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2 Importancia del cultivo de banano (Musa x paradisiaca) |NT_
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3 Antecedentes destructivos de Fusarium oxysporum f. sp. cubense INTRODUCCION
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4 Métodos de identificacion de Foc R4T INTRODUCCION

" Determinacion o
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Objetivo General

Desarrollar un nanosensor para la deteccion del agente causal
de la marchitez (Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 4 o

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

Objetivos Especificos

P\ Obtener un control positivo sintético de Fusarium oxysporum f. sp.
\y/ cubense raza 4 tropical (Foc R4T).

4@\ Sintetizar nanoparticulas de oro funcionalizadas con aptameros
W4’ especificos para Foc RAT.

@ Estandarizar el método de deteccion de Foc R4T con nanoparticulas
' funcionalizadas.

@ ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

VERSION: 1.0



El desarrollo del nanosensor funcionalizado con un
oligonucledtico especifico detecta en forma
estadisticamente significativa a Fusarium oxysporum f. sp.

cubense raza 4 tropical.
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10 Disefio y obtencion del Control Positivo Sintético (CPS) METODOLOGIA
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11 |dentificacién de controles negativos _
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12 QObtencién del nanosensor

PCR: W2987 gPCR: FWB-TR4
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13 Disefio experimental y ensayos de hibridacion

Volumen de PBS (ulL) 9
Volumen de DNA (ulL) 1
Volumen de NP (ulL) 25
Volumen de’"HCI 0,1 N (uL) 15
12.5
Niveles de DNA 25
(aproximados) (ng) 50
100
10
Niveles de Tiempo (min) 20
30
Organismos Foc R1
CPS

Primera repeticion: cualitativa y cegada

Segunda repeticion cuantitativa

Sensibilidad y especificidad

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

METODOLOGIA
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15Disefio y obtencion del Control Positivo Sintético RESULTADOS _

Resultados del analisis in silico

pepa STl e

BsmBI, Esp3I, NspI, BsmBI, Esp3I, Pfol, +4 Drdl

Foc TR4 (Dita et al., Fusarium verticillioides 1 (433 pb) FarT, SspT, BCVT Tatl
2010) Fusarium solani 1 (66 pb) -
Fusarium oxysporum 1 (1968 pb) BsaH1

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

M13F-pUC, BsmF1

—_—

tms2F1, Eca01091, +4
Tospo-BRES, CMV-F, +6
NIB2F CTVECE, +1
759, virDas +6
FWB-TR4 F,+2
Lyt +3
+6
T-NOT1,+3
wirD2C, +1
766, NIb3R
+2
+3

CPS pMG-Amp - 3
Transformacion it 3512 bp E5< 3 oob

Bzal Mad5-F,+7
Ahdl W2387-R. +1
BbsI
BbwCI,+1
BanIl
Bsgl

Tatl, Scal

FWB-TR4 (Aguayo et al., Fusarium odoratissimum 1 (175 pb) -
2017) Fspl

M CPS CN

Acul Big Pwull

AlwNI BsaXI,Bsp(I, Earl, +1
MmeT AT1III, Pcail, Hspl

BeiVI, MineI, BseYT Drdl

PCR in silico
Porcentaje de GC: 50,1%
T de fusién: 80,3°C

Cultiv puro PCR colony % ES p E
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16 |dentificacion de controles negativos RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados de secuenciacion

923 Foc R1 JAEMVU 1754 100% 99.92%
010000008.1

936 Foc R1 JAEMVU 1707 100% 99.57%
010000008.1

908 Foc R1 AMGP 1700 100% 99.78%
01000659.1

Resultados con cebadores especificos para Foc R1
FocR1 F/R PAL/PAR

W1805 F/R
M CN FocR1 EC40 CAVO

M CN FocR1Ec40 CAVD CN FocR1 EC40

@ ESPE

(Magdama et al., 2020; Thangavelu et al., 2022; Wu et al., 2019; Yang et al., 2020) e e e e

INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

VERSION: 1.0



17 Seleccién de cebadores especificos a usar
en el nanosensor

w2987
F/IR

25k

3k
1k
750

500
250

-I., 2017; Li et al., 2013; Magdama et al., 2020) T

FWB-TR4
FIR/P

RESULTADOS Y DISCUSION

CPS_18s

ﬁoch_lBs

CAVO_18s

EC40_18s

Cucles

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

30 35 40
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18 Primerarepeticion del ensayo RESULTADOS Y DISCUSION

ANOVAS
Resultados de la primera repeticion Resultados para cada tiempo
3.38 | 0.0382 Organismo 7.54 0.0098
32.40 | <0.0001 Cantidad de ADN 0.15 0.9264
0.16 0.9210 Organismo 18.62 0.0001
Cantidad de ADN___ 0,56 0.6426
Organismo 8.53 0.0064
Cantidad de ADN 0.11 0.9564
Prueba Kruskal Wallis Prueba Duncan
Variable Organismo Tiempo N Medias D.E. Medianas H p Organismo Concentracion de ADN (ng) Medias n E.E.
Resultado CPS 10 20 0,95 0,22 1,00 22,44[<0,0001] Foec R1 25,00 0,20 5 0,18(4
Resultado CES 20 20 0,95 0,22 1,00 Foc RL - 30,00 9,80 5 0,18 A5
d d d Foc R1 100,00 0,40 5 0,18 B | B
Resultado CPS 30 20 0,75 0,44 1,00 Foc EL 12,50 0.60 50123 B ©
Resultado Foc R1 10 20 0,60 0,50 1,00 CP5 50,00 0,80 5 0,18 B C
Resultado Foc R1 20 20 0,40 0,50 a,00 CE3S 12,50 1,00 5 0,18 C
Resultado Foc Rl 30 20 0,30 0,47 0,00 CE3 25,00 1,00 5 0,18 c
CES 100,00 1,00 5 0,18 C
Msdias con una letra comin no son sigrificativamente diferentes (p = 0,05)
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19 Primerarepeticion del ensayo

Resultado

1,404

1,124

0,834

0,55+

0,271

-0,024

Resultados a 10 min W CPS
M FocR1
1,00 |1,00 1,00
O g q
0,80
0,60 |0,60
B B
0,40

-0,30-
0,0

T T T T T T T q
12,50 2500 3750 50,00 6250 7500 8750 100,00
Cantidad de ADN (ng)

Resultada

RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados con tiempos combinados W cPs
m FocRi
1,101 T
093 (093 ; 093
0921 [
0,73
0,73 T [
0,53
0,551 047 L
L 7 040
0,37 033 !
018 -
U,UU_ I T T T T T T T 1
000 1250 2500 3750 5000 6250 7500 8750 10000
Cantidad de ADN (ng)
Resultados a 20 min M CPS Resultados a 30 min = CP3
m FocR1 m FocRi
1,40+ 1,40+
1,101 100 1,00 ] 1,00 1.10- | 1
0,80 080 |0,80 0,80
0,80 L 0,801 C e
2 Lo 2 Lo.60
S 0501 Lo40 0.40 S 0504 Lo 0,40
4 0,20 e 020 [0,20
5201 g2 3 i
-0,101 0,101
0,40 ¢ : . . . . . . . 0,40 ¢ - - . . . ; . |
000 1250 2500 37,50 50,00 6250 7500 87.50 100,00 0,00 1250 2500 37,50 50,00 6250 7500 87,50 100,00

Cantidad de ADN (ng) Cantidad de ADN (ng)
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20 Absorbancia en la primera repeticion

0ss fiffeoren

090 {cf. .

oss Desplazamiento de la curva

080

075 NF: Nanoparticulas

070 funcionalizadas

085 BA: Blanco de absorbancia
) :: £ CPS: Control positivo sintético
1 s g F-R1: Foc R1

Wavelength (nm)

0,111
0,092
Blanco 0,095 paterminacion
0,104
0.098 del Cutoff

0,100
0,007
Cutoff 0,115

2013)

RESULTADOS Y DISCUSION -

b

(a) 1.04

o
-

©
>

Absorption

S
>

e
i

0.0

Fundamento

——— Abs. Peak 519nm
s 5. Poalc 5270
———— Abs. Peak 537nm
s A5, Peac 554nm

400 450 500 550 600 650 700 750 800

Wavelength{nm)

Escala de coloracion

Resultados
negativos

(s

Q.OBS 0.043 10.065 0.104 0119

Abs. 525 nm

Resultados
positivos
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21 Segunda repeticion del ensayo RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados y absorbancia

Primera réplica

1 ‘ Repeticiones 1 [&peticione?[ 1 ]
b 3 = |
! [ Absorvancia respecto a cantidad de ADN B CPS
100 ng \d 100 ng ‘ Blanco \ | m FocR1
\ " 0,208
W :
; 0,188 T 0,180
3 = 0,169 0,160 I
NI
| 0,149 0,140
50 ng 50 ng L .
3 0,130 0,125 0117
Control <L 0107 i
positivo Foc R1 0.1107 I
sintético . i i 0,084
T — 0,090 70076
T 0,071 1
25n 25n {
g P g “ 0.051' T T T T T T T T 1
E ' 000 1250 2500 3750 5000 6250 7500 8750 10000
: Cantidad de ADN (ng)

12.5ng 12.5ng

Analisis estadistico

ANOVA 2 factores ANOVA por organismo Prueba Duncan
Concentracion de ADN Medias n E.E.
50,00 0,10 10 0,0z [
10.49 0.0028 Cantidad de ADN 1.67 0.2133 12,50 0,12 10 0,02 A B
0.16 0.0672 Cantidad de ADN 1.49 ~ 0.2548 ;2% e 0 oes s
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22 Andlisis de las 2 repeticiones RESULTAD

Resultados conjuntos de las dos repeticiones

Z0a._ g ;.
Resultados de las 2 repeticiones mors Analisis estadistico
| FocR1
1,17 7
1,00 - 1,00
0,971 090 " "
]
o 0781 E 10,70
= _ 4 D value
S 0,581 s
z 1050 Repeticion 0.07 0.7971
& 0,40 0,40 0,40 -
0,39 " " ' Organismo 24.07 <0.0001
0,104 Cantidad de ADN 0.60 0.6174
U.UU_ r T T T T T T T 1
0,0 125 250 375 800 625 750 875 1000 .
Cantidad de ADN (ng) Prueba Kruskal Wallis
Variable Organismo Repeticidn Concentracidn de ADN N Medias D.E. Medianas H D
Resultado CPS 1 12,50 5 0,80 0,45 1,00 17,44 |
Resultado CPS 1 25,00 5 1,00 0,00 1,00
Resultado CBS 1 50,00 5 0,60 0,55 1,00
Resultado CPBS 1 100,00 5 1,00 0,00 1,00
Resultado CPES 2 12,50 5 1,00 0,00 1,00
Resultado CBS 2 25,00 5 1,00 0,00 1,00
Resultado CPBS 2 50,00 5 0,80 0,45 1,00
Resultado CPES 2 100,00 5 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 5 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 5 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
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23 Sensibilidad y especificidad de la prueba

Control positivo
sintético

Fusarium
oxysporum f. sp.
cubenserazal

Sensibilidad

Especificidad

RESULTADOS Y DISCUSION -

25
50
100

Intervalo de conf. (95%)
12,5

25
50
100

Intervalo de conf. (95%)

Caniad fepON )

90.00%
100.00%
70.00%
100.00%

90.00 + 13.86%
60.00%

60.00%
70.00%
70.00%

65.00 + 5.66%
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CONCLUSIONES

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

El nanosensor desarrollado se funcionalizé 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 inespecificamente la muestra
CAVO (Foc R1).
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CONCLUSIONES

La prueba de nanosensor para detectar Foc R4T se estandarizd con un
volumen total de reaccion de 50 uL 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
hipbtesis de investigacion.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda determinar el tiempo de vida util 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 CPSy Foc R1y
evaluar la sensibilidad y especificidad de la prueba en estas condiciones.

‘?—_
ESPE
\\;_2‘;/, UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS

IIIIIIII on PARA LA EXCELENCIA

VERSION: 1.0



29

Francisco Flores, PhD
Tutor del proyecto

Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE — Ecuador

Freddy Magdama, PhD
ESPOL

Equipo iIGEM Ecuador 2021

Francisco Garrido, Ing.
IDgen — Quito, Ecuador

Vanessa Gaona, Ing.
IDgen — Quito, Ecuador

FAMILIA'Y AMIGOS

FECHA ULTIMA REVISION: 13/12/11

AGRADECIMIENTOS

ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

VERSION: 1.0



