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)y Cultivo de gran importancia economica
/Virus y bacterias producen grandes pérdidas

~ Programas de seleccion sanitaria de la patata
de siembra

/Anélisis de tubérculos mediante técnicas
ELISA

Objetivo: metodo de deteccion basado en
chips de DNA
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Chips electronicos

* Procedimientos electronicos

Deposicion de la sonda
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Sistema robotizado de Nanogen

Robot de fabricacion e
hibridacion de chips

Robot de lectura de chips Ordenador y software de control
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El Chip de Nanogen
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are connected to a computer
controller once the NanoChip™
is inserted into the NanoChip™
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The micrachip is similar to that

used in many computers and enables
extremely precdse control of each
individual test site.




El Chip de Nanogen -
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Ventajas del sistema

Control de las condiciones de
hibridacion simultaneo a la deteccion

— Temperatura
— Restriccion ionica
— Restriccion eléctrica

La restriccion eléctrica permite aplicar
condiciones diferentes a cada punto

Posibilidad de detectar diferencias de
un solo nucleoétido



Meétodos de ensayo ‘i

Oligos biotinilados

s b o kb

Deposicion de la Hibridacion de Hibridacion de
sonda de captura la muestra un oligo
biotinilada desnaturalizada fluorescente

Amplicones biotinilados

—> —
Deposicion de un Hibridacién de
producto de PCR

un oligo
biotinilado

fluorescente




Deteccion de patogenos V14

Virus
PVY

PVX
PLRV

Bacterias

Ralstonia solanacearum

Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum

Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum

Pectobacterium chrysanthemi



Deteccion de virus

Extracto | RNA = RT-PCR . Nanochip
vegetal multiplex
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Sonda fluorescente

Fragmento de PCR amplificado con
cebadores especificos del virus

Sonda de captura biotinilada




Deteccion de virus -
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Deteccion de virus

Pruebas de especificidad
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Caracterizacion de PVY

Extracto _, RNA = RT-PCR = Nanochip
vegetal
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Sonda fluorescente
Producto de PCR biotinilado
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Caracterizacion de PVY
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Deteccion de bacterias

Extracto . DNA = PCR = Nanochip
vegetal

"W
Sonda fluorescente
Producto de PCR biotinilado

rDNA 16S
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Deteccion de bacterias
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Ralstonia solanacearum Pectobacterium carotovorum Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum y atrosepticum subsp. carotovorum
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Deteccion de bacterias
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Conclusiones >

Se ha disenado un Nanochip capaz de detectar
simultaneamente los virus PVY, PVXy PLRV. El
analisis del chip se lleva a cabo en un unico ensayo
en multiplex para los tres virus. Ademas el sistema de

Nanogen permite diferenciar entre las razas de PVY,
PVY?y PVYNNTN

Se ha disenado un Nanochip capaz de detectar
simultaneamente las bacterias Ralstonia
solanacearum, Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum y atrosepticum, Pectobacterium
chrysanthemiy Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus.

Esta tecnologia ofrece una alternativa interesante
para el diagnostico molecular de patégenos de patata,

si se consigue simplificar el ensayo y abaratar el
coste.
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