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INTRODUCCION

Las plagas y enfermedades agricolas no soélo reducen la produccion
agricola, sino que también afectan la calidad de los cultivos, lo cual supone
grandes repercusiones sobre el sector productor. Una de las medidas para
hacer frente a las afectaciones producidas por las plagas y enfermedades
es una deteccion tempranay precisa del organismo que esta ocasionando
un dano (SIAP, 2016), aun en organismos asintomaticos o con afectaciones
leves. En México, la amplia disposicion de hospederos susceptibles a ser
infectados por diversas plagas y enfermedades, permiten prever que estas
especies pueden representar a corto plazo una importante amenaza
fitosanitaria. Por lo tanto, contar con un diagndstico preciso y oportuno
sera critico en la prevencion de la invasion de estas especies.
Actualmente en diversos cultivos de interés econémico, se tienen bajo
vigilancia 5 plagas identificadas como de alto riesgo, por parte del Servicio
Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (Senasica),
entre las que se encuentran las especies de hongos Phytophthora capsici
y Fusarium oxysporum, insectos Grapholita molesta, malezas Commelina
benghalensis y nematodos Meloidogyne Chitwoodli.

Derivado de la importancia de las plagas y enfermedades agricolas antes
mencionadas, su deteccion y/o diagndstico tiene una gran repercusion
para la implementacion de las medidas adecuadas para su manejo o
control. En los ultimos afos, los avances en la biologia molecular han
permitido desarrollar métodos de identificacion y caracterizacion de
plagas y enfermedades basados en el uso de marcadores moleculares adn
en organismos asintomaticos o con afectaciones leves.

Diversos marcadores moleculares pueden ser utilizados en la evaluacion
de presencia de la plaga durante cualquier etapa de desarrollo, son
aplicables a cualquier tipo de matriz y permiten la identificacién correcta
de la especie sin necesidad de caracteres morfotaxonédmicos (Azofeita-
Delgado, 20006).

Los métodos moleculares se han convertido en una herramienta eficiente
para confirmar la identidad de especies, en particular desde la
implementacion del uso de oligonucledtidos especificos que amplifican
una region particular del genoma del organismo blanco. Por lo anterior,
el objetivo de este estudio fue identificar molecularmente por medio de
PCR y posterior secuenciacion Sanger algunas especies de plagas
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proporcionadas por los diferentes laboratorios pertenecientes al Centro
Nacional de Referencia Fitosanitaria (CNRF) de la Direccion General de
Sanidad Vegetal (DGSV) del Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y
Calidad Agropecuaria (SENASICA).

FUNDAMENTO TEORICO

PCR (REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA)
La reaccion en cadena de |la polimerasa (PCR) es una reaccion enzimatica

in vitro que amplifica millones de veces una secuencia especifica de ADN
durante varios ciclos repetidos en los que la secuencia blanco es copiada
fielmente (Tamay De Dios, lbarra & Velasquillo, 2013). Aprovechando la
actividad de la enzima ADN polimerasa que tiene la capacidad de
sintetizar naturalmente el ADN en las células (Tamay de Dios, Ibarra &
Velasquillo, 2013).

Esta tecnologia utiliza secuencias de oligonucledtidos que inician la
sintesis de fragmentos de ADN de longitudes variables (Azofeita-Delgado,
2006). La PCR se basa en la replicacion celular en la que actuan varias
proteinas para sintetizar dos nuevas hebras de ADN a partir de otra que
funciona como molde (Serrato et al,, 2014).

Enla PCR sesimulaen untubo lo que ocurre durante la replicacion celular.
La sintesis de nuevas cadenas de ADN se lleva a cabo mezclando: el ADN
gue contiene el o los fragmentos que se van a amplificar; la polimerasa; los
iniciadores u oligonucledtidos (fragmento de ADN de 15-30 nucledtidos
que flanquean la regidén a amplificar y que aportan el extremo 3’ libre para
qgue inicie la transcripcion); desoxinucledtidos (dNTPs); cloruro de
magnesio (MgCl,) u otro cofactor necesario para que trabaje la polimerasa
y una solucion amortiguadora que mantenga el pH apropiado para que se
lleve a cabo la sintesis. Esta mezcla se somete a la repeticion de varios
ciclos a diferentes temperaturas (ciclo de PCR) (Serrato et al,, 2014).
Como paso previo a la reaccion de la PCR-RT. Las bacterias con altos
niveles de ARNTr (alto numero de ribosomas) son generalmente las mas
activas desde el punto de vista funcional (Calderdn, 2018).

EQUIPOS PARA PCR
Los equipos en donde se realiza la reaccion de PCR son llamados

termocicladores, los cuales estan disefnados para establecer un sistema
homogéneo en donde las condiciones de temperatura y tiempo
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necesarios no se modifiquen en cada uno de los ciclos. Al final de la
reaccion, para corroborar si se amplifico la secuencia blanco de interés, los
productos de la PCR o también llamados amplicones son analizados en
geles de agarosa o equipos de primera generacion para confirmar si la
reaccion fue exitosa (Tamay De Dios, lbarra & Velasquillo, 2013). Los
productos de la reaccion se separan por electroforesis en gel de agarosa
(Ongay-Larios & Codiz, 2021). En este trabajo se utilizo el equipo de primera
generacion QlAxcel el cual analiza fragmentos de ADN por medio de
electroforesis capilar sensible de alta resolucion.

Un amplicon se refiere a un conjunto de moléculas de ADN idénticas que
resulta de una PCR que da lugar a la produccién de diferentes copias de
ese fragmento. Es esencialmente un clon molecular (Claros, Saladrigas &
Gonzalez, 2004). Los productos de la PCR o amplicones estan
representados mediante bandas de un tamano especifico y se comparan
con un marcador de peso molecular conocido para determinar la
especificidad de la reaccion (Tamay De Dios, lbarra & Velasquillo, 2013).

OLIGONUCLEOTIDOS (PRIMERS O CEBADORES)
Los oligonucleodtidos también llamados primers o cebadores, tienen una

funcion especifica la cual es la deteccidn e identificacion de genes
especificos partiendo de secuencias completas disponibles en el GenBank
del NCBI (National Center for Biotechnology Information). Los
oligonucleodtidos delimitan la zona de ADN a amplificar al ser reconocidos
por la enzima y permiten iniciar la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR; replicacion in vitro). Ambos iniciadores deben tener una
temperatura de fusion (Tm) similar (Tm, por sus siglas en inglés Melting
Temperature), la Tm de una secuencia de DNA se refiere a la temperatura
a la cual 50% de las copias de esa secuencia presentes en una reaccion se
encuentra en forma monocatenaria y 50% en forma bicatenaria, que
interactUan con su secuencia complementaria (Cuevas et al., 2016).

Si existe complementariedad en el extremo 3’ se induce a que ambos
iniciadores se traslapen en dicho extremo y sirvan de templadosy a su vez
de iniciadores para que la polimerasa los extienda generando asi
pequenos amplicones referidos como dimeros de primers, es decir, de
productos inespecificos, reduciendo la cantidad de oligonucledtidos
disponibles en la reaccién, provocando un menor rendimiento del
amplicon de interés (Bolivar, Rojas & Lugo, 2013). Los dimeros de
primers se generan cuando hay complementariedad de bases en el
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extremo 3', ya que ambos cebadores se traslapan y sirven de molde en la
misma reaccion de PCR (Martinez, 2018).

GEN18S
El gen ribosomal 18S es un componente de la subunidad pequena de los

ribosomas de organismos eucariontes, es la region del genoma de los
Glomeromycota (hongos formadores de micorrizas arbusculares) mas
secuenciada para estudios de filogenia y para la caracterizacion de
especies. El gen que codifica para el 18S rRNA permite la exploracion de
la diversidad de organismos eucariontes, tales como hongos, levaduras y
algas, presentes en una muestra sin importar su origen, la que puede ser
ambiental o provenir desde otro organismo  (interaccion
huésped/patégeno) (Gomez, Martinez & Carredn, 2012).

SECUENCIACION SANGER (METODO SANGER O DE TERMINACION DE LA
CADENA)
La secuenciacion de ADN permite determinar el orden de los nucleotidos

(A, G, C, T) de una molécula de ADN, esto es importante, ya que este orden
es el que determina la informacion genética para el funcionamiento de los
organismos. El principio de este método de sintesis enzimatica es la
incorporacion selectiva de dideoxinucledtidos trifosfato (ddNTPs), estos
nucleodtidos carecen del OH en el extremo 3, por lo que si se incorporan
durante la sintesis se impide la incorporacion de un nuevo nucleétido y se
termina la elongacién de la cadena, de esta forma se generan fragmentos
de distintos tamanos que terminan en todos los nucledtidos de la
molécula de ADN, los cuales son separados por electroforesis para
determinar la secuencia a partir del ddNTP incorporado y el tamano de los
fragmentos. Este método es Uutil para la secuenciacion de genes o
fragmentos individuales de ADN y en proyectos de secuenciacion a baja
escala que involucran un numero reducido de fragmentos. (Ongay-Larios
& Cddiz, 2021).

PLAGAS DE INTERES ESTUDIADAS EN ESTE SERVICIO SOCIAL.
HONGOS

e Phytophthora capsici Leonian (Tizon o marchitez del pimiento).

Se considera uno de los patdégenos de mayor interés cientifico debido a su
rapida dispersion, adaptacion hacia nuevos hospedantes y ambientes, lo
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cual podria representar una amenaza para la seguridad alimentaria a nivel
mundial. Es el principal fitopatégeno del cultivo de chile (Capsicum
annuum) y de diversas plantas de interés comercial en México. (Reyes et
al., 2021).

e Fusarium oxysporum (Pudricion radical).

Cuenta con el mayor numero de hospedantes, los sintomas iniciales de
plantas afectadas muestran en las hojas coloraciones amarillentas, que se
van tornando necrdticas, especialmente en la punta, hasta alcanzar toda
la hoja para, por ultimo, marchitarse (Gonzalez et al., 2020).

INSECTOS

e Grapholita molesta (Palomilla oriental de la fruta).

Con base en la Norma Internacional para Medidas Fitosanitarias (NIMF)
No. 8 “Determinacion de la situacion de una plaga en un area”, Grapholita
molesta es una plaga cuarentenaria presente solo en el estado de Baja
California y sujeta a control oficial, es considerada una de las plagas mas
destructivas y de importancia econédmica en frutales de hueso a nivel
mundial. Dentro de sus principales hospedantes se encuentran especies
de la familia Rosaceae como durazno, nectarina, albaricoque, ciruela, pera
y manzana. G. molesta perfora los brotes y frutos, causa marchitez en hojas
y provoca la muerte progresiva de tallos y brotes (SENASICA, 2017).

MALEZAS

e Commelina benghalensis Leonian (Hierba de pollo).

Esta especie es considerada una de las malezas mas agresivas en diversas
partes del mundo. Su control agronémico es dificultoso y causa pérdidas
econdmicas importantes en diversos cultivos de al menos tres
continentes. Es nativa de Africa y Asia tropical, aunque ha sido introducida
en casi todo el mundo (Vallecillo, 2018).

NEMATODOS

e Meloidogyne chitwoodi (hematodo agallador de la papa)

Es una especie cridfila, lo que significa que puede sobrevivir con
temperaturas del suelo por debajo de 0° C y los huevos eclosionan a
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temperaturas <10°C. La duracion de su ciclo de vida esta altamente
influenciada por la temperatura. Provocan lesiones necroticas, es la causa
del enanismo, tendencia a la sequia o muerte de la planta afectada.
Ademas, la presencia del nematodo provoca la formacién de agallas en la
raiz. Dentro de sus principales hospedantes se encuentran la alfalfa, papa,
tomate y zanahoria (SAG, 2004).

JUSTIFICACION

Actualmente se ha reportado un numero significativo de técnicas
moleculares para la deteccion e identificacion de microorganismos y otros
organismos patdégenos en plantas, siendo la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) la técnica mas utilizada, mientras que la secuenciacion
de primera generacion se perfila como una técnica de gran aplicabilidad.
LLos métodos moleculares no constituyen protocolos estandarizados
Utiles para la amplificacion de cualquier gen, lo que dificulta su utilizacion
en algunos casos. Por esta razon se debe trabajar arduamente para
superar tales limitaciones (Palomino & Gonzalez, 2014).

Actualmente, para diversos cultivos de interés econdmico, en la Senasica
se tiene bajo vigilancia 5 plagas identificadas como de alto riesgo, entre las
gue se encuentran especies de hongos como Phytophthora capsici y
Fusarium oxysporum, insectos Grapholita molesta, malezas Commelina
benghalensis y nemdtodos Meloidogyne Chitwood..

De las especies de plagas mencionadas, la correcta identificacion de éstas
juega un papel preponderante para la toma de decisiones en cuanto a su
al manejo de estos. Por tanto, es importante hacer uso de los avances en
la biologia molecular en relacion con meétodos de identificacion vy
caracterizacion de plagas y enfermedades basados en el uso de
marcadores moleculares como son el gen 18S, el cual fue utilizado como
marcador molecular en el curso de este servicio social.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Estandarizar la reaccion de PCR punto final utilizando dos juegos de

oligonucleodtidos especificos para el gen 18S ribosomal, con la finalidad de
identificar a las especies proporcionadas por los diferentes laboratorios del
Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria (CNRF).
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OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Evaluarla calidad y concentracion de muestras de DNA para analisis

via PCR.

e Estandarizar las condiciones 6ptimas para la amplificacion de dos
fragmentos del gen 18S de las especies Phytophthora capsici y
Fusarium oxysporum, insectos Grapholita molesta, malezas
Commelina benghalensis y nematodos Meloidogyne chitwoodi.

e Confirmar via secuenciacion Sanger la identidad de los amplicones
obtenidos.

MATERIALES Y METODOS

LOCALIZACION
El presente trabajo se realizé en el laboratorio de Biologia Molecular del

Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria (CNRF) de la Direccion
General de Sanidad Vegetal (DGSV) del Servicio Nacional de Sanidad,
Inocuidad y Calidad Agropecuaria (SENASICA).

MATERIAL GENETICO
Se utilizaron 5 muestras de ADN (Imagen 1) purificadas de las siguientes

especies: Phytophthora capsici Leonian, Fusarium oxysporum, Grapholita
molesta, Commelina benghalensis y Meloidogyne Chitwood,
proporcionadas por los laboratorios del CNRF.

Con el fin de verificar la calidad en absorcién A260/280 y concentracion de
cada muestra de ADN, se cuantificaron mediante un espectrofotémetro
Nanodrop 2000c. (Imagen 2).

Imagen 2. Verificacion de calidad en absorciéon
ADN y 1 tubo de H20. i%),{l280 y concentraciéon en pyg/uL de muestras de

Imagen 1. Cinco muestras de
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OLIGONUCLEOTIDOS

Se disefnaron los primers UF1-UR1y UF2-UR2, ambos localizados en el gen
nuclear 18S.

Tabla 2. Informacién sobre los 2 juegos de primers utilizados

Primer Secuencia 5'-3’ Tamano Tm (C°) | Amplicén
UF1 CCAGCAGCCGCGCGGTAATTCC 20nt 67.5 441
UR1 GAGTCAAATTAAGCCGCAGGC 26nt 68.8

TCCAC
UF2 GACGGAACGGCACCAC lent 61.8 148
UR2 CTAAGCAACGGCCATGCAC 18nt 61.3

En esta tabla se presenta el nombre de los primers, sus secuencias en direccion
5'-3', tamano de los oligonucledtidos, Tm y amplicon esperado.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La reaccion de PCR se realizé en un volumen final de 25ulL, para cada
muestra de DNA se hizo una master mix (Imagenes 3y 4) la cual se dividio
en 7 repeticiones, dando un total de 35 repeticiones de las 5 muestras de
DNA. Cabe resaltar que la master mix fue la misma tanto para los primers
UF1-UR2y los primers UF2 - UR2.

Las mezclas de reaccion para la PCR incluyeron los siguientes
componentes:
Tabla 3. Mezclas de reaccion para PCR.
REACTIVO [INICIAL] VOLUMEN 1XuL [FINAL 7X]
H.O --- 16.25 N3.75
Buffer 10X 25 17.5
MgCl, 50 mM 1.25 8.75
dNTP 10 mM 0.5 35
F 10 uM 1 7
R 10 uM 1 7
Taq Pol 5 U/ul 0.5 35
DNA 30-100 ng/uL 2 14
Volumen final - 25 175
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Imagenes 3y 4. Preparacion de master mix.

PCR

Se llevo a cabo una estandarizacion de los dos juegos de primers mediante
la utilizacion de gradientes de temperatura (Imagenes 5y 7). Se empled
un termociclador BIO-RAD TIO0O0TM Thermal Cycler (Imagen 6).

Las condiciones de ciclaje (Imagen 8) fueron las siguientes:
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TEMPERATURA FASE PCR TIEMPO CICLOS
(T°)
94°C Desnaturalizaci 3 minutos 1
on

94°C Alineamiento 1 minuto

GCradientes de 54°C, 56°C, 58°C, 30

temperatura 60°C, 62°Cy 30 segundos

54°C - 64°C 64°C

72°C Extension 30 segundos
72°C 5 minutos 1
4°C Conservacion 5 minutos

Imagen 5. Configuracion de los || |magen 6. Termociclador BIO-RAD TI000TM
gradientes de temperatura para Thermal Cycler

PCR.
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Imagen 7. Configuracién en el termociclador Imagen 8. Configuracioén del ciclaje
de los gradientes de temperatura. en el termociclador para PCR.

PRIMERS UFT - URI

La colocacion de las muestras dentro de los pozos del termociclador
(Imagen 9) fueron las siguientes indicando la temperatura en la cual se
colocaron cada uno de los tubos de muestra, para esta corrida de PCR el
termociclador se tardd 3:36:00 horas (Imagen 10).

CODIGO TEMPERATURAS DEL TERMOCICLADOR
ESPECIE PARA

PCR 54°C 56°C 58°C 60°C 62°C 64°C
Phytophthor PC 1PC 2PC 3PC 4CP | 5PC ePC
a capsici
Leonian
Fusarium FO 1FO 2FO 3FO 4FO | 5FO 6FO
Oxysporum
Grapholita GM 1GR 2GR 3GR | 4GR |5CGR | 6GR
molesta
Commelina CB 1CB 2CB 3CB | 4CB ' 5CB | 6©6CB
benghalensis
Meloidogyne MC ™MC 2MC  3MC | 4MC 5MC oeMC
Chitwoodi
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Imagen 9. Colocacién de las muestras dentro de los Imagen 10. Duracién de la corrida
pozos del termociclador de PCR el termociclador

PRIMERS UF2 - UR2

La colocacion de las muestras dentro de los pozos del termociclador
fueron los siguientes, a cada uno se le otorgd un cdédigo indicando la
temperatura en la cual se colocaron cada uno de los tubos de muestra.

CODIG TEMPERATURAS DEL TERMOCICLADOR
ESPECIE O PARA
PCR 54°C 56°C 58°C 60°C 62°C 64°C

Phytophthor PC 21IPC | 22PC  23PC | 24CP  25PC  26PC
a capsici
Leonian
Fusarium FO 2IFO | 22FO | 23FO | 24FO | 25FO | 26FO
Oxysporum
Grapholita GM 2IGR = 22GR @ 3GR | 24GR # 25GR | 26GR
molesta
Commelina CB 21ICB = 22CB 23CB | 24CB  25CB @ 26CB
benghalensis
Meloidogyne MC 2IMC | 22MC  23MC | 24MC | 25MC  26MC
Chitwoodi
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Se utilizo el equipo de primera generacion QlAxcel el cual analiza
fragmentos de ADN por medio de electroforesis capilar sensible de alta
resolucion.

RESULTADOS

MUESTRAS DE DNA
Con el fin de verificar la calidad en absorcién A260/280 y concentracion en

ng/uL de cada muestra de DNA, se analizaron mediante un
espectrofotdmetro NanoDrop 2000c dando los siguientes resultados:
Tabla 1. Resultados calidad y cantidad de la espectrofotometria

Nombre cientifico ADN ng/pL Az60/280
*Phytophthora capsici Leonian 1173.8 1.99
*Fusarium Oxysporum 360.4 1.93
*Grapholita molesta 338.8 2.09
*Commelina benghalensis 925 1.59
Meloidogyne Chitwoodi 7.3 2.21

*Para las especies que tuvieron un resultado en la concentracion mayor a
50 ng/uL se realizdé una dilucion para que la concentracion fuera de 20
ng/uL.

La dilucion y los resultados calidad y absorbancia se muestran en la
siguiente tabla.
Tabla 2. Resultados de calidad y absorbancia

RESULTADOS
ESPECIE DILUCION 20 NANODROP
ng/pL ADN ng/UL  Aszcorso
*Phytophthora capsici 1.28 yL MUESTRA + 25.2 1.85
Leonian 48.72 uL H>O
. :
Fusarium Oxysporum 4.2 uL MUESTRA + 273 186
458 pL HO
*Grapholita molesta 1.78 pL MUESTRA + 206 19
18.22 pyL H>O ' '
. :
Comme//nq 6.5 uL MUESTRA + 255 161
benghalensis 13.5 L H20
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RESULTADOS DE PCR EN QIAXCEL

Una vez que se sacaron las muestras
del termociclador, los tubos se
colocaron en los pozos del QiAxel
(lImagen 11) en el primer pozo
superior de lado izquierdo se coloco
un alineador universal,
posteriormente se colocaron las
muestras de la menor temperatura
(54°C) a la mayor (64°C), se
colocaron los 30 tubos
pertenecientes a las 5 muestras de
ADN.

Los resultados se clasificaron con el
simbolo -, si tiene un solo guion (-) el
amplicon no fue el esperado, si tiene
dos (--) es un resultado intermedio,
pero si se logréo amplificar lo
esperado se le otorgan 3 guiones (--
-) de las cuales solo una sera la
muestra que se envid a secuenciar.

PRIMERS UFT - URI

Imagenll. Muestras de ADN en equipo
QiAxel.

TEMPERATURAS DEL TERMOCICLADOR

ESPECIE 54°C 56°C 58°C 60°C 62°C 64°C
Phytophthora 637(-) | 643(--) @ ©629(--) | ©627(---) | 630(---) @ ©631(---)
capsici Leonian
Fusarium 641(--)  638(---)  0634(---)  626(---) 592(---) ©25(---)
Oxysporum
Grapholita molesta | 641(---)  636(---) @ ©633(---) | 634(---) # 634(---) 636(---)
Commelina 773(--) | 766(--) | 764(--) = 750(--) | 779(--) | 739(--)
benghalensis
Meloidogyne 598(---) | 601(---) | 598(---) | 595(---) | 569(---) | 589(---)
Chitwoodi
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PRIMERS UF2 - UR2
TEMPERATURAS DEL TERMOCICLADOR

ESPECIE 54°C 56°C 58°C 60°C 62°C 64°C
Phytophthora 145(--) | 144(--) | 143(-) | 142(-) | 142(-) | 144(--)
capsici Leonian
Fusarium 144(--) | 144(--) | 144(--) | 144(--)  145(--) @ 145(--)
Oxysporum
Grapholita molesta | 144(---) | 144(---) | 143(---) | 144(---) | 144(---)  145(---)
Commelina 141(---) | 140(----) = 140(----) 140(----)  139(----)  139(-)
benghalensis
Meloidogyne 145(--) 144(--) 142(--) 142(--) 144(--) 144(--)
Chitwoodi

Como se puede observar en ambas tablas, todas las muestras lograron
amplificar, lo cual significa que tanto los primers como su estandarizacion
fue satisfactoria.

De acuerdo con los resultados obtenidos que corresponden al juego de
primers UFI-URT las muestras que se seleccionaron para enviar a
secuenciar son las siguientes indicando cual es la temperatura de fusion
(Tm) y su resultado en el QiAxcel.

°C DEL RESULTADO

ESPECIE TERMO. (---)
Phytophthora capsici Leonian 60°C 142(--)
Fusarium Oxysporum 56°c 638(---)
Grapholita molesta 56°C 636(---)
Commelina benghalensis 56°c 766(---)
Meloidogyne Chitwoodi 56°C 601 (---)

MUESTRA QUE SE LE REALIZO SECUENCIACION SANGER
Primers UF1 - URI1

°C DEL RESULTADO
ESPECIE TERMO. (---)
Meloidogyne Chitwoodi 56°C 601(---)
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Se selecciond la muestra numero 2 de la especie de Meloidogyne
chitwoodi, la cual corresponde a la temperatura de 56°C en el
termociclador dando un resultado en el QiAxcel de amplificacion de 601
pb dando el resultado esperado por lo cual se envid a secuenciar.

Por cuestion de tiempo unicamente se secuencid una sola muestra. Se
utilizd el método de Sanger en el laboratorio de Secuenciacion y
bioinformatica del CNRF.

RESULTADOS DE SECUENCIACION
El resultado de la secuenciacion fue analizada con el programa

ChromasPro y para determinar su identidad a nivel de especie se utilizd
el programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), del NCBI
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

IMAGEN DE LA SECUENCIA DENTRO DE NCBI

= An official website of the United States goverment Hera's how you know

m National Library of Medicine togin

National Center for Biotechnology Information

BLAST ® » blastn suite » results for RID-ZWDTF299016 Home Recent Results Saved Strategies Help
< Edit Search Save Search Search Summary v © How to read this report? &8 BLAST Help Videos *DBack to Traditional Results Page

Job Title au Filter Results

RID ZWDTF299016 Search expires on 03-02 00:17 an Download All v .

Program BLASTN @ Citation v Organism only top 20 will appear [ exclude

tiices P P PR Type common name, binomial, taxid or group name [

<+ Add organism

Query ID Icl|Query_3499

Description 4U Percent i E value Query Coverage

Molecule type dna to ‘ | to | [ [ to ‘ ‘

Query Length 144

Other reports  Distance tree of et MSA viswsr © [E==
Graphic Summary  Algnments  Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ~ Select columns ~ Show | 100 v e
select all 700 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
Max Total Qux | 2 Per. Acc.

Dascdption Scsntific Neme. | & ore | Score st value ident Len Accession
isolate New Mexico small subunit ribosomai RNA gene. partial Meloidogyne aeg... 254 254 99% 4e-63 98.60% 1711 MNO37410.1
a isolate 20181030MGM small subunit RNA gene. partial Meloidogyne gra. 254 254 Q9% 4e-63 O8.60% 785 MN447238 1
Meloidogyne oryzae genomic DNA containing NTS1-5S-NTS2-18S-ITS1.5 8S.ITS2.26S, complete ribosomal DN... Meloidogyne ory... 254 254 09% 4e-63 98.60% 7734 LS074441.1
Meloidogyne oryzae genomic DNA containing NTS1-5S-NTS2-18S-11S51-5.8S-1TS2-26S. complete ribosomal DN Meloidogyne ory... 254 254 99% 4e-63 98.60% 7733 LS974440.1
oryzae genomic DNA c ing NTS1-5S-NTS2-18S-ITS1-5.8S-ITS2-26S, complets DN on 254 254 99% 4e-63 98.60% 7401 LS9744391
graminicola genomic DNA_ Complete unit, Type I region Moloidogyne gra... 254 254 99% 40-63 98.60% 7515 LS074433.1
a genomic DNA Complete unit, Type | region Meloidogyne gra... 254 254 99% 4e-63 98.60% 7735 LS974432.1
Meloidogyne graminicola strain MG-1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence Meloidogyne gra 254 254 99% 4e-63 98.60% 1693 MG273438 1
a isolate MEL 1235 small subunit RNA gene, partial Melcidogyne gra... 254 254 99% 4e-63 98.60% 1605 MK301102.1
Meloidogyne graminicota isclate MEL 1090 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence Melcidogyne gra... 254 254 99% 4e-63 98.60% 1639 MK301101.1
graminicola isolate MEL 1088 small subunit RNA gene. partial uence Melidogyne gra... 254 254 99% 4e-63 98.60% 1611 MK301100.1
minor isolate NNCNZ3210-3237 18S ribosomal RNA gene, partial sequencs Meloidogyne minor 254 254 99% 4e-63 98.60% 1531 KX671111.1
Meloidogyne chitwoodi voucher 15-7996 18S ribosomal RNA gene, partial sequence Meloidogyne chit... 254 254 09% 4e-63 98.60% 2274 KP901059.1

KP901048.1
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National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

BLAST @ » blastn suite » results for RID-ZZDHBX7C013 Home RecentResults Saved Strategies Help

Save Search Search Summary v @ How o read this report? @ BLAST Help Videos DBack to Traditional Results Page

Job Title gb|EU669935.1| Filter Results

RID ZZDHBX7C013 Search expires on 03-03 03:37 am Download All v -

Program BLASTN @[ Cizion v Organism only top 20 will appear [ | exclude

Database 0t See details v ‘ Type common name, binomial, taxid or group name ‘
+ Add organism

Query ID EUG69935.1

Description Meloidogyne fallax strain MeloFal11 small subunit riboson Percent Identity E value Query Coverage

Molecule type nucleic acid ‘ ‘ to ‘ ‘ ‘ ‘ to ‘ ‘ ‘ ‘ to ‘ ‘

Query Length 1689

Other reports  Distance tree of results MSA viewer @ m
Descriptions Graphic Summary Alignments Taxonomy

Alignment view | Pairwise v | ] cDs feature @ Download

DETERMINACION DE IDENTIDAD A NIVEL ESPECIE MEDIANTE BLAST

C @ blastnchinim.nih.gov/Blast.cgi#alinHdr_2437461973 G W e T ® L

=

X Download v GenBank Graphics ¥ Next & Previous <4Descriptions

Meloidogyne chitwoodi isolate E7149-1 188 small subunit ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer 1, 5.88 ribosomal RNA
gene, internal transcribed spacer 2, and 28S large subunit ribosomal RNA gene, complete sequence
Sequence ID: ON496983.1 Length: 7662 Number of Matches: 1

Range 1: 1491 to 3182 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
3105 bits(1681) 0.0 1689/1692(99%) 3/1692(0%) Plus/Plus

Query 1 ATGTACCAGTTTAATCGATTTATCGAGAAACCGCGAACGGCTCATTACAATGGCCATGAT 68

FLLLELPEER et e e e L
Sbjct 1491 ATGTACCAGTTTAATCGATTTATCGAGAAACCGCGAACGGCTCATTACAATGGCCATGAT 1550

El resultado mediante secuenciacion corrobora que el juego de oligonucledtidos
UF1 - URI disenados especificamente para amplificar por medio de PCR fueron
exitosos para detectar a la especie M. chitwoodl, ya que, en el BLAST, la secuencia
mMas parecida correspondio a la misma especie. Este trabajo permitira sentar las
bases para continuar realizando analisis de secuenciacion con las demas
muestras para saber si los oligonucledtidos también amplifican la region
esperada y si permiten delimitar cada especie de manera precisa.
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METAS
Dentro de las metas esperadas como alumna de la licenciatura en

Agronomia fueron adentrarme al trabajo de laboratorio haciendo énfasis
en extracciones de ADN, en mejorar la técnica de PCR que traemos por
parte de la UAM, asi como la manera de buscar informaciéon para poder
Ccrear un proyecto de investigacion con una buena busqueda de
informacion, estas metas fueron cumplidas durante la realizacion de este
servicio social.

RECOMENDACION PERSONAL
Una recomendacion en lo personal seria poder ensenarle a los alumnos

gue el mundo de la agronomia no solamente se basa en trabajo de campo,
sino que también existe el trabajo de laboratorio y que nuestra licenciatura
nos abre las puertas al mundo de la ciencia, de igual manera el ensenarle
a los alumnos a utilizar un programa para citar los documentos como por
ejemplo el programa Mendeley el cual es muy utilizado por los
investigadores en el CNRF lo cual facilita citar de una manera correcta sus
investigaciones, reportes e incluso sus articulos de investigacion que seran
prontos a publicar.

18 | 24



CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES
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Visita a los laboratorios del CNRF

Recaudacion de extracciones de DNA en los
distintos laboratorios del CNRF

Invitaciéon: 1° Simposio Latinoamericano de
PCR digital

Recepcioén de los juegos de oligonucledtidos
para la identificacion por PCR
Experimentacion con muestras de DNA y
juego de primers 1

Analisis de resultados de PCR con QiAxcel
Curso: Analisis transcripcional de genes
mediante métodos de biologia molecular

Invitacién: Congreso de secuenciacion para
el diagnostico de Fot R4T

Experimentacion con muestras de DNA vy
juego de primers 2

Analisis de resultados de PCR con QiAxcel
Escritura y revision del reporte de servicio
social
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ANEXO DE EVIDENCIAS

o
&

Foto 2. Uso de balanza analitica para
pesar insectos.

L | -

Foto 3. Muestras de barrenador de las Foto 4. Muestras de barrenador de las
ramas del aguacate (Copturus ramas del aguacate (Copturus
aguacatae) en estado larvario y aguacatae) en estado larvario.
adulto.
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Foto 5. Centrifuga para meter
muestras a un cierto nimero de rom.

Foto 6. Experimentacién con primers
1 (reverse y forward).

Foto 7. Experimentacién con primers
1 (reverse y forward).

Foto 8. Centrifuga, su principal funcién es
bajar cualquier gota de muestra que haya
guedado en la pared del tubo, de igual
manera sirve para quitar las pequenas
burbujas que tiene la muestra.
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Tecnolo
para el dia

@O REDMI NOTE 98
QO Al QUAD CAMERA 2022/10/14 09:20

Foto 9. Primer dia del curso “Tecnologias de secuenciacion para el diagnodstico de Foc
R4T, en el simposio el Dr. Victor Torres dando la bienvenida a 8 paises que fueron de
visita al Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria.

@O REDMI NOTE 98 , *
QO Al QUAD CAMERA ) / 2022/10/10 09:41

Foto 10. Presentacion de los diferentes laboratorios del Centro Nacional de Referencia
Fitosanitaria, tanto los jefes de laboratorio como los técnicos.
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