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4 Enfermedad de la agalla de la corona INTRODUCCION
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S Nanoparticulas y sus aplicaciones
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6 OBJETIVOS

Objetivo General

g Desarrollar un nanosensor para la deteccion del agente causal de la agalla de corona (Agrobacterium

tumefaciens) en plantas de rosa (Rosa spp.).

Objetivos especificos

\\s\\ Obtener un control positivo de ADN sintético.

3
N

®  Sintetizar nanoparticulas de oro funcionalizadas para la deteccién de Agrobacterium tumefaciens.

O Estandarizar el método de deteccion de Agrobacterium tumefaciens con nanoparticulas funcionalizadas.
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El desarrollo del nanosensor funcionalizado con un oligonucleético especifico

detecta en forma estadisticamente significativa a Agrobacterium tumefaciens.
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8 Recoleccidon de muestras y aislamiento bacteriano
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9  |dentificacién morfolégica'y molecular
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10 pesarrollo del control positivo sintético
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11 sintesis y funcionalizacion de nanoparticulas
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12 Hibridacion de las Au-NP con ADN

§ Concentraciones de ADN
25, 50, 100 y 200 ng/pL

3

Tiempo
0, 10 y 25 minutos
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13 Aislamiento bacteriano e identificacion molecular RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 2. Aislados bacterianos en Figura 3. Tincion Gram de los aislados. Bacilos (A) S1T1y Figura 4. PCR 16S
medio AT. (A) S1T1y (B) S2T2 (B) S2T2

S1T1  S2T12

Pseudomonas sp.
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14 pesarrollo del CPS

Figura 5. Representacion grafica del plasmido CPS pMG-Amp y PCR in silico. Por colores se diferencian los conjuntos de cebadores para cada gen; amarillo
para tms2, naranja para virD2 y rojo para ipt. (A) (A) tms2F1/tms2R2, (B) cyt/cyt’y (C) virD2A/irD2C
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15  pesarrollo del CPS RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los amplicones Figura 7. Bacterias transformadas luego de 48h de cultivo
obtenidos a partir de la PCR de colonias del CPS
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16  sintesis y funcionalizacion de Au-NP
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RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 8. Espectrofotometria de Au-
NP funcionalizadas.
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17 Hibridacion de las Au-NP con el ADN

Figura 8. Hibridacion de las Au-NP con ADN a concentracion Figura 9. Hibridacion de las Au-NP con ADN a concentracion
de 25 ng/uL luego de 25 minutos de 50 ng/uL luego de 25 minutos
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18  Hibridacion de las Au-NP con el ADN

Figura 10. Hibridacion de las Au-NP con ADN a concentracién Figura 10. Hibridacién de las Au-NP con ADN a concentracién
de 100 ng/uL luego de 25 minutos de 200 ng/uL luego de 25 minutos
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19 Andlisis estadistico RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 4. Analisis ANOVA multifactorial. Tabla 4. Prueba de Duncan para los factores organismo y tiempo.

Organismo Tiempo Medias Grupos

Factor F valor-p
Concentracion de ADN 4.14 0.0083 ol 2 Lo e
_ CN 10 0.08 A
Organismo 50.28 <0.0001
CPS 25 0.11 B
Tiempo 15.46 <0.0001 CN 0 0.11 B
CPS 10 0.12 C
Tabla 4. Prueba de Duncan para el factor organismo. CPS 0 0.14 C
Organismo Medias Grupos
CN 0.09 A “=\ Rango de tiempo 6ptimo
: Entrel0 y 25 minutos
CPS 0.13 B
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20 Analisis estadistico RESULTADOS Y DISCUSION

Resuftados al tiempo 0 min Resuftados al tiempo 10 min

016 0,16 Tabla 4. Sensibilidad y especificidad de la prueba a cada concentracion de
% ADN y tiempo propuestos. Punto de corte o cut-off: 0.127
0.14 % 0.13 %
. Tiempo (min)
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! % % de ADN (ng/uL) 0 10 25
0.09 0.08
. % . % : 25 40%  40%  40%
' 25 =0 100 200 ' o 25 50 100 200 '

Concentracion de ADM (ng) Concentracion de ADM (ng) 50 80% 40% 40%

Resultados al iempo 25 min Sen Sl b ! I ! d ad 100 100% 80% 60%
0.151

. e . iy 200 100 % 80% 80%
Figura 11. Gréficas de dispersion de
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]
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21 Comparacién con el método gold estandar RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los amplicones obtenidos
a partir de la PCR tms2
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22

CONCLUSIONES

Se sintetizé un constructo de 802 pb que contenia 13 conjuntos de cebadores especificos para
distintos fitopatdogenos, incluyendo tres pares de cebadores especificos para A. tumefaciens
dirigidos a los genes tms2, ipt y virD2. El control positivo sintético fue estable estructuralmente,
porgue contenia un porcentaje de CG de 50.09% y 51% con y sin el plasmido pMG-Amp,
respectivamente.

Se sintetizé nanoparticulas de oro de un tamafio de 20 nm aproximadamente que mostraron un
maximo de absorbancia a la longitud de onda de 525 nm en el espectro UV-Vis.

Se funcionalizé las Au-NP con el oligonucle6tido tms2R2 que demostro tener un 100% de
identidad para especies del género Agrobacterium que estan relacionadas con la enfermedad de
la agalla de la corona y la raiz pilosa, ademas, las Au-NP funcionalizadas no mostraron un
desplazamiento de la curva.
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CONCLUSIONES

Se estandarizo la prueba de Au-NP funcionalizadas con un volumen total de 41.5 L siendo 25
UL de Au-NP, 9 puL de PBS, 1 pL de ADN y 6.5 pL de HCI 0.1 N, con un intervalo de tiempo
optimo entre 10 y 25 minutos.

Se establecio que el nanosensor desarrollado posee una sensibilidad del 80% y una
especificidad del 100% a la concentracion de 100 ng/uL de ADN en un rango de tiempo de entre
10 y 25 minutos.

En base a los datos obtenidos en este estudio no se rechazo la hipotesis de investigacion
planteada.
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RECOMENDACIONES

El ADN utilizado como control positivo en este estudio garantizo la sensibilidad y especificidad de
la prueba, sin embargo, el nanosensor no fue probado en condiciones de campo o con ADN total
proveniente de tumores o de suelo, por lo que, se recomienda realizar analisis en dichas
condiciones para verificar si se cumplen los porcentajes planteados en este estudio.

Los resultados demostraron que existe un intervalo de tiempo éptimo entre los 10 y 25 minutos,
se recomienda realizar repeticiones considerando tiempos dentro del rango propuesto para
obtener un tiempo puntual.

Se recomienda ampliar la variedad de controles negativos con especies mas cercanas
genéticamente a A. tumefaciens como bacterias del género Rhizobium
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