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2012

4  JUNIO: Comienza ejecucion Proyecto «ldentificacion
molecular de huevos de curculionidos»

e NOVIEMBRE: Secuencias de ADN disponibles para N.
cervinus y N. xanthographus

e DICIEMBRE: Primeros disefios de partidores de PCR

2013

e MARZO: Sistema de PCR duplex optimizado para
discriminar entre ambas especies

e ABRIL-JULIO: Validacion de la técnica con muestras ciegas

e JULIO-DICIEMBRE: Preparacion de escrito para patente,
preparacion de escrito cientifico y transferencia de la
técnica al SAG.




2014

o e Solicitud de Patente presentada al INAPI

Economic

R ¢ Articulo aceptado para publicacion en JOURNAL OF

& ECONOMIC ENTOMOLOGY

2015

e USDA aprueba Protocolo de identificacion Molecular
basado en PCR para la identificacion de N. cervinus y N.
xantographus
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Se implementa sistema de
deteccién por PCR
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Diferencias técnicas

PCR convencional PCR en Tiempo Real
Se basa en la especificidad Adicionalmente al par de
Especificidad de un par de partidores de partidores especificos,
PCR, secuencias cortas de utiliza una sonda TagMan
ADN que reconocen una gue reconoce una region
region especifica en el ADN ubicada entre el sitio de
blanco. union de ambos partidores.
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PCR convencional

Ncl Nc2 Nc3 Ncd Nx1 Nx2 Nx3 Nx4 NL OT

Ncl Nc2 Nc3 Nc4d Nx1 Nx2 Nx3 Nx4 NL OT

Requiere ver los productos de amplificacion en
geles de agarosa, una vez finalizada la reaccién (2
hr aprox)

Requiere el uso de material adicional (cdmara de
electroforesis y tincion)

Real Time PCR

Gen 18S = 2l
FAM stk
N. cervinus ‘,.--"‘.
Multiplex
: — VIC —p .
PCR 111 / |
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TET N. xanthographus et
y
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* La aparicion de producto se monitorea en tiempo real y
la reaccién tarda 40 min (equipo Fast).

* Implementar una reaccion de tipo multiplex sélo
requiere el equipo adecuado (el SAG cuenta con ellos)
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Recoleccion de muestras

Identificacion morfologica

Obtencion de lineas puras en laboratorio
Secuenciacion de ADN de muestras
seleccionadas

Diseno de partidores de PCR especie-
especificos



1. Seleccidn de secuencias blanco
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GA-AAAATAACCTACACG TTAGACCGCTAAAAGATTATAAGCGACTACGAAAAGCTCGTAA-——————— ACGGA

N. cervinus GA-AAAATAACCTACACGTTAGACTGUTAAAAGATTATAAGUGACTACGAAAAGCTCGTAA-——————— ACGGA
GA-AAAATAACCTACACG TTAGACCGCTAAAAGATTATAAGCGACTACGAAAAGCTCGTAA-——————— ACGGA

GCATARAATAAACACG ACG TTGGATEG BTG ARAG ATTAT- - GETACTACGANAGG ACEG TAATTTATATACGGA
N. xanthographus G AANANACAAADATG ACG TTGGATEG BTG ARAG ATTAT- - GETACTATGANAGG ACEG TAATTTATATAEGGA
GATAAAKTANATATG KCG TTGGATEG TG ANAG ATTAT- - GETACTACGANAGGACEG TANTTTATATACGGA



2. Diseno de partidores de PCR y sondas especie-especificas
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Resultados



Diferencias técnicas

PCR PCR en
convencional Tiempo Real
e Dos reacciones de tipo e Una reaccion de tipo
duplex multiplex
e 4 partidores por * 6 partidoresy 3

reaccion sondas por reaccion
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1. Sensibilidad de la técnica

Se ensayaron 7 diluciones seriadas 1/10 de las secuencias blanco purificadas

2x1072 pg to 2x102 fg

Cycle

N. cervinus

AR

D
0.10 T e
¥ <l /// = /,/// ’y/'// g 7
/ /"/ 4 - >4 ,
0.08 / / PR
0.06 / y / /
//
0.04 /
0.02 - P / y /
ST g g e
0 /// - // //;/ - //
5 10 15 20 25 30 35 40
Cycle

N. xanthographus



35

30

25

20

Cq

15

10

2. Eficiencia de la técnica

Se grafico el ciclo correspondiente al Cq vs Log []
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3. Ensayo de especificidad

Muestra: Naupactus xanthographus
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Ensayo de especificidad

Muestra: Naupactus cervinus
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4. Validacion con muestras de campo y crianza

Muestra N° de muestras | N. cervinus N. xanthographus Otra especie (*)
Huevos 291 128 163 0
Larvas 135 89 38 8
Adultos 2 1 1 0
Total 428 218 202 8

(*): Aegorhinus superciliosus y Othiorhynchus sulcatus

Se observd un 100% de coincidencia entre el analisis
morfoldgico y la técnica molecular, sin falsos positivos
ni falsos negativos.



5. Transferencia de la técnica

e Se visitaron los sitios de inspeccion del SAG de
Teno y Aeropuerto, ademas del laboratorio de Lo
Aguirre.

* Se verifico en terreno los equipos existentes para
Real Time PCR vy se realizaron ensayos del kit en
cada uno de estos lugares.



6. Publicacion de resultados

El borrador del escrito se encuentra en revision para
ser enviado a la revista Journal of Applied Entomology
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