b). 
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Figura 8. Morfología del virus de PRRS.  

Tomado de: (PRRS Control, 2015). 

La estabilidad del virus se ve comprometida con los cambios de temperatura, no 

obstante, conserva su estabilidad a temperaturas de entre -80 a 4°C (Aranda, 

2010b; Arias et al., 2013; PRRS Control, 2015). El virus posee estabilidad en pH 

de 6.5 a 7.5 (Aranda, 2010b; Arias et al., 2013; PRRS Control, 2015). 

 

2.2.2.4 Distribución 

 

Se conoce que los primeros reportes del virus fueron en Estados Unidos en el 

año 1987 y luego se extendió hacia Canadá en el año de 1990 (ANELLI & FAO, 

2010; Aranda, 2010a; Nelson et al., 1993; E. Ramírez et al., 2006; Sebastián, 

2009; Universo Porcino, 2005; Zimmerman et al., 2015). En el mismo año se 

extendió hacia Europa y finalmente llego a Asia (PRRS Control, 2015). 

 

 

Actualmente, uno de los países con mayor prevalencia de la enfermedad es 

Vietnam  donde para el  año 2007 se registraron aproximadamente 44000 casos 

reportados; un segundo brote se registró en los  meses de Junio y Julio y un 

último caso en agosto del mismo año, con una mortalidad de 24% de los cerdos 
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infectados; durante la epidemia murieron aproximadamente 9000 cerdos 

(ANELLI & FAO, 2010; FAO et al., 2011; OIE, 2008).  

 

 

En China se han reportado casos del virus desde 1990. En el año 2007 murieron 

4000000 cerdos en 26 provincias de este país (ANELLI & FAO, 2010; FAO et al., 

2011; OIE, 2008).  

 

 

Existen diversas entidades encargadas de registrar cómo avanza la enfermedad, 

como la Organización Mundial de Sanidad Animal (OIE) y FAO, entre otras. De 

acuerdo a publicaciones de la FAO respecto de los lugares donde se encuentra 

la enfermedad, es posible conocer cuándo y dónde inició ésta hasta la actualidad 

(Tabla 3).  

 

Tabla 3.  

Países donde se han presentado el virus de PRRS.  

 

Situación de la enfermedad Países que reportan la enfermedad 

Presencia de infección 

(Sin enfermedad clínica) 

Republica Checa, Lituania, México y 

Eslovaquia 

Presencia de infección  

(Con enfermedad clínica) 

Canadá, Colombia, Costa Rica, Francia, 

Alemania, Irlanda, Japón, República de 

Corea, Países Bajos, Filipinas, Portugal, 

España, Reino Unido, EEUU 

Enfermedad restringida a 

ciertas  

zona(s)/región(s) de un país 

Bolivia, Chile, Rumania y Republica 

Dominicana 

 

Tomado de: (FAO et al., 2011) 
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2.2.2.5 Sintomatología y detección del virus de PRRS 

 

2.2.2.5.1 Formas de transmisión del virus 

 

Existen diversas vías de transmisión del virus por lo cual es muy importante la 

detección del mismo con el fin de prevenir que la enfermedad se propague. 

Existen dos formas de transmisión que se producen entre granjas y dentro de la 

granja. Dentro de la granja todos los individuos pueden contagiarse de la 

enfermedad a través del contagio vertical, que se produce de madre a hijos; 

cuando la madre es portadora de la enfermedad contagia al hijo cuando se 

encuentra en contacto con la placenta (FAO et al., 2011; Isique & Fernando, 

2011; OIE, 2008; PRRS Control, 2015). Otra manera de contagio de la 

enfermedad se produce de forma horizontal y ocurre por contacto con 

secreciones, fluidos, heces y orina de los cerdos infectados (Arias et al., 2013; 

Isique & Fernando, 2011; PRRS Control, 2015). Recientemente se ha reportado 

que el semen es una fuente de contagio del virus dentro de la granja (Arias et al., 

2013). Las heridas permiten la trasmisión del virus entre animales de una manera 

rápida y simple (Arias et al., 2013; Isique & Fernando, 2011). 

 

 

La transmisión entre granjas se puede dar por animales portadores que lleven el 

virus de un lugar a otro. Los ácaros son transmisores de la enfermedad y pueden 

llevarla de un lugar otro sin problema, al ser microscópicos es muy difícil su 

detección (Arias et al., 2013; Isique & Fernando, 2011). Al infectarse un cerdo 

éste se convierte en un  foco de infección para toda la granja  siendo muy difícil 

erradicar la enfermedad dentro del primer año de contagio (Arias et al., 2013; 

Isique & Fernando, 2011; PRRS Control, 2015). 

 

2.2.2.5.2 Sintomatología en cerdos 

 

Los síntomas principales asociados a PRRS son respiratorios y reproductivos en 

cerdos jóvenes y adultos (Aranda, 2010b; Isique & Fernando, 2011; PRRS 
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Control, 2015). Los signos en los lechones infectados incluyen el crecimiento de 

una capa sobre el pelo en forma de cáscaras y de contextura áspera; el 

crecimiento es más bajo en comparación a cerdos no infectados, presentando 

también temblores musculares, rigidez o parálisis de la parte posterior del cuerpo 

(Aranda, 2010b).  

 

 

En hembras infectas éstas pueden presentar signos leves o severos al virus de 

PRRS, como son la anorexia acompañada de fiebre y somnolencia. En algunos 

casos pueden presentar un cambio de coloración en las orejas, la vulva y la cola. 

En hembras en periodos de gestación se presentan abortos y nacimientos de 

lechones débiles (Aranda, 2010b; Arias et al., 2013; PRRS Control, 2015). 

 

 

En caso de los machos o también conocidos como verracos, los síntomas del 

virus son presencia de anorexia con fiebre y somnolencia al igual que las 

hembras. Una reducción del libido sexual, disminución en la producción de 

semen y baja calidad del mismo presentando baja cantidad de espermatozoides 

y aumento en las mutaciones de los espermatozoides (Aranda, 2010b; Arias 

et al., 2013; PRRS Control, 2015). 

 

2.2.2.5.3 Detección mediante ELISA 

 

La técnica de ELISA o Ensayo Inmunoenzimatico Ligado a Enzimas es una 

manera de detección indirecta para detectar la presencia del virus de PRRS, 

actualmente en el mercado existen una variedad de ELISAS disponibles para la 

detección de este virus, pero cabe la posibilidad de encontrar un falso positivo al 

momento de realizar el análisis por lo cual siempre se debe verificar el resultado 

del ensayo (Aranda, 2010b; Arias et al., 2013; Isique & Fernando, 2011; PRRS 

Control, 2015). 
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2.2.2.5.4 Detección mediante PCR 

 

El análisis mediante PCR es uno de los métodos más utilizados actualmente, al 

ser reproducible, rápido y sencillo permite una eficiencia de trabajo alta. El 

material de partida para esta PCR es el ARN extraído; con lo cual primero se 

realiza una retrotranscripción del ARN a ADN complementario (ADNc) y se 

realiza la PCR. Otra metodología es utilizar la Reacción en cadena de la 

Polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) en un solo paso realizar la 

retrotranscripción del ARN a ADNc y la amplificación del mismo (Aranda, 2010b; 

PRRS Control, 2015; V. Ramírez et al., 2013). 

 

3. Diseño del plan experimental 

 

El diseño experimental describe la metodología empleada durante la etapa 

experimental del presente trabajo (Figura 9). La fase experimental inicia con la 

obtención de células quimiocompetentes, seguido del diseño in silico y 

finalizando con la obtención de controles positivos, secuenciación y 

conservación de los mismos 
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Figura 9. Metodología a emplearse para el desarrollo del trabajo de titulación. 

 

4. Procedimientos 

 

4.1 Población y muestra 

 

Los materiales de partida para la realización del presente trabajo fueron: el vector 

pGEM®-T Easy, la cepa de Escherichia coli JM109, así como el material genético 

de Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 4 tropical y del virus del Síndrome 

Respiratorio y Reproductivo Porcino (PRRS). Los cuales fueron entregados por 
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la Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de la Calidad del Agro (Agro-

AGROCALDAD).  

Este trabajo se llevó a cabo bajo la dirección de la M. SC. Ana Garrido y el Ing. 

Wladimir Enríquez, los permisos para trabajar con las secuencias actualmente 

se encuentran en trámite. 

 

4.2 Materiales y métodos 

 

4.2.1 Obtención de células quimiocompetentes 

 

4.2.1.1 Elaboración de la curva de calibrado de células JM109 

 

Se realizaron 16 diluciones en un volumen de 15 µL de las células JM109 en 

caldo Luria Bertani (LB) (SIGMA-ALDRICH, USA) (Tabla 4). Posteriormente, se 

realizó una microcentrifugación de 6 segundos a 1000 rpm en el equipo MiniSpin 

plus (Eppendorf, Ibérica). Se cuantificaron 3 µL de cada una de las diluciones 

con una absorbancia de 600nm (OD600) (Arnáiz, Isac, & Lebrato Martínez, 2000, 

2000; Green & Sambrook, 2012) en NanoDrop 2000 (THERMO FISHER 

SCIENTIFIC, USA) 
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Tabla 4.  

Diluciones seriadas para elaboración de curva de calibrado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

N° 
Células 

JM109 (µL) 

Caldo LB 

(µL) 

Volumen 

Total (µL) 

1 0 15 15 

2 1 14 15 

3 2 13 15 

4 3 12 15 

5 4 11 15 

6 5 10 15 

7 6 9 15 

8 7 8 15 

9 8 7 15 

10 9 6 15 

11 10 5 15 

12 11 4 15 

13 12 3 15 

14 13 2 15 

15 14 1 15 

16 15 0 15 
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4.2.1.2 Curva de crecimiento células JM109 

 

Se preparó caldo LB (SIGMA-ALDRICH, USA) y se dispensaron 2 mL en 

microtubos. En un tubo con caldo LB se colocaron 200 µL de células JM109 y se 

incubo a 37°C con agitación de 300rpm. La medida de absorbancia fue a 600nm 

(OD600) en cada punto y se tomó cada 30 minutos por 6 horas. 

 

 

Se utilizó el programa Microsoft Office Excel 2016 versión 1703 para el 

procesamiento de los datos, en el eje X se colocó el tiempo en minutos y en el 

eje Y se colocó la concentración celular en “mg/L” para obtener la gráfica y 

ecuación correspondiente. 

 

4.2.1.3 Aislamiento y masificación de células JM109 

 

En Agar MacConkey (SIGMA-ALDRICH, USA) se sembraron 20 µL de células 

JM109 y con una asa de Driglaski se extendió por todo el agar (Li et al., 2010).  

Posterior a las siembras se incubo por 24h a 37°C. 

 

 

Pasadas las 24h de incubación de las células JM109, con un asa bacteriológica 

se tomó una de las colonias aisladas y se sembró en 6 mL de caldo LB. Después 

se incubo a 37°C por 24h (Arnáiz, Isac, & Lebrato Martínez, 2000; Green & 

Sambrook, 2012; Li et al., 2010) y se almaceno a 4°C. 

 

4.2.1.4 Soluciones tamponadoras para la obtención de células 

quimiocompetentes 

 

Para la obtención de las células quimiocompetentes se elaboraron dos 

soluciones tamponadoras diferentes, a las cuales se les dio el nombre de 

Solución tampón A y Solución tampón B como se describe en (Green & 

Sambrook, 2012, pp. 163, 164; Li et al., 2010). 
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4.2.1.4.1. Elaboración Solución tampón A 

 

Se colocaron 150 mL de glicerol y 8.323g de CaCl2 y se añadió ddH2O hasta 

alcanzar un volumen de 1000 mL. Posteriormente se esterilizó la solución 

autoclavando a 121°C por 20 minutos (Li et al., 2010b).Finalmente se dividió en 

alícuotas en tubos  de 50 mL y se almacenaron a -20°C hasta ser utilizado. 

 

4.2.1.4.2 Elaboración Solución tampón B 

 

Se mezclaron los 10 mL de CH3COOK, 4 g de MnCl2, los 2g de MgCl2, 11.8 g 

de CaCl2 y 100 mL de glicerol y se aforó a 1000 mL con ddH2O. Posteriormente 

se ajustó el pH a 6.4 con HCl 1M (Green & Sambrook, 2012, p. 167). 

 

 

La solución se esterilizó mediante un filtro con tamaño de poro de 0.45 µM con 

la ayuda de una bomba al vacío (previo a su uso la bomba fue esterilizada 20 

minutos a 121°C) (Green & Sambrook, 2012, p. 167). Después se realizaron 

alícuotas del solución tampón en tubos falcon de 50 mL y se almacenaron a 4°C 

antes de su uso (Green & Sambrook, 2012, p. 167). 

 

4.2.1.4.3 Obtención de células quimiocompetente 

 

Se preparó un sólo inóculo, el cual se usó para preparar las células competentes 

con cada una de las soluciones tamponadoras. En un matraz se prepararon 200 

mL de caldo LB y se autoclavó 20 minutos a 121°C, luego se inoculó el medio 

con 3 mL de las células JM109 masificadas en el paso 4.1.3 y se incubó por 

aproximadamente 3 horas hasta alcanzar un 0D600 ≥0.45 (Green & Sambrook, 

2012; Li et al., 2010). 
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Para elaborar las células competentes se colocaron 50 mL del medio de cultivo 

(cuando alcanzo un OD600 ≥ 0.45) en un tubo de 50 mL para trabajar con cada 

uno de las soluciones tamponadoras. 

 

4.2.1.4.3.1 Obtención de células quimiocompetentes con solución tampón 

A 

 

El tubo que contenía los 50 mL de caldo con las células masificadas fue colocado 

en baño de hielo que cubrió al mismo, completamente, por 5 minutos, tras lo cual 

se centrifugó usando una centrifuga refrigerada (SIGMA-Alemania) a 4°C a 1000 

gravedades por 5 minutos, luego de centrifugar se descartó el sobrenadante con 

cuidado sin dañar el precipitado y se añadieron 20 mL de solución tampón A (el 

cual debe estar frio previamente). Con la ayuda de la pipeta se disgregó el 

sobrenadante suavemente y se colocó en un baño de hielo (que cubra a todo el 

frasco) durante 5 minutos. Se repitieron los mismo pasos dos veces más, al 

descartar por última vez el sobrenadante se colocó en  el tubo de 50 mL boca 

abajo por 30 segundos y luego se resuspendieron las células en 4 mL de solución 

tampón A (Li et al., 2010b). 

 

 

Luego de resuspender las células en solución tampón A se realizaron alícuotas 

de las células competentes en crioviales. Se prepararon dos tipos de alícuotas 

con la siguiente codificación: 

 

 1A: volumen de la alícuota de 400 µL, con 400 µL de células 

quimiocompetentes resuspendidas en solución tampón A 

 2A: volumen de la alícuota de 500 µL, con 400 µL de caldo LB + 100 µL 

de células quimiocompetentes resuspendidas en solución tampón A 

(Green & Sambrook, 2012; Li et al., 2010). 

 

Posterior a realizar las alícuotas se almacenaron las células a -80°C hasta que 

fueron utilizadas (Green & Sambrook, 2012; Li et al., 2010). 



47 
 

4.2.1.4.3.2 Obtención de células quimiocompetentes con solución tampón 

B 

 

El tubo Falcon que contenía los 50 mL de caldo con las células masificadas en 

hielo se centrifugó en centrifuga refrigerada (SIGMA-Alemania) a 4°C a máxima 

velocidad por 10 minutos, se descartó el sobrenadante sin dañar el precipitado 

formado. Se añadieron 20 mL de solución tampón B y se disgregó el precipitado 

mediante pipeteo; luego que el precipitado se encontraba completamente 

disgregado se añadieron 30mL de solución tampón B y se incubó por 20 minutos 

en hielo. Al concluir los 20 minutos se centrifugó a 4°C a máxima velocidad por 

10 minutos, al salir de la centrífuga se descartó el sobrenadante y se resuspendió 

el precipitado en 5 mL de solución tampón B y homogenizo mediante pipeteo 

(Green & Sambrook, 2012). 

 

 

Tras resuspender las células en la solución tampón B se realizaron alícuotas de 

las células competentes en crioviales, se prepararon dos tipos de alícuotas con 

la siguiente codificación: 

 

 3B: volumen de la alícuota de 400 µL, con 400 µL de células 

quimiocompetentes resuspendidas en solución tampón B 

 4B: volumen de la alícuota de 500 µL, con 400 µL de caldo LB + 100 µL 

de células quimiocompetentes resuspendidas en solución tampón B 

(Green & Sambrook, 2012; Li et al., 2010) 

 

4.2.1.4.4 Cuantificación células quimiocompetentes 

 

Se midió la absorbancia OD600 de los crioviales que contenían las células 

quimiocompetentes mediante el equipo NanoDrop 2000 (THERMO FISHER 

SCIENTIFIC, USA) para cada juego de células se utilizó un blanco diferente: 

 

 1A: solución tampón A 500 µL 
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 2A: se mezcló 400 µL de caldo LB + 100 µL de solución tampón A 

 3B: solución tampón B 500 µL. 

 4B: se mezcló 400 µL de caldo LB + 100 µL de solución tampón B 

 

4.3 Ensayo de clonación con control positivo del kit pGEM®-T Easy Vector 

 

4.3.1 Preparación de medios de cultivos específicos 

 

4.3.1.1 Ampicilina para medios de cultivo 

 

Se prepararon 12 mL de ampicilina con una concentración final de 50 mg/mL 

(Santa Cruz Biotechnologia, USA), la cual se almacenó en tubo falcón estéril 

cubierto con aluminio a 4°C. 

 

4.3.1.2 Medios de cultivo con antibióticos 

 

El medio utilizado para la transformación fue agar LB, el cual se autoclavó por 

20 minutos a 121°C. Luego de ser autoclavado se enfrió al ambiente y se colocó 

una concentración de 0.1 mg/mL. Después se dispensó en cajas Petri con un 

volumen final de 14 mL. Los medios ya solidificados se almacenaron a 4°C hasta 

ser utilizados. 

 

4.3.1.3 Medios de cultivo con X-gal 

 

A cada medio de cultivo antes de utilizarse se colocó en la incubadora a 37°C 

por 30 minutos, pasado los 30 minutos a cada medio de cultivo se colocaron 20 

µL de X-gal (PROMEGA, USA) con una concentración de 50mg/mL y con una 

espátula de Driglaski se extendió por todo el agar. Al terminar de colocar el X-

gal en los medios con antibiótico se colocaron los medios a 37°C por 30 minutos 

antes de ser utilizados (PROMEGA, 2010). 
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4.3.2 Ligazón del vector pGEM®-T Easy con control positivo interno 

 

Siguiendo las instrucciones del vector de PROMEGA (USA) pGEM®-T Easy 

Vector Systems I se realizó la mezcla de ligazón (Tabla 5). 

 

Tabla 5.  

Volúmenes para ensamblaje del vector -T easy con el control positivo del kit. 

Reactivo 
Volumen (µL) 

1RX 

2X Rapid Ligation Buffer 5 

pGEM®-T Easy Vector 1 

Control Insert Dna 2 

T4 DNA Ligase 1 

DEPCE H2O 1 

Volumen Final 10 

 

Luego de realizar la mezcla de ligazón se incubó durante una hora a temperatura 

ambiente (PROMEGA, 2010). 

 

4.3.3 Shock térmico para transformación 

 

Pasado el tiempo de incubación de la mezcla de ligazón se procedió a realizar el 

shock térmico de las células competentes de acuerdo al siguiente protocolo: 

 

 

Se descongeló un criovial de cada juego de células quimiocompetentes (1A, 2A, 

3B y 4B) en hielo, se centrifugó el tubo a 6000 rpm por 5 segundos. En cada 

microtubo se colocaron 2 µL de mezcla de ligazón con 50 µL de células 

quimiocompetentes. Se realizó el shock térmico, 20 minutos en hielo, 50 

segundos a 42°C y 2 minutos en hielo. El shock térmico se realizó con cada uno 

de los juegos de células quimiocompetentes preparados (1A, 2A, 3B y 4B). 
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Posteriormente, se añadieron 950 µL de caldo LB e incubo a 37°c por 110 

minutos a 150rpm. Tras la incubación se sembraron 100 µL en los medios 

previamente preparados (PROMEGA, 2010). 

 

 

Después de realizar la siembra de las células quimiocompetentes se incubaron 

los medios a 37°C por 24 horas. Pasadas las 24 horas se observaron los medios 

de cultivo para verificar su crecimiento.  

 

4.4 Ingeniería Genética in silico 

 

4.4.1 Análisis de los cebadores a utilizar 

 

 Los cebadores que se utilizaron para el diseño in silico de los controles positivos 

internos fueron los mismos que se utilizarán para realizar la amplificación de los 

fragmentos de identificación de cada uno de los genes deseados mediante PCR 

(Tabla 6). 
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Tabla 6. 

Secuencia y nombre de los cebadores utilizados.  

Enfermedad 
Nombre del 

cebador 
Sentido Secuencia (5' - 3') 

Fusarium 
osysporum f. sp. 
cubense raza 4 
tropical 

FocTR4-F Forward CACGTTTAAGGTGCCATGAGAG 

FocTR4-R Reverse GCCAGGACTGCCTCGTGA 

(VPRRS) 

P1(PRRS) Forward CCAGCCAGTCAATCARCTGTG 

P2(PRRS) Reverse GCGAATCAGGCGCACWGTATG 

 

Tomado de: (Laboratorio de Biología Molecular – AGROCALIDAD Dita et al, 

2010 y Rodríguez, 2015) 

 

El análisis de las secuencias se realizó mediante NCBI-BLAST 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).  

 

4.4.2 PCR in silico 

 

La PCR in silico  se realizó mediante el programa SerialColoner 2.6.1(Goodson 

et al., 2012) con las secuencias de los cebadores a ser utilizados para amplificar 

los fragmentos deseados a ser insertados dentro del pGEM-T VECTOR 

SYSTEM I (PROMEGA, USA) (Tabla 6). Las secuencias utilizadas como molde 

para la PCR in silico fueron extraídas de GenBank de NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), el código de acceso de la secuencia para 

Fusarium osysporum f. sp. cubense raza 4 tropical fue LT571434.1 y para Virus 

del Síndrome Reproductivo y Respiratorio Porcino (VPRRS) fue KX249761.1. 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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4.4.3 Ligazón del vector in silico 

 

La inserción de los productos de PCR in silico dentro del vector pGEM-T Easy 

se realizó mediante el programa Geneious 9.1.7 (Biomatters, 2016).  

 

4.5 Ingeniería Genética in vitro  

 

Las PCR de Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 4 tropical y el virus de 

PRRS fueron optimizadas por el laboratorio de Biología Molecular de Agro-

AGROCALIDAD, en el presente trabajo no se optimizó ninguno de los 

parámetros de amplificación de la PCR y cualquiera de sus variantes, solamente 

fueron aplicadas. 

 

4.5.1. Material genético de partida para amplificación mediante PCR 

 

La obtención del ARN del virus de PRRS se realizó mediante el kit de Roche 

“High Pure Viral RNA” siguiendo el protocolo descrito por el fabricante (Roche, 

2017), a partir de una cepa de control del virus de la que se disponía en el 

laboratorio.  

 

 

A su vez, en cuanto a Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 4 tropical se 

contaba con pocos microlitros de ADN previamente extraído como control 

positivo almacenado en -80°C, el mismo que fue empleado directamente para 

este estudio.  

 

4.5.2. Amplificación del virus de PRRS por PCR 

 

4.5.2.1 Obtención de ADNc del Virus del Síndrome Reproductivo y 

Respiratorio Porcino (VPRRS) 

 



53 
 

La obtención del ADNc se realizó mediante el protocolo de retro transcripción 

con la enzima M-MLV Reverse Transcriptase (PROMEGA, USA), el cual fue 

modificado de acuerdo a un protocolo interno del Laboratorio de Biología 

Molecular de Agro-AGROCALIDAD. 

 

 

El protocolo de RT fue dos pasos, el primer paso es el ensamble del master mix 

A e incubación en termociclador T100 Termal Cycler (BIO-RAD, USA) (Tablas 7 

y 8).  

 

Tabla 7.  

Master mix 1 para retro transcripción (RT).  

Reactivo Concentración inicial 1Rx (µL) 

H2O - 3 

Random cebadores 50ng/µL 1 

dNTP's 10mM 1 

ARN - 5 

Volumen Final 10 

 

Tomado de: (Laboratorio de Biología Molecular – AGROCALIDAD). 

Tabla 8.  

Perfil térmico para master mix 1 de retro transcripción (RT).  

Ciclos Temperatura (°C) Tiempo (min:seg) 

1 65 05:00 

1 12 ∞ 

 

Tomado de: (Laboratorio de Biología Molecular – AGROCALIDAD). 
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Los 10 µL del master mix A se colocaron el master mix B y se siguió el protocolo 

de incubación el termocilcador T100 Termal Cycler (BIO-RAD, USA) (Tabla 9 y 

10). 

 

Tabla 9.  

Master mix 2 para retro transcripción (RT) con enzima MLV (PRROMEGA).  

Reactivo Concentración inicial 1RX (µL) 

H2O - 2 

Buffer RT 5X 4 

0,1M DTT 0,1M 2 

RNaseOUT 40U/µL 1 

Incubar a 37°C por 2 minutos y añadir 

MLV 200U/µL 1 

Volumen final 10 

 

Tomado de: (Laboratorio de Biología Molecular – AGROCALIDAD). 

 

Tabla 10.  

Perfil térmico para master mix 2 de retro transcripción (RT).  

N° de ciclos Temperatura (°C) Tiempo (min:seg) 

1 25 15:00 

1 37 50:00 

1 70 15:00 

1 12 ∞ 

 

Tomado de: (Laboratorio de Biología Molecular – AGROCALIDAD). 

 

Luego de salir del termociclador se almacenaron los ADNc en -80°C hasta que 

fueron utilizados. 
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4.5.2.2. Amplificación del ADNc por PCR 

 

La amplificación del ADNc se realizó mediante PCR con el protocolo 

estandarizado por el Laboratorio de Biología Molecular de Agro-AGROCALIDAD 

(Tablas 11 y 12). 

 

Tabla 11.  

Concentraciones para amplificación del virus de PRRRS mediante PCR.  

Reactivo 
Concentración 

Inicial 

Concentración 

Final 
1RX (µL) 

H2O - - 26,75 

Buffer PCR Green 

Flexi 
5X 1X 10 

MgCl2 25mM 2,5mM 5 

dNTP's 10mM 0,2mM 1 

Cebador 1 (PRRS) 25µM 0,2mM 1 

Cebador 2 (PRRS) 25µM 0,5µM 1 

Enzima Go Taq Hot 

Start 
5U/µL 1,25U/µL 0,25 

ADN - - 5 

Volumen Total 50 

 

Tomado de: (Laboratorio de Biología Molecular – AGROCALIDAD). 
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Tabla 12. 

Perfil térmico del virus de PRRS.  

N° de Ciclos Temperatura (°C) Tiempo (min:seg) 

1 95 05:00 

40 

95 00:30 

55 00:30 

72 01:00 

1 72 10:00 

1 4 ∞ 

 

Tomado de: (Laboratorio de Biología Molecular – AGROCALIDAD). 

 

Los fragmentos amplificados por PCR se almacenaron al -80°C hasta que fueron 

utilizados. 

 

4.5.3 Amplificación de Fusarium osysporum f. sp. cubense raza 4 tropical 

por PCR 

 

El protocolo utilizado para la amplificación del producto de Fusarium osysporum 

f. sp. cubense raza 4 tropical fue provisto por el Laboratorio de Biología Molecular 

de Agro-AGROCALIDAD de acuerdo a lo descrito a continuación (Tablas 13 y 

14). 
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Tabla 13.  

Concentraciones para amplificación de Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 

4 tropical mediante PCR.  

Reactivo 
Concentración 

Inicial 

Concentración 

Final 
1RX (µL) 

H2O - - 15,88 

Buffer PCR Green 

Flexi 
5X 1X 5 

MgCl2 25mM 1,5mM 1,5 

dNTP's 10mM 0,2mM 0,5 

Cebador FocTR4-F 25µM 0,2mM 0,5 

Cebador FocTR4-R 25µM 0,5µM 0,5 

Enzima Go Taq Hot 

Start 
5U/µL 25U/µL 0,12 

ADN - - 1 

Volumen Total 25 

 

Tomado de: (Laboratorio de Biología Molecular – AGROCALIDAD). 

Tabla 14.  

Perfil térmico de Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 4 tropcial.  

N° de Ciclos Temperatura (°C) Tiempo (min:seg) 

1 95 5:00 

30 

95 1:00 

60 1:00 

72 3:00 

1 72 10:00 

1 4 ∞ 

 

Tomado de: (Laboratorio de Biología Molecular – AGROCALIDAD) 

 



58 
 

Los fragmentos amplificados por PCR fueron almacenados a -80°C hasta ser 

utilizados. 

 

4.5.4 Purificación de los productos de PCR en gel de Agarosa 

 

Se preparó un gel de agarosa al 1.5% con solución tampón TBE 0.5X y 1 µL de 

SYBER Safe (THERMO FISHER SCIENTIFIC, USA) por cada 10 mL de solución 

tampón TBE 0.5X. El gel se corrió durante 30 minutos a 100 voltios. La lectura 

del gel se realizó en un transiluminador de luz Dark reader DR-46B de Clare 

Chemical® Technology 

 

Luego de haber corridos los productos de PCR en gel de agarosa de 1.5% se 

purificaron mediante el kit PureLink® Quick Gel Extraction Kit (THERMO FISHER 

SCIENTIFIC, USA) siguiendo las indicaciones del fabricante, como lo detalla el 

siguiente protocolo: 

 

 

Se pesaron microtubos de 2 mL, luego de lo cual se cortó el gel de agarosa de 

1.5% con los fragmentos deseados. Se pesaron los microtubos con el fragmento 

deseado; se colocó el Buffer L3 e incubó a 50°C durante 10 minutos a 400rpm. 

Se transfirió el contenido a la columna Quick Gel Extraction, se procedió a 

centrifugar en miniSpin Plus (EPPENDRF, IBÉRICA) por un minuto a 14000rpm. 

El sobrenadante se descartó y se colocaron 500 µL de Buffer Wash (W1), se 

centrifugó por un minuto a 14000rpm. Se descartó el sobrenadante y centrifugó 

de nuevo por 2 minutos a máxima velocidad. La columna se colocó en un 

micrtotubo de 1.5 mL y añadieron 50 µL de Buffer Elution (E1) e incubó el tubo 

durante un minuto a temperatura ambiente. Se centrifugó el microtubo y 

conservó a -80°C.  
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4.5.5 Cuantificación del ADN purificado 

 

El ADN purificado se cuantificó con el equipo NanoDrop 2000 (THERMO FISHER 

SCIENTIFIC, USA) utilizando como blanco el Solución tampón Elution (E1) de 

PureLink® Quick Gel Extraction Kit (THERMO FISHER SCIENTIFIC, USA). 

 

4.5.6 Ligazón de los productos de PCR purificados y shock térmico de las 

células competentes 

 

El radio del vector que se utilizó fue de 3:1, empleándose para conocer la 

concentración de ADN (ng) la ecuación del manual del vector(PROMEGA, 2010): 

 

50𝑛𝑔 𝑣𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟 × (𝑡𝑎𝑚𝑎ñ𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑜 𝑒𝑛 𝑘𝑖𝑙𝑜𝑏𝑎𝑠𝑒𝑠)

3.0𝑘𝑏 𝑑𝑒𝑙 𝑣𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟
×

3

1

= 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝐴𝐷𝑁 𝑎 𝑠𝑒𝑟 𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑎𝑑𝑎 (𝑛𝑔) 

 

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝐴𝐷𝑁 𝑎 𝑠𝑒𝑟 𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑎𝑑𝑎 (𝑛𝑔)  × 1µ𝑙

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝐴𝐷𝑁 𝑐𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑓𝑖𝑐𝑐𝑎𝑐𝑖ó𝑛 (𝑛𝑔)

= 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝐴𝐷𝑁 𝑎 𝑠𝑒𝑟 𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑎𝑑𝑜 (µ𝑙) 

 

Luego de calcular el volumen de ADN (µL) que iba a ser insertado dentro del 

vector, se añadió el resto de reactivos a la mezcla de clonación (Tabla 15). 

Tabla 15.  

Master mix para ligazón del vector con gen de interés.  

Reactivo Volumen (µL) 

2X Rapid Ligation Buffer 5 

pGEM®-T Easy Vector 1 

ADN purificado * 

T4 DNA Ligase 1 

DEPCE H2O - 

Volumen Final 10 

 

Ecuación 1 

Ecuación 2 
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Nota 

 (*) Volumen de ADN (µL) depende de los cálculos realizados anteriormente 

(-) El volumen de DEPCE H2O (µL) se calcula hasta llegar un volumen de 10µL 

 

Tomado de: (Laboratorio de Biología Molecular – AGROCALIDAD). 

 

La ligazón del vector se realizó a temperatura ambiente y a 4°C en termociclador 

overnight. Después de la incubación a temperatura ambiente o a 4°C en 

termociclador se realizó el shock térmico, de acuerdo al siguiente protocolo: 

 

 

Se descongeló un criovial de cada juego de células quimiocompetentes (1A, 2A, 

3B y 4B) en hielo y se centrifugó el tubo a 6000 rpm por 5 segundos. En 

microtubo se colocaron 2 µL de mezcla de ligazón con 50 µL de células 

quimiocompetentes. Se realizó el shock térmico, 20 minutos en hielo, 50 

segundos a 42°C y 2 minutos en hielo. Se añadieron 950 µL de caldo LB e incubo 

a 37°c por 110 minutos a 150rpm. Tras la incubación se sembraron 100 µL en 

los medios previamente preparados (PROMEGA, 2010). 

 

 

Después de realizar la siembra de las células se incubaron los medios a 37°C 

por 24 horas. Pasadas las 24 horas se observaron los medios de cultivo para 

verificar su crecimiento. 

 

4.5.7 Masificación de las colonias transformadas 

 

Luego de la incubación de las células competentes a 37°C por 24 horas se 

observaron las colonias de color blanco que crecieron en el medio específico. 

Luego se seleccionó una colonia, se tomó la mitad de la colonia con un asa 

bacteriológica, la cual se sembró en 5 mL de caldo LB (SIGMA-ALDRICH, USA) 

con una concentración de ampicilina (Santa Cruz Biotechnologi, USA) de 

0.1mg/mL y la cual se incubo a 37°C a 150rpm. 
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La otra mitad de la colonia se sembró en medio agar LB con una concentración 

de ampicilina (Santa Cruz Biotechnologi, USA) de 0.1mg/mL y X-gal 

(PROMEGA, USA) con el asa bacteriológica se realizó una siembra por estriado 

y se incubó a 37°C por 24 horas (PROMEGA, 2010). 

 

 

Luego de la incubación de 24 horas se almacenó el medio LB con la colonia 

masificada y se almacenó en la refrigeradora de 4°C. 

 

4.5.8 Extracción del ADN plasmídico de las colonias transformadas 

 

La extracción del ADN plasmídico se logró  mediante el Kit de purificación 

PureYield™ Plasmid Miniprep System (PROMEGA, USA),de acuerdo al 

protocolo descrito a continuación (PROMEGA, 2009): 

 

 

Se tomó un 1 mL de caldo LB y centrifugó por 30 segundos a máxima velocidad. 

Se descartó el sobrenadante y resuspendió el precipitado con 600 µL de agua 

DEPEC. Se colocaron 100 µL de Cell Lysis Buffer (Blue) y homogenizó por 

inversión. A la mezcla se añadieron 350 µL de Neutralization Solution 

(previamente fría) y pasó a centrifugar la mezcla por 3 minutos a máxima 

velocidad. El sobrenadante fue transferido a la columna PureYiel™ Minicolum y 

se centrifugó por 15 segundos a máxima velocidad. Se añadieron 200 µL de 

Endotoxin Removal Wash (ERB) y se centrifugó por 15 segundos a máxima 

velocidad. A la columna se añadieron 400 µL de Column Wash Solution (CWC) 

y centrifugó 30 segundos a máxima velocidad. Se colocó  la columna en 

microtubo de 1.5 mL, se añadieron 30 µL de Elution Buffer y se incubó por 1 

minuto a temperatura ambiente. Tras la incubación se centrifugó por 15 

segundos a máxima velocidad. 
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Las muestras de ADN plasmídico extraídas se almacenaron en el congelador de 

-80°C hasta ser utilizadas. 

 

4.5.9 PCR del ADN plasmídico con cebadores específicos 

 

Se realizó una PCR a partir del ADN plasmídico extraído con los cebadores 

específicos para cada una de las enfermedades (Tabla 6). Se utilizó el protocolo 

específico para cada uno de las enfermedades estandarizadas por el Laboratorio 

de Biología Molecular de Agro-AGROCALIDAD. 

 

 

 

4.5.10 Visualización de la PCR del ADN clonado en gel de agarosa 

 

Para la visualización de los productos de PCR del ADN plasmídico se realizó un 

gel de agarosa al 1.5% disuelto con Solución tampón TBE al 0.5X. Se corrió el 

gel con Solución tampón TBE 0.5X por 30 minutos a 100 voltios. 

 

4.6 Secuenciación de los productos de PCR de ADN plasmídico 

 

Las muestras fueron secuenciadas por la empresa Macrogen (Corea). Se 

enviaron 50 µL con una concentración mínima de 20 ng/µL de ADN en 

microtubos de 1.5 mL por cada amplicón obtenido mediante PCR del gen 

clonado para cada enfermedad. 

 

 

La empresa realizó la purificación de los amplicones de PCR a través de una 

malla Millipore MSNU030 (Millipore SAS, Molsheim, France), y posteriormente 

procedieron a una secuenciación de Sanger en el secuenciador 3730xl (Applied 

Biosystems, Foster City, CA) con el kit BigDye terminator v3.1. El resultado final 

es la secuencia entregada por Macrogen (Macrogen, 2017). 
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El análisis de las secuencias se realizó mediante el programa Geneious 9.1.7  

 

4.7 Preservación de células 

 

La preservación de las células transformadas y confirmadas mediante 

secuenciación, se realizó en tubos de1.5 mL con glicerol al 60% según el 

protocolo descrito por (Granja, 2011), la resuspensión se realizó en agar LB con 

ampicilina. Las células se almacenaron en el congelador de -80°C. 

 

4.8. Análisis de resultados obtenidos 

 

4.8.1 Análisis de colonias transformadas  

 

Se realizó un recuento de las colonias obtenidas en cada ensayo de clonación, 

y mediante el programa Microsoft Office Excel 2016 versión 1703 se obtuvo la 

eficiencia de transformación aplicando la siguiente fórmula: 

 

𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑎𝑠 𝑜𝑏𝑡𝑒𝑛𝑖𝑑𝑎𝑠

µ𝑔 𝑑𝑒 𝐴𝐷𝑁 𝑜𝑏𝑡𝑒𝑛𝑖𝑑𝑜

= 𝑒𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑡𝑟𝑎𝑛𝑠𝑓𝑜𝑟𝑚𝑎𝑐𝑖ó𝑛
𝑐𝑓𝑢

µ𝑔 𝐴𝐷𝑁
 

 

4.8.2 Análisis de secuenciación 

 

Las secuencias de los amplicones de los clones obtenidos fueron analizas 

mediante el software Geneious 9.1.7 (Biomatters, 2016) en el cual se efectuó un 

alineamiento para generar una secuencia consenso. Se comparó la secuencia 

consenso, con la secuencia que poseía el laboratorio de Biología Molecular de 

Agro-AGROCALIDAD.  

 

 

Ecuación 3 
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5. Resultados y Discusión 

 

5.1. Obtención de células quimiocompetentes 

 

5.1.1. Elaboración de la curva de calibrado de células JM109 

 

Se elaboro una curva de calibrado mediante diluciones seriadas en caldo LB con 

el fin de construir la curva de calibrado. 

 

 

Se obtuvieron 16 puntos para la gráfica de la curva de calibrado (Figura 10), en 

la cual se observó un R2 de 0.9631 y la ecuación de la recta: 

 

𝑥 =
(𝑦 − 0.0324)

74.115
 

 

El R2 de 0.9631 que se obtuvo se puede considerar bajo, lo cual pudo deberse 

al volumen utilizado para elaborar la curva de calibrado, la acumulación de 

errores de pipeteo y la medición de la absorbancia puede verse afectada por 

compuestos del medio de cultivo. 

 

 

Las empresas encargas de la venta, distribución y elaboración de materiales e 

insumos de laboratorio, sugieren que al trabajar con volúmenes pequeños se 

debe tener extremo cuidado al momento de sumergir la punta de la pipeta. Al 

trabajar con volúmenes pequeños se debe introducir la punta de 1 a 2 mm dentro 

de la solución de trabajo (Koeman, 2014; METLER TOLEDO, 2017). Otros 

errores a tomar en cuenta son la densidad de la solución de trabajo; la 

reutilización la punta de la pipeta, éstas pueden conservar residuos de la solución 

de trabajo y generan errores (Koeman, 2014; M,ETLER TOLEDO, 2017).  

 

Ecuación 4 
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Otro aspecto a tomar en cuenta es la longitud de onda utilizada para la medición 

de la absorbancia. Cabe mencionar que en diversos estudios describen que la 

medida de la longitud de onda debe ser de 600 nm para trabajar con biomasa 

(Contreras, Bertola, Giannuzzi, & Zaritzky, 2001; Neira, 2010; Riu & Boqué, 2003; 

Sutton, 2017; Universidad de Valencia, 2017; VEGA & VOLTOLINA, 2007). Se 

debe considerar que muchas veces es probable que exista una interferencia en 

la medida óptica por compuestos residuales provenientes del mismo medio de 

cultivo utilizado. Se debe resaltar que homogenizar la solución de trabajo antes 

de realizar su medición puede ayudar a obtener un mejor R2 (Contreras et al., 

2001; Koeman, 2014; VEGA & VOLTOLINA, 2007). 

 

 

El valor obtenido de R2 en el presente trabajo fue de 0.9631. En 2017 Sutton 

describe que trabajar con materiales biológicos genera errores, por este motivo 

él obtuvo un R2 de 0.9000. Considerado el R2 descrito por Sutton, se puede 

concluir que el valor obtenido de R2 al realizar la curva de calibrado es un valor 

válido (Alarcón, 2001; Arnáiz, Isac, & Lebrato, 2000; Marabel & Álvarez, 2014; 

Rehbein, 2013; Riu & Boqué, 2003; Sutton, 2017; Universidad de Valencia, 

2017). 
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Figura 10. Curva de calibrado de células JM109 (E. coli) con absorbancia de 

600nm 

 

5.1.2. Curva de crecimiento células JM109 

 

La curva de crecimiento se realizó durante un periodo de 6 horas y tomando los 

puntos cada 30 minutos, la cual se observa en la figura 11. 

La fase exponencial se alcanzó a los 90 minutos post incoculación, lo cual es 

concordante con lo recopilado en bibliografía; donde se describe que la fase 

exponencial de Escherichia coli se alcanza entre los  80 y 120 minutos 

posteriores a la inoculación de la bacteria (Arnáiz, Isac, & Lebrato, 2000; Green 

& Sambrook, 2012; Li et al., 2010; Rehbein, 2013; Santos, Ferrat, & Eichelmann, 

2005; Sezonov, Joseleau, & D’Ari, 2007), por lo tanto, se puede concluir que la 

cepa de E. coli JM109 se encontraba viable y en óptimas condiciones para su 

masificación. 

 

 

Cabe mencionar que el medio de cultivo y la cantidad del inóculo utilizado 

pueden favorecer el crecimiento y masificación de E. coli. El medio de cultivo 

donde se produce el crecimiento es fundamental en este caso el medio LB fue 
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ideal para el desarrollo de E. coli (Green & Sambrook, 2012; Li et al., 2010; 

Santos, Ferrat, & Eichelmann, 2005; Sekse et al., 2012; Sezonov et al., 2007). 

De igual manera la concentración de inóculo en el medio influyó 

considerablemente permitiendo que la fase de latencia fuera menor en el tiempo 

(Arnáiz, Isac, & Lebrato, 2000; Sekse et al., 2012; Sezonov et al., 2007). Al 

incrementar la concentración del inicial el tiempo de duración de la fase 

estacionara se redujo permitiendo iniciar la fase exponencial en un menor tiempo 

(Izarra, Santayana, Villena, & Gutiérrez, 2010; Santos et al., 2005; Sezonov 

et al., 2007). 

 

Figura 11. Curva de crecimiento de células JM109 

5.1.3. Cuantificación células quimiocompetentes 

 

A cada preparado de células quimiocompetentes se realizó la medida de OD600 

para conocer su concentración final. Las células quimiocompetentes que 

resultaron con una mayor concentración celular fueron las 3B (mg/L) (Tabla 16).  

 

 

Las altas concentraciones en estas células quimio competentes pueden 

explicarse ya que se tomaron células en la fase exponencial de crecimiento. Este 

resultado concuerda con lo descrito por Li en 2010 y también Green y Sambrook 
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en 2012 las células quimiocompetentes deben elaborarse cuando alcanzan una 

OD>0.26 y en nuestro caso las empleamos con una OD>0.50.  

 

 

Tabla 16.  

Absorbancia y concentración celular (mg/L) de caja juego de células 

quimiocompetentes. 

Juego de células OD600 (nm) [X] (mg/L) 

1A 0,124 0,00123592 

2A 0,039 0,0000890 

3B 0,304 0,00366458 

4B 0,045 0,00017001 

 

5.2. Ensayo de clonación con control positivo del kit pGEM®-T Easy Vector 

 

Se realizo la ligazón del vector pGEM®-T con el control positivo del vector, para 

verificar el estado de las células quimiocompetentes elaboradas. El crecimiento 

de las células se observó a partir de las 36 horas (Figura 12). Lo cual difiere a lo 

descrito para el control positivo del kit pGEM®-T Easy Vector. 

Diversos factores pueden afectar el crecimiento de las células tales como los 

nutrientes y el estrés celular. El medio LB utilizado en comparación con el medio 

SOC, posee una menor cantidad de nutrientes (PROMEGA, 2010; THERMO 

FISHER SCIENTIFIC, 2017b, 2017a), lo cual puede afectar el crecimiento de las 

células E. coli. La cantidad de nutrientes presente en el medio puede afectar el 

crecimiento. En diversos estudios se describe que una cantidad muy baja de 

nutrientes puede la fase de latencia de las células de E. coli al verse afectados 

los mecanismos de replicación de dichas células (Alarcón, 2001; Barth et al., 

2000; Li et al., 2010b; Mendoza, 2008; Santos et al., 2005). 
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Cabe mencionar, que el estrés en una célula bacteriana puede deberse a 

diversos factores como la temperatura, los componentes del medio selectivo y la 

cepa utilizada. La temperatura de 37 °C empleada para el crecimiento de E. coli, 

durante todos los ensayos de este trabajo, fue constante, por lo que sería 

prudente descartarla como factor de estrés. Por ello se presume que los 

componentes del medio selectivo, como ampicilina y X-gal, pueden generar 

estrés. Como se indica en el manual del vector pGEM®-T Easy se recomienda 

una concentración de ampicilina de 100 µg/mL de medio LB, porque  una 

concentración superior puede afectar los mecanismos de adaptación y el gen de 

resistencia, produciendo que el crecimiento en el medio selectivo se produzca 

en un periodo de tiempo mayor (Chung, Bang, & Drake, 2006; Lennen & 

Herrgard, 2014; PROMEGA, 2010). 
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Figura 12. Progreso de crecimiento de las células quimiocompetentes. 

En la figura  

A: 24 horas, B: 30 horas y C: 36 horas de crecimiento a 37°C de células quimiocompetente con 

solución tampón  

A. La figura D: 24 horas, E: 30 horas y F: 36 horas de crecimiento a 37°C de células 

quimiocompetentes con solución tampón B. 
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5.3. Ingeniería Genética in silico 

 

La Ingeniería Genética in silico permite predecir el resultado que se puede 

obtener, en la parte in vitro. Simultáneamente permite analizar los resultados que 

se obtendrán. 

5.3.1. Análisis de los cebadores a utilizar 

 

Se observó que los cebadores son específicos para la amplificación del gen 

deseado para cada enfermedad. Los cebadores Forward y Reverse de Fusarium 

oxysporum f. sp. cubense raza 4 tropical (Tabla 17 y 18) presentan una identidad 

del 100%, así como los cebadores del virus de PRRS (Tabla 19 y 20) que 

también presentan una identidad del 100%. 

 

 

El alto porcentaje de identidad que presenta cada uno de los cebadores a ser 

utilizados evidencia que  fueron diseñados adecuadamente, lo cual se corrobora 

con el alineamiento local realizado en BLAST/NCBI en las tablas 17, 18, 19 y 20 

(Collado, 2010). 

 

Tabla 17.  

Resultados del análisis BLAST para el cebador Forward FoCTR4. 

N° Nombre 

Número de 

Acceso 

GenBank 

Identidad (%) 

1 

Fusarium oxysporum f. cubense 28S 

ribosomal RNA gene and 28S-18S 

ribosomal RNA intergenic spacer, 

partial sequence 

KX101211.1 100% 

2 
Fusarium oxysporum f. cubense 

voucher BRIP 62347a 28S ribosomal 
KX101210.1 100% 
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RNA gene and 28S-18S ribosomal 

RNA intergenic spacer, partial 

sequence 

3 

TPA_inf: Fusarium oxysporum f. sp. 

cubense race 4 strain B2 rDNA 

repeat region 

LT571434.1 100% 

4 

Fusarium oxysporum strain Xuwen-

N2 28S ribosomal RNA gene and 

28S-18S ribosomal RNA intergenic 

spacer, partial sequence 

KM108312.1 100% 

5 

Fusarium oxysporum f. cubense 

voucher INISAV CV1-5 28S-18S 

ribosomal RNA intergenic spacer, 

partial sequence 

KM047064.1 100% 

6 

Fusarium oxysporum f. cubense 

voucher INISAV CV6.2.9 28S-18S 

ribosomal RNA intergenic spacer, 

partial sequence 

KM047063.1 100% 

7 

Fusarium oxysporum f. cubense 

voucher INISAV Indo19 28S-18S 

ribosomal RNA intergenic spacer, 

partial sequence 

KM047062.1 100% 

8 

Fusarium oxysporum f. cubense 

voucher INISAV NT 28S-18S 

ribosomal RNA intergenic spacer, 

partial sequence 

KM047061.1 100% 

9 

Fusarium oxysporum f. cubense 

strain XJg-8-1 28S ribosomal RNA 

gene and 28S-18S ribosomal RNA 

intergenic spacer, partial sequence 

KC869396.1 100% 
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10 

Fusarium oxysporum f. cubense 

strain FOC4 28S ribosomal RNA 

gene and 28S-18S ribosomal RNA 

intergenic spacer, partial sequence 

KC869392.1 100% 

 

Tomado de: (NCBI, 2017). 

 

Tabla 18.  

Resultados del análisis BLAST para el cebador Reverse FoCTR4.  

N° Nombre 

Número de 

Acceso 

GenBank 

Identidad (%) 

1 

Fusarium oxysporum f. 

cubense 28S ribosomal RNA 

gene and 28S-18S ribosomal 

RNA intergenic spacer, partial 

sequence 

KX101211.1 100% 

2 

Fusarium oxysporum f. 

cubense voucher BRIP 62347a 

28S ribosomal RNA gene and 

28S-18S ribosomal RNA 

intergenic spacer, partial 

sequence 

KX101210.1 100% 

3 

Agromyces flavus strain CPCC 

202695 genome assembly, 

chromosome: I 

LT629755.1 100% 

4 

TPA_inf: Fusarium oxysporum 

f. sp. cubense race 4 strain B2 

rDNA repeat region 

LT571434.1 100% 
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5 

Fusarium oxysporum f. sp. 

lycopersici isolate FO-7 28S-

18S ribosomal RNA intergenic 

spacer, partial sequence 

KP898396.1 100% 

6 

Fusarium oxysporum strain 

Xuwen-N2 28S ribosomal RNA 

gene and 28S-18S ribosomal 

RNA intergenic spacer, partial 

sequence 

KM108312.1 100% 

7 

Fusarium oxysporum f. 

cubense voucher INISAV CV1-

5 28S-18S ribosomal RNA 

intergenic spacer, partial 

sequence 

KM047064.1 100% 

8 

Fusarium oxysporum f. 

cubense voucher INISAV 

CV6.2.9 28S-18S ribosomal 

RNA intergenic spacer, partial 

sequence 

KM047063.1 100% 

9 

Fusarium oxysporum f. 

cubense voucher INISAV 

Indo19 28S-18S ribosomal 

RNA intergenic spacer, partial 

sequence 

KM047062.1 100% 

10 

Fusarium oxysporum f. 

cubense voucher INISAV NT 

28S-18S ribosomal RNA 

intergenic spacer, partial 

sequence 

KM047061.1 100% 

 

Tomado de: (NCBI, 2017). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/686689973/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/686689973/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/686689973/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/686689973/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/686689973/
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Tabla 19.  

Resultados del análisis BLAST para el cebador Forward P1(PRRS). 

N° Nombre 

Número de 

Acceso 

GenBank 

Identidad 

(%) 

1 
Porcine reproductive and respiratory 

syndrome virus, partial genome 
KX249761.1 100% 

2 
Porcine reproductive and respiratory 

syndrome virus, partial genome 
KX249760.1 100% 

3 
Porcine reproductive and respiratory 

syndrome virus, partial genome 
KX249759.1 100% 

4 
Porcine reproductive and respiratory 

syndrome virus, partial genome 
KX249758.1 100% 

5 
Porcine reproductive and respiratory 

syndrome virus, partial genome 
KX249752.1 100% 

6 
Porcine reproductive and respiratory 

syndrome virus, partial genome 
KX249751.1 100% 

7 
Porcine reproductive and respiratory 

syndrome virus, partial genome 
KX249750.1 100% 

8 
Porcine reproductive and respiratory 

syndrome virus, partial genome 
KX249749.1 100% 

9 
Porcine reproductive and respiratory 

syndrome virus, partial genome 
KX249748.1 100% 

10 
Porcine reproductive and respiratory 

syndrome virus, complete genome 
KU131560.1 100% 

 

Tomado de: (NCBI, 2017). 
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Tabla 20. 

Resultados del análisis BLAST para el cebador Reverse P2(PRRS). 

N° Nombre 

Número de 

Acceso 

GenBank 

Identidad (%) 

1 

Porcine reproductive and 

respiratory syndrome virus, 

complete genome 

KX815419.1 100% 

2 

Porcine reproductive and 

respiratory syndrome virus, 

complete genome 

KY348850.1 100% 

3 

Porcine reproductive and 

respiratory syndrome virus, 

complete genome 

KY348847.1 100% 

4 

Porcine reproductive and 

respiratory syndrome virus, 

complete genome 

KU131565.1 100% 

5 

Porcine reproductive and 

respiratory syndrome virus strain 

14-68, complete genome 

KT257947.1 100% 

6 

Porcine reproductive and 

respiratory syndrome virus strain 

14-67, complete genome  

KT257946.1 100% 

7 

Porcine reproductive and 

respiratory syndrome virus strain 

14-64, complete genome  

KT257945.1 100% 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1041750044/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1041750044/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1041750044/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1041750036/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1041750036/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1041750036/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1041750028/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1041750028/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1041750028/
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8 

Porcine reproductive and 

respiratory syndrome virus strain 

14-60, complete genome  

KT257944.1 100% 

9 

Porcine reproductive and 

respiratory syndrome virus RNA, 

nearly complete genome, strain: 

Jpn5-37 

LC008532.1 100% 

10 

Porcine reproductive and 

respiratory syndrome virus isolate 

XW014, complete genome  

KF724406.1 100% 

 

Tomado de: (NCBI, 2017). 

 

5.3.2. PCR in silico 

 

Es una estimación realizada para conocer el tamaño resultante del amplicón a 

obtener si se realiza la PCR con los cebadores deseados. 

 

 

La PCR in silico para Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 4 tropical rindió 

como resultado un amplicón de 472 bp (Figura 13) y un amplicón de ~292 bp 

para el virus de PRRS (Figura 14), lo cual se corresponde con lo esperado para 

el diseño de los cebadores realizado en el presente estudio. 

 

 

Cabe mencionar, que los amplicones obtenidos con softwares bioinformáticos 

permiten predecir el resultado que se obtendrá en el laboratorio. En la actualidad 

estos constituyen  una de las herramientas más utilizadas en la predicción de 

resultados esperados (Bevilacqua, Menolascina, Aurora, Lucivero, & Quatela, 

2010; Dourado et al., 2010; Kalendar, Lee, & Schulman, 2011, 2014). Mediante 

los algoritmos que utilizan los softwares bioinformáticos se puede predecir los 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1041750020/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1041750020/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1041750020/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/566072188/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/566072188/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/566072188/
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resultados, sin embargo, existe una limitación para las predicciones que pueden 

realizar, muchas veces los cebadores no se unen a la secuencia blanco debido 

a su especificidad e impide la amplificación de la secuencia (Bevilacqua et al., 

2010; Dourado et al., 2010; Kalendar et al., 2014). 

 

 

Figura 13. Amplicón obtenido mediante PCR in silico de Fusarium oxysporum f. 

sp. cubense raza 4 tropical.  

Tomado de: (Biomatters, 2016) 

 

 

Figura 14. Amplicón obtenido mediante PCR in silico del virus de PRRS. 

(Tomado de: Biomatters, 2016) 
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5.3.3. Ligazón del vector in silico 

 

La ligazón in silico del vector pGEM®-T Easy con el gen de Fusarium oxysporum 

f. sp. cubense raza 4 tropical dio un peso molecular de 3455 bp (Figura 15), en 

cuanto al virus de PRRS se obtuvo un peso molecular de ~3277 bp (Figura 16). 

 

La ligazón in silico permitió determinar cómo resultaría la construcción genética 

final y ayudó a predecir los resultados obtenidos in vitro. Es importante recalcar 

que en los últimos años los softwares bioinformáticos permiten predecir la unión 

del vector con el gen de interés, tomando en cuenta las diferentes posibilidades 

de de unión que pueden producirse usando cada vector (Bevilacqua et al., 2010; 

Kalendar et al., 2011). 

 

Figura 15. Diseño del vector pGEM®-T Easy con amplicón de Fusarium 

oxysporum f. sp. cubense raza 4 tropical  

Tomado de: (Biomatters, 2016) 
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Figura 16. Diseño del vector pGEM®-T Easy con amplicón del virus de PRRS 

Tomado de: (Biomatters, 2016) 

5.4. Ingeniería Genética in vitro  

 

5.4.1. Amplificación de genes de interés para clonación mediante PCR 

 

La amplificación del gen de interés de Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 

4 tropical resultó en un amplicón de 460 bp (Figura 17), mientras que para el 

virus de PRRS se obtuvo un amplicón de ~300 bp (Figura 18). 
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Figura 17. Visualización del producto de PCR de Fusarium oxysporum f. sp. 

cubense raza 4 tropical de 472 bp. 

En la figura 17 se muestra el producto de PCR para Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 4 

tropical de 472 bp.  amplificado con los cebadores FoCTR4-F y FoCTR4-R en un gel de agarosa 

al 1,5% (p/v) teñido con SYBER®Safe DNA gel stain, aplicando un voltaje de 100V. durante30 

minutos. En la figura MP: Marcador de peso molecular (1kb DNA ladder, Invitrogen), 1: Control 

positivo, 2: Carril vacío, 3: Control negativo y 4: Producto de PCR de 463 bp 
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Figura 18. Visualización del producto de PCR del virus de PRRS de ~300 bp. 

En la figura 18 se muestra el producto de PCR para el virus de PRRS de ~300 bp. amplificado 

con los cebadores P1(PRRS) y P2(PRRS) en un gel de agarosa al 1,5% (p/v) teñido con 

SYBER®Safe DNA gel stain, aplicando un voltaje de 100V. durante30 minutos. En la figura MP: 

Marcador de peso molecular (1kb DNA ladder, Invitrogen), 1: Control negativo, 2: Control positivo, 

3, 4, 5 y 6: Producto de PCR de ~300 bp. 

 

5.4.3 Eficiencia de transformación 

 

La mayor eficiencia se presentó a temperatura ambiente en el juego de células 

3B para los dos genes de interés, donde se obtuvieron los valores de 1.23x104 

cfu/µg ADN para Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 4 tropical y 1.924x104 

cfu/µg ADN para el virus de PRRS (Tabla 21 y 22). Estos valores son bajos con 

respecto a lo descrito por el fabricante para este tipo de células, donde se espera 

una eficiencia de transformación de 2X108 cfu/µg ADN. 

 

Estos resultados pudieron deberse a diversos factores como el método 

empleado para obtener las células quimiocompetentes; el método de 
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transformación empleado; el ratio molar; y, la concentración celular de cada 

preparación de células quimiocompetentes. 

 

Tabla 21.  

Eficiencia de transformación a temperatura ambiente.  

Temperatura ambiente 

Muestra 
Células 

competentes 
Repetición 

1 
Repetición 

2 
Promedio 

µg de 
ADN 

utilizados 

Eficiencia de 
transformación 
(cfu/µg ADN) 

FoCTR4 

1A 0 0 0 0,0236 0 

2A 0 0 0 0,0236 0 

3B 296 289 292,5 0,0236 1,23x104 

4B 51 47 49 0,0236 2,076x103 

VPRRS 

1A 0 0 0 0,0146 0 

2A 0 0 0 0,0146 0 

3B 264 298 281 0,0146 1,924x104 

4B 78 63 70,5 0,0146 4,828x103 
 

Nota 

FoCTR4: Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 4 tropical 

VPRRS: Virus del Síndrome Respiratorio y Reproductivo Porcino 

Tabla 22.  

Eficiencia de transformación a temperatura 4°C 

Temperatura ambiente 

Muestra 
Células 

competentes 
Repetición 

1 
Repetición 

2 
Promedio 

µg de 
ADN 

utilizados 

Eficiencia de 
transformación 
(cfu/µg ADN) 

FoCTR4 

1A 0 0 0 0,0236 0 

2A 0 0 0 0,0236 0 

3B 124 100 112 0,0236 4,74x103 

4B 42 38 40 0,0236 1,694x103 

VPRRS 

1A 0 0 0 0,0146 0 

2A 0 0 0 0,0146 0 

3B 132 142 137 0,0146 9,383x103 

4B 36 37 36,5 0,0146 2,5x103 
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Nota 

FoCTR4: Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 4 tropical 

VPRRS: Virus del Síndrome Respiratorio y Reproductivo Porcino 

 

Cabe mencionar que al encontrarse caducadas las células de E. oli JM109, esto 

puede influir en los resultados ya que como indica el manual del vector pGEM-

T® el estado de las células competentes es fundamental para la obtención de 

una alta eficiencia de las mismas. Lo cual concuerda con lo reportado en 

bibliografía acerca de la importancia del estado de las células competentes para 

obtener un valor óptimo de transformación (Briones, 2008; Joshi & Deshpande, 

2011; Klug et al., 2006; Marchuk, Drumm, Saulino, & Collins, 1991; PREMIER 

Biosoft, 2017; PROMEGA, 2010, 2017; Rodriguez & Denhardt, 2014; SnapGene, 

2017; THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2010). 

 

 

Por otra parte, los métodos empleados para la obtención de células competentes 

pueden afectar en gran medida la eficiencia de transformación. Los resultados 

de este estudio presentan una eficiencia menor como ya se mencionó y esto 

podría deberse a que los métodos empleados difieren de los recomendados por 

el fabricante. De hecho otros investigaciones como las de Li en 2010, indican 

que la concentración de cloruro de calcio empleada es un factor a considerar, la 

cual en altas dosis puede afectar la eficiencia de transformación y puede ser uno 

de los motivos de los resultados obtenidos en este trabajo experimental. 

 

 

Otro factor a considerar, es la metodología empleada para transformar las 

células JM109, que consiste en el shock térmico de acuerdo a lo descrito por el 

fabricante. Sin embargo,  al utilizar células quimiocompetentes diferentes a lo 

recomendado por la casa comercial se puede esperar una eficiencia de 
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trasformación menor a lo descrito; debido a que la duración del shock térmico en 

cada una de las células competentes empleadas  puede ser distinto y  generar 

un error al momento de la transformación (Briones, 2008; Cortez, 2013; Klug 

et al., 2006). 

 

 

Adicionalmente el ratio molar empleado en los ensayos fue de 1:3, ADN :Vector. 

El manual del vector pGEM-T® Easy describe que el vector y las células 

competentes JM109 adquiridas del fabricante se encuentran optimizadas para 

trabajar con una relación de 1:1, sin embargo, se recomienda trabajar con una 

relación 1:3. Cabe destacar que la eficiencia de transformación puede verse 

afectada al no encontrarse optimizada para las células competentes utilizadas 

en los ensayos (Briones, 2008; Cortez, 2013; THERMO FISHER SCIENTIFIC, 

2010; Zhou & Gomez, 2000). El ratio molar es uno de los factores a tomar en 

cuanta al momento de realizar los cálculos para obtener una mayor eficiencia de 

transformación en los ensayos. 

 

 

Adicionalmente debe considerarse la concentración celular de cada preparación 

células quimiocompetentes. En la bibliografía podemos encontrar La PCR del 

ADN plasmídico de Fusarium oxysporum que es indispensable poseer una 

concentración óptima, pues una concentración elevada de células 

quimiocompetentes que presenten crecimiento en el medio selectivo dificulta el 

posterior análisis de los transformantes (Green & Sambrook, 2012; PROMEGA, 

2017; Valenzuela, 2016). 

5.4.4. PCR, secuenciación y conservación del gen de interés 

 

La PCR del ADN plasmídico de Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 4 

tropical generó un fragmento de 472 bp (Figura 19) y para el virus de PRRS uno 

de ~300bp (Figura 21). La secuenciación a su vez resulto una lectura de 444 bp 
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(Figura 20) con un análisis de identidad del 100% (Tabla 23) y se obtuvo 303 bp 

(Figura 22) con un análisis de identidad del 98% (Tabla 24) respectivamente. 

 

 

Estos resultados denotan que los clones obtenidos fueron los adecuados y esto 

permitió establecer satisfactoriamente el banco de células transformadas (Tabla 

25). 

 

Figura 19. Visualización del producto de PCR de ADN plasmídico de Fusarium 

oxysporum f. sp. cubense raza 4 tropical. 

En la figura 19 se muestra el producto de PCR de ADN plasmídico de Fusarium oxysporum f. sp. 

cubense raza 4 tropical de 472 bp. amplificado con los cebadores FoCTR4-F y FoCTR4-R en un 

gel de agarosa al 1,5% (p/v) teñido con SYBER®Safe DNA gel stain, aplicando un voltaje de 

100V. durante30 minutos. En la figura MP: Marcador de peso molecular (1kb DNA ladder, 

Invitrogen), 1 y 2: Control negativo, 3, 4, 5 y 6: Producto de PCR de 472 bp, 7: Control positivo 
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Figura 20. Secuencia de ADN original y la clonada de Fusarium oxysporum f. sp. 

cubense raza 4 tropical  

Tomado de: (Biomatters, 2016). 

 

Tabla 23.  

Resultado del análisis BLAST del ADN plasmídico del clon de Fusarium 

oxysporum f. sp. cubense raza 4 tropical. 

N° Nombre 
Número de Acceso 

GenBank 

Identidad 

(%) 

1 

Fusarium oxysporum f. 

cubense voucher BRIP 62353a 

28S ribosomal RNA gene and 

28S-18S ribosomal RNA 

intergenic spacer, partial 

sequence 

KX101211.1 100% 

2 

Fusarium oxysporum f. 

cubense voucher BRIP 62347a 

28S ribosomal RNA gene and 

28S-18S ribosomal RNA 

KX101210.1 100% 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1045861118
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1045861118
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1045861118
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1045861118
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1045861118
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1045861118
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1045861118?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JWF5KKNR015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1045861117
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1045861117
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1045861117
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1045861117
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1045861117?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=JWF5KKNR015
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intergenic spacer, partial 

sequence 

3 

TPA: Fusarium oxysporum f. 

sp. cubense race 4 strain B2 

rDNA repeat region  

LT571434.1 100% 

4 

Fusarium oxysporum f. 

cubense voucher INISAV CV1-

5 28S-18S ribosomal RNA 

intergenic spacer, partial 

sequence 

KM047064.1 100% 

5 

Fusarium oxysporum f. 

cubense voucher INISAV 

CV6.2.9 28S-18S ribosomal 

RNA intergenic spacer, partial 

sequence 

KM047063.1 100% 

6 

Fusarium oxysporum f. 

cubense voucher INISAV 

Indo19 28S-18S ribosomal 

RNA intergenic spacer, partial 

sequence 

KM047061.1 100% 

7 

Fusarium oxysporum f. 

cubense voucher INISAV NT 

28S-18S ribosomal RNA 

intergenic spacer, partial 

sequence 

KC869396.1 100% 

8 

Fusarium oxysporum f. 

cubense strain XJg-8-1 28S 

ribosomal RNA gene and 28S-

18S ribosomal RNA intergenic 

spacer, partial sequence  

KC869392.1 100% 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1045861117
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1045861117
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1039001899
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1039001899
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1039001899
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1039001899?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=JWF5KKNR015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_686689976
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_686689976
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_686689976
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_686689976
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_686689976
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/686689976?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=JWF5KKNR015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_686689975
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_686689975
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_686689975
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_686689975
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_686689975
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/686689975?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=JWF5KKNR015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_686689974
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_686689974
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_686689974
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_686689974
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_686689974
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/686689973?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=JWF5KKNR015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_686689973
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_686689973
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_686689973
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_686689973
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_686689973
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/564274404?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=JWF5KKNR015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_564274404
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_564274404
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_564274404
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_564274404
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_564274404
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/564274400?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=JWF5KKNR015
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9 

Fusarium oxysporum f. 

cubense strain FOC4 28S 

ribosomal RNA gene and 28S-

18S ribosomal RNA intergenic 

spacer, partial sequence  

FJ664984.1 100% 

10 

Fusarium oxysporum f. 

cubense strain CAV312 28S-

18S ribosomal RNA intergenic 

spacer, partial sequence  

FJ664978.1 100% 

 

Tomado de: (NCBI, 2017). 

 

 

Figura 21. Visualización del producto de PCR de ADN plasmídico del virus de 

PRRS. 

En la figura 21 se muestra el producto de PCR de ADN plasmídico del virus de PRRS de ~300 

bp. amplificado con los cebadores P1(PRRS) y P2(PRRS) en un gel de agarosa al 1,5% (p/v) 

teñido con SYBER®Safe DNA gel stain, aplicando un voltaje de 100V. durante30 minutos. En la 

figura MP: Marcador de peso molecular (1kb DNA ladder, Invitrogen), 1: Control negativo, 2: 

Control positivo, 3, 4, 5 y 6: Productos de PCR de ~300 bp. 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_564274400
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_564274400
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_564274400
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_564274400
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_564274400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/253749395?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=JWF5KKNR015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_253749395
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_253749395
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_253749395
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_253749395
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/253749389?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=JWF5KKNR015
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Figura 22. Secuencia de ADN original y la clonada del virus de PRRS  

Tomado de: (Biomatters, 2016) 

 

Tabla 24.  

Resultados del análisis BLAST del ADN plasmídico del clon del virus de PRRS. 

N° Nombre 
Número de Acceso 

GenBank 

Identidad 

(%) 

1 

Porcine reproductive and 

respiratory syndrome virus 

strain ISU-P, complete 

genome 

EF532816.1 99% 

2 

Porcine reproductive and 

respiratory syndrome virus 

strain WSV, complete 

genome 

KP998429.1 98% 

3 

Porcine reproductive and 

respiratory syndrome virus 

strain TY, complete genome  

KP998428.1 98% 

4 
Porcine reproductive and 

respiratory syndrome virus 
KP998405.1 98% 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_156067337
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_156067337
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_156067337
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_156067337
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/156067337?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JWG2Z0F9015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_902640609
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_902640609
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_902640609
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_902640609
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/902640609?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=JWG2Z0F9015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_902640599
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_902640599
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_902640599
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/902640599?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=JWG2Z0F9015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_902640369
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_902640369
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strain cw46, complete 

genome 

5 

Porcine reproductive and 

respiratory syndrome virus 

isolate ISU-P nucleocapsid 

protein gene, complete cds 

AF043974.1 98% 

6 

Porcine reproductive and 

respiratory syndrome virus 

strain 14-68, complete 

genome 

KT257947. 98% 

7 

Porcine reproductive and 

respiratory syndrome virus 

strain 14-67, complete 

genome 

KT257946.1 98% 

8 

Porcine reproductive and 

respiratory syndrome virus 

strain 14-64, complete 

genome 

KT257945.1 98% 

9 

Porcine reproductive and 

respiratory syndrome virus 

isolate 15 nucleocapsid 

protein gene, complete cds 

KP208800.1 98% 

10 

Porcine reproductive and 

respiratory syndrome virus 

isolate C7 nucleocapsid 

protein (ORF7) gene, 

complete cds 

KM229521.1 98% 

 

Tomado de: (NCBI, 2017). 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_902640369
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_902640369
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_4105241
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_4105241
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_4105241
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_4105241
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/4105241?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=JWG2Z0F9015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041750044
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041750044
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041750044
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041750044
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1041750044?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=JWG2Z0F9015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041750036
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041750036
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041750036
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041750036
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1041750036?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=JWG2Z0F9015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041750028
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041750028
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041750028
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1041750028
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1041750028?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=JWG2Z0F9015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_807985849
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_807985849
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_807985849
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_807985849
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/807985849?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=JWG2Z0F9015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_699361296
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_699361296
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_699361296
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_699361296
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_699361296
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/699361296?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=JWG2Z0F9015
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Tabla 25.  

Características de los clones del banco de conservación. 

 

VPRRS 

Fusarium oxysporum f. 

sp. cubense raza 4 

tropical 

Vector 
pGEM®-T Vector 

(PROMEGA) 

pGEM®-T Vector 

(PROMEGA) 

Hospedero Escherichia coli JM109 Escherichia coli JM109 

Tamaño del inserto ~303 bp 472 bp 

Criopreservante Glicerol al 60% Glicerol al 60% 

Almacenamiento Congelador -80°C Congelador -80°C 
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6. Conclusiones y recomendaciones 

 

6.1 Conclusiones 

 

El tiempo de crecimiento de las células quimiocompetentes de este estudio se 

fue menor a lo reportado en la literatura debido a que las condiciones empleadas 

difieren a las recomendadas por el fabricante. 

 

Los resultados obtenidos in vitro coinciden con los predichos in silico, lo cual 

denota un que el diseño de Ingeniería Genética aplicado fue el adecuado. 

 

Factores tales como la caducidad, el método de transformación y la 

concentración del inóculo inicial influyen de forma directa en la eficiencia de 

transformación obtenida en el presente estudio. 

 

6.2 Recomendaciones 

 

Se recomienda probar diversos protocolos de extracción del ADN plasmídico. 

 

En caso de realizar cambios en el protocolo para obtención de células 

quimiocompetentes se recomendaría revisar los protocolos disponibles en el 

libro de Sambrock “Molecular Cloning: A Laboratory Manual” 

 

Optimizar el shock térmico, con el fin de obtener una eficiencia mayor de 

transformación. 

 

Emplear software bioinformáticos para predecir los resultados esperados en los 

experimentos in vitro. 
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 ANEXO 1: SOLICITUD DE PERMISO PARA SALIDA DE MUESTRAS PARA 

SECUENCIACIÓN GENÓMICA EN EL EXTERIOR 
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