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Situacion en el afio 2012

Naupactus cervinus -> Plaga cuarentenaria para Corea

Naupactus xanthographus -> Plaga cuarentenaria para
USA y Japon

Problema

~ 70% de rechazos USDA por presencia
de huevos de curculidnidos que no
podian ser identificados

Se inicia Proyecto para
Identificacion Molecular de
Curculiéonidos




Resultados del Proyecto

A: Reaccion para detectar N. cervinus
B: Reaccion para detectar N. xhantographus

A Ncl Nc2 Nc3 Ncd Nx1I Nx2 Nx3 Nx4 NL OT

Sistema de PCR duplex especie-especifico
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* Se pueden identificar ambas especies de forma especifica
* Lareaccion incluye un control interno para chequear la calidad
del DNA y del PCR
B * No hay reaccidn cruzada entre las 2 especies
N N R R ) * No hay reaccidn cruzada con otras especies relacionadas (N.
laucoloma y Othiorhynchus sp.)
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Validacion de la técnica de PCR duplex convencional
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Specie Locality Host Samples

N. cervinus Calera de Tango Rosa sp. 1
N. cervinus La Cruz Rosa sp. 5
N. cervinus La Cruz Ligustrum sinense 74

N. cervinus La Cruz Rosa sp.

N. xanthographus Calera de Tango Rosa sp.
N. xanthographus La Cruz Rosa sp. 2
N. xanthographus La Cruz Vitis sp. 11
N. xanthographus La Cruz Ligustrum sinense 1
N. xanthographus Melipilla Citrus sinensis 7
Othiorhynchus sp Calera de Tango Rosa sp. 1
N. leucoloma Calera de Tango Rosa sp. 1

* Se analizaron 113 “muestras ciegas”’

* Resultado: 100% de efectividad



| 2012

2 ¢ 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 articulo cientifico y transferencia de la
técnica al SAG.




urnal of
Economic
Entomology

=
- ~

Instituto Nacional
de Propiedad
Industrial

INAPI - Chile

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. xanthographus

e Articulo es publicado en JOURNAL OF ECONOMIC
ENTOMOLOGY

2019

e El INAPI concede la patente de diagndstico molecular
de Naupactus spp.
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Impacto del Proyecto

Rechazos USDA por presencia de huevos

2013-2014

2014-2015

L)

Se implementa sistema de
deteccion por PCR en el SAG

2015-2016



Especificidad

éQué
podemos
mejorar?

Sensibilidad

2015

Se inicia proyecto: Desarrollo, validacion
e implementacion de un Kit para la

identificacion de especies del género
Naupactus, mediante herramientas
moleculares (PCR en tiempo real)




Diferencias técnicas con PCR duplex
convencional

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

reaccion



Mejoras obtenidas con el PCR en
Tiempo Real

* Determinacion de la especie en una sola reaccion

* Aumento en la especificidad y sensibilidad de
deteccion

e Disminucion significativa en los tiempos de
procesamiento de muestras

Sistema aprobado por USDA para su utilizacion



