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RESUMEN
El tomate es uno de los cultivos de mayor importancia a nivel mundial, cuyo rendimiento
se ve fuertemente afectado por enfermedades como la marchitez causada por el hongo
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (Fol). Ante la falta de un método de control efectivo
contra el patdgeno, su deteccién temprana en suelo es vital para la agricultura. En este
contexto, la amplificacion isotermal mediada por loops (LAMP) se presenta como una
herramienta relevante para una deteccién molecular de Fol que sea especifica, rapida,

facil y con el potencial de ser aplicable en terreno sin la necesidad de un termociclador.

En el presente Seminario de Titulo, se trabajo en el desarrollo de un método LAMP para
detecciéon de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (Fol). Se valid6 experimentalmente
un set de partidores para la deteccién de Fol a partir de reacciones isotermales LAMP
preparadas con reactivos caseros y enzimas expresadas de manera local. Para esto, se
disefié un control positivo de reaccién en base a una region conservada del gen six5, un
factor de virulencia conservado y especifico para Fol, la cual fue clonada en un plasmido
y transformada en bacterias competentes, desde las cuales obtener una dilucion de ADN

plasmidial atil como control positivo.

Para la validacion del control en reacciones isotermales se utilizé, en primera instancia,
un conjunto de partidores previamente descrito en la literatura. Sin embargo, la repetida
amplificacion inespecifica de los controles negativos llevé al disefio y validacion
experimental de tres nuevos conjuntos de partidores mediante reacciones LAMP
colorimétricas y un LAMP a tiempo real. Los resultados obtenidos permitieron validar al
set tres como el mejor conjunto de partidores para la deteccion del gen six5 de Fol en

reacciones isotermales preparadas con reactivos y enzimas locales.



Junto con lo anterior, se comprobd que preparaciones de reacciones isotermales
preparadas de manera local pueden ser liofilizadas y almacenadas hasta dos meses a
temperatura ambiente de manera estable sin pérdida de actividad, lo que fue evaluado
mediante reacciones LAMP GMO Detective que detectan la presencia transgénica del
promotor 35S desde muestras de alimentos. Se debe considerar que, para la obtencion
de estos resultados, se utilizd una enzima sin glicerol como estabilizante y que tanto el
buffer isotermal como el MgSO. fueron afadidos en la etapa de rehidratacion de la

reaccion.

Este trabajo demuestra la estabilidad y robustez que presentan reacciones LAMP
caseras en su formato liofilizado, una caracteristica clave para un posible uso como
herramienta diagnéstica de patégenos agroecolégicos in situ. A corto plazo, se espera
evaluar la deteccién especifica de Fol desde muestras de campo, utilizando los
partidores validados en este Seminario con los protocolos de preparacion de LAMP

liofilizado.

Ademas, el uso de enzimas y reactivos de produccién local en este trabajo busca inspirar
a otros grupos a sumarse al desarrollo colaborativo de herramientas moleculares
abiertas que permitan, a largo plazo, avanzar hacia un modelo de desarrollo sustentable

basado en el libre conocimiento y la independencia tecnoldgica a escala local.



ABSTRACT
Tomato is one of the most important crops worldwide, whose yield is strongly affected by
its susceptibility to diseases such as tomato wilt, caused by the fungus Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici (Fol). In the absence of an effective control method against
this pathogen, its early detection in soil is vital for agriculture. In this context, loop-
mediated isothermal amplification (LAMP) offers itself as a relevant tool for a Fol-specific
molecular detection that is fast, easy to implement and has the potential to be applicable

in the field without the need of a thermal cycler.

In the present thesis, a LAMP method for the detection of Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici (Fol) was developed. A set of LAMP primers was experimentally validated for
its use in Fol detection in isothermal LAMP reactions prepared with home-made reagents
and locally expressed enzymes. To achieve this, a positive control reaction was
designed, based on a conserved region of the six5 gene, a virulence factor specific for
Fol, which was cloned into a plasmid and transformed into competent bacteria, from

which to obtain a dilution of plasmid DNA that can be used as a positive control.

To validate this DNA in isothermal LAMP reactions, a set of previously described primers
was used at first. However, repeated unspecific amplification of the negative controls led
to the design and experimental validation of three new sets of primers in colorimetric
LAMP reactions and a real-time LAMP reaction. The results obtained here allowed the
validation of set 3 as the best set of LAMP primers for the detection of the Fol six5 gene

in isothermal reactions prepared with local reagents and enzymes.

Also, it was proven that locally-prepared isothermal reaction mixes can be lyophilized and

stored up to two months at room temperature in a stable manner without any loss of



activity, which was evaluated in this case for LAMP GMO Detective reactions that detect
the transgenic presence of the 35S promoter in food samples. It should be noted that, to
obtain these results, a glycerol-free enzyme was used and that both isothermal buffer

and MgSO4 were added in the rehydration stage of the reaction.

This work demonstrates the stability and robustness of home-made LAMP reactions in
their lyophilized format, a key feature for its future potential use as a diagnostic tool for in
situ detection of agroecological pathogens. In the short term, Fol-specific detection from
field samples should be evaluated using the primers validated in this study along with the

freeze-dried LAMP preparation protocols.

In addition, the use of locally-produced enzymes and reagents in this Seminar aims to
inspire other groups to join the collaborative development of open molecular tools that
will allow, in the long term, to advance towards a sustainable development model based

on open knowledge and technological independence at a local scale.



INTRODUCCION

1.1 Fusariosis del Tomate

El tomate (Solanum lycopersicum) es la especie horticola més cultivada en el mundo,
donde su cultivo alcanza una produccién anual que supera los 175 millones de toneladas
desde el afio 2015 y con un consumo per capita que se espera siga creciendo en los
préximos afios (Mufioz, 2021). Su amplio uso en distintas preparaciones culinarias, su
alto valor nutricional, y su versatilidad de crecimiento en distintos tipos de suelos hacen
que el tomate sea cultivado en distintas partes del mundo, donde China, India y Estados
Unidos destacan como los mayores productores a nivel mundial (Flafio, 2013). Chile, por
su parte, es el segundo productor de tomate del hemisferio sur, con un cultivo de
alrededor de 13 mil hectareas al afio 2020 a lo largo de todo el pais, pero principalmente

focalizado en las regiones de O’Higgins y del Maule (Mufioz, 2021).

Los bajos rendimientos de este cultivo de gran relevancia econémica y cultural suelen
ser atribuibles a su susceptibilidad a infecciones por diversos tipos de microorganismos.
En este contexto, la marchitez por Fusarium destaca por ser una de las enfermedades
mas frecuentes y devastadoras a nivel mundial, capaz de provocar pérdidas de hasta un
60 a 70% del cultivo de tomate, sea este en campo abierto o en invernadero (Nirmaladevi

y col., 2016; Srinivas y col., 2019).

El agente causal de esta enfermedad es el hongo Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici
(Fol), el cual, en su modo de vida biotréfico, infecta las raices de la planta y progresa
intracelularmente en forma de micelio hasta invadir el xilema (Singh y col., 2017). El
colapso del sistema vascular de la planta de tomate lleva a los sintomas mas frecuentes
de la infeccién, como lo son el amarillamiento de las hojas, la caida lateral del tallo y el

empardecimiento y marchitamiento de los tejidos, lo que puede causar necrosis e incluso



la muerte del organismo completo (Bawa, 2016). Es justamente en este tejido vascular
muerto donde el hongo, en su modo de vida necrotréfico (McGovern, 2015), forma las
esporas que posteriormente libera en forma de microconidia, macroconidia y
clamidosporas que permanecen en el suelo de manera indefinida (Srinivas y col., 2019).
Esto adquiere mayor relevancia si se considera que Fol se encuentra ampliamente
distribuido a lo largo del planeta, tanto en el hemisferio norte como en gran parte del
hemisferio sur, incluyendo Chile (Figura S1 Anexo) (CABI, 2022). Pese al gran riesgo
que presenta el avance de este hongo, a la fecha no existe algun tratamiento efectivo y

universal para el control de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.

Los métodos actuales de control de Fol se basan en el uso de fungicidas quimicos o
practicas complejas como la desinfeccion o esterilizacion total del suelo (Bawa, 2016),
las cuales poseen efectos desconocidos sobre el microbioma del suelo. Si bien existen
estudios prometedores del uso de microorganismos para el biocontrol del patégeno (de
Lamo & Takken, 2020; Sundaramoorthy & Balabaskar, 2013), aliin ninguno de ellos ha
sido lo suficientemente efectivo para su uso masivo en suelo. Por tanto, la deteccién
temprana de Fol en suelo es vital para frenar el avance del patégeno y reducir las

enormes pérdidas que este genera en los cultivos de tomate a nivel mundial.

1.2 Deteccién de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici

Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (Fol) corresponde a una forma specialis (f.sp.) del
hongo Fusarium oxysporum, es decir, un conjunto de cepas morfolégicamente similares
y especificamente adaptadas para infectar a su hospedero (Herrera Cid, 2017). La
mayoria de la deteccion de Fusarium se lleva a cabo mediante pruebas basadas en las
diferencias morfolégicas de cada especie, observables en distintos medios de cultivo

(Herrera Cid, 2017). Sin embargo, las distintas formas specialis de F. oxysporum son



indiferenciables morfolégicamente, por lo que su identificacidn y discriminacién requiere
de pruebas de inoculacién en distintos hospederos a fin de determinar a cual de ellos es
susceptible una determinada muestra (Balogun, 2007). Una especie de “prueba y error”

gue vuelve al proceso de deteccion lento y laborioso.

En este contexto, el uso de herramientas moleculares basadas en la amplificacion de
acidos nucleicos se presenta como una interesante alternativa para una deteccion mas
rapida, especifica y sensible de este hongo patégeno (Lievens y col., 2008). Para la
deteccién molecular de Fol, debe considerarse que gran parte su genoma es conservado
al de otras formas specialis de F. oxysporum que infectan a otros tipos de organismos
(Jangir y col., 2021). Esto obliga a la identificacién de genes o factores de virulencia de
Fol involucrados en la interaccion especifica del hongo con la planta de tomate para

lograr una correcta deteccién del patégeno.

En el caso de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, se ha descrito que los genes six
codifican para una serie de proteinas, ricas en cisteina, que son secretadas al xilema de
la planta y las cuales actian como importantes factores de virulencia de Fol (Jangir y
col., 2021). De este modo, se ha visto que la presencia o ausencia de ciertos genes six
determina la especificidad del patégeno a su planta hospedero, lo que ha permitido la
clasificacion de Fol en tres razas con diferencias en patogenicidad que se explican en

diferencias en sus genes six (Lievens y col., 2009).

Si bien las tres razas comparten casi la totalidad del genoma y los mismos genes six,
estas se diferencian en que el gen six4 solo esta presente en la raza 1 de Fol, mientras
gue las razas 2 y 3 se diferencian entre si en que esta Ultima presenta una serie de

mutaciones puntuales en el gen six3 que le permiten evadir mecanismos de resistencia



de algunas plantas (Ayukawa y col., 2016; Jangir y col.,, 2021). Sin embargo, la
distribucion cosmopolita de las tres razas de Fol (CABI, 2022), incluyendo la presencia
de todas ellas en suelo nacional (Herrera Cid, 2017) hace necesario considerar regiones
conservadas a las tres razas del hongo patdgeno para el disefio de herramientas

moleculares de deteccion con el fin de evitar falsos negativos.

Dentro de los genes six, se ha descrito que six1, six2, six3 y six5 se pueden utilizar para
determinar la presencia especifica de una forma specialis del tipo lycopersici (Lievens y
col., 2009), por lo que, si se quiere una deteccidén regiones especificas para esta
subespecie de Fusarium oxysporum que ademas no varien entre las razas 1, 2y 3, los
genes six2 y six5 se presentan como buenos candidatos a evaluar para la deteccién

molecular de Fol.

1.3 Amplificacién isotermal mediada por loops (LAMP)

Desde su invencion, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y sus técnicas
derivadas, como el g-RT-PCR, han sido las herramientas moleculares mas utilizadas
para la amplificacion de acidos nucleicos, siendo consideradas el gold-standard para la
deteccién de secuencias especificas de ADN o ARN (Alekseenko y col., 2021; Murphy
& Bustin, 2009). Si bien el PCR y sus técnicas derivadas son muy eficaces y confiables,
Su ejecucion e interpretacion requiere de instrumentos sofisticados y personal técnico
calificado, lo que aun limita y dificulta la aplicacion de estas técnicas en entornos de

bajos recursos, o en zonas rurales (Fang y col., 2008; Wang y col., 2022)

Una atractiva alternativa a las técnicas de PCR convencionales son las reacciones de
amplificacién isotermal mediada por asas o “loops” (LAMP, por sus siglas en inglés), las

que destacan por su rapidez, costo-efectividad y su simpleza (Notomi y col., 2000). Esta



cualidad isotermal proviene del uso de la enzima ADN polimerasa BstLF con alta
actividad de desplazamiento de hebra 5" a 3, que permite separar la doble hebra de
ADN vy realizar la sintesis de ADN sin requerir de una denaturacion previa, a una
temperatura constante cercana a los 65°C (Xu y col., 2013). La incubacion isotermal de
la técnica LAMP permite su implementacién en terreno sin la necesidad de un

termociclador (Wong y col., 2018).

LAMP es una reaccién que utiliza cuatro (o seis) partidores que se unen a seis (u ocho)
regiones de una secuencia de interés, para realizar una amplificacion altamente
especifica (Wong y col., 2018). F3 y B3 corresponden a partidores externos involucrados
en el desplazamiento de hebras al inicio de la reaccion. Los partidores internos FIP y BIP
se componen de dos regiones (F2 y Flc, o B2 y Blc, respectivamente) que permiten la
formacion de horquillas o loops en la reaccién. Los otros dos partidores, LF y LB, también
llamados partidores del loop, son secuencias (cuya adicién a la reaccion es opcional)
disefiadas para unirse a estas horquillas y asi aumentar la especificidad y velocidad de
la reaccién (Parida y col., 2008). La ubicacion relativa de cada partidor en relacién con

una secuencia templado se presenta en la Figura 1.

FIP
5 Flc
- W F2 4
Primer 5’23’ LF
F3c F2c Flc Target DNA B1 LB B2 B3
3 . [ e &’
| | i) = [y =] 3
F3 F2 LF F1 Blc B2¢ B3c
 F—] 3’ 5
LB 3,-_,_‘\B3
B2 -,
Blc >

B17] (5,
BIP Primer

Figura 1: Esquema de partidores de reacciones LAMP. Se detallan los primers F3, FIP (Flcy F2), B3,
BIP (B1icy B2), LF y LB, junto con la ubicacion de cada uno de ellos en una secuencia de ADN templado a
amplificar mediante reacciones isotermales (LAMP). Imagen adaptada de Xu y col (2013).




A modo de ejemplo, se explica lo que ocurre una vez que el partidor FIP se une en su
extremo 3’ a la regién F2 de una hebra templado de ADN (Figura 2.1). Desde esta
region, FIP inicia la sintesis de una hebra complementaria (Figura 2.2). A su vez, el
partidor F3 se une a la region F3c (rio arriba de la regién F2 donde se unié FIP), e inicia
la sintesis de una hebra complementaria que desplaza la hebra sintetizada previamente
con el partidor FIP (Figura 2.3). Esta hebra simple que ha sido liberada sirve como
templado para una sintesis de ADN iniciada por BIP (Figura 2.4) cuyo producto es
posteriormente desplazado por una sintesis iniciada por la unién del partidor B3 a B3c,
de manera andloga a lo ocurrido con FIP y F3. La hebra proveniente de la sintesis
iniciada por BIP forma una estructura de “mancuerna” (Figura 2.5), debido a los
horquillas generadas por la interaccion entre F1-F1c y B1-Blc en cada extremo (Eiken

Genome Site, 2005; Parida y col., 2008).

Esta estructura de mancuerna sirve como templado para la sintesis exponencial de ADN
(Figura S2 Anexo), ya que sirve como punto de partida para la amplificacion mediada
tanto por los partidores FIP-BIP; los partidores LF-LB; y por los mismos productos de
reaccion que se van generando (Tomita y col., 2008). Esta rapida amplificacion genera
multiples fragmentos de ADN como productos, de distintos tamafios y estructuras, que

se puede visualizar como una escalera o ladder en un gel de agarosa (Fang y col., 2008).
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Figura 2: Esquema de pasos iniciales de una reaccion LAMP. La sintesis de ADN iniciada a partir de
FIP procede de la siguiente manera: La region F2 de FIP se une a la region F2c en el ADN templado (paso
1) e inicia la sintesis de ADN. El partidor F3 se une a la region F3c de la secuencia templado y se produce
la sintesis de ADN por desplazamiento de hebra (paso 2). La hebra de ADN elongada a partir del FIP es
desplazada y liberada. Esta hebra simple (paso 3) forma una horquilla en su extremo 5’ (paso 4). Ocurre
una nueva sintesis de ADN utilizando esta hebra como molde, junto con los partidores BIP y B3, de la misma
manera descrita anteriormente, para obtener una estructura de "mancuerna” con horquillas en ambos
extremos (paso 5). Imagen y descripcion extraida de Tomita y col. (2008).



1.3.1 Visualizaciéon de reacciones LAMP
Debido a que una reaccion LAMP genera tal cantidad de amplificacién que es incluso
observable a simple vista, la mayoria de los métodos de visualizacion utilizados son
técnicas de punto final, como el uso de agentes intercalantes fluorescentes, indicadores
colorimétricos o electroforesis en gel de agarosa, aunque este Ultimo suele estar

asociado a altos riesgos de contaminacion (Panno y col., 2020).

El uso de indicadores colorimétricos en LAMP se basa en la deteccion de algiin cambio
guimico generado en la reaccién, como la disminucién de iones Mg*2 en el caso del azul
de hidroxinaftol (HNB) (Wong y col., 2018) o la caida de pH generada por la liberacién
de protones durante la amplificacién en el caso de neutral red, donde las reacciones
cambian de un color amarillo a rosado (Tanner y col., 2015). Asimismo, la adicién de
agentes intercalantes como SYBR Green | o EvaGreen, que se unen al ADN de doble
hebra y emiten una sefial fluorescente, favorece la visualizacién de los productos de
reaccion tanto a simple vista como bajo luz UV (Wong y col., 2018). Ademas, la medicién
cuantitativa de esta fluorescencia permite también el uso de estos agentes en reacciones

LAMP a tiempo real, similares a un gPCR (Panno y col., 2020).

Si bien estos métodos permiten visualizar la amplificacion sin la necesidad de abrir los
tubos una vez terminada la reaccion, todos ellos miden alguna caracteristica indirecta,
secundaria a la amplificacién de ADN, lo cual los vuelve propensos a entregar falsos
positivos producto de amplificacion inespecifica (Priye y col., 2017). Para evitar esto, se
ha propuesto el uso de la técnica QUASR (Quenching of Unincorporated Amplification
Signal Reporters, por sus siglas en inglés) para una deteccion LAMP que sea secuencia-
especifica, basada en la adicion de un fluoréforo a uno de los partidores de la reacciéon

gue se incorpora al amplicén en caso de una amplificaciéon positiva (Ball y col., 2016).



Junto con este partidor marcado, se afiade una pequefia sonda complementaria capaz
de disminuir o quenchear la fluorescencia de los partidores que no fueron incorporados
a un amplicén al finalizar y enfriar la reaccién (Figura S3 Anexo). De esta manera, los
partidores fluorescentes so6lo emiten una sefial fluorescente si hay una amplificacion

especifica de la secuencia a detectar.

Un ejemplo del uso de LAMP-QUASR son las reacciones GMO Detective

(https://gmodetective.com), las cuales detectan la presencia del promotor 35S (utilizado

comunmente en la generacion de plantas transgénicas (Sanchez, 2020)) y forman parte
de un proyecto educativo y de ciencia ciudadana hacia un mayor conocimiento cientifico
en la poblacién sobre la presencia de transgénicos en los alimentos. La técnica QUASR
también se utiliza para la deteccion de SARS-CoV-2 mediante reacciones RT-LAMP
(Garneret y col., 2021; Bektas y col., 2021), capaces de amplificar ARN al afiadir una

transcriptasa reversa a la reaccion LAMP sin que esta pierda su propiedad isotermal.

1.3.2 Ventajas y limitaciones de reacciones LAMP
LAMP presenta un conjunto de ventajas que la vuelve una herramienta atractiva de
diagnostico. A diferencia del PCR, la rapidez de la reaccion LAMP permite ya observar
resultados positivos alrededor de los 30-35 minutos (Kumary col., 2021). Ademas, al ser
isotermal es posible su implementacion con instrumentos mas econdémicos y accesibles
que un termociclador (Poole y col., 2017), como el uso de un calentador de alimentos
tipo sous-vide (Kellner y col., 2021; Peltzer y col., 2021). Junto con lo anterior, el uso de
indicadores colorimétricos o fluorescentes, como los descritos previamente, permite una

facil visualizacion del resultado de amplificacion que favorece alin mas su uso en terreno.


https://gmodetective.com/

Pese a sus ventajas, existen una serie de limitaciones al uso de reacciones LAMP. La
alta eficiencia de la reaccién también la vuelve propensa a contaminacion por arrastre,
lo que a menudo conduce a falsos positivos (Garcia-Bernalt Diego y col., 2019). De
ocurrir esta contaminacion suele ser dificil de degradar y eliminar por completo (Wong y
col., 2018), por lo que se debe tener extremo cuidado al momento de llevar a cabo estas
reacciones y preferir métodos de visualizacion que no requieran la apertura de los tubos

una vez realizada la amplificacion (Ball y col., 2016).

Por otro lado, el disefio de partidores LAMP es un problema complejo. La reaccién
requiere de 4 a 6 partidores, en cuyo disefio se deben considerar factores tales como la
distancia entre ciertas secuencias, su contenido CG, diferencias de Tm, estabilidad en
cada extremo, ademéas de considerar posibles interacciones entre partidores
(Rockweiler, 2018). Si bien este proceso se realiza con ayuda de software especializado
y gratuito como la herramienta PrimerExplorerv5, el uso de multiples partidores aumenta
considerablemente la posibilidad de encontrar dimeros y/o estructuras secundarias
estables que amplifiquen incluso en ausencia de templado, dando un falso positivo (D.
G. Wang y col., 2015). Por tanto, sigue siendo necesario realizar un analisis particular e
individual de los conjuntos entregados por el programa, con tal de minimizar estas
interacciones. Ademas, un buen resultado in silico no es necesariamente predictivo de
una correcta amplificacién, lo que lleva muchas veces a tener que redisefiar y testear

repetidamente nuevos partidores (Zhang & Tanner, 2022).

1.4 Implementacion en terreno de reacciones LAMP
1.4.1 Liofilizacion de preparaciones LAMP
Un obstéaculo importante para el uso de LAMP en entornos con recursos limitados es la

necesidad de almacenar en frio los componentes de la reaccion (Kumar y col., 2021).
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Como solucién, el secado de master mixes de reacciones LAMP se muestra como una
herramienta para el transporte estable de estas reacciones a lugares lejanos donde
seran posteriormente rehidratadas, sin requerir de una cadena de frio (Aidelberg y col,
2021). A la fecha, existen diversos articulos que mencionan el uso de la liofilizacién para
el secado, almacenamiento y transporte de reacciones LAMP con prometedores

resultados (Carter y col., 2017; Garneret y col., 2021; Kumar y col., 2021)

La liofilizacibn es un método de secado en frio en que el agua es removida por
sublimacién de una muestra previamente congelada, cuya realizacion a bajas
temperaturas permite conservar mejor la integridad de la muestra y por mayores
periodos de tiempo (Nireesha y col., 2013), lo que la convierte en el método ideal para
el secado de muestras biolégicas o termolabiles que muchas veces no resisten bien un
proceso de secado por calor (Hammerling y col., 2021). No obstante, se ha visto que el
tiempo de almacenamiento méaximo de una reaccién en seco depende del set de
partidores utilizados (Garcia-Bernalt Diego y col., 2021), por lo que la maxima estabilidad

posible para cada reaccion LAMP debe estudiarse caso a caso.

1.4.2 Fabricacion de enzimas caseras en el contexto de ciencia colaborativa
Por otro lado, el alto costo de los reactivos comerciales limita bastante la implementacion
en terreno de LAMP y otras reacciones de biologia molecular (Alcantara y col., 2021).
Esto ha quedado en evidencia con la pandemia del COVID-19, donde la centralizacion
de la produccion de kits de deteccién en el hemisferio Norte ha requerido la continua
importacion de reactivos a un ritmo incapaz de satisfacer las demandas requeridas para

combatir eficientemente esta emergencia sanitaria (Cerda y col., 2021).
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Diversas iniciativas globales buscan empoderar al Sur Global hacia la fabricacion local
de reactivos e instrumentos que permitan su independencia tecnoldgica. Por ejemplo,
las redes de colaboracion cientifica internacional como JOGL y ReClone buscan
conectar centros de investigacion, generar foros de discusion, distribuir recursos y
compartir conocimientos hacia las industrias emergentes. Por otro lado, los repositorios
abiertos y de distribucién gratuita de enzimas libres de patentes como Open Enzymes,
buscan que el material basico para la elaboracion de diversas técnicas de biologia
molecular esté disponible y accesible a las comunidades cientificas locales (Ravindran,
2020). Actualmente, varios laboratorios alrededor del mundo (incluyendo el Laboratorio
de Tecnologias Libres en Chile) trabajan en la produccién de reactivos moleculares
producidos en casa, libres de patentes, buscando el desarrollo de sistemas de deteccién

molecular de bajo costo, (Bektas y col., 2021; Bhadra y col., 2021).

En el contexto de la lucha contra la pandemia del SARS-CoV-2, recientemente se ha
logrado expresar y purificar una version de la polimerasa BstLF libre de patentes (Rivera
y col., 2020) para su uso reacciones tipo RT-LAMP en conjunto con una transcriptasa
reversa M-MLV también producida de forma local (Kellner y col., 2021; Matute y col.,
2021). De esta manera, se ha podido detectar el virus mediante reacciones “caseras”
cuyos reactivos fueron preparados manualmente en el laboratorio sin recurrir a kits
comerciales. Este hito permite proyectar el uso de reacciones tipo LAMP para la
elaboracion de kits de deteccion caseros para otros patégenos de interés local como

podria ser el patégeno Fol.

En resumen, la ausencia de un método de control seguro y efectivo para Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici, junto con su facil dispersion y prolongada persistencia en

los suelos, hacen que la deteccion temprana de este hongo patégeno sea una prioridad
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para la agricultura. Para esto, el uso de reacciones isotermales como LAMP se presenta
como una atractiva herramienta molecular para lograr una deteccion rapida, facil de
visualizar y especifica a esta forma specialis. Con miras a que esta herramienta de
deteccion sea realmente aplicable en terreno, donde muchas veces no se cuentan con
equipos especializados o elevados recursos economicos, se propone el uso de
reacciones LAMP preparadas a partir de reactivos caseros y enzimas libres de patentes
para la deteccién de Fol, junto con un andlisis preliminar de este tipo de preparaciones
isotermales caseras en su formato liofilizado. Bajo este contexto, el Seminario de Titulo

desarrollado cont6 con los siguientes objetivos:

1.5 Objetivo General

Diseflar y evaluar una reaccion LAMP para la deteccion de una secuencia conservada y
especifica de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, y evaluar la factibilidad técnica de

la liofilizacion en preparaciones LAMP realizadas con reactivos caseros

1.6 Objetivos Especificos

OEL: Desarrollar un control positivo en base a una secuencia conservada y especifica
de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici para su deteccion mediante reacciones

moleculares

OE2: Validar experimentalmente un set de partidores para la deteccion LAMP de

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

OE3: Evaluar la factibilidad y estabilidad de preparaciones LAMP liofilizadas realizadas

con reactivos caseros
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MATERIALES Y METODOS
2.1 Disefio de un control positivo de Fol para su deteccidon molecular
En base a un analisis de la bibliografia existente (Lievens y col., 2009; Ayukawa y col.,
2016; Jangir y col., 2021), se determind a los genes six2 y six5 como posibles genes
candidatos para una deteccién de cualquiera de las razas de Fol especifica a la forma
specialis que infecta al tomate. Se realizaron analisis BLAST de six2 y six5, cuyos
resultados con relacion al porcentaje de identidad con ortélogos de otras forma specialis

llevaron a la eleccién del six5 como gen candidato para la deteccién molecular de Fol.

Se buscaron secuencias de ADN del gen six5 de Fol en la base de datos de NCBI,
omitiendo resultados que no estuvieran verificados, que fueran de ARNm o que no
detallaran que la secuencia provenia de esta forma specialis del hongo. Las secuencias
resultantes (GenBank accession numbers: GQ268952, KM047033, MK906606,
MN745210, MN745209, MK906608 y MK906607) fueron utilizadas en un alineamiento
multiple de secuencias con la herramienta Clustal Omega para nucle6tidos (Sievers y
col., 2011). A partir del resultado anterior, se utilizé la herramienta Emboss Cons (Rice y

col., 2000) para obtener una secuencia consenso, six5_conserved (Tabla S1 Anexo).

Con esta informacion, se disefid un fragmento de ADN de doble hebra tipo gBlock® con
parte de la secuencia consenso six5_conserved flanqueada en ambos extremos por
secuencias con sitios de corte para la enzima Sapl, con el fin de insertar este fragmento
en el pldsmido pLOR-LacZ (GenBank accession number MN436816), mediante un
protocolo de digestion con la enzima Sapl y posterior ligacién con la enzima T4 ligasa
previamente descrito (Pollak, 2019a). El gBlock disefiado, denominado gsix5 (Tabla S1
Anexo), fue sintetizado quimicamente por IDT, junto con partidores gsix5_Fw y gsix5_Rv

que amplifiquen este fragmento a partir de sus extremos (Tabla S2 Anexo).
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2.2 Clonamiento y Transformacion de pLOR-gsix5 en bacterias

Para la generacion de un control positivo a utilizar en reacciones LAMP Fol, se inserto la
region del gen six5 presente en un gBlock® (gsix5) en pLOR-LacZ (Pollak, 2019b), un
vector de entrada que posee un cassette de resistencia a espectinomicina, el gen lacZ
como marcador de seleccion y sitios de restriccion para las enzimas de restriccién Bsal
y Sapl. La digestion y posterior ligacion fue realizada segun el protocolo descrito por
Pollak (2019a) utilizando la enzima Sapl, la enzima T4 ligasa, 15 fmol de gSIX5, 7,5 fmol
de pLOR-lacZ e incubando las reacciones en un termociclador Maxygene Il (Axygen Inc).
Ademas, se realiz6 un control de digestién-ligacion el cual contenia el mismo mix de

enzimas y ADN del plasmido, pero sin contener el inserto de gsix5.

Para la transformacion del plasmido se afiadié 1 pl de este mix a bacterias competentes
E. coli Topl0 en hielo, seguido de una incubacién a 42°C por 50 segundos, posterior
incubacién en hielo por 5 minutos y una incubacion final con agitacion a 37°C por 60
minutos, afiadiendo antes 200 ul de medio Luria-Bertani (LB). 150 ul de cultivo fueron
plagueados en placas LB-agar suplementadas previamente con espectinomicina a 75

pg/mL, X-Gal a 50 pg/mL e IPTG 1 mM. Las placas se dejaron crecer overnight a 37°C.

2.3 PCR de colonia

Para comprobar la correcta transformacion del plasmido, se realizé un PCR de 10
colonias blancas utilizando una GoTag® ADN polimerasa y los partidores gsix5_Fw y
gsix5_Rv a una concentracion de 0,1 mM, de acuerdo con el protocolo descrito por el
proveedor (Promega, M3005). Las reacciones de 25 pL fueron incubadas en un
termociclador y el producto de reaccion fue separado por electroforesis en un gel de
agarosa al 1,5%. El gel fue observado en un transiluminador de luz LED azul a 470 nm

(10 Rodeo Inc.) con un filtro de luz ambar.
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2.4 Obtencidn y secuenciacién del ADN plasmidial

Las colonias seleccionadas del gel anterior fueron almacenadas en un stock de glicerol
al 50% a -80°C hasta su posterior uso. Con el fin de obtener ADN desde un cultivo, se
realizaron inéculos en 10 mL de medio LB con 75 pug/mL de espectinomicina, los cuales
se dejaron creciendo overnight a 37°C con agitacion constante. EI ADN plasmidial fue
purificado mediante un miniprep siguiendo el protocolo descrito por el proveedor

(Promega, A1330) y cuantificado en un lector de microplacas Epoch 2 (BioTek).

Una diluciéon a 100 ng/uL de ADN fue enviada a Macrogen para su secuenciacion,
utilizando partidores UNS1F y UNSXR para amplificar el inserto desde el backbone de
pLOR (Tabla S2 Anexo). Los resultados fueron comparados, mediante un alineamiento

de secuencias, con el disefio teorico para el plasmido pLOR-gsix5.

2.5 Disefio y Analisis de Partidores LAMP para Fol
Se disefaron tres sets de partidores LAMP para gsix5. Para esto, se utilizé la

herramienta PrimerExplorer v5 (http://primerexplorer.jp/lampv5e/) siguiendo las

recomendaciones del sitio y de distintos autores (Priye y col., 2017; Rockweiler, 2018)
en relaciéon con los valores de AG y Tm de cada partidor. Al ser necesario, se cambiaron
los pardmetros por defecto con el fin de obtener mas secuencias candidatas. Los sets
escogidos con los partidores F3, B3, FIP y BIP fueron utilizados como input, en la misma
herramienta, para el disefio y eleccién de partidores en loop LF y LB, debido a que el

programa no permite el disefio simultaneo de estos seis partidores.

Distintos sets candidatos fueron analizados con la herramienta “Multiple Primer Analyzer”
(Thermo Fischer Scientific, 2017), descartando conjuntos con grandes regiones de

complementariedad entre partidores, en particular hacia el extremo 3’, ya que estas
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ltimas pueden llevar a la amplificacion no deseada de un dimero de partidores. También

se utiliz6 la herramienta “OligoAnalyzer de Integrated DNA Technologies

(https://idtdna.com/calc/analyzer), con una concentracion de 8 mM de Mg*™, para

analizar la estabilidad de las estructuras secundarias de cada partidor y descartar
secuencias con estructuras muy estables (Tm sobre 45°C). En el caso de FIP y BIP, se
descartaron estructuras con Tm sobre 65°C y se evalud, en caso de ser necesario, si la
adicion de una a cuatro timinas (T - TTTT) entre las dos regiones que componen cada
partidor era capaz de romper o desestabilizar las estructuras secundarias formadas. En
base a estos andlisis, finalmente fueron escogidos tres sets candidatos de partidores a

ser validados experimentalmente mediante reacciones LAMP.

Junto con lo anterior, se consider6 que ya existe un set de partidores LAMP para el gen
six5 descrito en la literatura (Ayukawa y col., 2016). Este set fue analizado con
OligoAnalyzer con el fin de seleccionar un partidor con estructuras secundarias poco
estables que pueda ser modificado para su uso mediante la técnica QUASR (Ball y col.,
2016). Se privilegid la eleccion de FIP o BIP, al estar presentes a una mayor
concentracion en la reaccion. El primer escogido, FIP, es modificado en su extremo 5’
mediante la adicion de un fluor6foro FAM. Ademas, se disefié una sonda de unos 7-13
nucleotidos que complementaria a este extremo (FIPc-QCR), con la adicién de un Black
Hole quencher en su extremo 3’ capaz de apagar o “qguenchear” la sefal emitida por el
fluoroforo. Los tres sets previamente descritos, junto con el set QUASR disefiado

(Ayukawa-Q) son sintetizados por IDT y sus secuencias se presentan en la Tabla I:
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Tabla I: Set de partidores LAMP disefiados para el gen six5 de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

Set Partidor Secuencia Modificacion
SIX5-F3_V1 ATAAACCTGGTCCACGATT
SIX5-B3_V1 CCTGGTGAGATTTAGAGCA
SIX5-FIP_V1 GCTAGTCAAGGTTAGTTCAGGCACGCTGGCATTTATGTAAGTCT
Set 1
SIX5-BIP_V1 TGAAAGCTGCAAATGGCAAAATTGTCAAAGCATGTTGAGTCTGC
SIX5-LF_V1 CTTAATCATCCTAAGCTGT
SIX5-LB_V1 TGGCGATACATTCTATAATC
SIX5-F3_V2 GTTCTGGTGACAGCATTGA
SIX5-B3_V2 GTTCAGGCACTTAATCATCC
SIX5-FIP_V2 CCAATTGCCCAATCACTATGAGGCCACTCAGCTTCAGAACG
Set 2
SIX5-BIP_V2 ATAGCTCAGACCTCTCCAGCAAAATGCCAGCGAATCGTG
SIX5-LF_V2 ACATACCCCACAAATATGATTTACT
SIX5-LB_V2 TGCTGACCGTCATAAACCT
SIX5-F3_V3 CTTGCCAGTCCGGTTCT
SIX5-B3_V3 GCCATTTGCAGCTTTCAG
SIX5-FIP_V3 AGCTTGCCCAATTGCCCAATCCACCACTCAGCTTCAG
Set 3
SIX5-BIP_V3 ATAGCTCAGACCTCTCCAGCAAAATGCCAGCGAATCGTG
SIX5-LF_V3 ACTATGAGGTATACATACCCCACAA
SIX5-LB_V3 TATTGGTTTGCTGACCGTCATAAAC
SIX5-F3 CCTCTCCAGCATATTGGTT
SIX5-B3 GTCAAAGCATGTTGAGTCTG
SIX5-FAM-FIP GCACTTAATCATCCTAAGCTGTAGATTGCTGACCGTCATAAACCT FAM 5’
Ayu E aevtv a-Q SIX5-BIP TGAACTAACCTTGACTAGCTGAAAGTTCTCCTCCATTATTAATGCAAAGA
SIX5-LF TGCCAGCGAATCGTGGACC
SIX5-LB CTGCAAATGGCAAAATTGATGGCGA
SIX5-FIPc-QCR ATTAAGTGC IBHQ 3’
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2.6 Obtencion de Acidos Nucleicos para GMO Detective
Para las reacciones con promotor 35S (tipo GMO Detective), ya existe un set de
partidores LAMP-QUASR utilizado por el Laboratorio de Tecnologias Libres. Las

secuencias de este conjunto de partidores se presentan en la Tabla S3 del Anexo.

El control positivo utilizado en estas reacciones corresponde a una dilucion a 10 mil
copias/ul del plasmido pLOR-35S, obtenido de un miniprep proveniente de un cultivo de
bacterias Top10 que expresan el plasmido. Este vector fue obtenido de forma similar a

pLOR-gsix5, y el cultivo fue donado por el Laboratorio de Tecnologias Libres.

En el caso de utilizar ADN desde alimentos (Tabla S4 del Anexo), se siguid el protocolo
del taller de GMO Detective (Aidelberg & Rios, n.d.) donde una fraccién de cada muestra
fue molida en un tubo de 2 mL con 60 ul de agua destilada. Los tubos fueron depositados
en un vaso precipitado con agua hervida en su interior y cubierto de papel aluminio
durante 5 minutos con el fin de desactivar las nucleasas que podrian estar presentes,

para ser posteriormente almacenados a -20°C hasta su uso.

2.7 Obtencién y almacenamiento de BstLF polimerasa
La enzima BstLF fue obtenida y expresada en el laboratorio siguiendo el protocolo

descrito por Rivera y col (2020), y diluida a una concentracion de uso de 0,2 mg/mL.

Una fraccion de lo obtenido fue almacenada en un buffer con glicerol a -20°C hasta su
uso en reacciones LAMP, mientras que otra fraccion fue almacenada a -80°C en un

buffer sin glicerol para su uso en un master mix de reacciones LAMP a ser liofilizado.
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2.8 Reacciones LAMP
Se realizaron distintos tipos de reacciones LAMP, que varian segun el método de
visualizacién de los resultados, la composicion y fuente de origen de los buffers. Ademas,

los partidores y controles positivos varian segun el ADN a detectar:

e Para las reacciones de Fol: Se utilizaron como partidores los sets 1, 2, 3 0
Ayukawa-Q y una concentracion final de 20 mil copias del plasmido pLOR-gsix5
por reaccion positiva.

e Para GMO Detective: Se utilizo el set de partidores 35S-Z y una concentracion
final de 20 mil copias del pldsmido pLOR-35S por control positivo. Para las

reacciones con muestras de alimentos, se utilizaron 2 pl de la dilucién obtenida.

2.8.1 LAMP QUASR con reactivos caseros

Para las reacciones LAMP preparadas con reactivos caseros, se siguio el protocolo de
Matute y col. (2021) con modificaciones para ser utilizado con la técnica QUASR (Ball y
col., 2016) y un volumen final de reaccion de 10 ul. Cada reaccién posee 1X Buffer
Isotermal (20 mM Tris-HCI pH 8,8, 10 mM (NH4)2SO4, 50 mM KCI, 2 mM MgSOQOs4, 0,1%
Tween 20), 6 mM MgSOs, 1,4 mM de dNTPs, 0,16 mg/mL de BstLF y un mix 10X de
partidores LAMP 35S-Z (1,6 uM de FIP-BIP, 0,4 uM de LF-LB, 0,2 uM de F3-B3y 2,4

UM de BIPc-IBHQ).

Las reacciones fueron incubadas a 63°C por 35 minutos y 15°C por 15 minutos, para
posteriormente ser observadas en un transiluminador de luz LED azul. Las fotografias
presentadas fueron obtenidas con una camara Canon T3i y un lente 24mm f/2.8. Las

reacciones se llevaron a cabo con dos réplicas técnicas cada unay en triplicado (n = 3).
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2.8.2 LAMP Liofilizado con reactivos caseros

En el caso de las preparaciones liofilizadas, siguiendo el protocolo de Aidelberg y col.
(2021), se prepard un mix de reaccion con 0,16 mg/mL BstLF (almacenada sin glicerol a
-80°C), 1,4 mM dNTPs, un mix 10X de partidores LAMP 35S-Z y trehalosa al 5%. Cada
tubo con 8 ul de este mix fue sellado con parafilm y pre-congelado a -80°C por 10-20
minutos, con el fin de proteger el contenido de “saltar hacia afuera” dentro del liofilizador
(debido a cambios abruptos de presion) y asegurar un estado sélido que favorezca una

correcta sublimacion, respectivamente.

Posteriormente, se perforo el parafilm de cada tubo y las preparaciones fueron ubicadas
en un liofilizador de sobremesa FreeZone 2,5L (LabConco) a -84 °C y 0,04 mBar por 2-
3 horas, subiendo gradualmente la temperatura durante los ultimos 30 minutos. Los
tubos fueron cerrados y sellados al vacio en bolsas gofradas de plastico con un sachet
de silica gel, un absorbedor de oxigeno y un pulso de gas argén en su interior para
desplazar el aire de la atmdsfera en contacto con el material liofilizado. Las bolsas fueron
depositadas en bolsas de aluminio que también fueron selladas al vacio, permitiendo
almacenar las preparaciones en oscuridad y temperatura ambiente o 4°C por un tiempo

de 7 0 14 dias (0 2 meses, en algunos casos).

Posteriormente, cada mezcla liofilizada fue rehidratada con ADN (o H2O en los controles
negativos) y una mezcla que contiene 6 mM MgSQO, y 1X Buffer Isotermal a un volumen
final de 10 pl por reaccion. Las reacciones fueron incubadas y su fluorescencia fue
observada de manera similar a las reacciones frescas detalladas en la seccion anterior.
A continuacion, se presenta un esquema que resume el montaje experimental realizado

(Figura 3):
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-84°C
0.04 mBar
~ 2-3 hrs

| 65°C for 35 mins
A/ RT (15°C) for 15 mins

Figura 3: Esquema de liofilizacién de reacciones LAMP. Esquema ilustrativo del protocolo utilizado en
la liofilizacién de reacciones LAMP, incluyendo (en orden, desde el borde superior izquierdo): la preparacion
y alicuotado de un master mix de reaccion, el pre-congelado de las preparaciones, su liofilizacion, sellado
al vacio, rehidratacion, incubacion y observacién de su fluorescencia.

En algunos casos, el MgSO, y 1X Buffer Isotermal fueron afadidos directamente a la

mezcla a liofilizar. De ser asi, las reacciones fueron rehidratadas solamente con ADN (o

H20), mientras que el resto del proceso fue realizado de la misma manera.

2.8.3 LAMP Colorimétrico

Para las reacciones LAMP colorimétricas se siguio el protocolo descrito por Poole y col.
(2017), basado en el uso del indicador neutral red en reacciones de amplificacion en

ausencia de amortiguadores tipo Tris (Tanner y col., 2015).

Cada reaccion de 10 pl contiene 1,4 mM de dNTPs, 10 mM (NH4)2SO4, 8 mM MgSOQOsa,
10 mM KCl, 0,1% Tween-20, 0,1 mM neutral red, 0,16 mg/mL de BstLF y un mix 10X de
primers LAMP (1,6 uM de FIP-BIP, 0,2 uM de F3-B3 y 0,4 uM de LF-LB, a menos que

se indique lo contrario).
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Las reacciones fueron incubadas a 63°C por 35 minutos (o el tiempo indicado) y
observadas a simple vista con luz de dia. Las fotografias presentadas fueron obtenidas

con una camara Canon T3i y un lente 24mm f/2.8.

2.8.4 LAMP de output fluorescente a tiempo real

Para observar la emision de fluorescencia a tiempo real, se prepararon reacciones
LAMP para Fol de 20 pl utilizando el kit WarmStart® LAMP Kit (DNA & RNA) (NEB,

E1700S), los partidores del set 1, 2 0 3 y el protocolo descrito por el proveedor

La medicién de fluorescencia a tiempo real fue realizada en un equipo de gPCR
Stratagene Mx3000P (Stratagene-Agilent) adaptado para LAMP con los siguientes
parametros: 65°C por 60 segundos, 45 ciclos a 65°C por 60 segundos, 95°C por 60
segundos, 55°C por 30 segundos, 95°C por 60 segundos. Los datos de fluorescencia
fueron recolectados al final de cada ciclo de 65°C y en la rampa de temperatura de entre
55 a 95°C. Las reacciones se llevan a cabo con dos réplicas técnicas cada una y en

triplicado (n = 3).
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RESULTADOS

3.1 Eleccién de un gen marcador de Fol y disefio in silico de un control positivo
para su deteccién molecular

Dado que los genes six estan relacionados con la virulencia e interaccion especifica
entre Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y la planta de tomate, (Lievens y col., 2009),
se decidié trabajar con uno de estos genes para el disefio de partidores LAMP que
permitan detectar este patdégeno. En primera instancia, se decidié trabajar con los genes
six2 y six5, al ser secuencias conservadas entre las tres razas de Fol (Jangir y col.,
2021). Sin embargo, al realizar un analisis BLAST de six2 (Figura S4 Anexo), se observé
que este se encuentra presente en varios aislados de otras especies de Fusarium como
F. fujikuroi con un alto porcentaje de identidad (sobre 88%). Por otro lado, se observo
que six5 se encuentra presente casi Unicamente en Fol, con la pequefa excepcion de
dos cepas de Fo que infectan cebolla (Figura S4 Anexo) pero con menor porcentaje de

identidad. Debido a esto, se decidié seguir trabajando sdélo con el gen six5.

Con el fin de identificar una region conservada de este gen, cuya secuencia parece ser
especifica para esta forma specialis del hongo, se tomaron todas las secuencias de ADN
del gen six5 de Fol presentes en la base de datos de NCBI y se sometieron a un
alineamiento multiple de secuencias. Del alineamiento, se observd que las secuencias
comparten desde un 98,25% de identidad entre ellas (Figura S5 Anexo), demostrando el
alto grado de conservacion que presenta six5. A partir de estos resultados, se obtuvo la
secuencia consenso denominada six5_conserved, de un largo de 593 pb (Tabla S1
Anexo), la cual fue utilizada para el disefio de partidores LAMP vy la generacion de un

control positivo para las amplificaciones.
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3.2 Obtencién de un plasmido a usar como control positivo de amplificacién
Para obtener un control positivo de six5 a utilizar en reacciones moleculares, se buscé
insertar parte de la secuencia consenso de six5 en un plasmido, que al ser transformado

en bacterias permitiera obtener una “fuente” constante de DNA a utilizar como control.

Para una correcta insercién de la secuencia consenso en un plasmido, se ordend la
sintesis quimica del fragmento gsix5 (Tabla S1 Anexo). Este fragmento contiene parte
de la secuencia six5_conserved flanqueada en ambos extremaos por sitios de corte para
la enzima Sapl, de forma de poder insertar facilmente gsix5 en el vector de entrada
escogido pLOR-lacZ. Esta insercion se realiz6 mediante varios ciclos de digestion-
ligacién en el mismo tubo con las enzimas Sapl y T4 ligasa, con el fin de obtener el

constructo pLOR-gsix5 (Figura S6 Anexo).

Este vector fue introducido en bacterias competentes mediante una transformacion por
shock térmico, en presencia de espectinomicina, IPTG y X-Gal. Dado que la correcta
incorporacién del fragmento a insertar reemplaza al gen lacZ en el vector de destino, se
puede realizar un blue-white screening al plaguear con X-Gal. De este modo, se
escogieron las colonias blancas, cuya coloracién era indicativa de una ausencia de
actividad -galactosidasa capaz de degradar el X-Gal a un producto azul (Maas, 1999).
Sin embargo, la ausencia de coloracion azul no implica necesariamente una correcta
insercion del plasmido pLOR-gsix5 en las bacterias, ya que existe la posibilidad que en
el proceso de digestion-ligacién algunos vectores hayan escindido el gen lacZ y la ligasa
haya unido sus extremos sin que gsix5 se haya unido. Para verificar que efectivamente
las colonias blancas tenian el constructo deseado, se realizé un PCR de colonia a diez
de estas colonias utilizando partidores especificos a gsix5. El producto fue analizado

mediante una electroforesis en gel de agarosa (Figura 4).
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Figura 4: PCR de colonia de transformacion de pLOR-gsix5. Gel de electroforesis del producto de PCR,
con partidores gsix5_Fw y gsix5_Rv, de distintas colonias transformadas con pLOR-gsix5. A indica una
colonia azul (control negativo), 1-10 indican distintas colonias blancas y 100 bp corresponde al marcador
de tamafio NEB.

Al observar el gel, vemos que todas las colonias blancas presentan una banda de
tamafio cercano a los 400 pb, lo que corresponde al tamafio esperado del amplicon de

gsix5 (419 pb) y sugiere una correcta transformacion del vector en estas colonias.

En base a lo anterior, se seleccionaron las colonias con mayor intensidad de banda y
menor contaminacion (carriles 1, 2, 4 y 10) para almacenarlas en glicerol 50% y -80°C.
Al crecer la colonia 1 en medio LB con antibiético y realizar un miniprep de este cultivo,
se obtuvo ADN plasmidial a una concentracién de 171 ng/ul, el cual fue enviado para
servicio de secuenciacion utilizando partidores UNS1y UNSX especificos al vector. Para
comprobar la presencia del fragmento gsix5 en este ADN plasmidial, una alicuota del
miniprep fue enviada para su secuenciacion, junto con los partidores UNS1 y UNSX
especificos al vector pLOR. Al analizar la secuenciacion realizada (Figura S7 Anexo), se
observa que los datos obtenidos coinciden con el constructo tedrico de pLOR-gsix5 tanto
en regiones del vector pLOR como con la totalidad del fragmento gsix5, sugiriendo una
correcta insercion de esta secuencia de ADN en el plasmido. Por lo tanto, se puede
afirmar que se cuenta con un control positivo del gen six5 de Fol que puede ser utilizado
para la deteccion LAMP de cualquiera de las tres razas de este hongo. El plasmido pLOR-

gsix5, verificado por secuenciacion, fue diluido para su futuro uso en reacciones LAMP.
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3.3 Evaluacion de un set de partidores previamente descrito para la deteccion de
una secuencia conservada de Fol mediante reacciones LAMP-QUASR

Una vez obtenido el ADN de six5 a utilizar como control positivo, se procedié a la
busqueda de un set de partidores para reacciones LAMP que detecten Fol. Para esto,
se modificd un conjunto previamente descrito para amplificar six5 (Ayukawa y col., 2016)
para ser utilizado con la técnica QUASR, la cual permite una amplificacion mas
especifica, fluorescente y con menor riesgo de contaminacion (Ball y col., 2016). Se
realiz6 un analisis de la estabilidad de las estructuras secundarias de los partidores,
especialmente de FIP y BIP (Figura S8 Anexo) al estar presentes a una mayor
concentracion, proponiendo a FIP como el mejor candidato del set para ser modificado
con un fluoréforo en el extremo 5. Se disefid una sonda complementaria de quencheo
(FIPc-QCR) y se llevaron a cabo reacciones LAMP utilizando este set QUASR (Set

Ayukawa-Q) y el control positivo previamente disefiado (Figura 5).

NOT NOT gsixb  gsixb

Set Ayukawa-Q Set GMO-35S

Figura 5: Reacciones LAMP-QUASR para la deteccion de six5. Resultados de fluorescencia de
reacciones LAMP caseras. A la izquierda, reacciones con partidores del set Ayukawa-Q y a la derecha con
el set de partidores GMO-35SZ, utilizado en este caso como un control de reaccion que detecta la presencia
del promotor 35S. NOT indica controles negativos sin templado y 35S o gSIX5 reacciones con 20 mil copias
del plasmido pLOR-35S o pLOR-gsix5, respectivamente.

Cabe sefialar que como control de reaccion (tanto negativo como positivo), se trabajo

con reacciones LAMP-QUASR tipo GMO Detective que detectan la presencia del
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promotor 35S. Se eligid esta reaccion, dado que se contaba con partidores y controles
positivos ya validados en el laboratorio utilizando tanto kits comerciales, como enzimay

reactivos caseros de forma consistente y reproducible (Figura S9 Anexo).

Al observar los resultados del testeo del set Ayukawa-Q (Figura 5, izquierda), se observa
una amplificacion inespecifica de los controles negativos que no permite distinguirlos de
las reacciones que contienen la secuencia templado gsix5. En paralelo a estas
reacciones, se corrieron reacciones de GMO Detective (Figura 5, derecha) en las que si
es posible distinguir claramente las reacciones positivas de las negativas. Estos

resultados se repiten las tres veces que se realiza el experimento (n=3).

Debido a lo anterior, se llevaron a cabo diversos experimentos con el fin de entender la
razén de este fallo e intentar corregirlo. Una primera hip6tesis de trabajo es que la alta
concentracion de fluoréforo genera una sefial tan intensa que el quencheo, de ocurrir,
no es perceptible. Para someter a prueba esta hipotesis, se realizaron experimentos de
amplificacion LAMP utilizando distintas concentraciones del partidor con fluor6foro FAM-
FIP (1,6 — 0,8 — 0,4 — 0,2 uM), pero manteniendo la concentracion de la sonda de
guencheo a 2,4 pM. Esto permitiria estudiar el efecto de cambiar la razén de las
concentraciones de fluordforo y quencher entre 1:1,5 a 1:12. El resultado de este
experimento muestra que si bien la intensidad de fluorescencia es proporcional a la
concentracion de fluoréforo en la reaccién (Figura 6A), a ninguna concentracion testeada

se observa una diferencia clara entre reacciones con o sin ADN templado (gsix5 vs NOT).
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A) 16 08 04 02 O B) NOT -Q -Bst gsix5

Figura 6: Reacciones LAMP Fol a distintas condiciones. A) muestra los resultados de fluorescencia de
reacciones LAMP-QUASR para Fol, con partidores del set Ayukawa-Q a una concentracion variable del
partidor FIP entre (de izquierda a derecha) 1,6 — 0,8 — 0,4 — 0,2 0 0 uM. B) presenta los resultados a simple
vista de reacciones LAMP colorimétricas para Fol. NOT indica controles negativos sin templado, gSIX5
reacciones con 20 mil copias del plasmido pLOR-gsix5, -Q reacciones positivas (con ADN templado) en las
que no se incluye el partidor FIPc-QCR y -Bst a reacciones (con ADN templado) sin BstLF polimerasa.

Una segunda hipotesis de trabajo que se evalud fue que existen fendmenos intrinsecos
a la fluorescencia misma que podrian estar afectando los resultados. Por lo tanto, se
realizaron reacciones LAMP colorimétricas basadas en neutral red, en donde la
amplificacién genera un cambio en pH que lleva a un cambio de color de las reacciones
de amarillo a rosado (Tannery col., 2015). Sin embargo, los resultados obtenidos (Figura
6B) muestran un cambio de color, indicativo de un cambio de pH secundario a la
amplificacién, tanto en ausencia como en presencia de gsix5. Esto no varia si se decide
afadir la sonda de quencheo (FIPc-QCR) a la reacciéon o no (-Q en Figura 6B), y sélo se
observa una sefial amarilla, indicativa de una ausencia de amplificacion, en reacciones

sin BstLF polimerasa (-Bst, Figura 6B).

En base a los resultados anteriores se establece que existe un problema relacionado al

conjunto de partidores en si mismo que lleva a una amplificacion no especifica de los
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controles negativos. Esta amplificacion, al ser no especifica, no es apagada por la sonda
FIPc-QCR. Debido a lo anterior, se decide disefiar nuevos sets de partidores para gsix5

para su posterior evaluacion mediante reacciones LAMP colorimétricas.

3.4 Disefio y testeo de tres sets de partidores LAMP para six5

Para el disefio de partidores LAMP para gsix5, se utilizé la herramienta PrimerExplorer
v5, modificando los parametros por defecto con el fin de obtener y analizar un mayor
namero de conjuntos de partidores. Los sets obtenidos que cumplen con los parametros
recomendados fueron analizados mediante distintas herramientas bioinformaticas con el
fin de descartar conjuntos que presenten altas regiones de complementariedad entre sus
secuencias, dimeros de partidores y/o estructuras secundarias muy estables en términos
de AG y Tm que afecten la especificidad y calidad de la amplificacion. Tres sets
candidatos fueron seleccionados para su validacién experimental, sus secuencias se
presentan en la Tabla |, mientras que en la Figura S10 del Anexo se muestra el sitio de

unién de cada secuencia a gsix5.

Para cada set de partidores, se prepararon reacciones LAMP colorimétricas basadas en

neutral red con el objetivo de estudiar su efectividad para la deteccién de Fol y la

generaciéon de posibles falsos positivos (Figura 7).
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Set3 Set 2 Set 1
NOT -Bst gsixb -Bst  gsix6 NOT -Bst gsix5

el ™}

Figura 7: Testeo de sets 1-3 en reacciones LAMP colorimétricas para Fol. Se muestran los resultados
colorimétricos de reacciones LAMP caseras que utilizan neutral red como indicador y el set 3, 2 0 1 de
partidores LAMP para la deteccion del gen six5 de Fol. Para cada set, se presentan, de izquierda a derecha,
un control negativo sin templado (NOT), un control sin BstLF polimerasa (-Bst) y una reaccion positiva con
20 mil copias del plasmido pLOR-gsix5 (gsix5).

Al realizar los primeros ensayos (Figura 7), se observo una coloracién rosada en los
tubos de los sets 2 y 3 (indicativo de una amplificacion de ADN) tanto en presencia como
en ausencia de ADN templado (gsix5 y NOT). Por otro lado, todas las reacciones del set
1 se mantuvieron de color amarillo, sugiriendo que en ninguna ocurrié amplificacion. Para
los tres sets, se observa una ausencia de amplificacion en controles sin la BstLF

polimerasa (control negativo de amplificacién).

De modo de descartar problemas de contaminacioén con amplicon, fenémeno que suele
ser frecuente al trabajar con reacciones LAMP (Parida y col., 2008; Suleman y col.,
2016), se decidio evaluar a estos tres sets en otro laboratorio en el cual nunca se habian
realizado amplificaciones LAMP de gsix5. Para esto, se realizé un LAMP fluorescente a
tiempo real, que permitiera observar posibles diferencias en las curvas de amplificacion
durante reacciones en ausencia o presencia de ADN templado. Ademas, se recurrio al
uso de un kit comercial LAMP Warmstart®, el cual posee un agente intercalante cuya
emision fluorescente es proporcional a la amplificacién ocurrida en la reaccion. Esto
permite seguir la reaccion usando un equipo de PCR a tiempo real y reducir fuertemente

cualquier posible error y/o contaminacion ligada a la preparacion de los reactivos.
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Al observar las curvas de fluorescencia obtenidas para cada set (Figura 8), se notan
diferencias notorias en la dinamica de cada uno. Por un lado, el set 1 no muestra
amplificacién en ninguna de las réplicas experimentales, de forma similar a lo ocurrido
en las reacciones colorimétricas. Por su parte, el set 2 muestra una clara amplificacion
independiente de la ausencia o presencia de ADN templado en la reaccién. En el caso
del set 3, se observa una clara diferencia entre la sefial generada por reacciones
negativas y positivas en las tres replicas experimentales. Incluso en el caso que existe
una amplificacién de una reaccidn negativa de este set, esta es leve y aun permite

apreciar una clara diferencia con una sefial positiva a los 30-35 minutos de reaccion.
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Figura 8: LAMP fluorescente a tiempo real utilizando los sets 1-3 para la deteccidn de la secuencia
six5 de Fol. De arriba a abajo, se muestran las curvas de amplificacion obtenidas utilizando los sets 1, 2 'y
3 en la detecciéon del gen six5 de Fol mediante un LAMP fluorescente a tiempo real, indicando la
fluorescencia absoluta en funcién del tiempo de incubacion a 65 °C. (-) indica controles negativos sin ADN
templado y (+) reacciones con 20 mil copias del plasmido pLOR-gsix5. El experimento se realizé en triplicado
(n = 3), donde cada curva corresponde al promedio de dos réplicas técnicas del experimento mientras que
el promedio de las tres repeticiones en un trazo mas ancho y transparente al fondo de cada gréfico.

Los resultados anteriores indican que el set 3 es un buen set candidato para reacciones
LAMP que detecten Fol, validado experimentalmente mediante un LAMP de output

fluorescente cuya intensidad fue medida durante el transcurso de la reaccion.

A su vez, las diferencias experimentales en cada laboratorio podrian ser atribuibles a
una posible contaminacion por amplicon. Para evitar esto, todo el material utilizado para
la preparacién fue limpiado exhaustivamente con etanol 70 % y cloro al 0,5 % antes de
realizar cada nuevo ensayo, junto con una esterilizacion mediante exposicion a luz UV

por 5-10 minutos y el trabajo en campana de flujo laminar.

Dado los buenos resultados obtenidos en LAMP fluorescente a tiempo real, se decidio
seguir trabajando con el set 3 con el objetivo de también poder validarlo
experimentalmente en reacciones LAMP colorimétricas, ya que de este modo se podria
analizar el resultado de una forma mas simple, sin necesidad de equipos especializados

y COSt0sSo0s.
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Al realizar nuevos testeos de este set (Figura 9), utilizando un nuevo batch de BstLF
polimerasa y reforzando ain mas las medidas de esterilidad, se observaron cambios
colorimétricos s6lo en las reacciones que presentan ADN templado en ellas, sea este
pLOR-gsix5 para las reacciones LAMP-Fol o pLOR-35S, en el caso de los controles con
GMO Detective. Por el contrario, todas las reacciones negativas mantienen su coloracién
amarilla original, indicando que no ocurri6 amplificacion. El experimento se realizé en

triplicado (n=3) con los mismos resultados para cada ensayo.

Set3 Set GMO 35-S
NOT gsixd  gsixd NOT 355

Figura 9: Testeo del set 3 en reacciones LAMP colorimétricas para Fol. Resultados colorimétricos de
reacciones LAMP caseras utilizando neutral red. A la izquierda, reacciones con partidores del set 3y a la
derecha con el set de partidores GMO-35SZ, utilizado en este caso como un control de reaccién. NOT indica
controles negativos sin templado y 35S o gSIX5 reacciones con 20 mil copias del plasmido pLOR-35S o
pLOR-gsix5, respectivamente. El experimento se realizé en triplicado (n=3) con los mismos resultados.

En base a lo obtenido, podemos afirmar que el uso del set 3 permite la deteccién del gen
six5 de Fol en reacciones LAMP colorimétricas, preparadas a partir de reactivos caseros
y enzimas expresadas de manera local. La validacion de este set de partidores cumple
con el objetivo de este Seminario de Titulo al permitir la detecciéon de una secuencia de
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici en reacciones LAMP colorimétricas caseras. Los
resultados obtenidos refuerzan la necesidad de una cuantificacion funcional de cada
batch preparado de enzimas caseras para determinar su concentracion 6ptima, junto con

el requerimiento de rigurosas medidas de cuidado al preparar este tipo de reacciones.

34



3.5 Liofilizacion de preparaciones LAMP GMO Detective con reactivos caseros

En paralelo a los experimentos anteriores, durante este Seminario se trabajé en el
estudio de la factibilidad técnica y la estabilidad a temperatura ambiente de
preparaciones LAMP caseras al ser liofilizadas. Para esto, se trabajé con reacciones tipo
GMO Detective mientras se validaba experimentalmente un set de partidores para la

deteccién de Fol mediante reacciones LAMP.

Primero, para comprobar que estas reacciones LAMP GMO Detective caseras sirven
mas alla de reconocer un control positivo sintético (Figura S9 Anexo), se realizaron
reacciones a partir de muestras diluidas (sin procesamiento de extraccion de ADN) de
diferentes alimentos presentes en un supermercado (Tabla S4 Anexo). La mayoria de
estos son derivados de la soya, un cultivo cuyas semillas suelen haber sido modificadas
genéticamente (Sanchez, 2020). Al analizar los resultados (Figura 10), se aprecia que
tanto la muestra de choclo como la de hamburguesa de soya presentan una sefial
positiva, indicando la deteccion del promotor 35S en ambos alimentos y la capacidad de

estas reacciones LAMP caseras de funcionar con distintas fuentes de ADN.

NOT Leche Salsa Hamb. Choclo (+)

Figura 10: Reacciones GMO Detective caseras con ADN extraido de alimentos. Resultados de
fluorescencia obtenidos al llevar a cabo reacciones LAMP-QUASR con ADN proveniente de alimentos. De
izquierda a derecha, se aprecia un control negativo y reacciones con leche, salsa 0 hamburguesa de soya,
choclo en granos y un control positivo con 20 mil copias del plasmido pLOR-35S.
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Considerando que los kits comerciales de LAMP deben viajar grandes distancias y no
siempre se poseen los implementos necesarios para mantener la cadena de frio de los
reactivos, es importante analizar si preparaciones de estas reacciones pueden ser

liofilizadas y almacenadas a temperatura ambiente sin perder su efectividad.

Para esto, se prepar6 un master mix o mezcla a liofilizar, que incluyé nucleétidos
(dNTPs), partidores LAMP-QUASR GMO Detective (35S-2), la polimerasa BstLF casera
(en este caso sin glicerol, ya que esta descrito que este compuesto interfiere con la
liofilizacion (Xu y col., 2020)) y trehalosa como agente crio-preservante (Leung y col.,
2019). Ademas, siguiendo lo planteado por diversos autores, tanto el MgSO. como el
buffer isotermal se dejaron fuera de la mezcla a liofilizar (Aidelberg y col., 2021; Garcia-
Bernalt Diego y col., 2019; Leung y col., 2019; Priye y col., 2017). Mas detalles del

protocolo de liofilizacion se presentan en la seccién de Materiales y Métodos.

Las muestras fueron guardadas a temperatura ambiente y rehidratadas a los 7 o 14 dias
tras la liofilizacion. Las bolsas con vacio fueron abiertas, y los tubos en su interior fueron
rehidratados en una dilucién con buffer isotermal y MgSOa, junto con la adicién de 20 mil
copias de pLOR-35S en el caso de reacciones positivas. A su vez, los controles negativos
corresponden a controles sin templado (NOT). En la Tabla Il se presenta un resumen

cualitativo de los resultados de fluorescencia obtenidos.
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Tabla Il: Resumen de resultados al rehidratar preparaciones LAMP GMO Detective previamente
liofilizadas. Resumen cualitativo de la fluorescencia observada al rehidratar preparaciones LAMP
liofilizadas hace 7 o 14 dias. (-) indica ausencia de fluorescencia, mientras que (+) una baja, (++) media 'y
(+++) alta intensidad de fluorescencia. NOT indica controles negativos sin templado y 35S a la presencia
de 20 mil copias de pLOR-35S. Cada fila corresponde a un experimento distinto de liofilizaciéon, con dos
replicas técnicas cada uno. Fotografias de cada experimento se presentan en la Figura S11 del Anexo.

7 dias 14 dias
NOT | NOT | 35S | 35S NOT | NOT | 35S | 35S
N=1 - +++ [ +++ - - +++ |
N=2 - - + SFaF - - +++ | +++
N=3 - - +++ | +++ - - ++ +++
N=4 - - +++ | +++ - - ++ +++

En general, se observa una gran similitud a lo obtenido en reacciones frescas, con una
clara diferencia entre negativos y positivos. Ademas, se aprecia que la alta intensidad de
la sefial fluorescente positiva se conserva en el 88% de las reacciones rehidratadas a
los 7 dias y el 75% de las rehidratadas a los 14 dias, observando algin tipo de intensidad
fluorescente (entre baja y alta) que permite discriminar reacciones positivas de negativas
en el 100% de los casos. Por tanto, se afirma que es posible realizar reacciones LAMP-
QUASR del tipo GMO Detective utilizando reactivos y enzimas de produccion casera, las
que ademas pueden ser liofilizadas hasta por 14 dias a temperatura ambiente sin perder

eficiencia de deteccion.

Con el fin de ensayar las reacciones liofilizadas durante un mayor periodo de tiempo, se
prepararon mezclas de reaccién que fueron almacenadas a temperatura ambiente y a
4°C por alrededor de dos meses durante el verano 2021-2022 (Figura 11A). Ademas, se
intentd simplificar el buffer de rehidratacion preparando vy liofilizando preparaciones que
incluian buffer isotermal y MgSO. (Figura 11B). Estos, también fueron almacenados a

temperatura ambiente o a 4°C durante el mismo rango temporal.
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A) NOT NOT 35S 35S 35S 85S

Figura 11: Reacciones GMO Detective liofilizadas y almacenadas durante dos meses. Resultados de
fluorescencia al liofilizar reacciones LAMP-QUASR y almacenarlas por dos meses previo a su rehidratacion.
A) indica reacciones donde se liofiliz6 dNTPs, BstLF, partidores y trehalosa, y se rehidraté con MgSOa y
buffer isotermal, mientras que en B) todos los componentes forman parte del mix liofilizado y la rehidratacién
se realiza s6lo con agua. Para ambos casos, las reacciones liofilizadas se almacenaron a temperatura
ambiente (RT) o a 4°C, segun se indica en cada caso. NOT indica controles negativos sin templado y 35S
la presencia de 20 mil copias de pLOR-35S. Cada reaccién presenta dos réplicas técnicas.

Al observar los resultados obtenidos se concluye que el método de liofilizacion sin buffer
ni magnesio (Figura 11A) permite obtener una sefial positiva incluso dos meses después
de la fecha de liofilizacion, independiente de si los tubos se almacenaron a temperatura
ambiente 0 a 4 °C. Por otro lado, si se decide incluir el buffer y el magnesio en la
liofilizacion (Figura 11B), solo es posible obtener una sefial positiva después de dos

meses si es que los tubos liofilizados son almacenados a 4 °C.

La alta estabilidad de las reacciones caseras liofilizadas a temperatura ambiente
facilitaria su uso para aplicaciones en terreno y cumple con el tercer objetivo planteado
para este Seminario de Titulo. Por temas de tiempo, en el plazo de este Seminario de
Titulo no se alcanz6 a lograr determinar la factibilidad de las preparaciones LAMP
caseras y liofilizadas para la deteccion de una secuencia especifica de Fol. Sin embargo,
los resultados presentados en esta seccién son un avance hacia una deteccion de este

hongo patdgeno en terreno con menor dependencia de una cadena de frio.
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DISCUSION

4.1 Disefio de un control positivo para Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici

Una de las enfermedades de mayor impacto al cultivo de tomate es la marchitez causada
por el hongo Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (Fol). A la fecha, su prolongada
persistencia en suelos junto con la ausencia de un método de control efectivo y seguro
contra el hongo hacen de su deteccion temprana una prioridad para la agricultura
(Srinivas y col., 2019). Una correcta detecciébn molecular requiere la identificacion de
secuencias o genes de Fol especificos a su interaccion con la planta de tomate, como

los factores de virulencia codificados en los genes six (Lievens y col., 2009).

En especifico, los genes six2 y six5 parecen ser buenas opciones para una deteccion
gue sea, en primera instancia, aplicable a cualquiera de las razas de Fol. Los analisis
bioinformaticos realizados nos llevaron a escoger como secuencia candidata al gen six5
sobre six2, debido al alto de grado de conservacién que presenta este Ultimo en otras
especies del mismo género Fusarium. Se realiz6 un alineamiento de las secuencias de
six5 presentes exclusivamente en Fol, utilizando datos que explicitaran que
correspondian a esta forma specialis. Si bien los estrictos requerimientos establecidos
pudieron llevar a la omisién de secuencias relevantes, la falta de informacion en sus

descripciones no permitia afirmar con certeza su especificidad hongo-hospedero.

El alineamiento realizado mostré un alto grado de conservacion del gen six5 entre las
distintas secuencias (Figura S5 Anexo), lo que permiti6 que parte de la secuencia
consenso de este alineamiento fuera posteriormente insertada, mediante un plasmido,
en bacterias competentes que permitieran contar con un control positivo para la
deteccion molecular de cualquiera de las tres razas de Fusarium oxysporum f. sp.

lycopersici.
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Este control es util tanto para LAMP como para otras reacciones de biologia molecular,

cumpliendo asi uno de los objetivos planteados para este Seminario.

4.2 Deteccién de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici con reacciones LAMP

Una vez obtenido el control positivo se procedié a su uso en la deteccion de Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) mediante reacciones LAMP, las cuales al llevarse a
cabo de manera isotermal sin la necesidad de un termociclador se presentan como una
atractiva herramienta molecular para una deteccién rapida, facil de visualizar y especifica

de esta subespecie de F. oxysporum adaptada especialmente para infectar al tomate.

Al revisar la literatura existente, vemos que existe una reaccion LAMP previamente
descrita para Fol basada en la deteccion de la region 28S ARNr del hongo (Almasiy col.,
2015). Sin embargo, la especificidad de la reaccion se determina comparando con otras
muestras del género Fusarium que no pertenecen a la especie oxysporum, por lo que no
se puede descartar que entregue falsos positivos con otras formas specialis de F.
oxysporum. Ademas, al realizar un BLAST de la secuencia 28S utilizada (Figura S12
Anexo), se observan coincidencias sobre 98,6% de identidad para diversas formas

specialis e incluso otras especies del género, como F. languescens y F. curvatum.

Por otro lado, se encontré otro articulo que describe la deteccién del gen six5 de Fol
mediante reacciones LAMP preparadas con kits comerciales (Ayukawa y col., 2016).
Dado que la idea, en un principio, era enfocarnos en la liofilizacion de reacciones LAMP
caseras que detecten Fol, se decidio trabajar a partir del set de partidores descrito por
estos autores, pero con modificaciones para ser utilizado con la técnica QUASR de forma

gue la deteccion fuese secuencia-especifica.
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Las recomendaciones de Ball y col. (2016) nos llevaron finalmente a la eleccién del
partidor FIP, siendo modificado con un fluoréforo en su extremo 5 y afiadiendo una
sonda de quencheo complementaria a su secuencia. Sin embargo, al realizar los
primeros ensayos con este set de partidores (Set Ayukawa-Q) se observaron sefales
fluorescentes tanto en tubos positivos como negativos (Figura 5), lo que no pudo
corregirse al cambiar la concentracién del fluoréforo ni con otras técnicas de
visualizacion, descartando a los fendmenos fluorescentes como los causantes de este
fallo. Considerando lo anterior, se cree gue existen posibles interacciones entre los
mismos partidores del set y que son estas las que dan origen a una amplificacion en
ausencia de templado. En base a esto, se decidié disefiar nuevos sets de partidores

LAMP para la deteccion del gen six5 de Fol.

El disefio de partidores LAMP suele ser una especie de “caja negra”, ya que la mayoria
de la literatura existente se remite a mencionar que los partidores fueron disefiados
utilizando software especializado, sin mencionar los pardmetros o criterios utilizados
para escoger un set sobre otro. Estos aspectos son de vital importancia, considerando
que un buen disefio in-silico no necesariamente se traduce en buenos resultados
experimentales (Suleman y col., 2016) y que muchas veces es necesario redisefar
nuevos conjuntos de partidores y evaluar experimentalmente mas de un set de partidores

(Garcia-Bernalt Diego y col., 2021; Peltzer y col., 2021; Zhang & Tanner, 2022).

Teniendo en cuenta lo anterior, este trabajo se baso lo mas posible en recomendaciones
descritas en la literatura para el disefio de partidores LAMP, siguiendo rigurosos criterios
para obtener conjuntos con mejores parametros que los presentes en el set previamente
descrito en la literatura. De esta manera, se llegé a la obtencion de 3 sets candidatos de

partidores a ser evaluados experimentalmente para la deteccion LAMP de Fol.
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Al poner a prueba estos sets en reacciones LAMP colorimétricas, se observaron
diferencias entre los resultados al sets y, en algunos casos, la presencia de
amplificaciones inespecificas en ausencia de ADN templado (Figura 7). Dada esta
variabilidad, se planted la hipétesis de una posible contaminacion por amplicon, por lo
que se volvié a evaluar cada uno de estos sets en otro laboratorio, mediante un LAMP

fluorescente a tiempo real preparado con un kit comercial.

Cabe mencionar, gue ante la posible existencia de una contaminacién por amplicon en
el laboratorio, se procedi6é a reforzar las medidas de aseo para esta nueva tanda de
experimentos, incluyendo la limpieza exhaustiva de la zona de trabajo con etanol y cloro;
el uso de campana de flujo laminar: micropipetas especificas; uso de puntas con filtro; y
la separacion de las areas de preparacion de reactivos, cargado de las reacciones y
analisis de los productos. Todas estas medidas han sido sugeridas por varios autores

(Aidelberg y col., 2021; Tomita y col., 2008; Wong y col., 2018).

Mediante las curvas obtenidas del LAMP a tiempo real (Figura 8), fue posible descartar
completamente al set 1, al presentar una total ausencia de amplificacion; y al set 2,
debido a que genera una amplificacién inespecifica que hace indistinguibles las
reacciones positivas de los controles negativos sin ADN. Estas amplificaciones del set 2
podrian ser causa, por ejemplo, debido a que las secuencias forman estructuras
secundarias muy estables que amplifican o el stock de partidores utilizado (del cual se
hacen diluciones de uso para las reacciones) esta contaminado. En cambio, la clara
diferencia entre reacciones negativas y positivas que utilizan el set 3, sugiere a este set
como un conjunto de partidores valido para la deteccion experimental de Fol mediante

reacciones LAMP, lo que fue posteriormente comprobado en reacciones LAMP
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colorimétricas utilizando enzimas caseras y reactivos preparados localmente (Figura 9).

De esta manera, su cumple el segundo objetivo planteado para este Seminario.

Adicionalmente, es relevante enfatizar que en los experimentos colorimétricos realizados
Unicamente con el set 3 (Figura 9) se utilizé un nuevo batch de produccion de polimerasa
BstLF. Si bien esta enzima fue expresada y purificada siguiendo el mismo protocolo que
el batch anterior (Riveray col., 2020), la variabilidad intrinseca del proceso de expresion
y purificacion pudo haber llevado a que actividad especifica de la enzima BstLF
producida en cada batch sea distinta (Scott y col.,, 2012). Debido a que estos
experimentos forman parte de los primeros ensayos con enzimas locales, ain no se
cuenta con un método de cuantificaciébn de las unidades enzimaticas que presenta la
BstLF expresada en el laboratorio. Esto puede llevar a que, si bien se utiliza una misma
concentracion de enzima, existan batches con una actividad mayor a la deseada, lo que,
por ejemplo, puede llevar a la amplificacion no deseada de pequefias contaminaciones

de ADN en la reaccién LAMP.

Debido a que comercialmente las enzimas se estandarizan y venden en términos de
unidades de enzima por volumen (U/mL) (New England Biolabs), existe la propuesta en
el Laboratorio de Tecnologias Libres de generar sistemas de cuantificacion de actividad
enzimatica para reacciones moleculares sobre las cuales esto exista una
estandarizacion conocida, como ocurre con la BstLF. De esta manera, se espera pasar
de unidades de masa por unidad de volumen a una estandarizacién a unidades de

enzima por unidad de volumen.

Con un set de partidores ya validado para la deteccion isotermal del gen six5 de Fol, se

espera, en el futuro, poder evaluar este set con muestras obtenidas tanto de cultivos del
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hongo como desde ADN extraido de suelos contaminados. En este contexto, se debe
sefalar que el Laboratorio de Tecnologias Libres se encuentra en colaboracién activa
con un grupo de trabajo en Nigeria, pais donde Fol presenta una gran amenaza al
rendimiento de los cultivos de tomate y donde muchas veces la deteccién oportuna del

patdgeno es dificil (Bawa, 2016; Akaeze & Aduramigba-Modupe, 2017).

A la fecha, se esté trabajando en el envio de reactivos y partidores LAMP a Kafilat
Adedeji en Africa, con el objetivo que puedan ser validados experimentalmente con
muestras de suelo y a través de reacciones LAMP llevadas a cabo utilizando dispositivos
de bajo costo con elementos impresos en 3D, los cuales no requieren de electricidad
para llevar a cabo la reaccion (Velders y col., 2022). De validarse su efectividad, el
trabajo aqui presente podria contribuir a solucionar un problema real que afecta a varias

comunidades agricolas en el planeta.

4.3 Hacia una deteccion molecular accesible en terreno

La pandemia del COVID-19 ha puesto en evidencia la fragilidad de las redes logisticas
de produccion y suministro de herramientas de diagnéstico, agravadas por las barreras
de acceso, la dificultad de transporte de reactivos en cadena de frio y los limitados
recursos para muchos paises del hemisferio sur (Ravindran, 2020). Lo anterior pone de
manifiesto la necesidad de una vigilancia mas eficaz, econémica y ubicua de distintos
agentes patdgenos (Pardee y col., 2016; Paules y col., 2017; Velders y col, 2022)

mediante soluciones que puedan desarrollarse e implementarse de manera local.

Para esto, el desarrollo de sistemas de deteccion utilizando enzimas libres, junto con la
preparacion de buffers y reactivos caseros es vital para lograr resolver a tiempo la falta

de monitoreo de posibles enfermedades que afectan a estos lugares.
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Por otro lado, para combatir el problema de la cadena de frio, una de las estrategias mas
exitosas consiste en la liofilizacion de reacciones moleculares, una técnica de secado en
frio que permite un almacenamiento estable a mayores temperaturas sin que se pierda
la integridad o actividad de la muestra (Hammerling y col., 2021). En el presente
Seminario de Titulo, se trabajé con la aplicacion de esta técnica a reacciones LAMP
caseras que detectan el promotor 35S, dado que son reacciones robustas (Aidelberg &
Rios, n.d.), que ya han sido puestas a prueba varias veces en el Laboratorio de

Tecnologias Libres y en varios pasos practicos con estudiantes de pregrado.

En base a los resultados obtenidos, vemos que es posible preparar reacciones LAMP
caseras capaces de ser liofilizadas y ser almacenadas de manera estable hasta por dos
meses a temperatura ambiente o a 4°C (Figura 11). Estas reacciones son capaces de
detectar la presencia del promotor 35S tanto desde ADN plasmidial como desde
muestras reales de alimentos (Figura 10), lo que permite su uso local en el marco del

proyecto educativo y divulgativo GMO Detective (https://gmodetective.com).

A nuestro conocimiento, esta es la primera vez que se describe el uso de reactivos
caseros y enzimas expresadas y purificadas de manera local para la deteccion LAMP
del promotor 35S, utilizando protocolos abiertos (Matute y col., 2021) que permiten una

facil implementacion y reproduccion de estos resultados en otros laboratorios.

A la fecha, existe un numero limitado de articulos que describen el uso de la liofilizacion
en reacciones isotermales LAMP (Carter y col., 2017; Yaren y col., 2017; Aidelberg y
col., 2021; Kumar y col., 2021), y dentro de ellos, pocos detallan las condiciones de
temperatura y vacio utilizadas en sus experimentos. Si bien hay elementos comunes,

como el trabajo con enzimas libres de glicerol (o dializadas) para evitar la retencion de
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humedad en el tubo que realiza esta molécula higroscopica (Xu y col., 2020), muchas
veces no existe un consenso respecto a la temperatura de almacenamiento de las
reacciones liofilizadas o sobre qué componentes son liofilizados y cuéles son afiadidos
s6lo cuando la reaccién es rehidratada (Carter y col., 2017; Aidelberg y col., 2021;

Garcia-Bernalt Diego y col., 2021).

A partir de los resultados presentados (Figura 11), se sugiere que la mayor estabilidad a
temperatura ambiente de estas preparaciones LAMP liofilizadas se obtiene cuando el
buffer isotermal y el MgSO4forman parte de la mezcla de rehidratacion, en vez de formar
parte de la mezcla liofilizada. Cuando estos dos componentes se afiaden al master mix
liofilizado (rehidratando sélo con agua y ADN), estas preparaciones conservan su
actividad a los dos meses solo si son almacenadas a 4°C, lo que sugiere un posible
desequilibrio iénico causado por la adicion del buffer a la preparacion. Lo anterior se
debe tener en consideracion para un futuro transporte y uso en terreno de este tipo de
preparaciones. A futuro, se recomienda una futura evaluacion de la estabilidad de estas

reacciones a mayores tiempos y/o diferentes temperaturas de almacenamiento.

Si bien no fue posible durante la duracibn de este Seminario de Titulo evaluar la
liofilizacion de reacciones LAMP que detecten Fol, a partir de los resultados obtenidos
para GMO Detective se espera que también sea posible la liofilizacion de reacciones
LAMP caseras que detecten otras secuencias, como el gen six5 de Fol. Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici. Junto con cumplir el tercer objetivo especifico, el uso
conjunto de componentes caseros y liofilizados en reacciones LAMP amplia el potencial

y aplicabilidad de este tipo de herramientas moleculares en terreno.
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4.4 Ciencia abierta como una herramienta para el desarrollo sostenible

Gracias a la ciencia, la tecnologia y la innovacion (CTI) es posible encontrar soluciones
a problemas complejos que mejoren el bienestar humano y fomenten el desarrollo social
y econdmico de manera sostenible (UNESCO, 2021). Sin embargo, para ser capaces de
implementar estas soluciones y avanzar hacia el cumplimiento de los Objetivos de
Desarrollo Sostenible (ODS) propuestos por Naciones Unidas, es necesario un trabajo
colaborativo e interdisciplinario mediante practicas de ciencia abierta que no se vean

limitadas por barreras de acceso al conocimiento (Zhaohui, 2021).

La ciencia abierta se basa en principios de transparencia, reproducibilidad, participacion
y equidad (UNESCO, 2021; Zhaohui, 2021), promoviendo un trabajo cientifico riguroso
y critico de forma que los resultados puedan ser replicados por distintas personas o
comunidades, a través de colaboraciones que permitan un libre acceso, contribucion y
beneficio del conocimiento cientifico. Es una herramienta que permite expandir los
limites del conocimiento a partir de datos e ideas previamente existentes y accesibles

sin barreras de propiedad intelectual.

En un sistema de innovacion cada vez menos eficiente y productivo, el uso de
herramientas de ciencia abierta puede ser una contribucién, y no un impedimento como
se suele pensar, al desarrollo econémico de una region (Gold, 2021). Dado que la
innovacion depende del conocimiento existente, el acceso restringido o incompleto sélo
lleva a una fragmentacion del progreso cientifico y un freno a las posibles soluciones que
este pueda entregar. La creacion de nuevo conocimiento cientifico incrementa la
complejidad econémica de una region (Laverde-Rojas & Correa, 2019), promoviendo la
combinacién de estas nuevas habilidades hacia el desarrollo de nuevas tecnologias y

una diversificacion de la matriz productiva (Hidalgo & Hausmann, 2009).
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Para el Sur Global, los principios de ciencia abierta y la generacion de repositorios
distribuidos se muestran como un camino para avanzar hacia infraestructuras cientificas
y tecnoldgicas mas resilientes (Zhaohui, 2021; Marx, 2022). En base a estos desafios,
se espera que el presente trabajo contribuya al empoderamiento tecnoldgico que implica
el desarrollo e implementacién local de herramientas de diagndstico in situ (ODS 9), con

especial énfasis en su uso para alcanzar la seguridad alimentaria (ODS 2).

Esperamos que, a futuro, mas grupos de trabajo adopten modelos de trabajo
colaborativo y distribuido (ODS 17) con miras a la resoluciéon de problemas de escala
local, fortaleciendo la capacidad de respuesta de la region frente a las amenazas de

nuevas pandemias y desastres climaticos.
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CONCLUSIONES
El gen six5 es un factor de virulencia de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
(Fol), cuya especificidad y alto grado de conservacion lo presentan como una

prometedora secuencia para la deteccion molecular de este hongo.

En el presente Seminario de Titulo, se valido experimentalmente al set 3 como
un conjunto de partidores que permite la deteccion de Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici mediante reacciones LAMP preparadas con reactivos caseros, siendo

capaces de detectar un control positivo disefiado contra el gen six5 del hongo.

Preparaciones de reacciones isotermales caseras pueden ser liofilizadas y
almacenadas hasta dos meses a temperatura ambiente de manera estable sin
pérdida de actividad, lo que fue comprobado para reacciones LAMP que detectan
la presencia del promotor 35S. Lo anterior es un significativo avance hacia una

implementacién accesible en terreno de este tipo de reacciones.

Futuros estudios que evallen la deteccion especifica de Fol mediante
preparaciones LAMP caseras liofilizadas y/o reacciones que utilicen muestras
reales del hongo permitiran validar los resultados aqui descritos para un futuro

uso en terreno contra este patégeno.

Para esto, es vital continuar con el trabajo colaborativo e interdisciplinario

mediante repositorios abiertos que ayuden a resolver problemas a escala local.
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ANEXO

Tabla S1: Secuencias utilizadas para el disefio del control positivo del gen six5 de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici.
En subrayado se presentan los fragmentos comunes ambas secuencias.

Nombre

Descripcion

Secuencia

six5_conserved

Secuencia consenso obtenida a
partir del alineamiento mdltiple
de siete secuencias del gen six5
de Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici

cagcgcagacagctactatctctatctnnaccagaatcgtatacaatcaatcatgcgettcg
agtacatctctgttctagccctttgecggcgcgaggtaatcttagecctttgttatecctacac
gcctgtgtagttcgtgtgtttgctaacatggtcttagtctcgcaagggatcatcagtactgt
gcttgccagtccggttctggtgacagcattgatatagatgccaccactcagcttcagaacga
taatagtaaatcatatttgtggggtatgtatacctcatagtgattgggcaattgggcaagct
tacaattctatagctcagacctctccagcatattggtttgctgaccgtcataaacctggtce
acgattcgctggcatttatgtaagtctacagcttaggatgattaagtgcctgaactaacctt
gactagctgaaagctgcaaatggcaaaattgatggcgatacattctataatctttgcattaa
taatggaggagcagactcaacatgctttgactgctctaaatctcaccaggttagaaacgtta
tctattgtgatgcggcctagaggtatctacagett

gsix5

gBlock® con
secuencia six5_conserved
(subrayada), flanqueada en
ambos extremos por secuencias
del vector de entrada pLOR
(mayusculas) que incluyen sitios

parte de la

AAGCTCTTCATCCTACTtgtgcttgccagtccggttctggtgacagcattgatatagatgcce
accactcagcttcagaacgataatagtaaatcatatttgtggggtatgtatacctcatagtg
attgggcaattgggcaagcttacaattctatagctcagacctctccagcatattggtttgcet
gaccgtcataaaccggtccacgattcgctggcatttatgtaagtctacagcttaggatgatt
aagtgcctgaactaaccttgactagctgaaagctgcaaatggcaaaattgatggcgatacat
tctataatctttgcattaataatggaggagcagactcaacatgctttgactgctctaaatct

de corte para la enzima Sapl caccaggttagaaacgttatctattgtgatgcggcctagAGGTCGAAGAAGAGCAA

Tabla S2: Set de partidores utilizados en reacciones de PCR y/o secuenciacion

Partidor Secuencia

gsix5_Fw CTTCATCCTACTTGTGCTTGCCAGTCCGGTTCT

gsRS_Rv CTTCTTCGACCTCTAGGCCGCATCACAATAGATAA
UNS1 cattactcgcatccattctcaggectgtctegtectegtete
UNSX ggtggaagggctcggagttgtggtaatctatgtatcctgg

35S utilizado en
(https://benchling.com/prosimio/f_/yC4IxHZT-educational-resources/).

Tabla S3: Set de partidores LAMP para promotor GMO Detective

Partidor Secuencia Modificacion
35SZ-F3 AAGATGCCTCTGCCGACA
35SZ-B3 CAGCGTGTCCTCTCCAAAT
35SZ-FIP ACGTGGTTGGAACGTCTTCTTCCCAAAGATGGACCCCCA
35SZ-BIP ATCTCCACTGACGTAAGGGATGATAGAGGAAGGGTCTTGCGA FAM &
35SZ-LF TCCACGATGCTCCTCGTG
35SZ-LB ACGCACAATCCCACTATCCT
355Z-BIP-Q CAGTGGAGAT IBHQ 3
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Tabla S4: Muestras de alimentos utilizadas en GMO Detective

Alimento Detalle (Marca)
Leche Alimento Liquido de Soya Vainilla (ViviCosf)
Salsa Salsa de Soya Botella (Gourmet)
Hamb. Hamburguesa de soya (Mister Veggie)
Choclo Choclo congelado en granos (Frutos del Maipo)

CABI, 2022. Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici. In: Invasive Species
Compendium. Wallingford, UK: CAB International. https://www.cabi.org/isc

Figura S1: Distribucién geografica de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici. Mapa ilustrativo que
indica, mediante una coloracion naranja, paises o regiones en los que se ha descrito la presencia de
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici. Imagen y datos extraidos de CABI (2022).
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Exponential Amplification

Figura S2: Esquema de reacciones LAMP. Se detallan los primers F3, FIP (Flcy F2), B3, BIP (B1lcy B2)
y los pasos que llevan a la formacion de la estructura de “mancuerna” a través de una amplificacion isotermal
dependiente de una ADN polimerasa con actividad de desplazamiento de hebra. Se muestran los primers
LB y LF (LoopB y LoopF, respectivamente), que favorecen una amplificacion exponencial de la estructura
formada. Imagen extraida de New England Biolabs.

QUASR primer and
complementary quenching probe

5 dye §.&"“luyyit

3'quencher Wi T < Toen

Negative = Dark Positive = Bright

L =~ /
& <7
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Figura S3: Esquema de deteccion QUASR de reacciones LAMP. Uno de los primers loop (LF/LB) o
internos (FIP/BIP) es marcado con un fluoréforo. La reaccion también contiene una sonda corta, unida a un
quencher en su extremo 3’ y complementaria al extremo 5’ del primer marcado con el fluoréforo. Esta sonda
posee una Tm al menos 10°C bajo la temperatura de la reaccién LAMP, para permanecer disociada durante
la amplificacién. Una vez que la reaccién es enfriada a temperatura ambiente, puede existir la inhibicion de
la fluorescencia (dark quenching, resultado negativo) o la presencia de amplicones emitiendo una sefial

fluorescente (reacciones positivas). Imagen y descripcion extraidas de Ball y col (2016).
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A) six2

R . N Max
Description Scientific Name
. — Score
hd

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici isolate Fol_UDC-10 secreted in the xylem 2 (SIX2) gene, partial cds Fusarium oxysp... 1190

Fusarium oxysporum isolate Fol3 secreted in xylem 2 (SIX2) gene, partial cds

Fusarium oxysporum isolate Fol2 secreted in xylem 2 (SIX2) gene, partial cds

Fusarium oxysporum isolate Fol1 secreted in xylem 2 (SIX2) gene, partial cds

Fusarium oxysp... 1190
Fusarium oxysp... 1190

Fusarium oxysp... 1190

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici six1 gene, fot5 gene, six2 gene, shh1 gene and ORF2 (partial) Fusarium oxysp... 1190

Fusarium oxysp... 1155
Fusarium oxysp... 1155

Fusarium oxysp... 1155

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici isolate Fol59 secreted in the xylem 2 (SIX2) gene, partial cds Fusarium oxysp... 1179

Fusarium mangiferae uncharacterized protein (FMAN_09493), partial mMRNA
Fusarium fujikuroi strain Augusto2? chromosome VI

Fusarium fujikuroi IMI 58289 draft genome, chromosome FFUJ_chr06

Fusarium fujikuroi isolate UQ6540 secreted in xylem 2 (S1X2) gene, partial cds

Fusarium fujikuroi isolate UQ6530 secreted in xylem 2 (SIX2) gene,_partial cds

B) six5

O0000008Q@ARAR0D OO

Description
hd

Fusarium oxysporum f sp.lycopersici 4287 hypothetical protein mRNA

Fusarium oxysporum f sp. Iycopersici 4287 hypothetical protein mRNA

Eusarium oxysporum isolate Fol3 secreted in xylem 5 (SIX5) gene, complete cds

Eusarium oxysporum isolate Fol2 secreted in xylem 5 (SIX5) gene, complete cds

Fusarium oxysporum isolate Fol1 secreted in xylem 5 (SIX5) gene, complete cds

Fusarium oxysporum isolate SIX5MN25 secreted in xylem 5 (S1X5)_gene, partial cds

Fusarium mangi... 750

Fusarium fujikuroi 750

Fusarium fujikur... 750
Fusarium fujikur... 745

Fusarium fujikuroi 248

Fusarium fujikuroi 244

Scientific Name
v

Fusarium oxysp..
Fusarium oxysp..
Eusarium oxysp..
Fusarium oxysp..
Fusarium oxysp..
Eusarium oxysp..
Eusarium oxysp..
Fusarium oxysp..
Fusarium oxysp..
Fusarium oxysp..
Fusarium sp.

Fusarium oxysp..
Fusarium oxysp..
Fusarium oxysp..
Fusarium oxysp..
Fusarium oxysp..

Fusarium oxysp..

Total

Score

1190

190

190

1190

1190

155

155

155

179

750

750

750

745

246

244

Max

Query

Cover
v

100%
100%
100%
100%
100%
97%
97%
97%
99%
97%
97%
97%
97%
34%

34%

Total

Score  Score

-
665
665
665
255
255
255
255
255
250
250
222
172
172
172
172
172
172

-
665
665
665
674
674
674
674
674
669
667
312
308
308
308
306
308
308

E Per.
value  Ident

v hd

0.0 100.00%

0.0 100.00%

0.0 100.00%

0.0 100.00%

0.0 100.00%

0.0 100.00%

0.0 100.00%

0.0 100.00%

0.0 99.84%

00 88.34%

00 8824%

00 8824%

00 8818%
2e-60 86.61%
8e-60 86.55%

Query E Per.
Cover value Ident
v - -
100% 0.0 100.00%
100% 0.0 100.00%
100% 0.0 100.00%
100% 2e-63 99.29%
100% 2e-63 99.29%
100% 2e-63 99.29%
100% 2e-63 99.29%
100% 2e-63 99.29%
99% 1e-B61 99.28%
99% 1e-81 99.28%
57% 2e53 95.04%
63% 2e-38 88.65%
63% 2e-38 88.65%
63% 2e-38 88.65%
63% 2e-38 88.65%
63% 2e-38 88.65%
63% 2e-38 88.65%

Acc,vLen Accession

644 MN745206.1
723 MK908596 1
725  MK908595 1
722 MK906594 1
14531  AJB08703.3
699  XM_018396439.1
663  KMO047024.1
699  GQ268949 1
641 MN745205.1
699  XM_041830344.1
4218434 CP023094 1
4234805 HF679028 1
699  XM_023579823 1
223 MWO76673.1

222 MWO76676.1

Accession

708 XM_018402898 1
747 XM_018402807 1
360 FJ7678631
589 MN745210.1
573 MN745209.1
637 MKO06608 1
655 MKO0B607 1
638 MKO0B606.1
523 KM047033.1
523 GQ268952.1
655 MK906613.1
605 KP964966.1
600 KP964965.1
638 MKO06612.1
64

MK906611. 1
64

MK906610.1
6846 MK906609.1

Figura S4: BLAST de six2 y six5 de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici. Resultados principales al
realizar un analisis BLAST del gen six2 (A, GenBank accession number MN745206) o six5 (B, GenBank
accession number FJ767863).
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# Percent Identity Matrix - created by Clustal2.1l

#
1: GO268952.1 100.00 99.81 99.81 99.81 99.81 99.81 99.81
2: MK906606.1 99.81 100.00 100.00 100.00 98.25 99.83 100.00
3: MK906607.1 99.81 100.00 100.00 100.00 98.25 99.83 100.00
4: MK906608.1 99.81 100.00 100.00 100.00 98.25 99.83 100.00
5: MN745209.1 99.81 98.25 98.25 98.25 100.00 99.29 100.00
6: MN745210.1 99.81 99.83 99.83 99.83 99.29 100.00 100.00
7: KM047033.1 99.81 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00

Figura S5: Matriz de identidad entre secuencias alineadas del gen six5 de Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici. Resultado entregado por Clustal Omega al realizar el alineamiento multiple de las secuencias
del gen six5 de Fol (en formato Genbank): GQ268952, KM047033, MK906606, MN745210, MN745209,
MK906608 y MK906607. Cada fila numera una de estas secuencias, indicando hacia la derecha el
porcentaje de identidad que esta presenta con las otras secuencias (de 1 a 7, de izquierda a derecha).

pLOR_gsix5

2463 bp

Figura S6: Esquema del plasmido pLOR-gsix5. Esquema del vector pLOR-gsix5, incluyendo la presencia
de un casette de resistencia a espectinomicina con su respectivo promotor, las secuencias UNSX y UNS1,
sitios de corte para la enzima de restriccién Sapl y un fragmento del gen six5 de Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici, el cual reemplaza al gen de la B-galactosidasa originalmente presente en el vector pLOR-lacZ.
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T O T A T A T T T T T A T T T T T T T T T T T OO
CATAGTGATTGGGCAATTGGGCAAGCTTACAATTCTATAGCTCAGACCTCTCCAGCATATTGGTTTGCTGACCGTCATAAACCTGGTCCACGATTCGCTG
SIXS5 mRNA (secreted in xylem 5)

[ SIXS CDS (secreted in xylem 5) »
SIXS partial_gene gBlock 2%

template sequence pL@R_gSIXS

A

CATAGTGATTGGGCAATTGGGCAAGCTTACAATTCTATAGCTCAGACCTCTCCAGCATATTGGTTTGCTGACCGTCATAAACCTGGTCCACGATTCGCTG

aligned sequence Seq_UIF

CATAGTGATTGGGCAATTGGGCAAGCTTACAATTCTATAGCTCAGACCTCTCCAGCATATTGGTTTGCTGACCGTCATAAACCTGGTCCACGATTCGCTG

aligned sequence Seq_UXR

O T T O T T T O T T
GCATTTATGTAAGTCTACAGCTTAGGATGATTAAGTGCCTGAACTAACCTTGACTAGCTGAAAGCTGCAAATGGCAAAATTGATGGCGATACATTCTATA
58I...5

SIXS partial_gene gBlock
template sequence pLoR_gSIXS

LA A A

GCATTTATGTAAGTCTACAGCTTAGGATGATTAAGTGCCTGAACTAACCTTGACTAGCTGAAAGCTGCAAATGGCAAAATTGATGGCGATACATTCTATA

aligned sequence Seq_UIF

R

GCATTTATGTAAGTCTACAGCTTAGGATGATTAAGTGCCTGAACTAACCTTGACTAGCTGAAAGCTGCAAATGGCAAAATTGATGGCGATACATTCTATA

aligned sequence Seq_UXR

ATCTTTGCATTAATAATGGAGGAGCAGACTCAACATGCTTTGACTGCTCTAAATCTCACCAGGTTAGAAACGTTATCTATTGTGATGCGGCCTAG

[ Extra 5@ End
SIX5 partial_gene gBlock

template sequence pL@R_gSIKS

L ey

ATCTTTGCATTAATAATGGAGGAGCAGACTCAACATGCTTTGACTGCTCTAAATCTCACCAGGTTAGAAACGTTATCTATTGTGATGCGGCCTAG

A G

ATCTTTGCATTAATAATGGAGGAGCAGACTCAACATGCTTTGACTGCTCTAAATCTCACCAGGTTAGAAACGTTATCTATTGTGATGCGGCCTAG

aligned sequence Seq_UXR

Figura S7: Secuenciacién ADN de pLOR-gsix5. Parte de cromatogramas obtenidos en la secuenciacién
de una dilucién de ADN plasmidial obtenido de una colonia transformada con el vector pLOR-gsix5, utilizando
los partidores UNS1 y UNSX.
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FAM-FIP

structure Image AG (kcal.mole?) T.(°C) AH (kcal.mole™) AS (cal.K''mole™?)
1 -1.54 47.4 -22.1 -68.95
2 -15 39.5 -324 -103.64
3 -1.31 35.2 -39.7 -128.76
- -1.2 324 -49.2 -161.01
5 -1.05 38.8 -238 -76.3
6 -0.95 31 -47.3 -157.14
BIP
structure Image AG (kcal.mole?) Ta () AH (kcal.mole™) AS (cal.K'mole™)

4.13 43.6 704 22228

{
2 ‘\ 3.01 35.9 85.2 275.66
2.61 34.7 83 269.63

Figura S8: Estructuras secundarias de partidores FIP y BIP del Set Ayukawa-Q. Datos obtenidos
mediante la herramienta OligoAnalyzer.

NOT NOT 355 35S

Figura S9: Reacciones GMO Detective con reactivos y enzimas caseras. Resultados de fluorescencia
obtenidos al llevar a cabo reacciones LAMP-QUASR y observarlas en un transiluminador de luz azul. NOT
indica controles negativos sin templado y 35S reacciones con 20 mil copias del plasmido pLOR-35S. Las
reacciones se llevan a cabo en triplicado (n = 3) y cada fila corresponde a un experimento distinto.
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PZZEFFRETIZZZ). [7SIXs-F2vE

ISy I 7 ¥
AAGCTCTTCATCCTActtgtgcttgccagtccggttctggtgacagecattgatatagatgeccaccactcagettce
S B
[ pLOR B six5 partial_gene gBlock 52
T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70

agaacgataatagtaaatcatatttgtggggtatgtatacctcatagtgattgggcaattgggcaagecttacaat

Yfiizi_lziﬁﬁliﬂﬁﬂ7¢;f 74 L4

» six5 partial_gene gBlock »
T T T T T T T T
80 90 100 110 120 130 140 150

> six5 partial_gene gBlock »
| T | T | | T
160 170 180 190 200 210 220

77772
PZZZIIFFERTTIIZZ L.
7 SIS A kaRa” 7 [P ST TLBA ka7

gtaagtctacagcttaggatgattaagtgecctgaactaaccttgactagectgaaagectgcaaatggcaaaattga

3 six5 partial_gene gBlock »:
T T T T T T T T
230 240 250 260 270 280 290 300

'I

tggcgatacattctataatctttgcattaataatggaggagcagactcaacatgetttgactgectctaaatctca

ST kil TSI kv’ T SIS

> six5 partial_gene gBlock »3
T T T T T T T
310 320 330 340 350 360 370

ccaggttagaaacgttatctattgtgatgeggecctagAGGTCGAAGAAGAGCAA

77
< <Sspr
> six5 partial_gene gBlock D I | ]
T T T T T
380 390 400 410 420

Figura S10: Ubicacion de primers LAMP en gsix5. Se detallan la ubicacién de los partidores del set 1, 2,
3 y Ayukawa-Q en la secuencia gsix5 (distintos colores para cada set), la cual contiene una regién
conservada del gen six5 de Fol flanqueada por secuencias que permiten su insercion en un plasmido pLOR.
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/ DiAS 14 pias

NOT NOT 35S 35S NOT NOT 35S 35S

Figura S11: Resultados de liofilizacion de reacciones LAMP GMO Detective. Resultados de
fluorescencia obtenidos al liofilizar reacciones LAMP-QUASR, almacenarlas a temperatura ambiente por dos
semanas y posteriormente rehidratarlas con agua, ADN, buffer isotermal y MgSOa4 a los 7 o0 14 dias de su
liofilizacion. NOT indica controles negativos sin templado y 35S reacciones con 20 mil copias del plasmido
pLOR-35S. Se realizan 4 experimentos de liofilizacion (n=4), cada uno con dos réplicas técnicas. Cada fila
corresponde a un experimento de liofilizacién realizado en dias distintos.
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select all 92 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer

Query

Scienliiivc Name Taiid Max Ecore Total ECD[E _— E vavlue Per. I'r.lent Acci_en SEEEEET
v
Fusarium languescens 2502992 4157 4157 96% 0.0 100.00% 2251 MH484826 1
Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici 51372 4278 4278 99% 0.0 99.96% 2318 HMO57257.1
Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici 651372 4276 4278 99% 0.0 99.96% 2321 HM057248 1
Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici 51372 4270 4270 99% 00 99 96% 2315 HMO057246 1
Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici 51372 4224 4224 98% 00 99 96% 2290 HM057242 1
Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici 651372 4270 4270 99% 0.0 99.91% 2319 HM057273 1
FEusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici 61372 4270 4270 99% 0.0 99.91% 2319 HMO57247 1
Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici 51372 4270 4270 99% 00 9991% 2320 HM057234 1
Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici 51372 4270 4270 99% 0.0 99.91% 2318 HMO057235.1
Fusarium languescens 2502892 4148 4148 96% 0.0 99.91% 2253 MH484800.1
Fusarium languescens 2502892 4146 4146 96% 0.0 99.91% 2252 MH484801.1
Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici 51372 4274 4274 100% 0.0 99.87% 2326 HMO057269.1
Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici 51372 4266 4265 99% 0.0 99.87% 2320 HMO057240.1
Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici 61372 4266 4266 99% 0.0 99.87% 2321 HM057238.1
Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici 61372 4255 4255 99% 0.0 99.87% 2314 HM057272 1
Fusarium oxysporum 5507 4194 4194 100% 0.0 99.19% 2511 EU418430.1
Fusarium curvatum 2502985 4117 4117 100% 0.0 98.71% 2337 MW024385.1
Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici 61372 4106 4106 99% 0.0 98.66% 2314 HMO057270 1
Fusarium oxysporum f. sp. cubense 61366 4076 4076 99% 0.0 98.65% 2298 KC869390.1
Fusarium nirenbergiae 2502993 4108 4108 100% 0.0 98.62% 234 MVW024407 1
Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici 51372 4100 4100 99% 0.0 98.62% 2315 HMO57237.1
Fusarium oxysporum f. sp. lactucae 299031 4089 4089 99% 0.0 98.62% 2308 MH412710.1
Fusarium oxysporum f. sp. lactucae 299031 4089 4089 99% 00 98.62% 2309 MH412709.1
Fusarium oxysporum f. sp. lactucae 299031 4089 4089 99% 0.0 98.62% 2309 MH412708.1
Fusarium oxysporum f. sp. lactucae 299031 4089 4089 99% 0.0 98.62% 2308 MH412707 1
Fusarium oxysporum f. sp. lactucae 299031 4089 4089 99% 0.0 98.62% 2309 MH412706.1

Figura S12: BLAST de gen 28S de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici. Resultados principales al
realizar un andlisis BLAST del gen 28S (GenBank accession number HM057281), excluyendo todos los
resultados de secuencias de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici a modo de comparar la similitud de la
secuencia obtenida con la de otras sub-especies o especies de Fusarium.
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