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Resumen

La enfermedad de la marchitez del banano (Musa x paradisiaca) es causada por el hongo
Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc), cuya raza 1 en la década de 1960 devasto
completamente la variedad de banano "Gros Michel". En las décadas recientes ha surgido el
Foc raza 4 tropical (Foc R4T) capaz de infectar a la variedad de banano "Cavendish™ que se
cultiva actualmente en Ecuador, aunque este patégeno no se encuentra en el pais, ya esta
presente en Per( y Colombia. Los nanosensores son dispositivos capaces de detectar la
presencia de biomoléculas, por lo que se utilizan para detectar patdgenos. El objetivo del
presente trabajo de Integracion Curricular es desarrollar un nanosensor para la deteccion del
agente causal de la marchitez (Foc R4T) en plantas de banano. A partir del andlisis in silico en
Primer-BLAST y con el andlisis in vitro mediante PCR y qPCR se seleccionaron los cebadores
FWB-TR4 F/R/P. A continuacion, se sintetizaron y funcionalizaron las nanoparticulas con el
cebador reverso FWB-TR4 R: 5'-ACGACTTATCTAGCGGTTGATGTG -3'. En la primera
repeticion (cualitativa) del experimento se fij6 el tiempo de evaluacion de la prueba en 20
minutos y se fij6 el limite de absorbancia a 525nm (cutoff) en 0.100. Los resultados de la
segunda repeticion (cuantitativa) se unieron con la primera y se determiné un valor de

sensibilidad de 100% y especificidad de 70% usando una cantidad de ADN de 100 ng.

Palabras clave: Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 4 tropical, Musa x paradisiaca,

nanosensor
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Abstract

Banana (Musa x paradisiaca) wilt disease is caused by the fungus Fusarium oxysporum f. sp.
cubense (Foc), whose race 1 completely devastated the "Gros Michel” banana variety in the
1960s. In recent decades, the Foc tropical race 4 (Foc R4T) has emerged, capable of infecting
the "Cavendish” banana variety that is currently grown in Ecuador, although this pathogen is not
found in the country, it is already present in Peru and Colombia. Nanosensors are devices
capable of detecting the presence of biomolecules, which is why they are used to detect
pathogens. The objective of this Integracion Curricular work is to develop a nanosensor for the
detection of the causal agent of wilting (Foc R4T) in banana plants. From the in-silico analysis in
Primer-BLAST and the in vitro analysis by PCR and gPCR, the primers FWB-TR4 F/R/P were
selected. Then, the nanopatrticles were synthesized and functionalized with the reverse primer
FWB-TR4 R: 5-ACGACTTATCTAGCGGTTGATGTG -3'. In the first repetition (qualitative) of
the experiment, the evaluation time of the test was set at 20 minutes and the absorbance limit at
525nm (cutoff) was set at 0.100. The results of the second (quantitative) replicate were merged
with the first one, we determined a sensitivity of 100% and specificity of 70% using a quantity of

DNA of 100 ng.

Key words: Fusarium oxysporum f. sp. cubense tropical race 4, Musa x paradisiaca,

nanosensor
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Capitulo 1: Introduccion

Planteamiento del problema

Para Ecuador, el sector agropecuario representa el 8% del PIB y genera el 29,74% del
empleo total (Banco Mundial, 2021). El banano (Musa x paradisiaca) es uno de los productos
agricolas de mayor importancia nacional, porque Ecuador constituye el principal exportador a
nivel mundial, como se demostré en 2020, cuando el banano ecuatoriano abarco el 22% del
mercado internacional (Vaca, Gaibor & Kovacs, 2020). Normalmente, el banano se reproduce
de forma vegetativa, debido a que esta practica promueve la conservacion de las
caracteristicas genéticas de la planta madre (Tumuhimbise & Talengera, 2018). Sin embargo,
la reproduccién vegetativa resulta en plantas hijas sin variabilidad genética, por lo que terminan
siendo vulnerables al ataque de patdgenos y no pueden defenderse de forma natural, pues si
una planta es afectada, todas resultan contaminadas (Tumuhimbise & Talengera, 2018).

Fusarium oxysporum f. sp. cubense es un hongo capaz de producir marchitez en el
banano dando como resultado importantes pérdidas econémicas (Dita et al., 2018),y a
mediados del siglo XX Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1 devast6 por completo cultivos
de banana variedad "Gros Michel” (Ploetz, et al. 2015a). Mas recientemente se ha reportado a
Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 4 (Foc R4) y Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza
4 tropical (Foc R4T) caracterizado por su patogenicidad (Cheng et al., 2019), sumado a que el
banano Cavandish, el méas cultivado en la actualidad, no posee resistencia natural a este hongo
por lo que el patbgeno puede acabar con estos cultivos (Ploetz, et al. 2015a), sin embargo, ya
se estan realizando investigaciones para encontrar genes de resistencia a Foc TR4 y potenciar

la propagacién de estas plantas resistentes (Wang, et al. 2012).
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Justificacion del problema

En la década de 1950, Foc R1 destruyé casi 100.000 hectareas de plantaciones de
banano 'Gros Michel' en América Central y del Sur, con una pérdida estimada de méas de 2 000
millones de USD (Ploetz, 2015). En la actualidad las pérdidas econémicas se han conseguido
reducir usando la variedad Cavendish resistente a Foc R1, pero con el surgimiento de Foc R4T
se prevén grandes pérdidas en los paises que mas producen Cavendish, como China, Filipinas
y Ecuador (Ploetz, 2015).

Foc R4T podria ingresar al pais pues ya esta en Latinoamérica desde 2019, cuando se
detect6 en la region nororiental de La Guajira, en Colombia (Sushma, 2020), mientras que en
abril de 2021 Peru confirmé su presencia en Piura (Exportacién de banano, 2021), ambos
paises son fronterizos a Ecuador, por lo que es indispensable aumentar los esfuerzos para la
deteccién temprana y erradicacion en caso de que ingrese al pais. Este proyecto de tesis,
contribuye en los esfuerzos para desarrollar herramientas de deteccién eficiente para frenar el
avance de Foc RA4T.

Los nanosensores son herramientas novedosas que permiten la deteccion de
patdégenos y moléculas determinadas, por lo que tienen diversas aplicaciones en alimentacion,
medicina, medio ambiente, agricultura, etc. Especificamente en la agricultura se usan para
identificar metales pesados, contaminantes, microorganismos patégenos, ademas del control
de temperatura, humedad y trazabilidad (Johnson, Sajeev & Nair, 2021). El presente proyecto
busca desarrollar un nanosensor que detecte a Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 4

tropical (Foc R4T) en plantas de banano (Musa x paradisiaca).
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Objetivos

Objetivo general

Desarrollar un nanosensor para la deteccion del agente causal de la marchitez (Fusarium

oxysporum f. sp. cubense raza 4 tropical) en plantas de banano (Musa x paradisiaca).

Objetivos especificos

e Obtener un control positivo sintético de Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza
4 tropical (Foc R4T).

e Sintetizar nanoparticulas de oro funcionalizadas con aptameros especificos para
Foc R4T.

e Estandarizar el método de deteccién de Foc R4T con nanoparticulas

funcionalizadas.

Hipotesis
El desarrollo del nanosensor funcionalizado con un oligonucleético especifico detecta en

forma estadisticamente significativa a Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 4 tropical.
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Capitulo 2: Marco Tedrico

Produccion de banano en el mundo

El banano (Musa spp.) es cultivado en alrededor de 135 paises donde cuentan con
regiones tropicales y subtropicales, por lo que se considera uno de los cultivos mas importantes
en todo el mundo (Brown et al., 2017). El género Musa, al que pertenecen los platanos y
bananos, son el cuarto cultivo mas importante en el mundo, superados solo por el arroz, trigo y
maiz (Jones, 2000). Las cifras muestran una produccion mundial de 153 millones de toneladas
en 2017 (FAOSTAT, s.f.), de las cuales, el 15% se destina a comercio internacional, mientras
gue el restante 85% se consume de forma local (Ploetz et al., 2015b).

El banano es un producto muy apetecido por su valor alimenticio, ya que es una fuente
importante de carbohidratos, fibra, vitaminas y minerales (Pareek, 2016), sirviendo como
alimento para mas de 500 millones de personas (Aurore et al., 2009). Para algunos paises
africanos como: Uganda, Ruanda y Camerun, el consumo anual de bananas es capaz de
superar los 200 kg per capita (FAO, s.f.). A nivel mundial, solo 3 de los 50 subgrupos de
banano reconocidos representan el 75% de la produccién en la actualidad (Lescot, 2017), estos
son los cultivos de banano AAA Cavendish, el subgrupo de platanos AAB y los bananos ABB
East African Highland (Janick, 2003). Por lo tanto, el banano es una fuente alimenticia y

econdmica de gran importancia a nivel mundial.

Produccion de banano en Ecuador

Los paises latinoamericanos son los principales exportadores de fruta fresca para

Estados Unidos y Europa (Manzo-Sanchez et al., 2014). De los tres cultivares mas importantes
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del mundo: banano AAA Cavendish, el subgrupo de platanos AAB y los bananos ABB East
African Highland (Janick, 2003) el Ecuador se centra en la produccion de banano Cavendish
(Ministerio de Comercio Exterior, 2017)

Para Ecuador, los bananos y platanos son los productos no petroleros de mayor
importancia econémica después del camarén y son exportados a 43 mercados alrededor del
mundo, por lo que se calcula que Ecuador contribuye con alrededor del 30% de los bananos
consumidos a nivel mundial (Agrocalidad, 2020) y aproximadamente 2.5 millones de
ecuatorianos dependen directa o indirectamente de esta actividad, lo que representa el 6% de
la poblacién nacional. La exportacién de banano constituye el 2% del PIB general del pais, y a
su vez, el 35% del PIB agricola (Ministerio de Comercio Exterior, 2017).

La mayoria de los productores de banano se concentran en las provincias de El Oro,
Guayas y Los Rios, estas provincias cuentan respectivamente, con el 41%, 34% y 16% de los
productores. En la provincia de El Oro es donde se encuentran principalmente los pequefios
productores, mientras que en Guayas Yy Los Rios se ubican los grandes productores. De
acuerdo con los datos del Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG), en el pais existen
alrededor de 162.236 hectareas sembradas de banano y los productores suman un total de
4.473. El 78% de los productores de banano son pequefias empresas (< 30 hectareas), y si a
ellos se suma los medianos productores (>30, <100 hectareas) se alcanza el 95.6%, es decir
gue solo el 4.4% de los productores son grandes empresas, por lo que la mayoria de la
produccion de banano gira entorno a un &mbito de economia familiar y la Economia Popular y
Solidaria, contribuyendo a la reduccién de la pobreza rural (Ministerio de Comercio Exterior,

2017).
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Enfermedades del banano

Moko y Bugtok

Estas enfermedades son causadas por la bacteria Ralstonia solanacearum, es
considerado uno de los fitopatégenos mas dafiinos e importantes a nivel mundial puesto que se
propaga principalmente por insectos, accion mecanica con objetos contaminados o contacto
con raices infectadas (Blomme et al., 2017). Los sintomas inician principalmente a las hojas,
mismas que se marchitan gradualmente conforme avanza la enfermedad, puesto que la
bacteria utiliza los haces vasculares para multiplicarse, dispersarse y a la larga termina
bloqueandolos (Senasica, 2019). Tiene presencia en 20 paises latinoamericanos incluyendo
Ecuador (CAB International, 2014). La diferencia entre el Moko y el Bugtok esta en los

sintomas que causan dependiendo del tipo de banano al que atacan (Molina, 1999).

Pudricion humeda del pseudotallo y el rizoma.

Esta enfermedad es causada por la bacteria Dickeya paradisiaca, misma que provoca la
pudricion del tejido interno de la raiz, pseudotallo y base de la hoja cuyos signos se muestran
con areas acuosas de color café o amarillo (Aguilar et al., 2021). Esta bacteria tiene la
capacidad de sobrevivir por largos periodos de tiempo tanto en el suelo como en los desechos
vegetales, por lo cual puede generar infecciones latentes (Ramirez et al., 2014). El primer
reporte fue en Colombia y se encuentra ampliamente distribuida en platano y banano de 11

paises en el continente americano incluyendo Ecuador (Blomme et al., 2017).
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Racimo del banano (BBTD)

Es una enfermedad virica causada por el virus del racimo del banano (BBTV) también
conocido como el virus del Bunchy top, se transmite por la accién de pulgones (Manzo et al.,
2014). Se caracteriza por que sus sintomas aparecen como un estriado y punteado de color
verde oscuro en hojas y peciolos, con el avance de la enfermedad se desarrolla una clorosis
marginal, atrofia severa, rayas cloréticas, ademas de que los racimos no se desarrollan y los

frutos no son de buena calidad (Kolombia et al., 2021).

Mosaico de las bracteas

Esta enfermedad es causada por el virus del mosaico de las bracteas del banano
(BBrMV) del género Potyvirus. Este virus puede infectar a la planta en cualquier estado de
desarrollo y partes de la planta, se pueden observar como puntos o estrias amarillentas en los
peciolos, el sintoma mas distintivo es la aparicion de un mosaico en las bracteas florales y en
ocasiones en los frutos (Manzo et al., 2014). La deteccion de esta enfermedad es limitada y se
creia que solo se encontraba en paises productores asiaticos, sin embargo existen reportes de

su distribucién en paises como Colombia y Ecuador (Quito et al., 2013).

Manchas foliares

Las manchas foliares en el banano son causadas por especies del género
Mycosphaerella, estos hongos afectan principalmente a las hojas provocando tres principales
enfermedades: sigatoka negra, sigatoka amarilla y mancha foliar eumusae atribuidas a la
accion de Mycosphaerella fijiensis, Mycosphaerella musicola y Mycosphaerella eumusae
respectivamente (Manzo et al., 2014), estas enfermedades que tienen un impacto importante

sobre el rendimiento, capacidad fotosintética, maduracion prematura, calidad y cantidad de los
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frutos (Churchill, 2011; Alankonya et al., 2017). Estas afecciones se tratan usualmente con
fungicidas, sin embargo, si no existe un diagnéstico adecuado, se puede dar paso al desarrollo

de cepas resistentes a fungicidas.

Mal de panama o marchitez del banano

El mal de panama o enfermedad de Panama es una enfermedad flngica causada por el
hongo Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc), existen 4 razas: raza 1 afecta a ciertos
cultivares de banano, la raza 2 afecta a cultivares de platano, la raza 3 a heliconias
ornamentales y la raza 4 a todos los cultivares de banano (Martinez et al., 2020), actualmente
no se han desarrollado variedades resistentes a esta Ultima raza. Este hongo ataca
principalmente a raices secundarias, terciarias o heridas, el hongo avanza hacia la zona
vascular de las raices, obstruye los vasos xilematicos por lo cual interfiere en la absorcion de
nutrientes y transporte de agua (Guo et al., 2015). El patégeno se disemina por el material de
propagacion, ademas de que puede encontrarse en el suelo, agua, implementos agricolas y
demas (Ploetz, 2015). Los paises productores de banano se encuentran en alerta, vigilancia y
monitoreo de esta enfermedad a través del control y monitoreo de las formas de trasmision

(Manzo et al., 2014; Martinez et al., 2020).

Antecedentes destructivos del Fusarium oxysporum f. sp. cubense

El primer reporte de Foc en la historia se realiz6 en 1874 y se localizé en Australia, en
donde aparecioé Foc R1 y posteriormente, en 1890 se reportd en el continente americano
(Molina et al., 2009). Con su llegada a América y posterior dispersion en el mundo, pasaron 69
afos, es decir, en 1959 el mercado internacional del banano sucumbi6 ante la raza 1, ya que

en ese entonces se cultivaba ampliamente el banano 'Gros Michel', y surgi6 la variedad
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Cavendish que era resistente a este patdégeno (Martinez-Solérzano et al., 2020). Se calcula que
en la década de 1950 Foc R1 gener6 pérdidas que oscilan los 2000 millones de USD debido a
gue arraso con alrededor de 100 mil hectareas de plantaciones de banano 'Gros Michel'
ubicadas en América Central y del Sur (Ploetz, 2015).

Sin embargo, Foc R1 no es el Unico patégeno Foc que ataca al banano, pues el a partir
de ello se han identificado nuevas razas, entre ellas Foc R2, que ataca a cultivares de banana
'‘Bluggoe' (genoma ABB) y 'Wang’ae' segun un estudio realizado en Kenia (Kung'u & Jeffries,
2001). Por otro lado, Foc R3 ataca Unicamente a plantas Heliconia spp., pero no ataca al
banano (CABI, 2021).

Desde que la industria bananera dio una vuelta hacia los cultivos de Cavendish (1959),
transcurrieron ocho afios hasta que una nueva raza fue capaz de atacarlo (Foc R4), que se
report6 por primera vez en 1967, lo que coincide con el criterio de Dita, et al. (2018) que
mencionan que los cultivares resistentes son efectivos por menos de diez afios. Foc R4 surgio
en Asia y en 2013 se reporto6 su presencia fuera del continente (Martinez-Solérzano et al.,
2020) y a partir de entonces ha empezado a dispersarse en diferentes latitudes, incluyendo
Latinoamérica pues en 2019 llegé a Colombia (Sushma, 2020) y actualemtne se encuentra
también en la frontera sur de Ecuador, en Perd, donde se reportd su presencia en 2021

(Exportacién de banano, 2021).

Variedades genéticas de Fusarium oxysporum f. sp. cubense

La delimitacion de las razas y cepas de Foc es confusa e imprecisa (Mostert et al.,
2017). La confusion es tal que algunos estudios basados en ADN han demostrado que las

razas de Foc no cuentan con un ancestro comudn y no estan relacionadas genéticamente
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(O’Donnell et al., 1998; Fourie et al., 2009). La propuesta actual consiste en reconocer varios
linajes independientes que tienen una estructura poblacional clonal (O’Donnell et al., 1998), y
otra forma de evaluar y clasificar la diversidad genética de Foc es mediante los grupos de
compatibilidad vegetativa (VCGS) los cuales estan alineados con los linajes clonales, existiendo
un total de 24 VCG (Ordofiez et al., 2015). Foc raza 4 tropical (R4T) ésta compuesta por los
VCG-01213/16 (Magdama et al., 2019). Esta raza se encuentra principalmente distribuida en la
parte sur de Asia, actualmente se encuentra al sur de Africa, en Oriente Medio y el
Latinoamérica en Peru y Colombia (Dita et al., 2018; Ploetz et al., 2015a; Sushma, 2020;
Exportacién de banano, 2021). Se cree que las epidemias de Foc R4T estan causadas por un
mismo clon (Ordofiez et al., 2015), sin embargo también existen investigaciones que sefialan
gue algunas de las epidemias son causadas por hongos con variacién de secuencia dentro de
VCG 01213/16 (Zheng et al., 2018). Incluso se han detectado VCGs distintas a las VCG
01213/16 que causan marchitez por Fusarium en Cavendish, como es el caso se la VCG-0121

gue puede causar la enfermedad bajo condiciones tropicales (Groenewald et al., 2006).

Métodos de diagnéstico de Fusarium

Sintomatologia

El reconocimiento de los sintomas del marchitamiento por Fusarium, es una técnica
tradicional y utilizada comunmente, entre los sintomas mas usuales se encuentra el
marchitamiento y amarillamiento de las hojas, mientras que el pseudotallo presenta
decoloracién marrén rojiza (Jones, 2018). Sin embargo, este tipo de diagnéstico es insuficiente
para distinguir entre VCGs y esperar a que los sintomas aparezcan puede resultar

contraproducente y demasiado tarde para llegar a frenar la propagacion porque el patébgeno
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tiene un largo periodo de incubacién (Magdama et al., 2019), demorando incluso varias
semanas lo que puede permitir que el patégeno se disperse a otras areas, e incluso Foc puede
permanecer como un hongo enddfito en plantas asintométicas (Gordon, 2017). Es por ello, que

se requiere de pruebas moleculares para una deteccion temprana de la enfermedad.

Morfologia

De acuerdo con Dita et al., 2013, la morfologia de los cultivos de Fusarium oxysporum
es cambiante en medio PDA, presenta un micelio velloso, abundante o disperso, su color es
principalmente blanco, pero puede varia desde el color rojo a violeta en el agar (Figura 1A). A
nivel microscoépico, se puede observar que los macroconidios miden entre 30-80 um de largo y
su célula apical generalmente es delgada o tiene forma de gancho (Figura 1B). Por su parte,
los microconidios forman cabezuelas (Figura 1C) y se ubican sobre monofialides cortas (Figura
1D). Las clamidosporas miden entre 6 y 20 um de diametro, se encuentran de forma aisladas o
agrupadas formando hifas y conidios (Figura 1D). Los microconitios tienen una longitud de 5 -
16 x 2.4 - 3.5 um (Figura 1E).

Figura 1

Morfologia macro y microscépica de Fusarium oxysporum
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=

Nota: a) Morfologia macroscépica de las colonias en PDA; b) Macroconidios; ¢) Microconidios
formando falsas cabezas; d) Monofialides y clanidosporas; €) Microconidios. Tomado de Plan de
contingencia ante un brote de la raza 4 tropical de Fusarium oxysporum f.sp. cubense (p. 60),

por Dita et al., 2013. Organismo Internacional Regional de Sanidad Agropecuaria.

Determinacién de VCG

Foc R4T comprende los grupos de cepas VCG-01213/16 y para determinar de cual
VCG se trata, se usa variaciones del método inicialmente descrito por Puhalla (1985), este
método se basa en la generacion de los denominados mutantes nit, que son hongos que han
sido adaptados a metabolizar eficientemente el nitrato, un bloque de 1mm?3 de colonias de este
Foc luego se siembra rodeado de méaximo 5 bloques de otros hongos, si se muestra un

crecimiento abundante entre el bloque central y alguno de los exteriores, entonces no son
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genéticamente compatibles. Para que un Foc se considere dentro de la misma VCG debe

mostrar un crecimiento delgado.

Pruebas moleculares

Entre las pruebas moleculares basadas en ADN que se realizan en la actualidad,

predominan los procedimientos basados en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), con

diversas variaciones, como PCR de punto final, gPCR con sonda TagMan, gPCR con SYBR

green, PCR-RFLP; otro procedimiento también disponible es la Amplificacion isotérmica

mediada por bucle (LAMP); algunos cebadores usados en estos procesos se pueden observar

en la tabla 1.

Tabla 1

Pruebas moleculares basadas en ADN para identificar Foc R4T.

Técnica  Autor Cebadores Region objetivo Longitud
(pb)
PCR Dita et al., Foc TR4F: Inter-genic 463
punto 2013 5'CACGTTTAAGGTGCCATGAG Spacer (IGS) e
final AG 3 Internal
Foc TR4 R: Trasncribed
5’GCCAGGACTGCCTCGTGA 3  Spacer (ITS) del
operoén ribosomal
PCR Lietal., 2013 W2987 F: 5'- Gen hipotético 452
punto TGCCGAGAACCACTGACAA-3
final W2987 R: 5
GCCGATGTCTTCGTCAGGTA-3
gPCR  Aguayo et FWBTR4 F: 5'- Gen hipotético 179
(sonda al., 2017 CGGTCTCGGCCAAATCTGATT (W2987)
TagMan) -3
FWBTR4 R: 5'-

ACGACTTATCTAGCGGTTGAT
GTG-3'
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FWBTR4 P (sonda): 5'-

ACCCTTCAACTCCACTC
GATCGCA -3
gPCR  Kitcomercial N.A. Region N.A.
(SYBR de Intergénica
Green) Clear®Detect Espaciadora
ions: R4T (IGS)
DNA
identification
by
Real-Time
PCR
gPCR  Matthews et RT_13.16_F2.5:5'- Region no 157
(SYBR al., 2020 GAATATAAAGAGGAAGTAGCC codificante
Green) G-3'
RT_13.16_R2.5: 5'-
CCTCGCTGAATTATATCTAAAC
cC-3
PCR- Carvalhais et SIXla 266 F: gen SIX1la 266
RFLP  al., 2019 GTGACCAGAACTTGCCCACA (digestio
SIXla_266_2_R: i con.
CTTTGATAAGCACCATCAA HpYAV,
124
bp/142
bp)
LAMP  Pengetal., Cebador interno directo FIP: 5'- Secuencia N.A.
2014 GAGCCGCGGTGGCTCAATACG marcadora de
ATACCTGTGAAGTCGC-3' ADN polimorfico
Cebador interno inverso BIP: 5'-
CGCTGGCTTCCGAAACTTGAC
AAGAACACCAGAAGC-3'
Cebadores externos: F3 5'-
CGAATGGCAAGAGTCTGTT-3'
B3 5'-
TGTTCTGCCAGTTTGACG-3'
LAMP  Zhangetal., Cebador interno directo FIP: 5'- Region N.A.
2013 ATTCAAGCCGGATTGACGGAT Intergénica
T- Espaciadora
GGATATGTAGAGAATGTGGTG (IGS)

G-3'

Cebador interno inverso BIP: 5'-
CCAGAGTCGGGTCTAGGGTAG
-AGGCGATTGAAGTTGACTAC-
3!
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Cebadores externos: FOCTR4-F:
5'-
CACGTTTAAGGTGCCATGAGA
G; FocTR4-R: 5'-
CGCACGCCAGGACTGCCTCGT
GA -3'
LAMP  Ordoiiez et SeqA_FIP: 5'- SeqA: secuencia N.A.
al., 2013 TGGGAGGAAGAACTTTCTAGT TR4-Unica
ATGAGAAAGGATAAGGGATGT
AATGTTG-3'
SegA_BIP: 5'-
TTGCTCAATTTCCTTGTGTTTC
GCAGGATTCACGATAGTAGAG
TT -3’
cebadores externos: SegA F3:
5'-
AATAGTAAAGATGCTGAACTTC
T -3'; SeqA B3: 5'-
ACTCTTGTGAGAGGTCGA -3’

Los nanosensores

Se denomina nanosensor a los dispositivos de nanoescala que permiten identificar
moléculas, componentes biol6gicos o sustancias ambientales. Los nanosensores se
caracterizan por su especificidad, rentabilidad, practicidad y sensibilidad, que son mayores en
comparacion a sus analogos de macroescala. En la actualidad, estos dispositivos permiten
obtener datos cuantitativos o semicuantitativos lo que permite un mejor manejo de la
informacidn obtenida, gracias a que en su estructura cuentan con componentes biolégicos de
reconocimiento capaces de enlazarse y producir una sefial determinada. En funcién del método
de transduccion de sefial, los nanosensores se clasifican en: épticos, electroquimicos,
piezoeléctricos, piroeléctricos, electronicos y gravimétricos (Damborsky et al., 2016). De
acuerdo con Sharma et al. (2021), la operacion tipica de un dispositivo nanosensor contiene

tres componentes basicos:
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1. Muestra preparada: consiste en una suspensiéon homogénea o
heterogénea, que se encuentra en estado gaseoso, liquido o sdlido, en dicha
suspension esta presente el analito al que se dirige el nanosensor.

2. Agente de reconocimiento: las moléculas o elementos especificos del
analito son reconocidos por anticuerpos, oligonucleétidos, aptameros o enzimas
cataliticas que tienen una elevada afinidad, especificidad y sensibilidad para los analitos
en estudio.

3. Transduccion de sefiales: La unién del analito con el agente de
reconocimiento, produce una sefial de reconocimiento que puede ser cuantificada para

analizar los datos.

Aplicaciones de los nanosensores

De forma general, se puede identificar 6 areas de aplicacion de los nanosensores: en
primer lugar, en salud, los nanosensores pueden utilizarse para realizar un diagndstico rapido y
eficaz de enfermedades, deteccién de drogas, patégenos dentro del organismo e investigacion
médica en general. En el ambito de la seguridad y defensa, los nanosensores se pueden
utilizar para detectar explosivos y potenciales armas quimicas y bioldgicas. En medio ambiente,
los nanosensores se usan para el monitoreo de contaminacién en aire, agua y suelo y
deteccién de gases traza en el ambiente (Kumar, 2018). En alimentacion e industria, se utilizan
en el control de calidad de productos para detectar patdgenos o gases toxicos. En
microelectrénica, permiten la caracterizacion de dispositivos de nanoescala. En
nanotecnologia, los nanosensores se usan para caracterizar nanomateriales y nanoestructuras

(Bogue, 2008).
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Los nanosensores en la agricultura

Los nanosensores actualmente son herramientas pioneras en el monitoreo de las
condiciones del suelo y de las plantas cultivadas, e incluso posteriormente en la cadena de
produccién, los nanosensores se utilizan para detectar residuos de patdégenos y toxinas como
pesticidas, medicamentos veterinarios y herbicidas, que pueden continuar presentes en los
alimentos procesados (Abdel-Aziz & Heikal, 2021). Se considera que la hanotecnologia, con los
nanosensores, esta aportando una de las herramientas mas prometedoras para la agricultura,
debido a que permite realizar un monitoreo en tiempo real, e incluso realizar predicciones del
movimiento de contaminantes y patégenos en el ambiente (Chen & Yada, 2011), lo que
potencialmente, permitiria mejorar el rendimiento de los cultivos, transformando la agricultura
convencional, en agricultura de precision (Chhipa & Joshi, 2016).

Entre las aplicaciones especificas de los nanosensores en la agricultura se pueden
mencionar: el monitoreo de las condiciones del suelo, como humedad y pH; deteccién de
pesticidas, insecticidas, herbicidas, fertilizantes, antibidticos, patdgenos y metales pesados;
monitoreo de fitohormonas relacionadas con el crecimiento de cultivos; deteccion de
contaminantes en alimentos procesados y en condiciones de granja; nanosensores y sistemas
inteligentes de transporte de recursos agricolas, como agua, nutrientes y compuestos quimicos;
monitoreo en tiempo real del cambio de condiciones (Omanovi¢-Mikli¢anin & Maksimovi¢,

2016).
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Capitulo 3: Metodologia

Determinacién de secuencias a incluir en el control positivo sintético (CPS)

A partir de una investigacion bibliogréfica, se seleccionaron los cebadores a ser
utilizados para la deteccion de Foc R4T. Las secuencias complementarias de éstos cebadores,
junto con las de otros patégenos de interés para el laboratorio IDgen, fueron integradas en un
plasmido sintetizado para ser usado como control positivo (Anexo 1).

Para Foc R4T se seleccionaron los cebadores basandose en los protocolos de
diagnéstico descritos en el Acuerdo Ministerial 142 del Ministerio de Agricultura y Ganaderia del
Ecuador, que establece el Plan Nacional de contingencia para la prevencion, deteccién y
control de Fusarium oxysporum f.sp. cubense Raza 4 Tropical (Foc R4T). En este documento
se establecen 3 pares de cebadores que se pueden utilizar para la deteccién molecular, éstos
surgen de las investigaciones de: Aguayo et al., 2017 (FWB-TR4 F: 5'-
CGGTCTCGGCCAAATCTGATT-3', FWB-TR4 R: 5-ACGACTTATCTAGCGGTTGATGTG-3Y;
Dita et al., 2010 (Foc TR4-F: 5-CACGTTTAAGGTGCCATGAGAG-3’, Foc TR4-R: 5'-
GCCAGGACTGCCTCGTGA-3'); y Li et al., 2013 (W2987-F: 5-TGCCGAGAACCACTGACAA-
3, W2987-R: 5’-GCCGATGTCTTCGTCAGGTA-3’). De los tres pares de cebadores se
seleccionaron dos utilizando la herramienta en linea Primer Blast para verificar la especificidad

de los cebadores in silico, eligiendo a los de Aguayo et al., 2017 y Li et al., 2013.

Disefio del CPS

Para el disefio de la secuencia que contendra los cebadores de identificacion se uso la

herramienta en linea: Benchling. Se tom6 una secuencia no codificante originaria de Mus
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musculus, con una longitud de 800pb y para propésito de esta investigacion, se usé como base
para insertar los demas cebadores de forma que se ubiquen a la misma distancia que lo harian
en el patdgeno original, pero sin contener sus genes como tal, concordando con el metodo
descrito por Caasi et al., 2013. Los cebadores de Aguayo et al., 2017 generan un amplicén de
179 pb y los de Li et al., 2013 uno de 452 pb, segln el autor, y 491 segun la herramienta Primer
Blast. Los cebadores descritos por Aguayo et al., 2017 son utilizados para una qPCR, por lo
gue fue necesario incluir una region interna para la unién de la sonda FWB-TR4 P (5'-
ACCCTTCAACTCCACTC GATCGCA - 3'), ademas, la técnica descrita por los autores
mencionan el uso de un control interno, para verificar que se trata de un hongo, por lo que usan
cebadores dirigidos al gen 18s ribosomal: 18S uni F (5'- GCAAGGCTGAAACTTAAAGGAA -
3", 18S uni R: 5- CCACCACCCATAGAATCAAGA - 3') y la sonda 18S uni P (5'-
ACGGAAGGGCACCAC CAGGAGT - 3)

La secuencia de los cebadores forward y la sonda se mantuvieron tal y como se
describen segun sus autores, mientras que para los cebadores reverse se utilizo la secuencia
de su complemento reverso para asegurar que se unirdn correctamente durante el proceso de

PCRy gPCR.

Calculo de porcentaje de GC y temperatura de fusion (melting)

En el programa Serial Cloner y Benchling se introdujo la secuencia del plasmido
completo y la secuencia disefiada y se verifico que el porcentaje de GC se encuentre entre un
rango de 63 a 38% que es el porcentaje que presentan los hongos de acuerdo con Testa et al.,
2016. En el mismo programa, se verificé que la temperatura de fusion (Tm) se encuentre bajo

los 95°C, que es la temperatura a la que se realiza la desnaturalizacion del DNA.
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Preparacion de Células Competentes

Primero se puso en un bloque frio, tubos Eppendorf nuevos de 1.5 mL durante 10 min, y
transferir a los tubos 1.5 mL de cultivo bacteriano de Escherichia coli enfriado previamente a -
4°C y regresar el cultivo a esa temperatura una vez transferido. Se precipit6 las células por
centrifugacion a 13000 g por 30 segundos y se removi6 el sobrenadante sin perturbar el pellet
usando una pipeta de 100 uL. Luego se resuspendio el pellet con 1 mL de solucién de CCMB80
cuidando de no pipetear sobre el sedimento celular y se incubé a -20°C por 10 min para luego
centrifugar a 13000 g por 30 segundos. Después se removio el sobrenadante sin perturbar el
pellet como se hizo anteriormente. El pellet se resuspendié en 200 uL de CCMB8O0 frio y se

mantiene las células en este bloque frio hasta su uso.

Transformacion por shock térmico y seleccion de colonias

Antes de iniciar se enfria los tubos Eppendorf nuevos por 5 min en el bloque frio. Se
transfirio 50 pL de células competentes en los tubos y se afiadié 2 uL de ADN plasmidico por
cada reaccion de transformaciéon (50 uL) y en el control negativo se afiadié 2 L de agua
DEPC. Se incub6 a -20°C por 30 min, poniendo primero los tubos en el bloque frio y luego en el
congelador. Luego se puso los tubos en bafio Maria previamente calentado a 42°C por 30
segundos, lo que genera un shock térmico, y se incub6 nuevamente a -20°C por 5 min.
Después se afiadié a cada tubo, 950 uL de medio SOC a temperatura ambiente y se incubé a
37°C por 90 min con agitacion constante de 250 rpm, seguido, se centrifugd a 6800 g por 3
minutos, descartando 900 uL del sobrenadante, cuidando de no perturbar el pellet. A
continuacion, se resuspendio el pellet en los 100 uL restantes, se sembro este volumen en

cajas petri con LB que contenia kanamicina, y se dejo incubar las células transformadas a 37°C
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por 20 horas. Para verificar que las colonias transformadas contenian contenian las secuencias

de interés, se realizé una PCR colony de 3 de las colonias elegidas al azar.

Extracciéon de ADN

El ADN se extrajo con base en protocolo propuesto por Berrendero et al., 2008. En un
tubo Eppendorf de 1.5 mL con 3 perlas de vidrio, se coloc6 500 uL de buffer de extraccion
(2,5% p/v CTAB, 1,4 M NaCl, 20 mN EDTA, 100 mM Tris HCI pH 8) y 2 uL de B-
mercaptoetanol. Luego, se colocd 100 pL de agua destilada esteril sobre el micelio del hongo y
con ayuda de un bisturi se rasp6 la superficie de la caja para extraer el micelio y se coloco en el
tubo Eppendorf. Con ayuda del vortex, se agitd y macero vigorosamente la muestra durante
alrededor de 2 minutos dos veces, hasta que el buffer cambie de color indicando que se
pulverizé el tejido. Luego se incubo en bafio maria a 60°C durante 30 min y se afiadié
cloroformo congelado. A continuacién, se mezcl6é usando el vortex y se dejé reposar unos
minutos para después centrifugar a 14 500 g por 10 min. Se recuperaron cuidadosamente 400
pL de sobrenadante que se pusieron en un tubo Eppendorf de 1.5 mL esteril, para agregar un
volumen igual (400 L) de etanol absoluto frio, ademas de 150 uL de acetato de sodio 3 My
300 pL de etanol 70% filtrado, y se dej6 precipitar toda la noche a -20°C. Los procedimientos
del primer dia se realizaron en mechero, mientras que los del segundo dia, se hacen en
camara. Al dia siguiente se centrifug6 a 14 500 g por 17 min y se descart6 el sobrenadante, el
pellet resultante se lavo 2 veces con con 200 pL de etanol 70% que se descartaron por
inversion y se dejé secar en la camara de flujo laminar por 20 min. Luego, se agreg6 25 pL de
agua DEPC y 1 pL de RNAsa y se incubdé por 30 min a 37°C. Finalmente, se tom6 2 uL de ADN

y midio su concentracion usando un Nanodrop, para luego almacenar el ADN a -20°C.
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Seleccién de cebadores especificos a usar en el nanosensor

Para seleccionar el cebador para funcionalizar las nanoparticulas se realizaron PCR
gue tenian por objetivo determinar la especificidad de los cebadores, probando con ADN del
CPS, como control positivo, y Foc R1, Fusarium equiseti como controles negativos Los
cebadores que se probaron fueron los de Aguayo et al., 2017 (FWB-TR4 F: 5'-
CGGTCTCGGCCAAATCTGATT-3', FWB-TR4 R: 5'-ACGACTTATCTAGCGGTTGATGTG-3"); ¥
Li et al., 2013 (W2987-F: 5-TGCCGAGAACCACTGACAA-3’, W2987-R: 5’
GCCGATGTCTTCGTCAGGTA-3’). Para verificar el funcionamiento del CPS se realiz6 una
gPCR de los cebadores de Aguayo et al., 2017 a las condiciones de termociclador mostradas
en latabla 1, y una PCR de punto final para los cebadores de Li et al., 2013, a las condiciones
mostradas en la tabla 2.

Tabla 2

Programacion del termociclador para verificacién y prueba de los cebadores de Aguayo et al.,

2017.
Desnaturalizaciéon Desnaturalizacién Captaciéon de Extension
Regién inicial fluorescencia final
blanco : : : :
T(C) t(min) T (°C) t(min) T (°C) t(min) T(°C) t(min)
Gen 95 10:00 95 00:10 60 0:40 40 0:10
hipotético
(W2987)
18S 95 10:00 95 00:10 60 0:40 40 0:10
ribosomal
(control
interno)
Tabla 3

Programacion del termociclador para verificacion y prueba de los cebadores de Li et al., 2013.



38

Desnaturaliza- Desnaturaliza Annealing Extension Extension
Regién  cidn inicial -cién final
blanco

TCC) t(min) T(EC) t(min) T(C) t(min) T(°C) t(min) T(C) t(min)
Gen
hipotéti 95 3:00 95 0:40 55 0:40 72 1:00 72 10:00
co
w2987
de Foc
R4T

Los criterios bajo los que se seleccionaron los cebadores finales fueron: especificidad
de los cebadores, respaldo bibliogréafico de su uso y concordancia de los datos bibliogréficos y
la prueba in silico usando Primer Blast. Los oligos tiolados basados en los cebadores de

Aguayo et al., 2017 se mandaron a sintetizar en Macrogen en Corea.

Identificacion molecular de los microorganismos controles

Se utilizaron muestras de patdgenos del banano y del género Fusarium identificados
previamente por la Escuela Politécnica del Litoral (ESPOL) por secuenciacion de la region ITS
(espaciador transcrito interno), estas muestras fueron: EC40, una cepa patégena, y CAVO, un
hongo enddfito. Se us6 ademas una cepa catalogada como FocR1 por el grupo iGEM Ecuador.
Los patégenos se sembraron inicialmente en medio PDB (Potato dextrose broth) suplementado
con ampicilina (250 mg/L), y luego en medio PDA (Potato dextrose agar) que también tenia
ampicilina en la misma concentracion. Adicionalmente, se us6 un control de un patégeno que
no infecta al banano y que fue identificado por el laboratorio IDgen como: Fusarium equiseti,
mediante la secuenciacion de la region EFla (eukaryotic translation elongation factor 1 alpha) y

se sembrd con el mismo proceso descrito anteriormente para los patégenos del banano.
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Para la identificacion de los patégenos del banano se hizo una PCR dirigida a la regién
EFla con los cebadores: EF1/EF2 descritos por Yang et al., 2020. La temperatura de annealing
de los cebadores se ajusto a 59°C para mejorar la especificidad y se realizaron un total de 40
ciclos. Para Fusarium equiseti se us6 una temperatura de annealing de 57°C y 35 ciclos. La
integridad y calidad de los amplicones se verificd por electroforesis y enviaron a secuenciar por
método Sanger en Macrogen Inc., Corea. Las secuencias obtenidas se limpiaron para eliminar
los segmentos de mala calidad, y se alineé la secuencia forward y reverso para obtener una
secuencia consenso que se ingresoé en el programa en linea Blast de NCBI para hacer una
busqueda de homdélogos.

Para asegurar que los microorganismos control eran Foc R1, se usé los cebadores
W1805 F/R de Wu et al., 2019; FocR1 F/R de Thangavelu, et al., 2022; y PAL/PAR de Yang et
al., 2020. Las condiciones de las PCR se muestran en la tabla 3. Cada PCR se realiz6 con 30
ciclos de extension.

Tabla 4

Condiciones de PCR para los cebadores de identificacion de Foc R1.

Desnaturaliza- Desnaturaliza Annealing Extensién Extension
Autores ciodn inicial -cién final
T t (min) TCC) t(min) TCC) t(min) T(C) t(min) T(C) t(min)
(°C)
Wu et
al.,, 2019 95 3:00 95 0:40 63 0:30 72 0:30 72 5:00
Thanga
velu, et 95 3:00 95 0:40 62 0:30 72 0:30 72 500
al., 2022
Yang et

al., 2020 95 3:00 95 0:40 69 0:30 72 0:45 72 5:00

Preparacion de nanoparticulas
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Siguiendo el protocolo descrito por Hill & Mirkin (2006), primero se prepard agua regia,
gue contiene 20 mL de 1INy 4.04 mL de HNO3 (68% V/V). Para preparar 50 mL de HAuCl,4 (1
mM), se disolvié 0.017g de HAuCl: en 50 mL de agua ultra pura, esta solucion se puso en la
plancha de calentamiento para que hierva con agitacion vigorosa. Luego, cuando la solucién
estaba bullendo, se agregd 5 mL de la solucion citrato de sodio (38.8 mM). La solucion
contenia 0.05 g de citrato de sodio en 5 mL de agua ultra pura. Al agregar el citrato de socio al
HAUCI, existirdn 4 etapas de cambio de color, pasando desde un amarillo inicial, a
transparente, luego negro y finalmente rojo, llegado a este punto, se apaga la plancha de calor
y se mantiene la agitacion mientras se enfria la solucién resultante que contiene las
nanoparticulas. Para verificar su presencia, se us6 el Nanodrop, obteniendo un espectro de

absorcion a 525 nm, que corresponde a la longitud de absorcion de las nanoparticulas (NPs).

Reduccién de oligonucleétidos tiolados

Se inicia resuspendiendo los oligonucledtidos en 220 pyL de agua DEPC, y se tomaron
20 pL del oligonucleétido (equivalentes a 2 nmol). A continuacion, se pone 100 yL de TCEP
(PM: 286.65 g/mol) 10 nM disuelto en TE y se agita a temperatura ambiente por 60 min.
Pasada la agitacion se agregd 75 L de Acetato de sodio 3M y 1 mL de etanol absoluto, luego
se mezclo en el vortex y dejé incubar a -20°C por 20 min. Después se centrifugd a 13600 xg
por 5 min, se descart6 el sobrenadante y se dejo secar el pellet. Finalmente, se agregaron 500

WL de nanoparticulas de oro y se agitaron en oscuridad durante 8 h (Hill & Mirkin, 2006).
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Funcionalizacién de nanoparticulas

De acuerdo con el protocolo descrito por Hill & Mirkin, (2006), primero es necesario
hacer los buffers de ajuste de fosfatos, SDS 10% p/v y buffer de salado. Para preparar 50 mL
de buffer de ajuste de fosfatos se agreg6 0.331 g de K;HPO4 y 0.424 g de KH2PO4, y se ajusto
el pH a 7. Para el SDS 10% pl/v, se puso 5 g de SDS en 45 mL de agua ultrapura, obteniendo
un volumen total de 50 mL. En el caso del buffer de salado (2M), para preparar 10 mL, se puso
1.169 g de NaCl en 10 mL de PBS.

Para el proceso de funcionalizacion como tal, se agreg6 49.5 pL de buffer de ajuste de
fosfatos y 0.5 pL de agua DEPC a 500 pL de nanoparticulas de oro con los oligonucleotidos
reducidos (2 nmol), obteniendo un volumen total de 550 pL. Luego se puso 5.6 uL de SDS 10%
p/vy 4.4 uL de agua DEPC, obteniendo 560 pL en total, se agité la mezcla por 30 min y agrego
10 yL de agua DEPC y 5 pL de buffer de salado cada 8 horas, un total de 6 veces (Hill & Mirkin,

2006).

Disefio experimental

Los experimentos se dividieron en dos repeticiones, en ambas existieron dos factores
en estudio: la cantidad de ADN, ubicando 4 niveles: 12.5, 25, 50 y 100 ng, y el organismo:
Control positivos sintético (CPS) y Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1 (Foc R1). La
concentracion de nanoparticulas se considera estandar y dada por el método de sintesis de
nanoparticulas, siendo necesario verificar Gnicamente que sean detectables en el espectro de
525 nm usando un Nanodrop. Se establecieron los volimenes de reaccion como: 1uL de

volumen de ADN en 25 pL de volumen de nanoparticulas (Tabla 3).
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Tabla b

Disefio experimental

Volumen de PBS (ulL) 9
Volumen de DNA (ulL) 1
Volumen de NP (uL) 25
12.5
Niveles de DNA (aproximados) (ng) 25
50
100
10
Niveles de Tiempo (min) 20
30
Organismos Foc R1
CPS

Durante la primera repeticion se realiz6 un enmascaramiento con el fin de ser lo mas
objetivo posible ya que esta repeticion se hizo de forma cualitativa a partir de una escala de
coloracién que determina hasta qué punto de coloracién se considera un resultado positivo y
negativo, y a partir de esa escala se determiné el cutoff de la prueba usando mediciones en el
Nanodrop y un promedio de las medidas. La escala de coloracién se hizo usando muestras
blanco, es decir, muestras que en lugar de ADN contenian Gnicamente agua; el blanco también
se uso en cada repeticion y en cada una de las 5 réplicas que existio por repeticion
(Moirangthem et al., 2013). En la primera repeticion se tomo en consideracion un tercer factor,
el tiempo: 10, 20 y 30 min, con el objetivo de encontrar el tiempo propicio para evaluar los
resultados, ya que en bibliografia existen valores diferentes y no existe un consenso al

respecto.
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El valor de cutoff determinado en la primera repeticién se usé en la segunda para
evaluar de forma objetiva usando el Nanodrop. En funcién del valor de absorbancia medido se
determind si un resultado era negativo o positivo, catalogdndose como positivo siempre que su

valor sea mayor o igual al cutoff.

Hipotesis del Disefio experimental:

Factor: Organismo

Hipodtesis nula: El organismo de la muestra utilizada: Control positivo sintético o Foc R1,
no determinan que el resultado de la prueba de nanosensor sea positivo 0 negativo.
Hipotesis alternativa: En funcion del organismo utilizado, el resultado de la prueba de

nanosensor es positivo 0 negativo.

Factor: Tiempo

Hipotesis nula: El resultado de la prueba de nanosensor no depende del tiempo en el
gue se haga la medida.
Hipodtesis alternativa: El resultado de la prueba de nanosensor depende del tiempo en

el que se haga la medida.

Factor: Cantidad de ADN

Hipo6tesis nula: La cantidad de ADN usada en la prueba de nanosensor no influye en
los resultados obtenidos.
Hipoétesis alternativa: El resultado de la prueba de nanosensor depende de la cantidad

de ADN que se use.
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Ensayo de hibridacién con nanoparticulas

Se uso el protocolo propuesto por Sattarahmady et al., 2015 que mencionan que en un
tubo de PCR se debe colocar 1 uL de ADN del control positivo sintético y de Foc R1, el
volumen afiadido posee la cantidad de acidos nucleicos evaluados, en este caso: 12.5, 25,50 y
100 ng. Se afiade 9 uL de PBS (pH 5) y se llevo el tubo al termociclador para realizar la
desnaturalizacion del ADN a 96°C durante 5 min, inmediatamente, sin sacar los tubos del
termociclador para evitar que se reduzca la temperatura, se afiadio 25 uL de NP
funcionalizadas y se incubaron por 10 min a 57°C. La temperatura de annealing se determiné
usando TmCalculator (https://tmcalculator.neb.com/) y se verific6 mediante PCR de punto final.
El resultado se observé afiadiendo 13 ulL de HCI 0.1N y se determiné el resultado de forma

colorimétrica luego de 15 minutos.

Determinacion de especificidad y sensibilidad de la prueba

La sensibilidad y especificidad de la prueba se calcularon usando las ecuaciones 1y 2
respectivamente y se compararon con el método gold standard para la deteccién de Foc R4T:
la gPCR, descrita por Aguayo et al., 2017. De esta forma se obtuvo valores de sensibilidad y

especificidad para cada nivel de concentracion de ADN.

Sensibilidad = [TPZPFN] +100% 1)
Especificidad = [TNTiVFP] * 100% (2)

Donde:
TP: Verdadero positivo

TN: Verdadero negativo
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Con fin de obtener un resultado mas fidedigno, se establecio un intervalo de confianza
de acuerdo a la variacion entre los niveles de ADN utilizado. Finalmente, los resultados de la
prueba se muestran segun la ecuacion 3.

1dC =X+ Z,), % (3)

Donde:

x: valor medio de la sensibilidad y especificidad.
Z: coeficiente de confianza

a: nivel de confianza

o: desviacion estandar

n: tamafio muestral
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Capitulo 4: Resultados

Determinacién de secuencias a incluir en el control positivo sintético (CPS)

Usando la herramienta primer blast (https://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/primer-blast/) se
analiz6 in silico la especificidad de los cebadores de Aguayo et al., 2017 (FWB-TR4 F: 5'-
CGGTCTCGGCCAAATCTGATT-3', FWB-TR4 R: 5'-ACGACTTATCTAGCGGTTGATGTG-3");
Dita et al., 2010 (Foc TR4-F: 5-CACGTTTAAGGTGCCATGAGAG-3’, Foc TR4-R: 5'-
GCCAGGACTGCCTCGTGA-3'); y Li et al., 2013 (W2987-F: 5-TGCCGAGAACCACTGACAA-
3, W2987-R: 5’-GCCGATGTCTTCGTCAGGTA-3’). Los cebadores propuestos por Dita et al.,
2010 se unen a Fusarium verticillioides, Fusarium solani y a las variedades de Fusarium
oxysporum en general (Figura 3). Los cebadores propuestos por Li et al., 2013 se unen solo a
Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 4 tropical (Fusarium odoratissimum), sin embargo
puede crear dos productos de PCR, uno de 491 pb, que es el reportado por los autores, y otro
de 105 pb (Figura 4). Los cebadores de Aguayo et al., 2017 muestran un solo producto de PCR
exclusivo para Foc R4T (Figura 2). Debido a la falta de especificidad de los cebadores de Dita
et al., 2010 se descartaron y se continué solo con los de Li et al., 2013 y Aguayo et al., 2017.

Figura 2

Andlisis in silico de los cebadores propuestos por Aguayo et al., 2017.

Sequence (5'->3") Length Tm GC% Self complementarity
Forward primer CGGTCTCGGCCAAATCTGATT 21 60.74 52.38 7.00
Reverse primer ACGACTTATCTAGCGGTTGATGTG 24 60.73 45.83 6.00

Products on target templates
>NW_022158688.1 Fusarium edoratissimum NRRL 54006 unplaced genomic scaffold supercontl.2, whole genome shotgun sequence

product length = 179

Forward primer 1 CAGETCTCGGRCCAAATCTGATT 21
Template 3B7345 L e 387325
Reverse primer 1 ACGACTTATCTAGCGGTTGATGTG 24

Template L 387196



Figura 3

Andlisis in silico de los cebadores propuestos por Dita et al., 2010.

Sequence (5'->3") Length Tm GC% Self complementarity
Forward primer CACGTTTAAGGTGCCATGAGAG 22 59.58 50.00 7.00
Reverse primer GCCAGGACTGCCTCGTGA 18 61.70 66.67 4.00

Products on target templates
=¥M_018901510.1 Fusarium verticillioides 7600 DMA repair protein rhp54 (FVEG_12162), mRMNA

product length = 433

Reverse primer 1 GQCCAGGACTGCCTCGTGA 18
Template 2615 N N TR 2598
Reverse primer 1 GCCAGGACTGCCTCGTGA 18
Template 2183 AGA........ LI T 2288

>XM_046269719.1 Fusarium solani uncharacterized protein (B0J15DRAFT_282310), mRNA

product length = 66

Reverse primer 1 GCCAGGACTGCCTCGTGA 18
Template 1646 TGT..C....cocueunn Cc 16829
Reverse primer 1 GCCAGGACTGCCTCGTGA 18
Template 1581 C...TCC...uuiennn 1598

>XM_031172275.1 Fusarium oxysporum MRRL 329371 uncharacterized protein (FOYG_00035), mRMA

product length = 1968

Reverse primer 1 GQCCAGGACTGCCTCGTGA 18

Template 2869 T.GTC.C.......cuun 2852

Reverse primer 1 GCCAGGACTGCCTCGTGA 18

Template @2 CA.GA....C........ 119
Figura 4

Andlisis in silico de los cebadores propuestos por Li et al., 2013.

Sequence (5->3") Length Tm GC% Self complementarity
Forward primer TGCCGAGAACCACTGACAA 19 59.17 52.63 3.00
Reverse primer GCCGATGTCTTCGTCAGGTA 20 59.55 55.00 5.00

Products on target templates
=MNW_022158688.1 Fusarium odoratissimum MRRL 54006 unplaced genomic scaffold supercont1.2, whole genome shotgun sequence

product length = 491

Forward primer 1 TGCCGAGAACCACTGACAA 19
Template = 387576
Reverse primer 1 GCCGATGTCTTCGTCAGGTA 28
Template = 387123

=MW_022158895.1 Fusarium odoratissimum MRRL 54006 unplaced genomic scaffold supercont1.209, whole genome shotgun sequence

product length = 185

Forward primer 1 TGCCGAGAACCACTGACAA 19
Template 329 L .GAT....G....... C. 347
Reverse primer 1 GCCGATGTCTTCGTCAGGTA 2@

Template 433 L ALG. .G Cc. 414

47
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Disefio del CPS

Identificadas las regiones de reconocimiento para los cebadores mostrados en el Anexo
1 se disefi6 el plasmido para el CPS y se introdujo estas secuencias en el backbone pMG-Amp
de Macrogen. El mapa del plasmido resultante se muestra en la figura 5. En el pladsmido se
incluyeron los sitios de reconocimiento para los cebadores de Aguayo et al., 2017, lo que incluye
los cebadores de control interno: 18s uni, que se usan para determinar hongos en general, y los
cebadores FWB TR4 que se usan para detectar especificamente a Foc R4T mediante gPCR, por
lo que ademas de los cebadores delanteros y reversos, se incluye una sonda TagMan. También
se incluyd los cebadores de Li et al., 2013 que también se usan para identificar a Foc R4T
mediante PCR de punto final.
Figura 5

Mapa del plasmido CPS pMG-Amp

BsmBL, Esp3I, Nspl,BsmBL, Esp3l, Pfol, +4 Drdl
Earl, 5spl, BeiVlI Tatl
M13F-pUC, BsmFI
tmzs2F1 Ecol1891, +4

Acll, XmnI Tospo-BREA, CMV-F, +6
BsaHI NIb2F, CTWECFE, +1

Begl
Tatl, Scal

759, virD2A +6
FWS-TR4 F.+2
eyt +3

Acll
Fspl

CPS pMG-Amp
Bgll -
BsrFI 3512 bp
Bsal
AhdT

Pvull
AlwNI BsaXl,BspQl, Earl,+1
MmeI AFLIII, Peil, Nepl
BeiVI,Mnel, BseYI Drdl
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Para verificar que los cebadores no se unirdn en otras regiones del mismo plasmido se

us6 la herramienta “Check Specificity” de Benchling, que busca en la secuencia regiones

complementarias a los cebadores y que puede generar mas de un amplicén. En este andlisis

se establecié que no existan mas de 3 desajustes (mismatches) con una temperatura de fusion

(melting) sobre 48°C y bajo 100°C. El resultado se muestra en la figura 6 y se observa que

efectivamente, los cebadores se unen solo en un solo sitio (el disefiado inicialmente).

Figura 6

Andlisis de secuencias complementarias a los cebadores.

Primers Search Results

(] Primer

125 uni
E

185 uni

18s un

FWE-
TR4 F

FWB-
TR4 R

Sonda
FWB-
TR4 P

W2987-

w2987-

Nucleotide

Type Position
DA + /906
DMA — /1014
DMNA + /981
DMNA + /643
DMNA — I T79
DMA + /747
DA +/ M6
DMA — /N30

53.6°C

53.3°C

63.9°C

567C

61.8°C

56.0°C

Sort by Name -

Bases @
5 GCAAGGCTGAAACTTAAAGGAA
o

" CCACCACCCATAGAATCAAGA

W

" ACTCCTGGTGGTGCCCTTCCGT

WL

" CGGTCTCGGCCAAATCTGATT

[PYRT. ]

" ACGACTTATCTAGCGGTTGATG
TG 3°'

5" TGCOGATCGAGTGGAGTTGAAGG
GT 3°'

5" TGCCGAGAACCACTGACAA 37

" GCCGATGTCTTCGTCAGGTA

[P

Finalmente se realiz6 PCR in silico con los cebadores delanteros y reversos para

verificar la longitud de los amplicones y la especificidad de unidn. Los resultados se muestran

en la figura 7.
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Figura 7

PCR in silico de los cebadores evaluados.

Primer Position Product Size
W2987-F +/ 76 452
W29B7-R — /130

FWEB-TR4 F +/ 643 180
FWEB-TR4 R - I779

185 uni F +/ 906 150

185 uni R -/ 104

Célculo del porcentaje de GC y temperatura de fusion (melting) del plasmico CPS pMG-

Amp

El porcentaje de GC del plasmido CPS pMG-Amp es de 50.1% y su temperatura de fusién
(Melting Temp o Tm) es de 80.3°C, verificado en Serial Cloner y Benchling (Figura 8).

Figura 8

Resultados del calculo de porcentaje de GC y temperatura de fusion.

A LEMGTH 3512 G&C 50.09% MELTING TEMP 803 °C

Selected DNA
Tm: 80,3 ACBBD C:ET3 G:8BG T 873 WGC: 50,1%

B

Nota: a) Resultados usando Benching. b) Resultados usando Serial Cloner.

Obtenciéon del CPS

Una vez realizado el protocolo de transformacion las células transformadas se
sembraron en agar LB con 200 mg/L de ampicilina, y se observé que en todas las cajas existid
crecimiento, a excepcion de la caja de control negativo. Para verificar que las células estaban

correctamente transformadas, se realizé una PCR colony con los cebadores delanteros y



51

reversos FWB TR4 de Aguayo et al., 2017 observando que efectivamente las células contenian
el plasmido con las regiones de complementarias a los cebadores (Figura 9A). Con la
formacion de colonias aisladas se tomé una de ellas y sembr6é nuevamente en un nuevo medio
agar LB con 200 mg/L de ampicilina (Figura 9B) para realizar luego su criopreservacion.

Figura 9

Obtencion del control positivo sintético (CPS).

2k
1,2k
800
400

200

Nota: a) Electroforesis de PCR colony con cebadores delantero y reverso FWB TR4 de Aguayo
et al., 2017. b) Cultivo de colonia transformada en agar LB con 200 mg/L de ampicilina. M:

marcador. CPS: control positivo sintético. CN: control negativo

Identificacion de microorganismos control negativo

Usando la herramienta BLAST de NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), se
determind que todas las muestras de control negativo eran Foc R1. Para la muestra FocR1 de
iIGEM Ecuador, existié un 99.92% de identidad, para las muestras de la ESPOL: EC40 existio

un porcentaje de 99.57% de identidad y para la muestra CAV0 99.78% de identidad (Tabla 5).
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Para la muestra FE (Fusarium equiseti) no se realiz6 la secuenciaciéon porque habia sido
identificada recientemente por IDgen como F. equiseti usando un amplicon con los mismos
cebadores de la region EFla.

Tabla 6

Identificacién de los microorganismos control negativo.

Muestra Longitud Resultado Accesion Puntuacion  Cobertura %
del total de identidad
amplicon secuencia
blanco
FocR1 923 Foc R1 JAEMVU 1754 100% 99.92%
iIGEM 010000008.1
EC40 936 Foc R1 JAEMVU 1707 100% 99.57%
010000008.1
CAVO 928 Foc R1 AMGP 1700 100% 99.78%
01000659.1

Usando los cebadores W1805 F/R de Wu et al., 2019; FocR1 F/R de Thangavelu, et al.,
2022; y PAL/PAR de Yang et al., 2020 se obtuvo los resultados maostrados en la figura 10.
Todas las muestras amplificaron para cada primer especifico.

Figura 10

Electroforesis de las PCR con los cebadores especificos para Foc R1.

-
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Nota: a) cebadores de Wu et al., 2019; b) cebadores de Thangavelu, et al., 2022; c) cebadores
de Yang et al., 2020. M: Marcador; PS: control positivo sintético; FocR1: Foc R1 de iGEM

Ecuador; EC40: Foc R1 enddfito; CAVO: Foc R1 patdégeno; CN: Control negativo.

Seleccién de cebadores especificos a usar en el nanosensor

Para decidir cuél de los cebadores se usaria en las nanoparticulas se realiz6 PCR punto
final con los cebadores de Li et al., 2013 y una gPCR para los cebadores de Aguayo et al.,
2017. Los resultados de la PCR se muestran en la figura 12A y los de la gPCR en la figura 11B.

Figura 11

Seleccion por PCR y gPCR de cebadores a utilizar en el nanosensor.
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Nota: a) Electroforesis de PCR punto final con los cebadores de Li et al., 2013. b) gPCR con los
cebadores de Aguayo et al., 2017. M: Marcador; CPS: control positivo sintético; FocR1: Foc R1
de iIGEM Ecuador; EC40: Foc R1 enddfito; CAVO: Foc R1 patégeno; Fe: Fusarium equiseti; CN:
Control negativo.

Como se observa en la figura 11B, la PCR de punto final que se hizo con los cebadores
de Li et al. (2013) amplificaron también la muestra CAVO, que es una muestra de Foc R1, es
decir, estos cebadores pueden tener una reaccion cruzada con Foc R1, por lo que no son
completamente especificos para Foc R4T. Los cebadores de Aguayo et al. (2017) solo

amplificaron la muestra CPS por lo que éstos se utilizan para funcionalizar las nanoparticulas.

Resultados del disefio experimental

En la primera réplica del experimento, se tomé en consideracion tres factores: el
microorganismo (Foc R1 y CPS), el tiempo (10, 20 y 30 min) y la cantidad de ADN (12.5, 25, 50
y 100 ng). Este primer ensayo fue segado y tuvo dos objetivos: establecer la escala de colores
a partir de la cual se considera un resultado como positivo o negativo (cutoff) y determinar el
tiempo propicio para realizar las mediciones.

En primer lugar se debia establecer si los factores influyen significativamente en los
resultados, para ello se hizo un ANOVA multifactorial, de donde se observa que el tipo de
organismo influye significativamente (p value: <0.0001), al igual que el tiempo (p value:
0.0382), sin embargo la cantidad de ADN no demuestra ser significativa (p value: 0.9210),
como se observa en la tabla 6.

Tabla 7

ANOVA de tres vias: Organismo, Tiempo y Cantidad de ADN.
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Factor F p value
Tiempo 3.38 0.0382
Organismo 32.40 <0.0001

Cantidad de ADN 0.16

0.9210

Como el objetivo de esta primera repeticion era determinar el tiempo propicio para

realizar las medidas, se procedi6 a hacer ANOVAs en cada uno de los tiempos para observar

en cudl de ellos existe mayor valor de significancia, observando que esto ocurre en el minuto

20 (p value: 0.0001) como se puede observar en la tabla 7. Adicionalmente, se verifica que la

cantidad de ADN no es significativa. Conociendo que los resultados obtenidos son discretos se

hizo el analisis no paramétrico de Kruskal Wallis y se verificé que el organismo y el tiempo

tienen diferencias significativas (p value: <0.0001), como se ve en la figura 12.

Tabla 8

ANOVAs en los tiempos: 10, 20 y 30 min.

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
Figura 12
Prueba Kruskal Wallis para los resultados de la primera repeticion.
Variakble Organismo Tiempo W Medias D.E. Mediamas H B
Resultado CPS 10 20 0,95 0,22 1,00 22,44 <0,0001
Resultado CPS 20 20 0,95 0,22 1,00
Resultado CPS 30 20 0,75 0,44 1,00
Resultado Foc R1 10 20 0,60 0,50 1,00
Resultado Foc R1 20 20 0,40 0,50 0,00
Resultado Foc R1 30 20 0,30 0,47 0,00
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Nota: Andlisis de la influencia del tiempo y organismo. Obtenido de Infostat.

Aplicando la prueba de Duncan para determinar la distribucién por grupos de los
resultados en el minuto 20, se observa que el nivel de 50 ng del CPS se encuentra
estrechamente relacionado (sin diferencias significativas), con los resultados de Foc R1 (Figura
13). Algo similar ocurre con el nivel de 12.5 ng para Foc R1, que se ubica en el grupo del CPS.

Figura 13

Prueba de Duncan para los resultados a 20 min.

Organismo Concentracion de ADN (ng) Mediaz n E.E.

Foc R1 25,00 0,20 5 0,18 &

Foc R1 50,00 0,40 5 0,18 A B
Foc R1 100,00 0,40 5 0,18 A B
Foc R1 12,50 0,60 S5 0,188 B C
CFPS 50,00 0,80 5 0,18 B C
CFPS 12,50 1,00 5 0,18 C
CFPS 25,00 1,00 5 0,18 C
CEPS 100,00 1,00 5 0,18 C

Medias con una letra comin no son significativamentes diferentes (p » 0,05)
Nota: Factores considerados en el analisis: Organismo y cantidad de ADN. Obtenido de
Infostat.

En general, en la primera observacion se evidencia que el tipo de organismo y el tiempo
de medicién influyen directamente en los resultados, como se aprecia en la figura 14A Donde
se ve que en la grafica general, sin distincion del tiempo, existe diferencias significativas entre
organismo, y en la figura 15B-D el tiempo donde existe mayores diferencias significativas es a
los 20 min.

Figura 14

Gréficas de dispersion de puntos para resultados de la primera repeticion.
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Nota: Intervalos de confianza de 95%. a) Resultados con todos los tiempos combinados. b)
Resultados a 10 min. c) Resultados a 20 min. d) Resultados a 30 min.

Con la primera repeticién se calcul6 valores de sensibilidad y especificidad (tabla 8)
Observando que en el minuto 20 existe mejores valores de sensibilidad, porque en los niveles
de 100, 25y 12,5 ng de ADN, las pruebas son 100% sensibles. Aunque a los 30 min los valores
de especificidad mejoran, la sensibilidad se reduce. Se concluye que debido a los resultados
del ANOVA, ademés de los valores de sensibilidad y por motivos logisticos (un tiempo de

espera reducido para observar los resultados) se concluye que el mejor tiempo es 20 min.

Tabla 9

Resultados de sensibilidad y especificidad de la prueba en la primera repeticion.
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Organismo Valor Cantidad de ADN (ng) Tiempo
10 min 20 min 30 min

Control Sensibilidad 12,5 100% 100% 80%
positivo 25 100% 100% 80%
sintético 50 80% 80% 60%
100 100% 100% 80%
Fusarium Especificidad 12,5 40% 40% 80%
oxysporum f. 25 40% 80% 80%
sp. cubense 50 20% 60% 60%
razal 100 60% 60% 60%

Para determinar el cutoff se hizo pruebas con nanoparticulas que no contenian ADN

(blanco) y se midio la absorbancia a 525nm exactamente en el umbral cualitativo hasta el cual

se considera positivo un resultado (Figura 16), obteniendo valores cuyo valor promedio es de

0.100, considerando la desviacion estandar se termind fijando el valor cutoff en el promedio

mas dos desviaciones estandar, alcanzando un valor de 0.115 (tabla 9).

Tabla 10.

Caélculo del cutoff de absorbancia

Figura 15

Muestra Abs
Blanco 0,111
0,092
0,095
0,104
0,098
Promedio 0,100
Desviaciéon estandar 0,007
Cutoff 0,115

Escala de color de los ensayos cualitativos.
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Resultados
positivos

Con el analisis de la primera repeticion, se establecio los criterios para determinar los

resultados en la segunda repeticion. Se midié la absorbancia en Nanodrop a los 20 minutos de

haber colocado el acido y todo resultado con un valor de absorbancia mayor o igual a 0.115 se

considera positivo (cutoff). Con los resultados de absorbancia se hizo un ANOVA, encontrando

gue existe diferencia significativa entre los organismos (p value: 0.0028), pero no entre las

cantidades de ADN (p value: 0.0672); sin embargo, si se fija una significancia de 10%, se

puede asumir que las cantidades de ADN realmente son significativas (tabla 11). Visualmente

se observa que las diferencias en las longitudes de onda son significativas a excepcion del

nivel de 50 ng de ADN (Figura 17).

Figura 16.

Resultados de la segunda repeticion, primera replica.
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Tabla 11

ANOVA de dos vias: Organismo y Cantidad de ADN, para la variable absorbancia.

Factor F p value
Organismo 10.49 0.0028
Cantidad de ADN 0.16 0.0672

Figura 17

Gréfico de dispersion de puntos para la absorbancia
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Nota: Absorbancia respecto a la cantidad de ADN considerando un intervalo de confianza de

95%.
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Realizando una prueba de Duncan con los resultados de absorbancia se aprecia que el

nivel de 50 ng de ADN es el que se diferencia méas de los deméas niveles, porque esta solo en el

grupo A, mientras que el nivel 12.5 esta en dos grupos, el Ay B (Figura 18).

Figura 18

Prueba de Duncan de la absorbancia en la segunda repeticion

Concentracion de ADN Medias n E.E.
50,00 0,10 10 0,02 A
12,50 0,12 10 0,02 A B
100,00 0,15 10 0,02 B
25,00 0,15 10 0,02 B
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Con el fin de determinar la significancia de la cantidad de ADN aislando cada
organismo: CPS o Foc R1 se hicieron dos nuevos ANOVAs separando cada organismo y
considerando como Unico factor la cantidad de ADN obteniendo los resultados de la Tabla 12,
donde se evidencia que realmente no existe diferencias significativas.

Tabla 12

ANOVAs del factor: cantidad de ADN, separando los organismos: CPS y Foc R1.

Organismo Factor F p value
CPS Cantidad de ADN 1.67 0.2133
Foc R1 Cantidad de ADN 1.49 0.2548

A continuacion, se hizo un nuevo analisis ANOVA de los resultados discretos de la
segunda repeticién que se sumaron con los obtenidos en la primera repeticion, encontrando
gue no existe diferencia significativa entre repeticiones ni entre concentraciones de ADN, pero
si existe diferencia significativa entre los organismos (p value: <0.0001) (tabla 13, Figura 19A).
Estos resultados se verificaron no paramétricamente usando Kruskal Wallis y se obtuvo que
realmente la diferencia entre organismos es significativa con un p value de 0.0380 (Figura 19B).
Tabla 13

ANOVA de tres vias: Repeticion, Organismo y Cantidad de ADN.

Factor F p value
Repeticion 0.07 0.7971
Organismo 24.07 <0.0001

Cantidad de ADN 0.60 0.6174
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Figura 19

Resultados del analisis de las dos repeticiones.

A Resultados de las 2 repeticiones B CPs
m FocR1
1,17 }
1,00 _ 1,00
0,97 090 " "
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2 | .D.?U
m
S 0,581 0,50
kS |
o 0,40 0,40 0,40
0,394 m " L
0,194
D,DD' T T _I T _I T T T _I
0,0 125 250 375 500 625 750 &v5 1000
Cantidad de ADM (ng)
B
Variakle CQ{rganismo Repeticidn Concentracidn de ADN N Medias D.E. Medianas H =
Resultado CPS 1 12,50 5 0,80 0,45 1,00 17,44 0,0380
Resultado CPS 1 25,00 =) 1,00 0,00 1,00
Resultado CPS 1 50,00 5 0,60 0,55 1,00
Resultado CP5 1 100,00 5 1,00 0,00 1,00
Resultado CPS 2 12,50 =) 1,00 0,00 1,00
Resultado CPS 2 25,00 5 1,00 0,00 1,00
Resultado CP5 2 50,00 5 0,80 0,45 1,00
Resultado CPS 2 100,00 =) 1,00 0,00 1,00
Resultado Foc R1 1 12,50 5 0,40 0,55 0,00
Resultado Foc R1 1 25,00 5 0,60 0,55 1,00
Resultado Foc R1 1 50,00 =) 0,40 0,55 0,00
Resultado Foc R1 1 100,00 5 0,40 0,55 0,00
Resultado Foc R1 2 12,50 5 0,60 0,55 1,00
Resultado Foc R1 2 25,00 =) 0,20 0,45 0,00
Resultado Foc R1 2 50,00 5 0,40 0,55 0,00
Resultado Foc R1 2 100,00 5 0,40 0,55 0,00

Nota: a) Grafico de dispersion de puntos para los resultados de las dos repeticiones con un
intervalo de confianza de 95%. b) Prueba Kruskal Wallis para los resultados de las dos
repeticiones.

Finalmente, tomando en consideracion las dos repeticiones se determind nuevamente la
sensibilidad y especificidad de la prueba, lo que se muestra en la tabla 14. El nivel de ADN de
100ng es el que muestra valores mas altos de sensibilidad y especificidad, de 100% y 70%,

respectivamente. Dado que se demostré que en general, la cantidad de ADN no influye en los
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resultados, se establece un intervalo de confianza de 95% para la sensibilidad y especificidad,

obteniendo valores de: 90.00+13.86% y 65.00+5.66%, respectivamente.

Tabla 14

Sensibilidad y especificidad de la prueba para las 2 repeticiones.

Organismo Caracteristica 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. Especificidad 12,5 60.00%
cubense raza 1 25 60.00%
50 70.00%
100 70.00%

Intervalo de conf. (95%)

65.00 &+ 5.66%
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Capitulo 5: Discusion

En la primera etapa de este trabajo, se utiliz6 la herramienta primer- BLAST
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/) para seleccionar dos pares de cebadores con
los que continuar trabajando. Primer- BLAST del NCBI es ampliamente utilizada en el disefio y
analisis in silico de cebadores preexistentes, porque cuenta con acceso a 6 bases de datos
bastante robustas: Refseq mMRNA, Refseq representative genomes, Genomes for selected
organisms, nr, Refseq RNA, y Custom. Esta herramienta funciona combinando BLAST con un
algoritmo de alineacion global para garantizar un alineamiento completo entre el cebador y el
objetivo, ademas de que es altamente sensible porque puede detectar objetivos que tienen un
namero significativo de diferencias con respecto a los cebadores (Ye et al., 2012). Por lo tanto,
los resultados del andlisis realizado con esta herramienta se ven justificados por la robustez de
las bases de datos y su continua actualizacién de informacion.

Foc R4T es un patdégeno altamente peligroso para la seguridad alimentaria y econémica
del Ecuador, pero aln no esta presente en el pais, por lo que no se puede disponer de este
microorganismo como control positivo. Los controles positivos son de gran importancia para
aportar confiabilidad a las PCR, sin embargo, tener un microorganismo como control positivo
puede resultar peligroso en caso de representar un riesgo de bioseguridad (Caasi et al., 2013).
Actualmente, los laboratorios de diagnéstico molecular necesitan de este tipo de controles para
dar confiabilidad a los diagndsticos, sin embargo, existe temor general por su posible uso en
bioterrorismo, por lo que se toman medidas que endurecen los controles de importacién y
exportacion (Smith et al., 2006). Es en este punto donde cobra importancia el disefio y uso de
controles positivos sintéticos o artificiales porque precisamente ayudan a evitar el riesgo de

bioseguridad (Caasi et al., 2013). El material de control puede ser ADN o ARN sintético que se
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utiliza para PCR convencionales o gPCR con sondas TagMan (Smith et al., 2006) como en este
caso.

En la presente tesis de disefi6 el plasmido CPS pMG-Amp que usa como backbone el
plasmido pMG-Amp de Macrogen, que en su estructura cuenta con tres regiones
fundamentales: el Origen de replicacion, un gen de resistencia a ampicilina y el gen lacZa
(https://dna.macrogen.com/ces/order/geneVectorAmpMapPopup.do) que se usa para
discriminar visualmente las células que han sido transformadas, porque cuando se expresa por
completo este gen se genera la [3-galactosidasa capaz de escindir el X-gal (5-bromo-4-cloro-3-
indoil-B-d-galactopirandsido) y las colonias toman una coloracién azul (Green & Sambrook,
2019); en las células transformadas y que tienen el gen de interés, en este caso las regiones de
reconocimiento para los cebadores, se espera que el la enzima 3-galactosidasa no se exprese
porque entre el gen lacZa se encuentra la region de clonacién del ADN de interés. En este
trabajo, como el fabricante Macrogen es el encargado de introducir el gen de interés en la
region de clonacién, se seleccioné las colonias transformadas usando Unicamente ampicilina
como marcador de resistencia y para verificar la presencia de la regién de reconocimiento para
los cebadores se usé la PCR colony.

El célculo del porcentaje de GC y temperatura de fusion del plasmido CPS pMG-Amp se
realizo con el fin de verificar que, en el caso del porcentaje de GC se encuentre en el rango
natural de los hongos que, de acuerdo con Testa et al., 2016, esta entre 63 a 38%, en este
caso el porcentaje de GC se encontr6 en 50.1% por lo que se cumple con este requisito. La
temperatura de fusion del plasmido se verificé para poder asegurar que se encuentra bajo los
95°C, que es la temperatura de desnaturalizacion del DNA, un paso primordial para que todas

las pruebas: PCR y nanosensores, funcionen correctamente.
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Para clonar el plasmido CPS pMG-Amp y con el fin de salvaguardar la integridad de las
personas, se uso la cepa no patogénica TOP10 de E. coli, la cual presenta una alta eficiencia
de transformacion y es resistente a estreptomicina, por lo que se utiliza ampliamente para
hacer la clonacion y propagacion de plasmidos, porque permite una replicacion estable de este
material genético (Invitrogen, 2015). Las células TOP10 se encuentran patentadas por
Invitrogen, sin embargo, se sabe que el genotipo de estas células es similar a la cepa DH10B
de E. coli y que ambas se encuentran emparentadas con la cepa no patogénica K-12
(Invitrogen, 2015). La cepa DH10B posee un mayor numero de mutaciones que la cepa
MC1061 que se sabe que es la mas cercada a TOP10. A pesar de su parentesco, con K-12, la
cepa DH10B tiene 226 genes mutados (Durfee, et al., 2008). Las cepas MC1061 y TOP10
tienen en comuan varios genes entre los que se encuentran: galg, galU y galK (Durfee, et al.,
2008), que dan lugar a enzimas implicadas en el metabolismo de la galactosa y la formacién de
glucégeno (Boels et al., 2001).

En el plasmido CPS pMG-Amp se incluyé regiones de reconocimiento para los
cebadores disefiados y probados por Aguayo et al., 2017 y Li et al., 2013. Los cebadores de Li
et al., 2013 se disefaron para el gen de la proteina hipotética W2987, la cual se acuerdo con
las observaciones que los mismos investigadores realizaron, esta implicada en el proceso de
infeccion y la patogenicidad, pues segun los autores, al mutar este gen, los mutantes
demostraron tener un crecimiento reducido y menor patogenicidad. Los cebadores de Aguayo
et al., 2017 tomaron el mismo gen hipotético: W2987, secuenciado por Li et al., 2013 y a partir
de ello disefiaron nuevos cebadores (FWB-TR4 F/R/P) que por los estudios realizados por
estos investigadores es capaz de detectar la VCG 0121 que los cebadores W2987 F/R de Li et

al., 2013 no detectan. Adicionalmente, Magdama et al., 2019 estudiaron la especificidad de los



67

cebadores de Aguayo et al., 2017 y Li et al., 2013 en cepas de Foc R1 en Ecuador,
encontrando que los cebadores W2987 F/R mostraron reaccion cruzada con Foc R1, tal como
ocurrié en esta investigacion. Lo cual respalda la eleccién de los cebadores FWB-TR4 F/R/P de
Aguayo et al., 2017, que en la actualidad se considera el referente internacional para la
deteccion de Foc R4T.

Para la identificacién de los microorganismos control negativo se secuencié amplicones
de la regién TEF-1a, una practica recurrente para identificar las razas de Fusarium oxysporum
f. sp. cubense, sin embargo, para identificar claramente entre razas de acuerdo con bibliografia
ocupan mas de un marcador molecular, como en el caso de Magdama et al., 2020 que
secuencian también la region IGS (region espaciadora intergénica) y Maryani et al., 2019
secuencian ademas de TEF-1a, los genes rpbl (subunidad mas grande de la ARN polimerasa
Il) y rpb2 (segunda subunidad mas grande de la ARN polimerasa Il). Aunque en este trabajo no
se secuencio otros genes, se uso los cebadores especificos para Foc R1: PAR-PAL de Yang et
al., 2020; W1805F-W1805R de Wu et al., 2019; y FocR1 F/R de Thangavelu, et al., 2022, los
cuales demostraron amplificar las 3 muestras de control negativo, con lo cual queda
comprobado que, efectivamente, estos microorganismos son Foc R1.

En las pruebas con nanosensores, durante la primera repeticion se realiz6 un
enmascaramiento con el objetivo de evitar sesgo, pues este es el fin de este tipo de practicas
(Manterola & Otzen, 2015). Por lo tanto, se reportaba de forma mas objetiva los resultados
cualitativos obtenidos en esta repeticion, que tenia por objetivo establecer la tonalidad hasta la
cual se considera un resultado como positivo o negativo (cutoff) y cuantificar usando Nanodrop
la absorbancia a 525 nm que corresponde este umbral cualitativo hasta el que se considera

positivo. De acuerdo con Mirsalari & Elhami (2020), es crucial determinar de forma cuantitativa
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el valor de absorbancia hasta el que se considera positiva este tipo de pruebas que se
consideran usualmente como cualitativas, porque de esta forma se consigue una mayor
objetividad y a su vez, en funcion de la absorbancia que se obtiene, se puede llegar a
determinar la cantidad de analito en la muestra analizada, como lo hicieron estos autores para
detectar la cantidad de insulina y se buscé realizar algo similar en la segunda repeticion de
estos experimentos, para determinar la relacion entre la absorbancia y la cantidad de ADN
positivo en la muestra.

Para el andlisis de los resultados catalogados como positivos o negativos en la primera
y segunda repeticion se realiz6 ANOVAS, los cuales se utilizan solo para datos continuos, no
discretos como en este caso, sin embargo, aplicando la aproximacion de la distribucion
binomial (que es este caso) por la normal (para realizar el ANOVA), se verificé que el tamafio
muestral sea el necesario, como lo establece el teorema de De Moivre (Anexo 3), observando
gue se cumple con creces. Es por ello que se considera completamente validos los resultados
de los ANOVAS realizados, adicionalmente, se aplicé la prueba de Kruskal Wallis para verificar
gue efectivamente los factores de tiempo (en la primera repeticiéon) y organismo (en primera 'y
segunda repeticion) eran significativos, sin embargo, ni con ANOVA ni con prueba de Kruskal
Walllis existio significancia del factor: cantidad de ADN en ninguna de las repeticiones. La
prueba Kruskal Wallis era esencial en este trabajo porque se trata de datos discretos, que no
obedecen estrictamente a una distribucion normal, y Kruskal Wallis al ser una prueba no
paramétrica, es el tipo de analisis mas acertado (Ghoodjani, 2016).

Analizando mediante ANOVA los factores: organismo y cantidad de ADN de los datos
de absorbancia (datos continuos), se evidencio que la cantidad de ADN puede llegar a ser

significativa si se considera un nivel de significancia de 10% (p value: 0.0672), por lo que hace
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falta mas datos experimentales para descartar o aceptar que la cantidad de ADN es
significativa. Como el analisis de las repeticiones se observa que los resultados cualitativos son
equiparables con los cuantitativos, como lo demuestra el hecho de que no existieron diferencias
significativas entre la primera y segunda repeticion.

De entre los 4 niveles de cantidad de ADN que se evaluaron, el nivel de 50 ng presenta
resultados que se diferencian significativamente de los otros niveles, incluso entre los
organismos, como lo evidencian las pruebas de Duncan que se hicieron (Figura 14 y 18). Por lo
tanto, el nivel de 50 ng debe ser evaluado a mayor profundidad.

Los resultados finales de sensibilidad y especificidad de la prueba a un nivel de ADN de
100 ng son: 100% Yy 70%, respectivamente, que se pueden considerar valores alejados de lo
gue valdria esperar considerando que esta prueba se basa en gran medida en el estandar de
deteccion actual de Foc R4T: la gPCR con los cebadores FWB-TR4; las diferencias se pueden
atribuir principalmente a que se usa solo uno de los 3 cebadores que ocupa la qPCR. Los
nanosensores ofrecen dos grandes ventajas con relacién a otras pruebas moleculares como las
PCR: su precio es considerablemente menor y los resultados se obtienen en un menor tiempo
(Kaur et al., 2019). Por citar un ejemplo, en la actualidad, se contindia considerando la PCR
como una de las pruebas mas confiables para el diagnéstico de COVID-19, sin embargo se
plantea el uso de nanosensores debido a su menor precio y tiempo necesario, lo que las vuelve
una herramienta propicia para realizar el monitoreo de la enfermedad en una poblacion (Farzin
et al., 2022). Por lo tanto, en un escenario en el cual Foc R4T, ingrese al Ecuador y se verifique
Su presencia, las pruebas rapidas como los nanosensores, seran cruciales para realizar un
monitoreo de cultivos cercanos, es en este punto donde radica la importancia del proyecto

realizado.
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Capitulo 6: Conclusiones

El plasmido CPS pMG-Amp disefiado es estable por tener un porcentaje de GC de 50,1%
y temperatura de fusién de 80,3°C, ademéas de que funcion6 adecuadamente como
control positivo sintético debido al éxito de los ensayos con los cebadores especificos
para Foc R4T.

El nanosensor desarrollado se funcionaliz6 con el cebador reverso de Aguayo et al., 2017,
porque los cebadores FWB-TR4 demostraron tener una mayor especificidad para Foc
R4T que los desarrollados por Li et al., 2013 que amplificaron inespecificamente la
muestra CAVO (Foc R1).

La prueba de nanosensor para detectar Foc R4T se estandariz6 con un volumen total de
reaccion de 50 ulL de los cuales: 1 uL corresponde al ADN de la muestra, 9 uL de PBS
(pH 5), 25 uL de nanoparticulas funcionalizadas y 15 uL de acido HCI 0,1 N; los resultados
se observan a los 20 min de haber colocado el acido, 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 estadisticamente 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 hipotesis de

investigacion.



71

Capitulo 7: Recomendaciones

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

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 atipicos.

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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