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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

e Solicitud de Patente presentada al INAPI

e 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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PCR en Tiempo Real




PCR convencional PCR en Tiempo Real

S Se basa en la especificidad Adicionalmente al par de
Especificidad p. : ] .p
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. unidon de ambos partidores.
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PrimerFor
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ACGATCACGGCAACATCTT CTTCCATAARACARAC ACGAL CTTE AT GO TC AAAGATT AT CTACTALG AAA GG AL CE TAAT TTATATAL GG ATTTTT-AAAL GCC TTCG CCTT TAG CCAATGAG TG CTT TAAATTCC TATTTTAL GATCC CAATAG TCACAL CCARATC TAG ATG-CAAAAG CGCA CTACGTCTC TATTTC G ATG ARGT

PrimerFor

TagMan Antisense



Sensibilidad PCR convencional < PCRen Tiempo Real

Rango dinamico PCR convencional < PCRen Tiempo Real

Tiempos PCR convencional >  PCR en Tiempo Real




PCR convencional

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

* Requiere el uso de material adicional (cdAmara de
electroforesis y tincion)

Gen 18S = ool
FAM -
N. cervinus /,.f"q
Multiple: : AT
fultiplex LU AL

PCR I

* 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)



Metodologia

1. Muestras biologicas

Vel i} * Recoleccion de muestras

kT
* |dentificacion morfoldgica

-ms.-:% * Obtencion de lineas puras en laboratorio

Pacific Ocean




Metodologia

2. Extraccion de ADN

BIOCEA




Metodologia

3. Seleccion de region del ADN

ADN nuclear

——— —

ADN mitocondrial
Region Population / sirain / variety Subspecies Species Genus Family Order
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Metodologia

4. Amplificacion del ADN y secuenciacion

il ITST ITS2 TNl
L
2 ~
18S 5.85 28S
N. cervinus GA-AAAATAACCTACACGTTAGACTGUTAAAAGATTATAAGUGACTACGAAAAGCTCGTAA-——————— ACGGA

GCATARAATAAACACG ACG TTGGATEG BTG ARAG ATTAT- - GETACTACGANAGG ACEG TAATTTATATACGGA
GAANANACAAATATG ACG TTGGATEG BTG ARAG ATTAT- - GETACTACGANAGGACEG TAATTTATATAEGGA

GATAAAATAAACACG AUG TTGGATEG OTG ARAG ATTAT- - GETACTATGANAGGACEG TAATTTATATACGGA

GA-AAAATAACCTACACGTTAGACCGCTAAAAGATTATAAGCGACTACGAAAAGETCGTAA-————-——— ACGGA
N. xanthographus



Metodologia

5. Diseno de partidores y sondas especie-especificos
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Resultados

1. Ensayo de especificidad

AR Naupactus xanthographus AR Naupactus cervinus
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Resultados

2. Ensayo de sensibilidad y eficiencia

Se ensayaron 7 diluciones seriadas 1/10 de las secuencias blanco purificadas, a partir de 0,02 ng

AR AR
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Cycle Cycle

N. cervinus N. xanthographus



Resultados

2. Ensayo de sensibilidad y eficiencia |

Se grafico el ciclo correspondiente al Cq vs Log []
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N. cervinus N. xanthographus
Eficiencia: > 90%

Correlacion (r2) 0,9996 y 0,9998
Rango dinamico: 160 - 160x10° moléculas blanco



Resultados

3. Validacion con ‘muestras ciegas’

Tipo de N° de N. xanthographus
muestra muestras
| Huevos 70 139
89 38

209

127
" Adutos 1 0 1
337 156 178



Resultados

4. Visitas a sitios de inspeccion SAG

* Se visitaron los sitios de Teno y Aeropuerto, ademas del
laboratorio de Lo Aguirre.

» Se verifico en terreno los equipos existentes para Real Time
PCR.

e Serealizaron ensayos del kit en cada uno de estos lugares.



Muchas gracias
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