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INTRODUCCIÓNImportancia del cultivo de banano (Musa x paradisiaca)2

Exportación 
a 43 

mercados

Aporte del 
20-30% de 
banano de 
exportación

Involucra 2,5 
millones de 

ecuatorianos

2% del PIB 
nacional

PIB agrícola

Exportaciones a USA

Importancia 

internacional

Importancia 

nacional

(Coba, 2022; Ministerio de Comercio Exterior, 2017)
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INTRODUCCIÓN3 Antecedentes destructivos de Fusarium oxysporum f. sp. cubense

Foc R1

• Banano 
“Gross Michel”

• Década de 
1950

Foc R2

• Banana 
'Bluggoe’, 
'Wang’ae’ y 
plátano 

Foc R3
• Heliconias 

ornamentales

Foc
R4T

• Surgimiento 
en 1967

• Banano 
“Cavendish”

• Asia, África y 
Latinoamérica

Estrategias de 
control y 

prevención

Vulnerabilidad 
de cultivos y 

proximidad del 
patógeno

(Magdama et al., 2019; Ministerio de Comercio Exterior, 2017)
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INTRODUCCIÓNMétodos de identificación de Foc R4T4

• Sin diferencias 
entre razas

• Plasticidad 
fenotípica.

Identificación 
morfológica

• Clasificación 
compleja.

• VCG 01213/16

• Resultados en 
mínimo 28 días.

Determinación 
de grupos de 
compatibilidad 

vegetativa (VCG) • Secuenciación

• PCR: PCR punto 
final, qPCR, PCR-
RFLP

• LAMP

Identificación 
molecular

(Dita et al., 2010; Magdama et al., 2019; Magdama et al., 2020)
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OBJETIVOS

Desarrollar un nanosensor para la detección del agente causal

de la marchitez (Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 4

tropical) en plantas de banano (Musa x paradisiaca).

Objetivo General

6
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OBJETIVOS

Objetivos Específicos

Obtener un control positivo sintético de Fusarium oxysporum f. sp. 

cubense raza 4 tropical (Foc R4T).

Sintetizar nanopartículas de oro funcionalizadas con aptámeros

específicos para Foc R4T.

Estandarizar el método de detección de Foc R4T con nanopartículas 

funcionalizadas.

7
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El desarrollo del nanosensor funcionalizado con un 

oligonucleótico específico detecta en forma 

estadísticamente significativa a Fusarium oxysporum f. sp. 

cubense raza 4 tropical.

HIPÓTESIS8
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METODOLOGÍA10 Diseño y obtención del Control Positivo Sintético (CPS)

Selección in 
silico de 
cebadores

• Cebadores del  
Acuerdo Ministerial 
142 del MAG

Diseño del CPS

• Cebadores de 
Aguayo et al., 2017 y 
Li et al., 2013.

• PCR in silico

Verificación de 
estabilidad

• Porcentaje de GC

• Temperatura de 
fusión

Transformación 
del CPS

• Células 
competentes

• Transformación por 
shock térmico

• Crecimiento en 
medio con Amp

(Caasi et al., 2013; Invitrogen, 2013; Testa et al., 2016)
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METODOLOGÍA

Siembra

11 Identificación de controles negativos

Extracción de 
ADN

• Etanol 70%

Amplificación

• EF1α

• W1805 F/R; 
FocR1 F/R y 
PAL/PAR

Electroforesis

• 300 mA

• 85 V

• 35 min

Secuenciación

• Macrogen, 
Corea

Tratamiento y 
análisis

• Serial 
Cloner

• NCBI

(Danagen, 2021; Thangavelu et al., 2022; Wu et al., 2019; Yang et al., 2020)

PDB+Amp

PDA+Amp 27°C por 5 días
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METODOLOGÍA12

Selección in vitro 
de cebadores

Síntesis de 
nanopartículas

Reducción de 
oligos tiolados

Funcionalización

(Aguayo et al., 2017; Hill & Mirkin, 2006; Li et al., 2013; Sorderberg, 2022)

Obtención del nanosensor

PCR: W2987 qPCR: FWB-TR4

TCEP
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METODOLOGÍADiseño experimental y ensayos de hibridación13

(Manterola & Otzen, 2015; Sattarahmady et al., 2015)

Volumen de PBS (𝜇L) 9

Volumen de DNA (𝜇L) 1

Volumen de NP (𝜇L) 25

Volumen de´HCl 0,1 N (𝜇L) 15

Niveles de DNA 

(aproximados) (ng)

12.5

25

50

100

Niveles de Tiempo (min)

10

20

30

Organismos Foc R1

CPS

Desnaturalización:

95°C - 5min

Hibridación:

60°C – 10 min

Medición de 

absorbancia 

(525 nm)

PBS+ADN

Nanopartículas

Ácido

Primera repetición: cualitativa y cegada

Segunda repetición cuantitativa

Sensibilidad y especificidad
5 replicas
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN15 Diseño y obtención del Control Positivo Sintético

Cebadores Organismos Amplicones

Foc TR4 (Dita et al., 

2010)

Fusarium verticillioides

Fusarium solani

Fusarium oxysporum

1 (433 pb)

1 (66 pb)

1 (1968 pb)

W2987 (Li et al., 2013) Fusarium odoratissimum 2 (491 – 105 pb)

FWB-TR4 (Aguayo et al., 

2017)

Fusarium odoratissimum 1 (175 pb)

Resultados del análisis in silico

Transformación

PCR in silico
Porcentaje de GC: 50,1%

T de fusión: 80,3°C

Mapa del plásmido

PCR colonyCultivo puro

2k

1,2k

800

400

200

(Smith et al., 2006; Testa et al., 2016)
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN16 Identificación de controles negativos

Muestra Longitud del 

amplicón

Resultado Accesión Puntuación 

total

Cobertura de 

secuencia 

blanco

% 

identidad

FocR1 iGEM 923 Foc R1 JAEMVU

010000008.1

1754 100% 99.92%

EC40 936 Foc R1 JAEMVU

010000008.1

1707 100% 99.57%

CAV0 908 Foc R1 AMGP

01000659.1

1700 100% 99.78%

Resultados de secuenciación

Resultados con cebadores específicos para Foc R1

W1805 F/R FocR1 F/R PAL/PAR 

25k

3k

1k

750

500

250

25k

3k

1k

750

500

250

25k

3k

1k

750

500

250

(Magdama et al., 2020; Thangavelu et al., 2022; Wu et al., 2019; Yang et al., 2020)
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN17 Selección de cebadores específicos a usar

en el nanosensor

W2987 

F/R

FWB-TR4 

F/R/P

CPS_18s

CPS_W2987

FocR1_18s

CAV0_18s

EC40_18s

Mayor especificidad de los cebadores de Aguayo et al., 2017

(Aguayo et al., 2017; Li et al., 2013; Magdama et al., 2020)

25k

3k

1k

750

500

250



VERSIÓN: 1.0

RESULTADOS Y DISCUSIÓN18 Primera repetición del ensayo

(Ghoodjani, 2016)

Factor F p value

Tiempo 3.38 0.0382

Organismo 32.40 <0.0001

Cantidad de ADN 0.16 0.9210

Tiempo Factor F p value

10 min Organismo 7.54 0.0098

Cantidad de ADN 0.15 0.9264

20 min Organismo 18.62 0.0001

Cantidad de ADN 0.56 0.6426

30 min Organismo 8.53 0.0064

Cantidad de ADN 0.11 0.9564

Resultados de la primera repetición

ANOVAs

Resultados para cada tiempo

Prueba Kruskal Wallis Prueba Duncan
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN19 Primera repetición del ensayo
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

(Mirsalari & Elhami, 2020; Moirangthem et al., 2013)

20 Absorbancia en la primera repetición

Muestra Abs

Blanco

0,111

0,092

0,095

0,104

0,098

Promedio 0,100

Desviación estándar 0,007

Cutoff 0,115

NF

BA

CPS

F-R1

Fundamento

Escala de coloración

Desplazamiento de la curva

Determinación 

del Cutoff

NF: Nanopartículas 

funcionalizadas

BA: Blanco de absorbancia

CPS: Control positivo sintético

F-R1: Foc R1
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN21 Segunda repetición del ensayo

Factor F p value

Organismo 10.49 0.0028

Cantidad de ADN 0.16 0.0672

Organismo Factor F p value

CPS Cantidad de ADN 1.67 0.2133

Foc R1 Cantidad de ADN 1.49 0.2548

Resultados y absorbancia

Análisis estadístico

ANOVA 2 factores ANOVA por organismo Prueba Duncan

Primera réplica

(Mirsalari & Elhami, 2020)
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

(Ghoodjani, 2016)

22 Análisis de las 2 repeticiones

Factor F p value

Repetición 0.07 0.7971

Organismo 24.07 <0.0001

Cantidad de ADN 0.60 0.6174

Resultados conjuntos de las dos repeticiones

Análisis estadístico

Prueba Kruskal Wallis

ANOVA
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN23 Sensibilidad y especificidad de la prueba

Organismo Característica Cantidad de ADN (ng) Valor

Control positivo 

sintético
Sensibilidad

12,5 90.00%

25 100.00%

50 70.00%

100 100.00%

Intervalo de conf. (95%) 𝟗𝟎. 𝟎𝟎 ± 𝟏𝟑. 𝟖𝟔%

Fusarium 

oxysporum f. sp. 

cubense raza 1

Especificidad

12,5 60.00%

25 60.00%

50 70.00%

100 70.00%

Intervalo de conf. (95%) 𝟔𝟓. 𝟎𝟎 ± 𝟓. 𝟔𝟔%
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CONCLUSIONES25

El plásmido CPS pMG-Amp diseñado es estable por tener un
porcentaje de GC de 50,1% y temperatura de fusión de 80,3°C,
además de que funcionó adecuadamente como control positivo
sintético debido al éxito de los ensayos con los cebadores
específicos para Foc R4T

El nanosensor desarrollado se funcionalizó con el cebador reverso
de Aguayo et al. (2017), porque los cebadores FWB-TR4
demostraron tener una mayor especificidad que los desarrollados
por Li et al. (2013) que amplificaron inespecíficamente la muestra
CAV0 (Foc R1).
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CONCLUSIONES26

La prueba de nanosensor para detectar Foc R4T se estandarizó con un
volumen total de reacción de 50 𝝁L de los cuales: 1 𝜇L corresponde al ADN
de la muestra, 9 𝜇L de PBS (pH 5), 25 𝜇L de nanopartículas funcionalizadas y
15 𝜇L de ácido HCl 0,1 N; los resultados se observan a los 20 min de haber
colocado el ácido, y se puede hacer de forma cualitativa o cuantitativa (sin
diferencias significativas) midiendo la absorbancia a 525 nm con un cutoff de
absorbancia de 0,115.

El nanosensor desarrollado detecta de forma estadísticamente 
significativa al agente causal de la marchitez del banano (Fusarium 
oxysporum f. sp. cubense raza 4 tropical), alcanzando un valor de 
sensibilidad de 100% y especificidad de 70% usando una cantidad de 
ADN de 100 ng, y un intervalo de confianza de 95% para la sensibilidad y 
especificidad, tiene valores de: 90.00±13.86% y 65.00±5.66%, 
respectivamente. 

En base a los datos obtenidos en este estudio no se puede rechazar la 
hipótesis de investigación.
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RECOMENDACIONES28

Se recomienda determinar el tiempo de vida útil del nanosensor antes
de que empiecen a precipitar las nanopartículas.

Se recomienda evaluar a mayor profundidad los resultados del
nanosensor en el nivel de ADN de 50 ng, porque este nivel ha
demostrado tener resultados atípicos.

Se recomienda realizar ensayos recreando las condiciones de campo, es 
decir, en ADN de plantas de banano introducir ADN del CPS y Foc R1 y 
evaluar la sensibilidad y especificidad de la prueba en estas condiciones.
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