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Introduccion

M |dentificacion de Pseudocdccidos a nivel de especie es necesario para evitar rechazos.

M Estados inmaduros son identificados molecularmente mediante PCR.

M Kit actual de gPCR presenta algunos inconvenientes que dificultan su utilizacién vy
produccion.

M A partir del conocimiento del kit actual y su utilizacidn, se presentd un proyecto CORFO
para producir un nuevo kit, que al ser mas simple facilitara su produccion, utilizacion e
implementacion en nuevos sitios de inspeccion.




¢En que se basa el kit de g-PCR actual?
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M El kit actual funciona con la
técnica g-PCR con sondas
TagMan especificas para cada
especie.

M A grandes rasgos, la deteccidn
se basa en la senal emitida,
debido a la separacion del
reportero y el quencher de la
sonda.
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q-PCR multiplex:

Traditional PCR
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Kit Actual (para una muestra)

Endogeno (Cy5)
P. viburni (TAMRA)
Mix A
P. meridionalis (FAM)
P. citri (TAMRA)
Mix B <
P. calceolariae (FAM)
=" P. cribata (FAM)
Mix B -
\7 P. longispinus (TAMRA)

X2, para Control Positivo y negativo




Curvas tipo de fluorescencia en q- PCR: R\ B | O
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Pseudococcus Pseudococcus Control Pseudococcus Pseudococcus Pseudococcus Pseudococcus
meridionalis viburni constitutivo calceolariae citri cribata longispinus
2142 2442 2242 2012 22+2 2142 26+2
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Ventajas y desventajas del kit actual

VENTAJAS DESVENTAIJAS
Gran especificidad (partidores y sondas) Sondas fluorescentes de alto valor
Permite experimentos multiplex Muchos elementos, algunos sin stock permanente
en Chile

Laborioso: multiples etapas por muestra

Equipo de deteccion mas complejo y caro (4
canales)

Parametros de C, estrictos
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Problemas y oportunidades

Dificultades que presenta el kit actual:

M Aparicién de productos inespecificos (asociados a la técnica utilizada).

™M Protocolo muy rigido con pocas posibilidades de optimizar (AC,, cambio polimerasas, sondas, etc.).
M Componentes de dificil acceso en Chile, dificulta produccidn y tiempo de entrega.

M Multiples componentes que pueden sufrir degradacién (particularmente las sondas fluorescentes).
M Complejidad del sistema dificulta la asistencia remota y capacitacion.

Oportunidades:

M Disminuir problemas de resultados no concluyentes.
M Mejorar la disponibilidad de kit con insumos mas econdmicos y de facil adquisicion.
M Redisefiar kit, con una mayor cantidad de informacién de Pseudocécccidos de diferentes zonas del pais.




Proyecto Crea y Valida Empresarial

Desarrollo de kit PSD0O1: Un Kit gPCR basado en HRM para identificacion estados inmaduro
de Pseudocdccidos

Objetivo general

Optimizar el proceso de inspeccion fitosanitaria de fruta de exportacion, a través del
desarrollo de un prototipo minimo viable de un kit de gPCR, basado en la técnica HRM,
para la identificacion de estados inmaduros de Pseudocdccidos cuarentenarios
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Principio del g-PCR HRM: curvas de disociacion
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Fluorescence (Normalized)

Double-stranded (ds) DNA
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Temperature [°C]

Fluoréforo intercalante se une a la doble
hebra de ADN de forma saturante
(EvaGreen, LC Green, SYTO 09).

Fluorescence

Mutated DNA
Normal DNA e.g. agctacgctacgcgatgetagctacgetacg

e.g. agctacgctacgctatgctagetacgetacg oy

55C » 95C

En un analisis post-PCR, se disocia la doble hebra de ADN
aumentando la temperatura en incrementos de 0.2 2C en
los que se mide la fluorescencia (alta resolucion).

Cada amplicon (especie de insecto), tendra una Tm
caracteristica.
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Generacion de un Kit basado en la técnica de HRM
A AMPLIFICATION PLOTS
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Ejemplo aplicado de la tecnica HRM

” a b .
os Sa i T df = 24.257
E : Taxon:
E i p<0.01 ¥ C. I
10{ - =G hinus
2050 g- == C. variegatus
g
- | I
= 5
= n=19 ni13 !
750 75 remoefgiﬂre & 825 85.0 C. luteus C. variegatus 05
En ejemplo se usd citocromo oxidasa | (COIl) para
distinguir entre dos larvas de Cychramus.
0.0

Es importante realizar un buen.dlsfe?no y. seIeCC|on§r = = == == ==
un marcador molecular con variabilidad interespecie Temperature [°C]
y homologia intraespecie

Zangl, L., Oberreiter, H., Huss, H. et al. Discriminating larvae of two syntopic Cychramus species (Coleoptera, Nitidulidae) by means of bar-HRM analysis. Mol Biol Rep 47, 8251-8257 (2020). https://doi.org/10.1007/s11033-020-05786-9



éCuales son las ventajas de un kit basado en el analisis HRM? I M B I O

™M Tiempo similar a un g-PCR con sondas Tag Man pero con menor preparacion.

M Podria permitir identificacion de las seis especies en menos tubos, es decir un
manejo mas simple que el kit actual.

™M Menor costo (=35%), dado que no utiliza sondas Tag Man.

™M Se puede desarrollar en equipos de menos valor, con solo un canal + HRM.

™M Proveedor del kit puede tener un mejor tiempo de respuesta, ya que los reactivos
son muchos mas accesibles (especial importancia en eventos como la actual

pandemia).

™M Permitira el monitoreo de posibles nuevas especies o variantes genéticas.




INBI1O

Objetivos especificos y Plan de trabajo

M QObjetivo 1:
* Extraccion de ADN de 100 especies de Pseudocdccidos para secuenciacion de region objetivo.
Se pretende obtener muestras ambientales para incorporar variabilidad al disefo.

M Obijetivo 2:
* Disefoy evaluacidon de partidores potenciales para el kit g-PCR-HRM.
* Optimizar reaccion de PCR con partidores seleccionados.
* Obtener un prototipo minimo viable.

M Objetivo 3:
* Validar técnicamente y comercialmente el kit (muestras ciegas).
* Validar la técnica ante el USDA (o iniciar proceso de validacion).
* Iniciar proceso de propiedad intelectual




Objetivos y Plan de trabajo I M B I O
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N° Actividad

Objetivo Especifico 1:

1.1 Pie de Crias de Pseudococcidos

1.2 Extraccién de ADN y secuenciacién (n=100)

1.3 Analisis de secuencias de interés

Objetivo Especifico 2:

2.1 Disefio de Partidores

2.2 Obtencidon de curvas de fusion

2.3 Oprtimizacion de HRM

Objetivo Especifico 3:

3.1 Extraccién de ADN muestras ciegas (n=100)

3.2 Validacion

3.2 Patentamiento

HTO TECNIOO DE CONTINUIDAD
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