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l.- PROLOGO

Han transcurrido cinco afos, desde que presente mi examen de admision
para la carrera de ingeniero en Biotecnologia. Durante este tiempo, comprendi que
la verdadera esencia de mi carrera es innovar en las tecnologias existentes para

facilitar miles de tareas cotidianas de manera precisa y sustentable.

La biotecnologia contribuye de manera contundente en los agro-sistemas
mexicanos. De ese modo, el presente trabajo podria ser de gran relevancia para el
futuro de los dispositivos de diagnostico de enfermedades causadas por fitopatégenos,

gue actualmente son responsables de grandes pérdidas al agricultor.

Lamentablemente, debido a la situacion sanitaria (SARS - COVID 2019) que vive el
mundo a partir de la primavera del afio 2020, el proyecto de investigacion se limito
solamente a sentar las bases para el desarrollo del biosensor. Sin embargo, los
nanomateriales desarrollados y descritos en esta tesis han mostrado un gran
potencial y compatibilidad con las plantas, dejando las puertas abiertas para futuros
desarrollos agro-nanotecnoldgicos multidisciplinarios.

De antemano me siento satisfecho por haber adquirido conocimiento y poder
colaborar con dos grandes investigadores. De igual manera, la investigacion supero

mis expectativas y motivé alin mas en mi un espiritu de investigador.



Il.- INTRODUCCION

La nanotecnologia, ha contribuido a la creacion de nuevos artefactos
tecnologicos, los cuales han facilitado miles de tareas. Una contribucién de la
nanotecnologia, son los biosensores, los cuales han tenido una amplia gama de

aplicaciones como la medicina, en ciencias ambientales, agricultura, entre otras.

En el presente trabajo, se aborda uno de los grandes problemas que vive la
agricultura, el diagnéstico de enfermedades, causadas por microorganismos
fitopatdgenos. Dichas enfermedades causan grandes pérdidas monetarias al
productor, inducen el incremento del precio del producto, y, en consecuencia,
dificultan la tarea de satisfacer la demanda de alimentos que hay en el mundo.
Actualmente, existen innumerables factores que influyen en los resultados en los
meétodos de diagndstico convencionales, y por tal motivo, se encuentra una gran

dificultad para erradicar dichas enfermedades.

El chancro bacteriano (cancro, o marchitez bacteriana), causado por la bacteria
Clavibacter michiganensis spp michiganensis (Cmm), es una enfermedad que trae
consecuencias irreparables para el cultivo de tomate. Por lo tanto, en este trabajo
se proponen nuevos nanomateriales fotoactivos modificados con sondas de ADN

como soporte de biosensores de bacterias fitopatdgenas.

Los nanomateriales propuestos, cuentan con caracteristicas muy diferentes entre si.
Por ejemplo, su tamafio, forma (esférica y estrella), su capacidad de respuesta ante la
excitacion luminosa, etc. Las nanoparticulas (NPs) sintetizadas este trabajo son:
AuUNSp (nanoparticulas esféricas de oro), Nanoparticulas de oro en forma de estrellas
(AuNSt), y nanoparticulas con emisiones por conversion ascendente con una coraza de
zirconia (UCNPs-ZrO2z).Las NPs de oro tienen la capacidad de intensificar las sefales
de los analitos mediante al analisis por espectroscopia Raman, mientras que las UCNPs
presentan un tipo especial de luminiscencia capaz de ser observado aun en interaccion

con diversos sustratos, y de manera particular



para este proyecto, con las plantas y sus partes. La coraza de ZrO2 alrededor de las
UCNPs permite su acoplamiento sencillo con diversas moléculas especificas como
el ADN, mediante su interaccion con el grupo fosfato presente en su esqueleto

estructural.

Ademas, el presente trabajo incluye el disefio de sondas de ADN muy especificas
para Clavibacter michiganensis mediante el analisis de grandes voliumenes de
bases de datos de secuencias biologicas con el empleo de la herramienta
bioinformética BESTur. Dicha herramienta tiene la capacidad de identificar regiones
Gnicas en el genoma del patégeno mediante la comparacion sistematica de éste con
un conjunto de genomas de diferentes especies pero que comparten un nicho
comun en el medio ambiente. Estas regiones Unicas son secuencias en el genoma
del patdégeno que no se encuentran en los genomas de las especies analizadas o
gue son muy disimilares entre si. Estas regiones son por lo tanto un blanco para
disefiar oligonucleotidos cebadores o sondas que nos van a permitir identificar el
patdgeno de manera especifica en muestras biolégicas mediante el empleo de
técnicas basadas en ADN. El acoplamiento de dichas sondas especificas y
selectivas de oligonucleétidos con las nanoparticulas fotoactivas, se abre el
panorama para el desarrollo de nuevos nano-biosensores muy sensibles y
especificos, capaces de detectar diversos microorganismos de relevancia agricola,

que en este caso seré Clavibacter michiganensis.



lll. OBJETIVOS
3.1- Objetivo general:
Sintetizar nanomateriales fotoactivos y disefiar sondas de ADN para el desarrollo

de biosensores de bacterias fitopatdgenas como Clavibacter michiganensis.

3.2.- Objetivos especificos:

. Sintetizar y caracterizar diversas nanoparticulas fotoactivas: AUNSp,
AuNSt y UCNPs-ZrOo.

. Acoplar la sonda desarrollada y las nanoparticulas sintetizadas.

. Verificar la capacidad de obtener sefales luminiscentes de las

nanoparticulas en interaccion directa con diversas partes de las
plantas de tomate.
. Identificar las regiones Unicas en el genoma de Clavibacter

michiganensis y disefiar la sonda en las regiones seleccionadas.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1.- Patogénesis de Clavibacter michiganensis en cultivos agricolas

Segun el Panorama Agroalimentario Tomate Rojo FIRA 2019, el cultivo de
tomate (Solanum lycopersicum) ocupa el cuarto lugar de importancia en el sector
agricola del pais. Entre los principales estados productores, se encuentran Sinaloa,
Baja California, San Luis Potosi, Tamaulipas y Nayarit. Otros estados como Jalisco,
Coahuila, Puebla, Sonora, Guanajuato, Baja California Sur y Oaxaca, han comenzado
su produccion a gran escala [1]. Este cultivo horticola es susceptible a factores abioticos
y bidticos, los cuales influyen en su fruto. El factor bidtico es causado por diferentes
agentes patdgenos como los son virus, bacterias, hongos, protozoarios y nematodos.
La principal enfermedad bacteriana que causa grandes pérdidas economicas es el
chancro o cancro bacteriano, o marchitez bacteriana, causada por Clavibacter
michiganensis spp michiganensis (Cmm) [2]-[5]. Los primeros reportes de esta
enfermedad, lo realizo Edwin F. Smith en 1910 en la ciudad de Grand Rapids, Michigan,
E.U.A. [4] [6]. La infeccién por Cmm, se puede producir con in6culos transportados por
la semillas o heridas en el tejido vegetal, los cuales ocasionan marchitamiento de la
planta. También se puede propagar la infeccién a través de tricomas rotos, los cuales
ocasionan necrosis y formacién de manchas en el fruto. Como se puede observar en la
Figura 1, la sintomatologia aparece en determinadas partes de la planta, y el tiempo de
respuesta es muy variado. Ademas, influyen circunstancias como: la edad de la planta,
sitio de infeccidén, la susceptibilidad del cultivo y las condiciones ambientales. Esto
ocasiona que la identificacion del chancro solo con fundamento en los sintomas no
suele ser muy exacta. La inducciéon de Cmm en una zona libre de la enfermedad, se
realiza a través del material vegetal de reproduccion el cual se convierte en el
mecanismo de dispersion de larga distancia. El vector de propagacion son las semillas

comerciales, y las plantulas producidas en invernaderos comerciales.



Las condiciones éptimas para la proliferaciéon de Cmm implican temperaturas entre
18-24° C, y una humedad relativa de 80%. Adema4s, las plantas con un aporte
excesivo de nitrogeno son susceptibles a la infeccion. Gracias a su persistencia y
caracteristicas innatas, la bacteria sobrevive entre los cultivos, restos de las plantas,
en el suelo (uno o varios afios), maquinas, cajas, herramientas, y en la estructura
de los invernaderos. El chancro bacteriano es una enfermedad que no se mantiene
constante en su tasa de infeccidn, hay afios de baja incidencia, y otros afios en los

cuales puede convertirse en una epidemia [7].

Figura 1. Sintomatologias causadas por Cmm en tomate. A) B) y C)
marchitamiento sistematico de la planta. D) E) y F) En el interior del tallo (tejido vascular)
presenta una coloraciéon marron rojiza, mientras que en el exterior es frecuente la formacién
de chancros. G) y H) En los frutos se observan manchas pequefias (3-6 mm) de color oscuro
y rodeadas con un halo blanco. En el interior el tejido vascular que conduce a la semilla,
puede mostrar color amarillento o castafio.



4.2.- Incidencia de afectacion en tomate.

En la siguiente tabla podemos observar la distribucion de Cmm como
hospedero en diferentes cultivos, incluyendo el tomate. Se presenta una
clasificacion como hospedero mayor, menor, incidental, artificial y salvaje, y se

denota la relevancia de la infeccion en tomates. [8]

Tabla 1. Cultivos hospederos de Cmm

] o Tipo de
Nombre comun Nombre cientifico/ ID
hospedero
Tomate Solanum lycopersicum Mayor
(LYPES)
Sandia Citrullus lanatus (CITLA) Artificial
Pepino Cucumis sativus (CUMSA) Artificial
Girasol Helianthus annuus (HELAN) Artificial
Cebada Hordeum vulgare (HORVX) Artificial
Frijol Phaseolus vulgaris Incidental
(PHSVX)
Chicharo Pisum sativum (PIBSX) Incidental
Centeno Secale cereale (SECCE) Artificial
Tomatillo del diablo Solanum nigrum (SOLNI) Salvaje/hierba
Solanum pectinatum Incidental
(SOLPQ)




Naranjilla/lulo

Solanum quitoense
(SOLQU)

Incidental

Sombra de hojas

Solanum triflorum (SOLTR)

Salvaje/hierba

Patata Solanum tuberosum Desclasificado
(SOLTU)
Trigo Harinero Triticum aestivum (TRZAX) Artificial
Maiz Zea mays (ZEAMX) Incidental
Avena Avena sativa (AVESA) Artificial

Segun la base de datos de EPPO (European and Mediterranean Plant Protection

Organization https://gd.eppo.int/taxon/CORBMI/distribution),

Cmm se encuentra

distribuida entre los principales paises productores de tomate (ver Figura 2). Ademas,

por su causa se han registrado pérdidas significativas alrededor del mundo, como es el

caso de Canada, que registro bajas del 20% en su produccién anual, Francia del 20 al

30%, Estados Unidos con el 46%, y Australia con el 10%.

Figura 2. Distribucion mundial de Cmm.



https://gd.eppo.int/taxon/CORBMI/distribution

Los primeros casos en México se reportaron en el afio de 1994, en el Valle de
Culiacéan. Posteriormente, Cmm se propago por los principales estados productores
de tomate, y en el afio 2006, afecté 200 Ha en el estado de Sonora, generando
perdidas que ascendieron a 40 millones de dolares [9], [10].

Actualmente, se han desarrollado manuales de manejo y seguimiento para esta
bacteria, los cuales reportan que no se ha producido una variedad resistente a dicha
enfermedad. La estrategia principal para controlar la propagaciéon de Cmm es: la

prevencion, y las principales medidas que se utilizan son las siguientes:

« Utilizar semillas o material vegetal libre de patdgenos.

+ Evitar el uso de abonos nitrogenados.

» Destruir las principales plantas infectadas y realizar un cerco sanitario.

» Desinfectar el material que entre en contacto con las plantulas, frutos y
semillas.

* Eninvernaderos, utilizar ventilacién y evitar el riego por aspersion.

* Incinerar todo el material vegetal que queda en el suelo posterior a la
cosecha.

» Realizar rotacion de cultivos con plantas no solanaceas durante al menos
dos afios.

+ Desinfectar suelos y almacenes utilizando bromuro de metilo (BM). [4], [7].

4.3.- Métodos convencionales de deteccion de Clavibacter Michiganensis

La presencia de esta enfermedad, podria ocasionar la perdida de hasta el 70 % de
la produccion. Por tal motivo, se han desarrollado técnicas de deteccion temprana,
para evitar pérdidas econémicas muy grandes. Desde la década de los ochentas,
grupos de investigacion han disefiado diferentes técnicas para confirmar casos de
Cmm [9], a continuacion se presenta los métodos convencionales para la deteccion

de Cmm.



Medios de cultivo semiselectivos.

Se han desarrollado medios de cultivo in vitro semiselectivos para la
deteccion de Cmm, entre los cuales podemos encontrar el medio SCM, el
cual puede generar resultados en una prueba de hasta 13 dias. El medio
D2ANX, también utilizado por investigadores o compafias de analisis de
semillas. Ademas, el agar KBTS también permite la deteccion de la bacteria
con tiempos de analisis de 6 dias, un periodo significativamente menor al
comparado con el medio SCM.

Ensayo de semillas.

Con la invencién de los medios semiselectivos, se pueden procesar de
10,000 a 30,000 semillas, a través de un proceso de molienda, después se
mezclan con un buffer, y posteriormente se diluye en uno de los medios
selectivos. Los lotes de semillas que dan positivo para el chancro
generalmente se rechazan para la venta o siembra.

Ensayo de trasplante.

Es un ensayo cualitativo, el cual consiste en el analisis de un tallo obtenido
de los medios semiselectivos. Con ello se aspira a la deteccién rapida y a
granel. Sin embargo, este método no es practico y demasiado costoso.
Serologia.

Se realiza a través del ensayo de ELISA, a través del antisuero comercial de
Cmm. Las limitaciones de este ensayo implican el tratamiento y preparacion
especifica de la muestra, el requerimiento de personal especializado para su
operacion, el requerimiento de equipo instrumental poco accesible, asi como
la dificultad para su traslado al campo. [11]

Inmunoaislamiento.

Es el resultado de la combinacion de las técnicas de serologia, y la utilizacion
de medios semiselectivos. Mejora la selectividad y la sensibilidad de los
ensayos, aungque con un grado mayor de complejidad.

Andlisis FAME (Fatty Acid Methyl Ester) y placas biologicas.

En esta técnica, se analiza la composicion de acidos grasos mediante

acoplamiento con la cromatografia de gases. Es un método poco sensible,



laborioso y costoso. El mayor beneficio, es la reduccion de tiempos de
procesamiento de muestras.

* Prueba de patogenicidad.
En este tipo de pruebas se analizan visualmente plantas de tomate para
determinar la presencia del patdégeno. Entre sus desventajas principales, se
encuentra que el tiempo de respuesta es de tres dias a varias semanas.

* Analisis de ADN y plasmidos.
Posterior a un tratamiento al genoma de Cmm, se obtienen fragmentos de
plasmidos patdgenos que inducen la infeccion. La desventaja principal es su
alto costo y limitada disponibilidad [12].

* PCR
Con la determinacién de los plasmidos patogénicos de Cmm se disefiaron
cebadores (primers), los cuales amplifican la secuencia nucleotidica
patogénica a través de la técnica Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(Polymerase Chain Reaction PCR). Actualmente, es la técnica mas utilizada
para determinar la presencia de fitopatdgenos en cultivos comerciales, pero

no es una técnica facilmente accesible [3], [13]—-[15]

Debido a la gran cantidad de desventajas que presentan los métodos actuales para
el diagndstico de Cmm, es necesario desarrollar estrategias mas sencillas, faciles
de operar, de bajo costo, y que puedan ser distribuidas en gran escala. Los

nanobiosensores representan una estrategia atractiva para este propdésito.

4.4.- Nanobiosensores en la Agricultura

Segun Ahammad et al, 2019, un sensor, es un dispositivo que detecta una cantidad
variable de un analito especifico, y lo convierte en sefiales observables. Las
caracteristicas relevantes de un sensor son la sensibilidad, reproducibilidad,
precision de la informacién detectada, selectividad, y la estabilidad [16]. Cuando se
detectan sefiales proporcionales a la concentraciéon de un analito de naturaleza

bioldgica, o se utilizan macromoléculas derivadas de seres vivos, a estos
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instrumentos se les denomina como biosensores. En el campo biomédico, los
biosensores se emplean en la deteccion y monitoreo de enfermedades,
descubrimiento de farmacos, la deteccion de contaminantes, microorganismos
causantes de enfermedades, y marcadores que son indicadores diversos procesos
bioquimicos en los fluidos corporales (sangre, orina, saliva, sudor). En los sistemas
agricolas, los biosensores podrian desempefiar un rol fundamental para el control
de patologias, auxiliando la toma de decisiones para el manejo adecuado de los

sistemas de cultivo (Figura 3).

MONITORED >> CONTROL >> CALIDAD /" TOMA DE DECISIONES

Figura 3. Aplicacion de los nanosensores en la agricultura.
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A continuacion, en la figura 4 se presentan los principales componentes de un

biosensor.
Analyte Bioreceptors Nanoparticle Transducer
used
Electrochemical
. Enzymes Metallic NPs Amperometric
. Voltammetric
Antibodies Potentiometric
Magnetic NPs
Oligonucleotides Optical
® Upconversion NPs Colorimetric Sinsl
2 - Fluorescence Amplification
Bacteria
® = o &
Quantum Dots SERS Detection
@ Human Cells Optical Fiber
— Tissue 6raphene Oxide Mass Detection
. Acoustic
Organelle Carbon Nanotubes )
Piezoelectric

—

Figura 4. Principales componentes de un nano-biosensor: analito o muestra, biorreceptor,
nanoestructuras potenciadoras de las sefiales, transductor, y amplificadores de sefiales (de
izquierda a derecha).

A continuacion, se describen brevemente los componentes un biosensor, reiterando
gue la optimizacion de cada uno se los elementos se refleja en el mayor rendimiento

del biosensor [17].

Analito: Sustancia que se desea detectar o cuantificar.

* Biorreceptor: Molécula que reconoce especificamente al analito, y emite
una sefal cuando se une a él (Bio-reconocimiento). Usualmente pueden
utilizar nucleétidos, enzimas, anticuerpos, aptameros, entre otros.

+ Nanomateriales: Consisten en materiales en escala nanométrica (1-100 nm)
con la capacidad de intensificar las sefiales derivadas de la interaccion entre
analito y biorreceptor.

« Transductor: Es un elemento que convierte una forma de energia a otra.

Convierten el evento de reconocimiento biolégico en una sefial medible. La

mayoria de los transductores producen sefiales opticas o eléctricas que son

proporcionales a la cantidad de interacciones analito-biorreceptor.
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+ Amplificador de sefiales: Procesa la sefial transducida y la presenta. Consiste
en un complejo circuito electrénico que realiza el acondicionamiento de la sefal,
como la amplificacion y la conversion de sefiales de forma analdgica a digital.
Permite la facil interpretacion por el usuario. La sefal de salida en la pantalla
puede ser numeérica, grafica, tabular o una imagen, dependiendo de los
requisitos del usuario final. En algunos casos especificos, principalmente en los
biosensores Opticos, la sefal puede ser interpretada “a simple vista” sin la
necesidad de amplificadores de sefales. Estos sistemas son deseables, pues
evitan el requerimiento de instrumentos especificos, permitiendo la portabilidad

de los métodos de analisis.

Después de su disefio y construccion, los elementos deseables que definen a los

biosensores son los siguientes:

+ Selectividad: Es la capacidad de un biorreceptor para detectar un analito
especifico en una muestra que contiene contaminantes o posibles
interferentes. La selectividad depende de la eleccion del biorreceptor
adecuado a lo que se busca.

* Reproducibilidad: Es la capacidad del biosensor para generar respuestas
idénticas en una duplicacion experimental. Se caracteriza por la precision y
exactitud del transductor la capacidad de fabricacion de los biosensores.
Proporcionan alta confiabilidad y robustez ante posibles inferencias.

+ Estabilidad: Es el grado de susceptibilidad a las perturbaciones ambientales
en el sistema de biodeteccidn y sus alrededores. En consecuencia, afecta la
precision y exactitud del biosensor.

» Sensibilidad: Es la cantidad minima de analito que puede ser detectada por
un biosensor (concentraciones bajas como ng/mL o incluso fg/mL para
confirmar la presencia de trazas de analitos en una muestra), la cual define
su limite de deteccién (LOD).

* Linealidad: Muestra la precision de la respuesta medida (para un conjunto
de mediciones con diferentes concentraciones de analito), y se expresa

mediante una ecuacion definida por una linea recta, representada
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matematicamente como y = mx + ¢, donde x es la concentracion del analito,
y es la sefial de salida, y m es la sensibilidad del biosensor (pendiente de la
recta). La linealidad del biosensor puede estar asociada con la resolucion
(cambio de la concentracion de un analito, la cual influye en la deteccion), y
el rango de concentraciones de analito bajo prueba. Siempre es deseable

una mayor resolucion [17].

Con las nuevas necesidades agroalimentarias, Srivastava, et. al., 2018 argumenta que
los biosensores actualmente se han perfeccionado y diversificado para su aplicacion en
la medicion de diferentes parametros de interés en la agricultura moderna, como el
monitoreo fisico de la temperatura, la humedad, la calidad del suelo, la fertilidad, la
determinacion del ambiente microbiolégico del suelo, el indicador de la viabilidad y la
vida util de las semillas, los sensores de respuesta para el riego y la seguridad en la
agronomia, la agricultura de precision, la deteccion de residuos pesticidas, fertilizantes

y toxinas, y monitoreo patoldgico de plantas [18].

4.5.- Nanosensores basados en efectos opticos

Se han utilizado una gran variedad de métodos Opticos en biosensores, basados en
diversos tipos de espectroscopia como fluorescencia, absorbancia UV-Vis, Raman,
resonancia plasmonica superficial e interferometria [18]. A continuacién, se
describen las caracteristicas 6pticas que definen a las nanoparticulas, de manera

precisa aquellas desarrolladas en este trabajo.

4.6.- Particulas metélicas y nanoplasménica

Actualmente se han sintetizado nanomateriales de una gran cantidad de elementos
presentes en la tabla periddica, entre los que destacan los metales, 6xidos de metales,
y diversos materiales nanocarbonosos como los nanotubos, el grafeno, los fulerenos y
los puntos cuénticos de carbono [19]. Varios autores concluyen que los sensores

creados a partir de metales acuiables son capaces de ofrecer gran
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sensibilidad y selectividad. Los metales mas utilizados para la elaboracion de
nanoestructuras destinadas a la elaboracién de nanosensores son los siguientes:
rodio (Rh), rutenio (Ru), paladio (Pd), plata (Ag), osmio (Os), iridio (Ir), platino (Pt) y
oro (Au), los cuales poseen gran resistencia a la corrosién y oxidacion, incluso a
temperaturas elevadas. Se han desarrollado diferentes dispositivos utilizando
dichos metales para el monitoreo ambiental y la seguridad alimentaria, basados
principalmente en efectos plasmaonicos [20]-[22]. Los plasmones de resonancia, son
oscilaciones colectivas de electrones (nubes electronicas) que se desplazan de
manera conjunta en las superficies de algunos metales, como se ilustra en la figura
5 [23].

. Campo
rstera . o s
o eléctrico
metalica 5
+++
+++
==~ Campo ~
magnetico ’
Nube de
clectrones

Figura 5. Representacion esquematica de un plasmon de resonancia de superficie
localizado.

Los Plasmones de Superficie Localizadas (LSPRs), son ondas electromagnéticas
confinadas en nanoestructuras metalicas de elementos como el oro, la plata, el cobre,
entre otros. Los nanosensores basados en LSPRs se han disefiado para la deteccion
de analitos quimicos y bioldgicos. El desplazamiento de la banda plasmoénica causado
por la unién especifica del analito con la superficie de la nanoparticula modificada con

un ligando (se emplea como sefial de deteccion
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optica). Este fendmeno es facilmente observable a simple vista, y cuantificable
mediante instrumentos de espectroscopia de absorbancia ultravioleta-visible.
Mediante la utilizacion concentraciones pequefias de nanoparticulas se pueden
desarrollar sistemas altamente sensibles, denominados nanosensores
plasmonicos. Este tipo de nanosensores nos ofrece alta sensibilidad y

fotoestabilidad, llegando a permitir su aplicacion in vivo [23].

4.7.- Nanoparticulas de Conversion Ascendentes (UPNPSs)

Los nanocristales con emisiones por conversion ascendente son materiales que al
ser excitados por radiacion infrarroja, emiten luminiscencia en la region visible del
espectro electromagnético. Estos materiales presentan diversas ventajas al
compararlos con aquellos excitados con luz ultravioleta, principalmente su
estabilidad quimica, y la calidad de sus emisiones. Estos materiales son aplicados
para la elaboracion de celdas solares, materiales laser, bioetiquetado, tecnologias
de iluminacion y visualizacién, asi como en diversos nanosensores para la
determinacién de especies de relevancia para la salud, agricola y medioambiental.
El nanocristal NaYF4 es uno de los materiales méas eficientes, debido a su alta

eficiencia de luminiscencia [24], [25].

4.8.- Bioreceptores como elementos de selectividad

Los biosensores primarios utilizan elementos de reconocimiento naturales que
tradicionalmente se extraen de sistemas bioldégicos o ambientales, y que gracias al
avance de la tecnologia, ahora pueden ser fabricados de manera sintética [26]. En
la tabla 3, y Figura 6, se muestra la clasificacion de diferentes tipos de biomoléculas
utilizadas como elementos de reconocimiento de biomoléculas, con sus ventajas y
desventajas, asi como una representacion esquematica de su estructura
simplificada [27]. El uso de diferentes biomoléculas en los biosensores depende de
los analitos de interés, y por lo tanto, su mecanismo de reconocimiento puede

fundamentarse en diferentes mecanismos [28].
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Tabla 2. Elementos de reconocimiento de biomoléculas.

Biomoléculas

Ventajas

Desventajas

Anticuerpos

Gran especificidad derivada de una
respuesta inmunugénica, y uso es

independiente de otros sustratos.

Reconocen solamente

antigenos especificos.

Se logra una respuesta con
especificidad Unica, derivada del
acoplamiento selectivo de bases

nitrogenadas presentes en el ADN

Solo reconoce ADN y
ARN, y no asi otras

sustratos especificos asociados a

la actividad enzimatica.

Nucledétidos
0 ARN. Se utilizan secuencias posibles especies
Unicas e irrepetibles en otros guimicas.
organismos de los diversos reinos
de la biologia.
Permiten la determinacion de Degradacion de las
analitos en sistemas dinamicos, enzimas por
Enzimas mediante la transformacién de desnaturalizacién y

requerimiento de

cofactores.

Células Vivas

Los sistemas celulares integros
proporcionan receptores, canales y
enzimas especificos. Por lo tanto,
garantizan una alta sensibilidad y
selectividad, asi como una
respuesta que mimetiza a sistemas

reales.

Corta vida util, y en
algunos casos tiempo
de respuesta muy
prolongado.

Aptameros

Alta afinidad, selectividad,
estabilidad, fiabilidad, y su

Se pueden presentar

errores derivados de la
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produccion es rapida, econdémica y| sintesis de la secuencia

pueden sintetizarse quimicamente. aptamerica.

'
-\@J-
Nucleétidos
Anticuerpos Enzimas

~—— —

o T Aptameros
Células Vivas P

Figura 6. Elementos de reconocimiento de biomoléculas

4.9.- Biosensores basados en secuencias de nucleétidos (ADN y ARN)

La enorme cantidad de informacién genética aportada por la extensa secuenciacion de

los genomas ha planteado la necesidad de crear dispositivos analiticos simples,

rapidos, baratos y de alto rendimiento para atender el diagndstico molecular. La

secuenciacion del genoma ha permitido detectar, enfermedades hereditarias causadas

por mutaciones, y patdégenos a traves de sus secuencias de acidos nucleico especificas.

De igual manera el andlisis forense también se ha beneficiado de la tecnologia de los

biosensores basados en ADN y ARN. Dichos dispositivos analiticos, conocidos como

biosensores, convierten una reacciéon o interaccion
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bioquimica en una sefal analitica que puede amplificarse, procesarse y registrarse.
Entre ellos, los biosensores de ADN (ver figura 7) consisten en una cadena de ADN
inmovilizada para detectar la secuencia complementaria por hibridacion de ADN-
ADN. Esta tecnologia se esta desarrollando rapidamente con el objetivo de realizar
pruebas rapidas, simples y econdmicas de diversas enfermedades genéticas e
infecciosas, y para detectar dafios e interacciones de diversas sustancias con el
ADN.

El entorno de las sondas inmovilizadas en la superficie sélida, depende del modo
de inmovilizacion. Dependiendo de la naturaleza del transductor fisico, se pueden
usar varios esquemas para unir la sonda de ADN a la superficie. Estos incluyen el
uso de ADN tiolado para autoensamblar en transductores de oro (como las
nanoparticulas o la superficie de electrodos), a través de enlaces covalentes.
También se utiliza el ADN biotinilado para la formacién de complejos con superficies
modificadas con avidina o estrepavidina. Ademéas, se pueden realizar
acoplamientos mediante enlaces covalentes derivados de reacciones quimicas, por
ejemplo, a través de la formacion del enlace (carbodiimida formado al unir un grupo
amina con un grupo carboxilo). En el presente trabajo se muestra ademas una
estrategia innovadora de acoplamiento entre superficies de nanomateriales, y
oligonucledtidos. Esto se describira en las secciones de metodologia y en la de
resultados.

Ademas, para el desarrollo de nanosensores que utilizan oligonucleétidos como
elemento de reconocimiento, se deben optimizar las condiciones para los eventos
de hibridacion interfacial (por ejemplo, fuerza iénica, temperatura, presencia de
aceleradores). La deshibridacién quimica y térmicamente inducida del duplex
resultante se usa a menudo para regenerar la interfaz [29], [30]. Los biosensores
Opticos de ADN se basan comunmente en una fibra Optica para transducir la sefial
de emision de una etigueta fluorescente, o en suspensiones de nanoparticulas con

respuesta optica, como las desarrolladas en el presente trabajo.
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Figura 7. Disefio general de un biosensor de ADN [31].

4.10.- Trabajos previos para Clavibacter michiganensis

Hasta la fecha, se han utilizado compuestos multimembrana (tiras reactivas de flujo
lateral) que contienen anticuerpos policlonales contra las bacterias y conjugados de
nanoparticulas de oro, los cuales se han aplicado para la deteccién de Clavibacter
michiganensis subsp sepedonicus, la cual afecta el cultivo de la papa. Los resultados
del andlisis se han comparado con los obtenidos por el método de PCR, y utilizando los
kits comerciales de inmunoensayo enzimatico. La efectividad del inmunoensayo de flujo
lateral se confirmo6 en un 96,2% de los casos, lo que respalda la alta correlacién con
otros enfoques analiticos [32]. En otro estudio relacionado con la deteccion de
Clavibacter michiganensis a través de anticuerpos especificos, se concluyé que la
morfologia y el tamafio del nanomaterial influye en la sensibilidad del nanosensor [33].
Actualmente, en el mercado podemos encontrar tiras inmunoldgicas (Inmunostrips ®),
capaces de detectar a la bacteria con base en el fundamento teérico anterior. Se ha
demostrado que el tiempo de reaccién es directamente influido por la composicion de

la muestra y por la concentracion de
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bacteria [34]. Los limites de deteccidn de esta técnica no son muy elevados debido
a posibles interferencias derivadas de efectos de matriz que afectan el flujo de las

células en las tiras de analisis.

Ademas de los biosensores fundamentados en el uso de anticuerpos, se han
utilizado células vivas para detectar Clavibacter m. subsp m. a través de la técnica
de espectroscopia Micro-Raman (laser de 532 nm A), considerando su caracteristica
sefal a manera de “huella digital” proporcionada por el espectro Raman. Esta
técnica demostro gran velocidad, eficiencia y utilidad como método no destructivo
para la deteccion preliminar de Cmm, permitiendo diferenciar Cmm de otras
bacterias similares [35]. Sin embargo, la interpretacidon de los resultados obtenidos
mediante esta técnica no es instantanea, y requiere de la implementacion de

diferentes parametros analiticos y quimiométricos.

A pesar de dichos avances, es necesario continuar el progreso de los biosensores
para la obtencion de sefiales mas precisas, de manera selectiva, rapida, y que
pueda ser interpretada mediante tecnologias portatiles que puedan ser llevadas
facilmente al campo. Lo anterior implica el desarrollo de nuevos nanomateriales
capaces de intensificar las respuestas analiticas de la bacteria, asi como la
deteccion de nuevas secciones especificas del genoma de Cmm, mismas que
permitan la determinacién de la bacteria disminuyendo al maximo los efectos de
potenciales efectos interferentes. Se requiere que esas sondas sean especificas y
capaces de diferenciar las sefales entre subespecies del mismo grupo de bacterias.
Por lo anterior, en el presente trabajo se aplicaron diversas estrategias

bioinforméticas para la identificacidon y disefio de nuevas sondas de ADN.

4.11- Recursos hioinforméticos

La bioinformatica surgio de la necesidad de analizar datos obtenidos a partir de la
secuenciacion del ADN. El nacimiento de esta disciplina fue influenciado
fuertemente por la informatica. La bioinformatica tiene la finalidad de construir

herramientas informaticas para facilitar el analisis de grandes volumenes de datos
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y contestar preguntas enfocadas al area de la biologia. Actualmente, la
bioinformética se ha consolidado como un campo interdisciplinario que involucra
biologia, informética, matematicas y estadistica con el objetivo de obtener
conocimiento y desarrollo tecnoldgico en las ciencias de la vida.[35, 36].

Para lograr el objetivo de la bioinformatica se requiere de recursos, €stos son las
bases de datos: coleccién de voliumenes de informacion obtenida de experimentos
cientificos y analisis computacionales que se disponen al publico de manera
comprensiva y ordenada [38]. Por esa razén, en 1988, se fundo, el Centro Nacional
de Informacién Biotecnoldgica (NCBI) para desarrollar sistemas de informacion

biologica. En la pagina web del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), podemos

encortar diversas bases de datos como Base de datos desde secuencias de acidos
nucleicos GenBank (R) hasta base de datos de dominio conservado de proteinas.
Ademas, de las bases de datos, el NCBI cuentan con herramientas especiales para
manipular y descargar las bases de datos. [39]. La base de datos que nos va a dar
informacion para poder identificar las regiones unicas en el genoma de C.
michiganensis sera la de secuencias de nucleotidos de genomas secuenciados, que
actualmente ha incorporado una gran cantidad de genomas de microorganismos

representativos de los tres grandes reinos.

4.12.- Identificacion de regiones Unicas del genoma de Clavibacter

michiganensis.

Las regiones gendmicas Unicas de una especie en particular se definen como
aquella regibn menos similar en comparacion con un conjunto de secuencias de

genomas de diferentes especies de microorganismos.

En el area de Bioinforméatica del departamento de Ciencias Basicas de la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro en conjunto con investigadores de la division de
Biologia Molecular del Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnolégica A.C.,
desarrollamos una tuberia de comandos (herramienta bioinformatica) para identificar

regiones unicas de un genoma dado por medio de la
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comparacion sistematica de todas las subsecuencias de tamafio determinado de

ese genoma con secuencias de genomas de otras especies diferentes.

El algoritmo que se implementé en la tuberia de comandos utiliza el concepto
astronémico del Agujero Negro; aquella estrella masiva que absorbe a cualquier
objeto que haya pasado el horizonte de eventos, incluso hasta la luz es atrapada
En este algoritmo el agujero negro representa las secuencias de un genoma en
particular de la base de datos; estas secuencias pueden ser cromosomas,
andamios, secuencias contiguas, el cual se coloca en el punto central del espacio
de busqueda definido por el espacio requerido para albergar el agujero negro y las
estrellas que lo rodean y que representan todos los fragmentos posibles generados
a partir del genoma problema o genoma consulta. Después se calcula la distancia

entre cada una de las estrellas y el agujero negro.

La distancia indica qué tan similar es un fragmento de secuencia de un genoma
problema, representado por la estrella, y una subsecuencia del genoma en la base
de datos representada por el agujero negro. Si la distancia es corta, ambas
secuencias son muy similares; pero si la distancia es grande, ambas secuencias

son menos similares.

El radio del horizonte de eventos se establece en una distancia de corte. Si la
distancia entre una estrella y el agujero negro es mas corta que la distancia de corte,
la estrella se elimina del espacio de busqueda porque es absorbida por el agujero
negro. De manera inversa, si la distancia es mayor que la distancia de corte, la
estrella permanece en el espacio de busqueda. Este procedimiento se repite a lo
largo de todos los agujeros negros. Este algoritmo se implementd en una tuberia de
comandos para encontrar las regiones gendmicas Unicas del genoma de C.
michiganensis y se llama BESTur, y estd disponible de manera gratuita en el

repositorio de GitHub (www.github.com/exseivier/bestur).

En la implementacién del algoritmo decidimos utilizar la herramienta Blastn para
medir las distancias entre cada una de las estrellas con el agujero negro ya que

Blastn es una herramienta veloz, eficiente en memoria y muy flexible que permite
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encontrar tanto secuencias muy similares, asi como no tan similares. Esta
herramienta utiliza dos parametros que nos hablan de la similitud entre las
secuencias comparadas; éstas son el porcentaje de identidad (IDENT), el
porcentaje de cobertura del segmento pareado con alto puntaje (QCOV) y el e-valué
(EVAL). IDENT mide el porcentaje del numero de bases bien apareadas, el
parametro QCOV mide el porcentaje del fragmento que alineé con un alto puntaje
con alguna subsecuencia del genoma de la base de datos, y el EVAL es una medida
de significancia estadistica del hallazgo realizado por Blastn que a su vez esta

relacionado con el puntaje del alineamiento.

Estas medidas nos van a permitir configurar una distancia del radio del horizonte de
eventos del agujero negro en el algoritmo. Ademas de esos parametros, BESTur
acepta los parametros de puntaje como la recompensa por un nucleotido bien
apareado (REC), la penalidad por un nucleétido mal apareado (PEN), y las
penalizaciones por la existencia de un espacio (ESP) y por su extension (EXT).
BESTur utiliza otros parametros para el proceso de fragmentado del genoma
consulta o problema y éstos son el tamafio de la ventana (VENT) que es el tamafio
en nucledtidos que tendra el fragmento y el tamafio de salto (SALTO), que es el
namero de nucleétidos que va a saltar la ventana para tomar el siguiente fragmento

del genoma.

También toma como argumento dos parametros para el proceso de ensamble de
los fragmentos: el minimo numero de fragmentos para ensamblar (MINFRAG) y el
minimo namero de nucleétidos que separan a dos fragmentos (SEP) para tomarlos
en cuenta en un fragmento ensamblado. Al final, las regiones Unicas identificadas
van a ser seleccionadas para disefiar las sondas de DNA especificas para C.

michiganensis.

De manera sinérgica, el acoplamiento de sondas de ADN muy especificas, producto del
analisis bioinformatico, con nuevos nanomateriales épticamente activos, representan
una oportunidad Unica para el desarrollo de nuevos biosensores capaces de

diagnosticar diversas enfermedades por la identificacion especifica de
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los agentes causales de relevancia agricola, mismos que ayudarian a tomar las

decisiones correctas en el campo, y con ello a garantizar la soberania alimentaria.

25



V.- MATERIALES Y METODOS

5.1.- Sintesis de nanomateriales

5.1.1.- Sintesis de nanoparticulas de oro (AuNSs) mediante método de

Turkevich.

Se utilizo el método de Turkevich modificado para sintetizar nanoparticulas de oro,
el cual consiste en las siguientes etapas principales ilustradas en la Figura 8.
Primeramente, se calentaron 150 mL de una disolucion recién preparada de citrato
de sodio 2,2 mM que contenia 0,1 mL de &cido tanico 2,5 mMy 1 mL de carbonato
de potasio 150 mM, con agitacion magnética vigorosa. Cuando la temperatura
alcanzé 70 °C, se inyecté 1 mL de HAuCl4 25 mM hasta que la solucion se volvio
roja (alrededor de 2 min). La solucién se mantuvo a 70 °C durante 5 minutos mas

para asegurar una reaccion completa [41].

Sintesis de AuNPs
Método Turkevich - 70°C
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Figura 8. Sintesis de AUNSs mediante el método de Turkevich modificado.
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5.1.2.-Sintesis de nanoparticulas de oro en forma de estrella (AuNSt).

Las AuNSt se sintetizaron utilizando nano esferas de oro (AuNSt) como precursores
(Método de Turkevich). Para ello, se afadieron 200 pL de AuNSp sintetizadas
previamente a 10 mL de disolucién de HAuCls4 0,5 mM junto con 100 pL de HCI 1 M con
agitacion moderada a temperatura ambiente. Luego, se aumenté la velocidad de
agitacion a 700 rpm, a lo que siguio la rapida adicion de 40 pL de solucion de nitrato de
plata 0,025 M y 126 pL de acido ascorbico 0,1 M simultaneamente. Se cree que el
nitrato de plata ayuda al crecimiento anisotropico de nano antenas de Au en ciertas
facetas cristalogréficas. Se observd una coloracion azul, lo que verifica la sintesis de
AuNSt. Luego, las nanoparticulas se lavaron tres veces con agua destilada, y
recuperadas mediante centrifugacién durante 5 min con una velocidad de no superior a

4000 rpm para evitar cualquier aglomeracion [42].

5.1.3.-Sintesis de nanoparticulas con Iluminiscencia por conversion
ascendente (UCNPs).

Se agitaron vigorosamente 0,4508 g de Y203, 0,1773 g de Yb203 y 0,0199 g de
Er20s con 40 mL de HCI hasta que la solucion se volvio transparente y luego la
soluciébn se evapor6 a sequedad. Se afiadi6 un volumen minimo de agua
desionizada al vaso de precipitados para disolver los cristales de cloruro formados,
y luego la disolucién se mezclé magnéticamente con 30 mL de acido oleicoy 75 mL
de 1l-octadeceno durante 20 min. Luego, la mezcla se calent6 a 150 °C con flujo de
N2 durante 30 min para formar una solucién de color amarillo claro. Una vez que la
solucién se enfri6 a temperatura ambiente, se afiadié al matraz otra mezcla de
0,7522 g de NH4F y 0,5116 g de NaOH disueltos en 50 mL de metanol. Después de
agitar durante 30 min, la disolucion se calenté a 110°C, y se mantuvo a esta
temperatura durante 30 min mas para evaporar completamente el metanol. La
disolucion se calento finalmente a 280 ° C durante 45 min bajo la proteccion con

flujo de N2. Una vez que la solucion alcanzo la temperatura ambiente, los
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nanocristales de NaYFa4:Yb,Er se precipitaron de la solucion con acetona, y se
lavaron tres veces con etanol/agua (1: 1 v/v) [41].

5.1.4.-Sintesis de UCNPs-ZrO2

Para la incorporacion de la coraza de ZrOz, primeramente, se llevé a cabo la eliminacion
del ligando oleato de la superficie mediante la dispersion de 100 mg de UCNPs
obtenidas en la etapa anterior, en 10 mL de agua. Se agitO magnéticamente durante 2
h manteniendo el pH en 4.0 mediante la adicién de HCI 0,1 M. A continuacion, se elimino
el &cido oleico de la suspensién acuosa mediante extraccion con éter dietilico,
repitiendo este proceso durante tres veces. La fraccion dispersable en agua se recupero
por centrifugacion, y luego se lavo tres veces con etanol absoluto. Las UCNPs-ZrOz2 con
estructura nucleo-coraza fueron preparadas acorde a la publicacion de Ramirez Garcia
G. et al (2019) [43]. Las corazas de Oxido de zirconio se prepararon controlando la
hidrélisis y condensacion de n-butoxido de zirconio (Zr (OBu)4). En una reaccién tipica,
100 mg de UCNPs sin ligando se dispersaron homogéneamente por ultrasonido en una
mezcla de 20 mL de etanol absoluto, 120 yL de agua y 100 yL de NH4OH, y se
mantuvieron bajo agitacién vigorosa usando una barra magnética (Mezcla A). Se
disolvié un volumen apropiado de Zr (OBu)4 en 20 mL de etanol absoluto (Mezcla B).
Después, la Mezcla B se afiadié gota a gota a la Mezcla A en un lapso de 2 horas (5
mL cada 30 min). A continuacion, las dispersiones se calentaron a 40°C, y se
mantuvieron a dicha temperatura durante 3 horas mas con agitacion. Los productos se
aislaron por centrifugacion, y se lavaron tres veces con etanol absoluto. Se eliminé el
exceso de disolvente, y luego se secaron las nanoparticulas resultantes a temperatura
ambiente. Finalmente, la muestra se recoci6é a 500 °C durante 3 horas usando una

rampa de aumento de temperatura de 20 °C por minuto.
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5.2.- Caracterizacion fisicoguimica de los nanomateriales

5.2.1.- Espectroscopia UV-Vis

Para obtener los espectros de absorcion se utilizd un espectrofotobmetro
Varian Cary 50 UV-Vis de Agilent, utilizando celdas de cuarzo. Para la preparacion
de la muestra, las NPs coloidales en agua desionizada fueron sometidas a
sonicacion durante cinco minutos en un ultrasonicador M1800 de BRANSON. Los

espectros UV-Vis se registraron en el intervalo de 400 a 800 nm.

5.2.2.- Espectroscopia Infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR)

Los espectros FT-IR se registraron en un espectrometro Nicolet iS5 FT-IR de
Thermo Scientific con accesorio de muestreo de reflectancia total atenuada
universal (ATR). Como elemento de reflexion interna (ERI) se utilizd cristal de

Germanio. No fue necesario realizar una preparacion previa de la muestra.

5.2.3.- Microscopia electronica de transmisién y barrido (STEM)

La morfologia y tamafio de los nanomateriales fue analizada mediante
Microscopia Electrénica de Transmision de Barrido (STEM), depositando una gota
de las suspensiones de cada muestra sobre rejillas de cobre, y observadas

mediante un instrumento de alta resolucion SU8230 de la marca Hitachi.

5.2.4.- Espectroscopia de fluorescencia

Los espectros de emision se obtuvieron un diodo laser continuo con longitud
de onda de emisién centrada en 975 nm (Roithner Laser MDL 111-975-2W). La
luminiscencia fue analizada mediante un espectrogrado Spectra Acton Pro 3500i
acoplado a un tubo fotomultiplicador R955 de Hamamatsu. El sistema fue controlado

mediante el software Spectra Sense.
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La excitacion de las nanoparticulas en las plantas se llevé a cabo sobre una planta
de tomate obtenida en un invernadero, utilizando un laser portatil Roithner Laser

con una potencia de emisiéon de 300 mW y una longitud de onda de 980 nm.

5.3.- Identificacion de las regiones unicas del genoma de Clavibacter
michiganensis.

Para identificar las regiones Unicas del genoma de C. michiganensis a partir de
muestras de semilla, es necesario definir el genoma problema o consulta, que en este
caso es el genoma de C. michiganensis subsp. michiganensis (strain UF1), y la base
de datos de genomas de diferentes especies que comparten un nicho comun en el
medio ambiente, que para este caso en particular seria la semilla. Para definir el
microbioma de la semilla, nos basamos en los siguientes reportes de secuenciacion de
metagenomas realizados en semillas de tomate [Bergna et al., 2018; Al-Askar et al.,
2014]. De esta forma definimos una base de datos de 73 genomas de especies
representativas de bacterias y hongos que vamos a utilizar para hacer las

comparaciones sistematicas con la herramienta BESTur.

Realizamos un analisis sistematico de identificacion de regiones Unicas en
donde variamos los parametros IDENT= [10, 30, 50, 60, 65, 70%] y QCOV= [20,
40%], y mantuvimos los demas parametros por defecto: EVAL=10, REC=1, PEN=1,
ESP=0, EXT=2, MINFRAG=2, SEP=50, VENT=500 y SALTO=250. El genoma
consulta o problema fue el de C. michiganensis (strain) y la base de datos que

utilizamos fue la que definimos anteriormente.

5.3.1.- Disefio de la sonday sintesis de sondas

Se utilizo las regiones Unicas identificadas con BESTur para disefiar sondas de ADN
dirigidas hacia esas regiones. Para lograr ese objetivo primero mapeamos los
fragmentos obtenidos y calificamos su calidad con el siguiente procedimiento de

puntaje. Todos los fragmentos ensamblados que quedaron completos en regiones
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rodeados por elementos gendémicos funcionales conocidos y similares a otras
especies, y que haya fragmentos ensamblados de confirmacién tanto en diversos
analisis, entonces esos fragmentos recibieron una mejor puntuacion que aquellos
fragmentos que no tenian esas caracteristicas. Todos los fragmentos fueron
ordenados por su calificacion de la mas alta a la mas baja y el primer cuartil superior
fue seleccionado para ser utilizados como molde para el disefio de las sondas. El
disefio de las secuencias fue guiado por el programa Primer_3 core (GitHub)

tomando en cuenta las siguientes consideraciones.
1. Tamafios entre 18 a 24 nucleoétidos.
2. Oligonucleétidos con un porcentaje de GC entre 50 y 60%.
3. Evitar aquellas secuencias ricas en regiones repetidas o de baja complejidad.
4. Evitar aquellas secuencias que formen hetero- o homodimeros.

5. Evitar aquellas secuencias que formen estructuras secundarias estables.
[40].

Primer_3_core regresa las secuencias que cumplieron con los requisitos
establecidos y ademés les da puntuaciéon. Entre mas cercana a cero esté la
puntuacién es méas 6ptimo el disefio de la sonda. Por lo que todas las sondas
disefiadas fueron ordenadas de la puntuacion mas alta a la mas baja y nos
guedamos con la primera sonda a la cabeza. La sintesis de la sonda seleccionada
fue realizada por T4 Oligos; ADN SINTETICO SAPI de SA (empresa mexicana).
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VI.- RESULTADOS Y DISCUSION

6.1.- Sintesis y caracterizaciéon de las nanoparticulas desarrolladas en este

trabajo

La sintesis de nanoesferas de oro se llevd a cabo conforme al método de Turkevich
modificado como se describe en la metodologia. Se observo la formacion de
nanoparticulas de color rojo intenso (Figura 9-a). Este color es caracteristico de
nanoparticulas de oro con tamario inferior a 10 nm, y es debido a la banda de absorcion
caracteristica del plasmoén de resonancia superficial, que usualmente aparece entre 510
y 530 nm (Figura 10). El &cido tanico y el citrato de sodio adicionados durante la sintesis
permiten controlar el tamafio de las nanoparticulas. El tamafio decrece hasta cierto
limite como consecuencia de su concentracion. El &cido tanico y el citrato de sodio
funcionan como ligantes que permiten limitar el crecimiento de la particula, y al mismo
tiempo como estabilizadores quimicos de su superficie. La presencia de dichas
moléculas permite ademas la estabilizacion de las AUNSs y AuNSt en las suspensiones
acuosas mediante la repulsion electrostatica generada por sus grupos funcionales (-
COOH). Por su parte, el carbonato de potasio juega un papel importante en la
regulacion del pH de la reaccion. Para el éxito de la reaccion, las concentraciones de
citrato de sodio y acido tanico deben ser controladas de manera adecuada para obtener
nanoparticulas del tamafio deseado. Las nanoesferas fueron usadas como precursores
de las nanoestrellas, las cuales, se tornaron de color azul (Figura 9-b), presentando dos
bandas de absorcion en 500 y 580 nm (Figura 10), las cuales se deben a la absorcién
de la luz presentada por las diferentes dimensiones y partes de las nanoestrellas, es
decir, los nucleos y los picos. Estos colores rojo y azul son caracteristicos de las
nanoparticulas de oro con morfologias de esfera y estrella, respectivamente, y nos

permiten verificar de manera sencilla el éxito de la reaccion.
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La presencia de estas coloraciones permitio ademas verificar la estabilidad de las
nanoparticulas en la suspension, pues no se observaron aglomerados aun después

de 6 meses después de haber realizado la sintesis.

Conforme a lo esperado, las UCNPs y las UCNPs-ZrO2 no presentaron alguna
banda de absorcion caracteristica.

Figura 9. Fotografia de las suspensiones de a) AuNSp, b) AuNSt, c) UCNPs-ZrOz.
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Figura 10. Espectros de absorbancia UV-Vis de las nanoparticulas sintetizadas.
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Con el objetivo de caracterizar el tamafio y morfologia de las nanoparticulas, se

realizd la microscopia electrénica de tipo STEM (microscopia electronica de

transmision y barrido), y se obtuvieron las imagenes mostradas en las Figuras 11y
12.

Figura 11. Fotografias obtenidas mediante microscopia electrénica de transmision y barrido
(STEM) de A) Nanoparticulas esféricas de oro (AuNSs), B) Nanoparticulas de oro en forma
de estrella (AuNSt).

Nanoparticulas con enis
conversion ascendente y corgiie.

-il'a'r m

Figura 12. Fotografias obtenidas mediante microscopia electrénica de transmision
y barrido A) Nanopatrticulas con emisiones por conversion ascendente, B) Nanoparticulas con

emisiones por conversion ascendente y coraza de ZrOo.
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En la Figura 11-A, se observan las AuNSs con un tamafio de 8 nm, con morfologia
esférica, y con una distribucion de tamafio muy homogénea. Mediante esta técnica
se verificd la formacion de estructuras metdlicas esféricas en la nanoescala. Por su
parte, en la Figura 11-B se observan las AuNSt obtenidas utilizando a las AuUNSs
como precursores. Se observé un aumento considerable del tamafio, alcanzando
dimensiones de entre 60 y 80 nm considerando la distancia entre las puntas de los
picos presentes en puntos opuestos de cada nanoestrella. Dichos picos fueron bien
definidos, y podrian permitir la interaccion con mayor intensidad con la radiacion
electromagnética respecto a las nanoesferas. Ademdas, se observaron
nanoestructuras independientes, demostrando la ausencia de aglomeraciones,
conforme a lo verificado por las fotografias de las suspensiones (Figura 9). Mediante
la microscopia electronica se observé ademas una correlacién adecuada entre el
tamafio de las nanoparticulas de oro en su forma esférica y de estrella, y las
longitudes de onda de absorcidbn mostradas en la Figura 10, y conforme a lo

estipulado por la bibliografia.

Por su parte, las nanoparticulas con emisién por conversion ascendente (UCNPS)
también presentaron materiales en forma esférica, con tamafio homogéneo centrado
en 20 nm (Figura 12-A). Este tamafio corresponde a lo estimado conforme al método
de sintesis utilizado. Dichas nanoparticulas tampoco presentaron aglomeracion, y
ademas mostraron un alto grado de ordenamiento al ser depositadas sobre las rejillas
utilizadas para su observacién mediante microscopia electrénica STEM. En el caso de
las UCNPs-ZrO2 (Figura 12-B), se verificd la obtencion de estructuras nicleo-coraza,
con nudcleos luminiscentes rodeados de manera continua por corazas individuales de
ZrO2 con 8 nm de espesor. Ademas, se mantuvo la ausencia de aglomeracion. Se
obtuvieron tamafios promedio de las estructuras nucleo-coraza de 36 nm. Esta coraza
fue implementada con el objetivo de poder anclar de manera especifica a las sondas
de ADN disefiadas, mediante la interaccion entre el zirconio y el grupo fosfato presente
en el esqueleto de los oligonucleétidos. Posteriormente, ya sintetizados los
nanomateriales se modificé la superficie para adaptar la sonda de ADN especifica de
Cmm, previamente disefiada y sintetizada. Para verificar la modificacion de la superficie

de las nanopatrticulas,
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se utilizo la técnica de espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier
(FTIR) (ver Figura 13).

UCNPs@ZrO,
UCNPs@ZrO,-ADN

—— "N
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Figura 13. Espectros de FTIR de las nanoparticulas sintetizadas.

En esta figura son comparados con los espectros de las diferentes nanoestructuras
presentadas en este trabajo. Se muestran los tres tipos de nanoparticulas (AuNSs,
AuNSt, y UCNPs-ZrOz2). Los espectros FTIR de estas ultimas son mostrados antes y
después de ser modificadas con la sonda de ADN. En el caso de las nanoesferas y las

nanoestrellas de oro, se observaron seis bandas diferentes: una banda
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1

centrada alrededor de 3315 cm ~, correspondiente a las vibraciones de estiramiento

del —OH, una banda a 1558 cm™t gue es asignada a las vibraciones de estiramiento del

1 1

enlace C=0, una 1349 cm - corresponde a la flexion C—H, a 1309 em™t y 1045 cm

1

atribuibles a las vibraciones del enlace C-O, y una mas en 879 cm -, asignada a la

flexion del enlace C—H. Dichas vibraciones corresponden a la molécula de citrato que
es usada como ligante y como agente reductor durante la sintesis de los dos tipos de
nanoparticulas de oro, indicando que las nanoparticulas esféricas y en forma de estrella
se encuentran funcionalizadas con esta molécula. Debido a los alcances de este
trabajo, las nanoestructuras de oro no fueron modificadas con la sonda de ADN, pero
se dejaron disponibles para ser modificadas al conseguir una sonda modificada con un
grupo tiol, el cual es anclado de manera sencilla a las superficies de nanopatrticulas de
oro, conforme a lo reportado en la literatura. [44]

Con el objetivo de proponer una nueva estrategia de modificacion de nanoparticulas
con sondas de ADN, en este trabajo se decidié evaluar la modificacion de las
UCNPs-ZrO2 desarrolladas mediante espectroscopia FTIR. En los espectros de las
UCNPs-ZrO2 conjugadas con la sonda de ADN (Figura 13) se observan diferentes

bandas en la regién de 1800 a 1500 cm'l, las cuales corresponden a las bases
nitrogenadas. Los picos correspondientes a los grupos carbonilo (C=0) de los

diferentes nucleotidos son encontrados en el rango de 1700 a 1675 eml. Las

1

bandas en la region de 1500 ~ 1250 cm™™ son causadas por las vibraciones de la

1

ribosa, el azlcar estructural. Las bandas a 1495 ~ y 1476 cm™™ caracterizan las

vibraciones de los ciclos imidazol de las moléculas de adenina y guanina. La banda

1

de estiramiento anti-simétrica del grupo fosfato es observada a 1240 cm™~, siendo

una sefal caracteristica del ADN, pues este grupo se encuentra, en conjunto con la
ribosa, como soporte primario de su estructura. Gracias a esas sefales, es posible
garantizar la modificacion de la superficie de las nanoparticulas con la sonda
especifica de ADN, lo que representa la estructura de un material que podria
optimizarse para funcionar como nanosensor, en este caso para la deteccion de
Clavibacter michiganensis m.
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Las nanoparticulas con emisiones por conversion ascendente (UCNPSs) (Figura 14)
son materiales generalmente dopados con lantdnidos que convierten la luz infrarroja
usada para su excitacion en emisiones en las regiones ultravioleta, visible, o
infrarrojo de longitudes de onda més cortas (por ejemplo, de 975 nm a 520 nm)
mediante un proceso de absorcion de multiples fotones. Esos materiales presentan
diversas ventajas para el desarrollo de nanosensores, la deteccién de
biomarcadores, el escaneo Optico y algunas otras aplicaciones respecto a los
fluoréforos convencionales mencionados anteriormente. Ademas de la eliminacién
de la autoflorescencia (y con ello el mejoramiento de la relacién sefal/ruido) y la
resistencia a la foto-degradacion, las UCNPs presentan emisiones intensas y
modulables, baja toxicidad, prolongados tiempos de vida media de emision, asi
como eliminacion de los efectos causados por la luz de alta energia necesaria para

la excitacion [31].
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Figura 14. Representacion esquematica de la luminiscencia de las UCNPs.
Con los resultados anteriores, se demostré la modificacion de las UCNPs con
coraza de oxido de zirconio mediante la implementacion de la sonda de ADN en su

superficie. A continuacién, en la Figura 15 se presenta el esquema resumido del

desarrollo del biosensor.
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Figura 15. Esquema general de la sintesis de las UCNPs-ZrO2 funcionalizadas con sondas
de ADN.

Posterior a la sintesis de los nanoconjugados UCNPs-ZrO2-ADN, se observo la
emision, después de ser excitadas con luz de 975 nm, como se muestra en la Figura
16-a. La emision fue tan intensa que pudo ser observada a simple vista, sin la
necesidad de alguna lente especial o condiciones de obscuridad. Esto es importante
considerando su aplicacién en el desarrollo de nanosensores. Mientras mas intensa
sea la emision de las UCNPs, los limites de deteccion de los analitos seran menores,

logrando la deteccién de concentraciones mas pequefias.

De manera cuantitativa, en la Figura 16-c se observa el espectro de emisién de
dichos nanoconjugados UCNPs-ZrO2-ADN, presentando bandas de emisién
intensas centradas en la region del verde (520 y 545 nm), y bandas de emision mas

débiles en la regién del rojo (659 nm).
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Figura 16. a) Espectro de emision de las UCNPs-ZrO: sintetizadas, b) espectro
electromagnético visible, y c) espectro de emision de las UCNPs-ZrO2 después de ser

excitadas con luz de 975 nm.

Con el fin de demostrar la adhesion de UCNPs-ZrO2-ADN en tejido vegetal, y la
capacidad de ser detectadas en las diferentes partes de la planta, se realizaron
adiciones por aspersion con atomizador en plantas de tomate, y se excitaron las
hojas in vivo, en condiciones normales de iluminacion (Figura 17). A pesar de la
presencia de luz natural, fue posible observar la sefial luminiscente de las UCNPs-
ZrO2-ADN sobre las hojas. Lo anterior representa una prueba de concepto suficiente
para indicar que la sefal luminiscente podria ser modulada en funcion de la
concentracion de la bacteria Cmm, y sus resultados interpretados en campo
mediante la simple excitacion con un laser portatil con emisiones en el infrarrojo
(975 nm).

Finalmente, se realiz6 la aspersion de suspensiones acuosas de nanoparticulas 3
(mg/mL) sobre la superficie de raices, hojas, tallos y frutos de la planta de tomate,
y la excitacion con el laser infrarrojo descrito en el parrafo anterior (Figura 18). En
todos los casos, las sefales luminiscentes de las UCNPs-ZrO2-ADN fueron visibles
sin esfuerzo ni instrumentos especiales, observando las emisiones verdes
caracteristicas de los nanoconjugados.
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Figura 17. Planta de jitomates para prueba de concepto de escaneo de nanoparticulas

luminiscentes.

Figura 18. Escaneo de las UCNPs-ZrO2-ADN en las diferentes partes de la planta de
jitomate.
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6.2.- Identificacion de las regiones unicas del genoma de Clavibacter

michiganensis.

Posteriormente del analisis bioinformatico, se obtuvieron diversos resultados
respecto al numero de fragmentos que no fueron absorbidos por el agujero negro,
asi como el numero de fragmentos ensamblados y sus tamafios, segun los
parametros establecidos con anterioridad. Si el porcentaje de identidad (IDENT) y
el porcentaje del segmento pareado con alto puntaje de la secuencia consulta
(QCOV) incrementa la busqueda con Blast se vuelve muy estricta y por lo tanto el
radio del horizonte de eventos disminuye y menos fragmentos son absorbidos. Por
el contrario, si los valores de esos parametros disminuyen, la busqueda con Blast
se vuelven menos estrictas y el radio del horizonte de eventos incrementa
absorbiendo mas fragmentos. Con BESTur analizamos 73 genomas diferentes y en
la Figura 19 se muestran el porcentaje del nimero de fragmentos que no fueron
absorbidos respecto al total de fragmentos obtenidos del genoma del patégeno,
después del andlisis de comparaciones sistematicas con los 73 genomas con los
diferentes parametros evaluados de porcentaje de identidad (IDENT: 10, 30, 50, 60,
65, 70), y porcentaje del segmento pareado de alto puntaje de la secuencia consulta
(QCOV: 20% barras negras, y 40% barras grises), observamos que conforme se
vuelve mas estricta la busqueda con Blast mas fragmentos sobreviven la atraccion

del agujero negro y son mantenidos.
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Figura 19. Porcentaje de fragmentos absorbidos obtenidos con diferentes valores de los
pardmetros IDENT y QCOV.

Una prediccién que se deduce de este hecho es que al incrementar el nimero
de fragmentos que no fueron absorbidos, entonces debemos de esperar un
incremento en el nimero de fragmentos ensamblados y también esperaremos un
incremento en el tamafio promedio de los fragmentos ensamblados. Esa prediccion
se puede observar en la Figura 20, donde se grafica el numero de fragmentos
ensamblados por cada pardmetro evaluado de IDENT y QCOV (barras negras y
grises) y en la Figura 21 donde se grafica el tamafio de los fragmentos ensamblados,
y en esas figuras muestro que al incrementar los valores de los parametros IDENT
y QCOV, también hay un incremento en el nimero, asi como en el tamafio promedio

de los fragmentos ensamblados.
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Figura 20. Numero de fragmentos ensamblados obtenidos usando diferentes parametros de
IDENT y QCOV.
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Figura 21. Tamafio de los fragmentos ensamblados obtenidos usando diferentes valores de
los parametros IDENT y QCOV.
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La Figura 22 son dos graficos en donde muestro el numero de fragmentos
que no fueron absorbidos en las abscisas contra el niumero de fragmentos
ensamblados y el tamafio maximo obtenido y N50 observado en las ordenadas, por
cada conjunto de parametros evaluados (IDENT y QCOV). En La Figura 22A se
muestra que el incremento del tamafio maximo observado y el N50 incrementan de
manera exponencial conforme incrementa el nimero de fragmentos no absorbidos,
pero el niumero de fragmentos ensamblados ya no muestra una tendencia en

crecimiento (Figura 22B).

Eso es un comportamiento esperado, ya que al incrementar el nimero de
fragmentos que no fueron absorbidos se obtiene una cobertura méas completa del
genoma, y en teoria el decremento del numero de fragmentos ensamblados
disminuird hasta obtener el nimero de cromosomas, secuencias contiguas o
andamios que contiene el genoma examinado, que en este caso es el del patégeno

Clavibacter michiganensis.
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Figura 22. Tamafio de los fragmentos ensamblados y numero de fragmentos obtenidos en
funcién del nimero de fragmentos no absorbidos.
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Los resultados obtenidos de estas pruebas de andlisis bioinformaticos nos sugieren que
los fragmentos ensamblados obtenidos con los pardmetros 60% de identidad, 20% de
cobertura HSP suman un total de 5 secuencias con una media de tamafio de fragmento
ensamblado de 950 nucledtidos. Y los fragmentos ensamblados con los parametros
60% de identidad y 40% de cobertura HSP suman un total de 31 fragmentos con una
media de tamafio de 1580 nucledtidos. Esto es debido a que el total de fragmentos
ensamblados obtenidos incrementa notoriamente si pasamos al valor de 65% del
parametro porcentaje de identidad (IDENT) (ver Figura 19). Por lo que seleccionamos
los resultados de los andlisis con esos parametros para realizar el mapeo y seleccion

de regiones Unicas del genoma de Clavibacter michiganensis.

Mapeo y seleccion de las regiones unicas identificadas del genoma de Clavibacter
michiganensis. Los fragmentos ensamblados de las pruebas bioinforméticas
obtenidas con los pardmetros de 60% de identidad y 20% y 40% de cobertura de
HSP fueron utilizados para mapearlos en el genoma de Clavibacter michiganensis.
En la Figura 23 muestro el mapeo de esos fragmentos. En la seccién A muestro el
genoma de la bacteria en forma lineal con un tamafio de 3,249 kb. En la seccién B
muestro el transcriptoma anotado y en las secciones C y D muestro las regiones
Unicas obtenidas usando los parametros 60% de identidad y 20% cobertura HSP
(C) y 60% de identidad y 40% de cobertura HSP (D).

NZ_CP033724.1
[
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| | 1 | |
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B
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D |l I | I - [ | I [ (I ) I
Figura 23. Mapeo de las regiones unicas del genoma de Clavibacter michiganensis
identificadas con BESTur usando los parametros 60% de identidad y 20% de cobertura HSP

(C) y 40% de cobertura HSP (D).
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Después de filtrar las regiones Unicas como es descrito en materiales y
métodos nos quedamos con 8 secuencias Unicas del genoma que utilizamos para
disefiar la sonda especifica. Utilizamos el programa Primer_3_core para el disefio y
obtuvimos 54 sondas con puntuaciones aceptables basandonos en los criterios de
seleccidn descritos en materiales y métodos. De las 54 sondas nos quedamos con
la sonda mejor optimizada de wun tamafio de 26 nucledtidos (5'-

AAGTTGCGCCTTTGCTCCGTTGGCAA-3’).
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VII.- CONCLUSIONES

En el presente trabajo, se llevé a cabo el disefio de sondas de ADN especificas para
la deteccién selectiva de la bacteria fitopatogena Clavibacter michiganensis
michiganensis. Para ello se aplicaron estrategias de bioinformatica principalmente

basadas en el formato de tuberia de comandos.

Ademas, se sintetizaron y caracterizaron los siguientes hanomateriales:
Nanoesferas de oro (AuUNSS)
Nanoestrellas de oro (AuNSt)
Nanoparticulas con emisiones por conversion ascendente (UCNPS)

Nanoparticulas con emisiones por conversion ascendente modificadas con una
coraza de ZrO2 (UCNPs-ZrO2)

Finalmente, se llevo a cabo la conjugacion entre una de las sondas de ADN disefiadas
y las nanoparticulas con emisiones por conversion ascendente modificadas con una
coraza de ZrOz. Con ello se obtuvieron nanoparticulas luminiscentes funcionalizadas
con una sonda de ADN especifica para la deteccion de Clavibacter michiganensis
michiganensis (UCNPs-ZrO2-ADN) con la capacidad de presentar emisiones capaces
de ser detectadas a simple vista incluso en condiciones normales de iluminacién, como
las que podrian ser encontradas de manera cotidiana en los campos de cultivo. Las
sefales de dichos nanoconjugados fueron observadas. El presente trabajo representa
una prueba de concepto, y demuestra el potencial del acoplamiento de dos
herramientas tecnoldgicas modernas: la nanotecnologia y la bioinformatica, sentando

las bases para el
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desarrollo de nanosensores para la deteccidén de bacterias fitopatbgenas de

relevancia agricola.
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