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Antecedentes

El gusano de la mazorca Helicoverpa armigera, es una de las plagas agricolas mas
importantes del mundo. El diagndstico morfoldgico de esta especie es dificil a partir
de especies similares como H. assulta, H. punctigera y H. zea, ya que los adultos se
identifican en funcidn de la morfologia de los genitales, la identificacion de las larvas
es limitada debido a los caracteres morfolédgicos compartidos.

Se propone una técnica molecular basada en la amplificacion del DNA para la
deteccion de larvas, adultos y ejemplares incompletos. Este reporte de
estandarizacion surge de la necesidad de usar de manera racional y 6ptima los
reactivos para la técnica gPCR (Quantitative Polymerase Chain Reaction, por sus
siglas en inglés), asi como contar con un método de identificacion robusto y confiable.
Se procedio a realizar la estandarizacion del método en el laboratorio de Biologia
Molecular del CNRF (Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria).

Durante el periodo de abril a junio de 2022, se realizaron ensayos previos con los
iniciadores especificos propuestos por Guilligan et al (2015), sin embargo, no
mostraron especificidad en la deteccidon de Helicoverpa armigera, por lo que se
descartd esta propuesta como parte del protocolo de deteccidon (Informe: Evaluacion
de iniciadores para deteccion por gPCR propuestos por Guilligan et al., 2022).

Con este antecedente, se reafirma que es importante contar con un protocolo
estandarizado que nos de fiabilidad en los resultados emitidos, ya que diversas fuentes
pueden proponer buenas propuestas, pero es hasta que se realicen los ensayos
correspondientes donde se decide si se pueden usar o no esas recomendaciones.
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Resumen

En el 2022, Thomas et al. propusieron una metodologia para la deteccidén de H.
armigera mediante gPCR, en ella usan la region ITS2 para realizar una deteccioén
especifica, en el mismo trabajo se menciona la amplificacién del gen endégeno
usando iniciadores disefados en la region 18S por Barr et al. (2011), estos juegos de
iniciadores fueron la base para la estandarizacion de este protocolo de deteccion.

Thomas et al (2022) proponen la utilizacion de 6 iniciadores diferentes en
combinacion con 2 sondas para la deteccion por gPCR de H. armigera, para lo cual
primeramente se evaluaron en laboratorio estas combinaciones para determinar la
especificidad de cada una de ellas (Anexo 10A y Anexo 10B). Se determind el usar la
combinacion de iniciadores ARMFI/ARMP2/568R para la deteccidn especifica junto
con los iniciadores 18SF2/18SP2/18SR2 para la amplificacién de un gen enddgeno, lo
cual da fiabilidad en la detecciéon del gusano de la mazorca.

En las diferentes etapas del proceso de estandarizacion, se usé DNA gendmico de 1
ejemplar proporcionado por el laboratorio de Entomologia agricola del CNRF, el cual
fue donado por la Dra. Julieta Brambila (USDA-APHIS-PPQ) en el 2016 y provenia de
Marruecos.

El DNA utilizado fue confirmado por secuenciacion en el laboratorio de Biologia
Molecular usando los iniciadores del citocromo oxidasa subunidad | (COI) del DNA
mitocondrial.

Respecto a la estandarizaciéon se analizaron concentraciones diferentes de cada
componente de la PCR, gradiente de temperatura de anillamiento, intervalo de
trabajo, limite de deteccion, efecto matriz, especificidad, repetibilidad vy
reproducibilidad.

Se obtuvieron las concentraciones ¢ptimas y el programa de termociclaje adecuado,
para el uso de iniciadores/sondas del gen especifico y enddgeno para la identificaciéon
molecular del gusano de la mazorca.

Los ensayos de repetibilidad y reproducibilidad muestran que el protocolo cumple
estos requisitos para ser transferido a los diferentes laboratorios aprobados.

Los parametros de la estandarizacion aqui reportados seran incluidos en el
documento: Protocolo de Diagndstico: Helicoverpa armigera Hubner, 1808 (Gusano
de la mazorca) en su versiéon 1.0.
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1. Objetivo

Determinar las concentraciones de reactivos 6ptimos, programa de termociclaje, intervalo de
trabajo, especificidad, repetibilidad y reproducibilidad para la deteccién de H. armigera.

2. Muestras biolégicas

Las muestras utilizadas fueron previamente determinadas por PCR punto final y secuenciadas
mediante la amplificacion de una regién del gen citocromo oxidasa subunidad | (COIl). (Cuadro

1).

Cuadro 1. Muestras utilizadas en la estandarizacién de H. armigera

[DNA]

Método de

Nombre Clave Estado " Aze0/280 | Az60/230 et Observaciones

Adulto Estandarizacién de reactivos, gradiente de
Helicoverpa armigera HELIARD 8.7 1.79 2.61 CTAB temperatura, inti)r(\)/sai\tcinvc(i)e trabajo, control
Helicoverpa armigera | HELIARB Adulto o5 | 203 | 124 CTAB Cammporatura, mienvalo de rabare control

positivo

185 TAB18S-1 B n8.2 1.97 2.29 Kit Qiagen Repetibilidad y efecto matriz
Helicoverpa armigera | e |cLONI - 103 156 | 079 | Kit Qiagen Repetibilidad y efecto matriz
Helicoverpa sp HELISP-6 Larva | 773 1.61 198 Reagent Repetibilidad y efecto matriz
Helicoverpa sp HELISP-7 Larva | 5913 1.70 217 Reagent Repetibilidad y efecto matriz
Sinoe capsana SCAPT Adulto | 195 | 193 | 208 | KitEZNA Especificidad
Sinose capsana SCAP2 Adulto 74 1.80 144 Kit EZ.N.A Especificidad
Helicoverpa zea HELIZE4 Larva | 10798 | 168 | 252 CTAB Especificidad
Helicoverpa zea HELIZE3 Larva | 10454 | 167 2.5] CTAB Especificidad
Helicoverpa zea HELIZE-A Adulto | 235 | 186 | 215 CTAB Especificidad

3. Equipo y reactivos

3.1 Equipos y materiales

* Micropipetas de diferentes volUmenes calibradas
= Puntas estériles para micropipetas
= Vortex
= Microtubos estériles de 1.5 mL, 20 mLy 0.2 mL
= Microcentrifuga con rotor para microtubos de1.5mL,20 mLy 0.2 mL
» Termociclador CFX96™

3.2 Reactivos
» Taqg Platinum Invitrogen
= dNTP Invitrogen
» Reactivos (Buffer, MgCl,, primers, etc.)
= Agua grado biologia molecular

Pagina3de9




4. Metodologia
4.1 Puntos importantes antes de comenzar

e Buenas practicas al momento de realizar el mix de gPCR

= Se esterilizd la campana de flujo laminar con UV durante 20 minutos,
posteriormente, se limpid con etanol al 70 % pasando un papel absorbente en una
sola direccion.

= Se descongelaron los reactivos en hielo por 20 min antes de comenzar.

= Se mezclaron en un vortex el MgCl,, el buffer 10X, los iniciadores y la sonda durante
5s.

» Se mezclaron en un vortex los dNTP durante 3 s.

= Se dio un paso de centrifuga a todos los reactivos por 3 s.

= Se realizaron los mixes manteniendo los reactivos en un cooler (0-4 °C).

4.2 Preparacion de iniciadores

Los iniciadores utilizados en la estandarizacion corresponden a los citados por Thomas et
al. (2022) en el cual se describe la deteccion de H. armigera por gPCR los cuales se sefialan
en el Cuadro 2.

Para preparar los iniciadores se agregd agua grado biologia molecular para preparar los
stocks a 100 uM, posteriormente se prepararon alicuotas a 5uM.

Cuadro 2. Iniciadores utilizados para la amplificacion especifica de H. armigera y de su gen
endégeno

Nombre Gen Secuencia (5' - 3') Tm pb Autor
ARM-FI1 ITS2 TCTTGTGTCGTCCGCTTTAGC 575 Thomas et
568R ITS2  CGTCGATGCGCTCTTCGG 653 108 al, 2022
ARM-P2 ITS2 FAM/CAACGACCAATCAGTAGGCGGACTC/3BHQI 60.8

RT-185-F2 18S ACCGCCCTAGTTCTAACCGTAAA 62.9 Barret et
RT-185-R2  18S CCGCCGAGCCATTGTAGTAA 60.5 68 al, 20M

RT-185-P2  18S Cy5-TGTCATCTA/TAO/GCCGATCCGCCGA-3IAbRQSp-2 632

4.3 Programa de amplificacion inicial

El programa de amplificacién se llevé acabo en un termociclador modelo CFX96™,

Cuadro 3. Programa de termociclaje

Etapa Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 2 min 1
Desnaturalizacion 95 15s
Anillamiento (Lectura) 60 60 s 35
Conservacion 12 oo
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4.4 Electroforesis capilar-QlAaxcel Advanced System

Se contempld realizar electroforesis para clonar los fragmentos obtenidos para lo cual cada
muestra se analizé después de la reaccidon de gPCR utilizando el kit QlIAxcel DNA High
Resolution, el método de ejecucion usado fue el OM500-10s, con un tiempo de inyeccion de
12 s. Se utilizaron marcadores de alineacién QX de 15 pb a 3 kb y marcador de tamafio QX de
100 pb a 2,5 kb (30 ng/uL, diluidos en el buffer de dilucién incluido en el kit). Los productos
de PCR fueron visualizados con el software QlAxcel ScreenGel 1.6.0.10. Para considerar una
muestra positiva, se tomd en cuenta la presencia de la banda en un tamano aproximado de
108 pb y 68 pb respectivamente.

4.5 Estandarizacion de componentes de gPCR

a) Mix unifactorial

Se utilizaron las siguientes propuestas de concentraciones para preparar los mixes,
tomando como referencia los trabajos de Debode et al, 2017, Thomas et al., 2022,
Heininger et al., 2003, Kranzfelder et al., 2016 y los presentados por Moreau en 2014
donde reportan las cantidades necesarias para la amplificaciéon de acidos nucleicos
por la técnica de gPCR (Cuadro 4).

Cuadro 4. Recomendaciones de reactivos (L1, L2 y L3) para la amplificacion de organismos por gPCR

Componente Conc. Stock | Unidades | No. Lote Marca (bl.';le) (mcle-ior) (m:;?/or)

Buffer 10 X 2467140 | |nvitrogen 2 2 2

MgCl> 50 mM 2467140 | |nvitrogen 2.4 2 28

dNTP 10 mM 2428639 | Invitrogen 0.6 0.4 0.8
Primer F-especifico 5 UM - IDT 1 05 15
Primer R-especifico S LM - IDT 1 0.5 15
Primer F-endégeno 5 UM 2 IDT 1 05 15
Primer R-endégeno S UM - IDT 1 0.5 15
Sonda-especifico 5 UM - IDT 1 05 15
Sonda-enddgeno S UM - DT 1 0.5 15
DNA - ng/uL - - 2 2 2

Tag Platinum 5 u/uL 2467140 | Invitrogen | 025 0.25 0.25

H20 - - 2177624 |  Sigma 6.75 10.35 315
Volumen final S - - - 20 20 20

Procedimiento de estandarizacion de reactivos

e Con el mix unifactorial, descrito anteriormente, se comenzd con la estandarizacion
del MgCl,, se analizaron los graficos obtenidos en la reaccidén de gPCR, se eligid la
cantidad 6ptima del MgCl, para ser utilizada con el siguiente reactivo.

e Se procedid a realizar la estandarizacion de dNTP, se verificaron los graficos
obtenidos. Se eligid la cantidad éptima de dNTP a ser utilizada con el siguiente
reactivo.

e Se procedid a realizar la estandarizacion de los iniciadores y sondas, se verificaron
los graficos obtenidos. Se eligié la cantidad dptima.
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b) Gradiente de temperatura

Se evaluaron las temperaturas en un intervalo 10 °C, el cual abarcd de 56 °C a 66 °C, en
un intervalo de 2 °C. En el termociclador se eligieron (56.0 °C, 58.0 °C, 60.0 °C, 62.4 °C,
64.3°Cy 66 °C).

c) Intervalo de trabajo y Limite de deteccién

Se utilizaron 2 viales de DNA gendmico positivos a H. armigera, 2 viales de DNA
plasmidico del gen especifico y 1 vial de DNA plasmidico del gen enddgeno,
posteriormente se realizaron diluciones seriadas para determinar los intervalos de
trabajo.

d) Repetibilidad

Se utilizaron 2 viales de DNA de H. armigera extraidos de ejemplares en estado adulto
y 2 viales de DNA extraidos de ejemplares en estado larval, se incluyeron viales de DNA
plasmidico del gen enddgeno y especifico clonados en el vector pGEM®-T (Cuadro 1).

e) Especificidad

Se utilizaron controles negativos distintos a H. armigera, estos se confirmaron
previamente por morfologia (Laboratorio de Entomologia, CNRF) y secuenciacion
(Biologia Molecular, CNRF).

Ejemplares usados
e Sinoe capsana (Gelechiidae)
e Helicoverpa zea (Noctuidae)
f) Efecto matriz
Se utilizaron materiales positivos a H. armigera en sus etapas de larva y adulto.
g) Reproducibilidad

Se utilizdé DNA gendmico y plasmidico de H. armigera, H. zea y Sinoe capsana. Se
procedié a realizar el mismo ensayo por 3 técnicos del laboratorio de Biologia
Molecular y 1técnico del laboratorio de Entomologia agricola.

5. Resultados

Los resultados se muestran en los siguientes anexos, las concentraciones éptimas estan
marcadas en naranja en cada uno de los anexos.

a) Estandarizacion de los componentes de la qPCR

Anexo 1. Ensayo de estandarizacién por gPCR de MQgCl; para la deteccién de H.
armigera

Anexo 2. Ensayo de estandarizacion por gPCR de dNTP para la deteccion de H.
armigera

Anexo 3A. Ensayo de estandarizaciéon por gPCR de iniciadores y sondas para la
deteccion de H. armigera-ensayo duplex
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b)

c)

d)

e)

g)

h)

e Anexo 3B. Ensayo de estandarizaciéon por gPCR de iniciadores y sondas para la
deteccion de H. armigera-optimizacion gen enddégeno

Ensayos de gradiente de temperatura

e Anexo 4. Ensayo de gradiente de temperatura para la deteccion por gPCR de H.
armigera

Ensayos de intervalo de trabajo y limite de deteccién

e Anexo 5. Ensayo Intervalo de trabajo y limite de deteccién por gPCR de H. armigera
Repetibilidad

e Anexo 6. Ensayo de repetibilidad para la deteccién por gPCR de H. armigera
Especificidad

e Anexo 7. Ensayo de especificidad para la detecciéon por gPCR de H. armigera
Efecto matriz

e Anexo 8. Ensayo de Efecto matriz para la deteccién por gPCR de H. armigera
Reproducibilidad

¢ Anexo 9. Ensayo de reproducibilidad para la deteccion por gPCR de H. armigera
Evaluacion de iniciadores del trabajo de Thomas et al. (2022)

e Anexo 10A. Ensayo de evaluacion de los iniciadores/sondas propuestos por Thomas
et al. (2022) para la deteccidn por gPCR de H. armigera-sonda ARMP1

e Anexo 10B. Ensayo de evaluacién de los iniciadores/sondas propuestos por Thomas
et al. (2022) para la deteccidn por gPCR de H. armigera-sonda ARMP2

6. Conclusiones

Los iniciadores ARMFI/ARMP2/568R propuestos por Thomas et al. (2022) son especificos
para la deteccion de H. armigera.

Los iniciadores 18F2/18SP2/18/SR2 son Utiles para la amplificacion del gen endégeno del
género Helicoverpa.

Se estandarizaron las concentraciones de la mezcla de reaccién, para obtener una
mezcla optimizada junto con sus condiciones de amplificaciéon para generar graficos por
gPCR para el gen especifico y gen enddgeno, respectivamente (Cuadro 5 y Cuadro 6).
Se establecié que el intervalo de trabajo para la deteccidon del gen especifico para H.
armigera mediante la técnica de gPCR es de 50 ng/pL a 2 ng/uL, con un limite de
deteccién de 0.2 ng/uL utilizando DNA total.

Se generaron materiales de referencia positivos de DNA plasmidico para ser usados para
su posterior transferencia a los laboratorios aprobados.
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Cuadro 5. Mezcla de reactivos optimizada para la detecciéon

amplificacién del gen endégeno de H. armigera

especifica y

Componente Marca Conc. Stock Conc. Final V.Ic;l(u(:':jn
Buffer Invitrogen 10X 1X 2
MgClz Invitrogen 50 mM 6 MM 2.4
dNTP Invitrogen 10 mM 03 mM 0.6
Tag platinum Invitrogen 5 U/uL 0.0625 U/uL 0.25
ARMFT IDT 5uM 025 M 1.0
568R IDT 5uM 025 UM 1.0
ARMP2 (sonda) DT 5uM 0.25 uM 1.0
RT-18S-F2 IDT 5uM 0.25 uM 1.0
RT-18S-R2 IDT 5uM 0.25 uM 1.0
RT-185-P2 (sonda) IDT 5 uM 0.5uM 20
DNA - 2250 ng/uL 0225 ng/pL 20
H,O Invitrogen --- 5.75
Volumen final 20

Cuadro 6. Programa de termociclaje para la deteccién de H. armigera

Etapa Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 2 min 1
Desnaturalizacion 95 15s 35
Anillamiento (Lectura) 60 60 s
Conservacion 12 oo

7. Consideraciones finales

Los parametros de la estandarizacion aqui reportados seran incluidos en el
documento: Protocolo de Diagndstico: Helicoverpa armigera Hubner, 1808 (Gusano
de la mazorca) en su version 1.0.
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Anexo 1. Ensayo de estandarizacion por gPCR de MgCI; para la deteccién de H.
armigera

Objetivo: Estandarizar el pardmetro MgCI, para la deteccién especifica por gPCR de Helicoverpa
armigera, iniciadores ARMFI/ARMP2/568R e iniciadores del gen enddégeno 18SF2/18SP2/18SR2.

Muestra utilizada

Método
Nombre Clave |Estado || Azo280 | Azeo/230 de Observaciones
LT extraccién
He//goverpa HELIAR B Adulto 04| 215 138 CTAB DNA gendmico
armigera
Preparacion del master mix para qPCR

L1 L2 (MENOR) L3 (MAYOR)
Componente Ix 6 Componente Ix 6 Componente Ix 6
Buffer 2 12 Buffer 2 12 Buffer 2 12
MgClx 2.4 | 14.4 | | MgClz 2 12 MgClz 2.8 |16.8
dNTP 0.6 | 36 dNTP 06 | 3.6 dNTP 06 | 36
Tag platinum 025| 15 Taqg platinum 025| 15 Taq platinum 0.25| 15
ARMFI 1 © ARMF1 1 6 ARMFI 1 6
568R 1 © 568R 1 6 568R 1 6
ARMP?2 (sonda 1 6 ARMP?2 (sonda 1 6 ARMP?2 (sonda 1 6
RT-18S-F2 1 6 RT-18S-F2 1 6 RT-18S-F2 1 6
RT-185-R2 1 © RT-185-R2 1 6 RT-185-R2 1 6
RT-185-P2 (sonda) | 1 6 RT-18S-P2 (sonda) | 1 6 RT-185-P2 (sonda) | 1 6
DNA 2 12 DNA 2 12 DNA 2 12
H20 6.75|40.5| | H2O 715 1429 | | H2O 6.35 | 381
Volumen final 20 | 120 Volumen final 20 | 120 Volumen final 20 | 120

Programa de ampilificacién

El programa de amplificacién se llevara a cabo en el termociclador CFX96™.

Etapa Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 2 min 1
Desnaturalizacion 95 15s 40
Anillamiento (Lectura) 60 60 s
Conservacion 12 oo
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Resultados ensayo de estandarizacion por gPCR de MgCI. para la deteccién de H.

armigera

Visualizacién MgCl: L1 MgCl:L2
Pozo Fluoréforo Muestra Cq Pozo Fluoréforo Muestra Cq
AO02 FAM HELIAR_B-R1 20.15 AO4 FAM HELIAR_B-R1 20.43

Muestras B -
BO2 FAM HELIAR B-R2 2014 BO4  FAM HELIAR B-R2 20.47
C02 FAM HELIAR_B-R3 20.21 CO4 FAM HELIAR_B-R3 20.38
A03  FAM Negativo N/A AO5  FAM Negativo N/A
BO3 FAM NTC N/A BO5 FAM NTC N/A
AO02 Cy5 HELIAR_B-R1 26.43 AO04 Cy5 HELIAR_B-R1 25.87
BO2 Cy5 HELIAR_B-R2 2629 BO4 Cy5 HELIAR_B-R2 2599
C02 Cy5 HELIAR_B-R3 26.54 CO4 Cy5 HELIAR_B-R3 25.63
A03  Cy5 Negativo N/A DO5  Cy5 Negativo N/A
BO3  Cy5 NTC N/A EO5  Cy5 NTC N/A
prs— Amoicaton
Graficos 2000 1500
qPCR'NormaI 2 100 L : 4
1000 H y
: / w0 b /
500 / = h /
o 10 ?iycus 30 40 1] 10 ?f::y:l“ 30 40
prw— Amoicaton
Graficos o F
qPCR-Log ) /

RFU

RFU
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Visualizacion MgCl:L3

Pozo Fluoréforo Muestra Cq
AO6  FAM HELIAR B-R] 2025
Muestras 7
BO6  FAM HELIAR_B-R2 201
CO06  FAM HELIAR_B-R3 2026
DO7 FAM Negativo A
EO7 FAM o -
AO6  Cy5 HELIAR B-R1 2681
BO6  Cy5 HELIAR_B-R2 26.52
Co6  Cy5 HELIAR_B-R3  26.55
D07  Cy5 Negativo A
EOQ7 Cy5 o 7
Graficos -
qPCR-Normal | | =»
EGD | = /—¢*
o L &= : /

0 10 20 30 a0
Cycles

Ampiification

Gréficos I ..: B S m
qPCR-Log 2 : /

Observaciones/anotaciones:

De acuerdo a los Cq, RFU y forma del grafico se elige la concentracidn indicada en el mix L1 para el

factor MgCl,
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Anexo 2. Ensayo de estandarizaciéon por gPCR de dNTP para la deteccién de H.
armigera

Objetivo: Estandarizar el pardmetro dNTP para la deteccidon especifica por qPCR de Helicoverpa
armigera, iniciadores ARMFI/ARMP2/568R e iniciadores del gen enddégeno 18SF2/18SP2/18SR2.

Muestra utilizada

Método
Nombre Clave Estado | ™| Azeo/2s0 | Azeorzso de Observaciones
LT extraccién
He//goverpo HELIAR B Adulto 04| 215 138 CTAB DNA gendmico
armigera
Preparacion del master mix para qPCR

dNTP
L1 L2 (MENOR) L3 (MAYOR)
Componente Ix 6 Componente Ix 6 Componente Ix 6
Buffer 2 12 Buffer 2 12 Buffer 2 12
MgClz 2.4 | 14.4 MgClz 2.4 |14.4| | MgClz 2.4 (144
dNTP 06 | 3.6 dNTP 0.4 | 24 dNTP 0.8 [4.8
Taqg platinum 025| 15 Tag platinum 025| 15 Tag platinum 025| 15
ARMFI 1 6 ARMEF] 1 S ARMFI] 1 S
568R 1 6 568R 1 6 568R 1 6
ARMP?2 (sonda 1 6 ARMP2 (sonda 1 6 ARMP2 (sonda 1 6
RT-18S-F2 1 6 RT-18S-F2 1 6 RT-18S-F2 1 6
RT-18S5-R2 1 6 RT-18S-R2 1 6 RT-18S-R2 1 6
RT-18S-P2 (sonda) | 1 6 RT-18S-P2 (sonda) | 1 6 RT-18S-P2 (sonda) | 1 6
DNA 2 12 DNA 2 12 DNA 2 12
H20 6.75 | 40.5 H20 6.95| 41.7 H20 6.55|39.3
Volumen final 20 | 120 Volumen final 20 | 120 | | Volumen final 20 | 120

Programa de amplificacion

El programa de amplificacion se llevara a cabo en el termociclador CFX96™.

Etapa Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacién inicial 95 2 min 1
Desnaturalizaciéon 95 15s 40
Anillamiento (Lectura) 60 60 s
Conservacion 12 oo
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Resultados ensayo de estandarizaciéon por qPCR de dNTP para la deteccién de H.

armigera

Visualizacién dNTP L1 dNTP L2
Pozo Fluoroéforo Muestra Cq Pozo Fluoréforo Muestra Cq
AO03 FAM Unkn 20.46 AO5 FAM Unkn 2013
Muestras
BO3 FAM Unkn 20.19 BO5 FAM Unkn 20.05
Cco3 FAM Unkn 20.27 CO5 FAM Unkn 20.18
EO3 FAM Neg Ctrl N/A EO5 FAM Neg Ctrl N/A
FO3 FAM NTC N/A FO5 FAM NTC N/A
AO3 Cy5 Unkn 27.29 AO5 Cy5 Unkn 27.53
BO3 Cy5 Unkn 26.85 BO5 Cy5 Unkn 27.69
CO3 Cy5 Unkn 2713 CO5 Cy5 Unkn 27.42
EO03 Cy5 Neg Ctrl  39.88 EO5 Cy5 Neg Ctrl  38.03
FO3 Cy5 NTC N/A FO5 Cy5 NTC 38.43
pre— pr—
Graficos et
qPCR-Normal | | == 5 10 .
- 1000 i 1000 /
'k > E— =
Cycles Cycles
pre— pr—

. e o } 10° S :
Graficos _—
qPCR-Log 2 /-'”"y F A

= 10° = 10" : 7 :
_ [/ N\ : [/ /
BENN Y oL : [/
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Visualizacién dNTP L3
Pozo Fluoréforo Muestra Cq
AO07 FAM Unkn 20.34

Muestras BO7 FAM Unkn 20.24

co7 FAM Unkn 20.41
EO7 FAM Neg Ctrl  N/A
FO7 FAM NTC 39.12
AQ7 Cy5 Unkn 27.03
BO7 Cy5 Unkn 26.88
COo7 Cy5 Unkn 26.91
EOQ7 Cy5 Neg Ctrl 38.53
FO7 Cy5 NTC 39.31

Graficos m i

qPCR-Normal | |, _

E /
so
o p B : =
Cyeies

Graficos o1 : g

gPCR-Log 2.l : ( /
: 0 5 B b

Observaciones/anotaciones:

De acuerdo a los Cq, RFU y forma del grafico se elige la concentracién indicada en el mix L1 para el

dNTP
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Anexo 3A. Ensayo de estandarizacion por gPCR de iniciadores y sondas para la
deteccion de H. armigera-ensayo duplex

Objetivo: Estandarizar el parametro INICIADORES/SONDAS para la deteccion especifica por gPCR de

Helicoverpa armigera, iniciadores ARMFI/ARMP2/568R e iniciadores del gen enddgeno
18SF2/185P2/18SR2.
Muestra utilizada
Método
Nombre Clave Estado | ™| Azeo/2s0 | Azeorzs0 de Observaciones
LT extracciéon
He//goverpo HELIAR B Adulto 04| 215 138 CTAB DNA gendmico
armigera
Preparacion del master mix para qPCR
L1 L2 (MENOR) L3 (MAYOR)
Componente Ix 6 Componente Ix 6 Componente Ix 6
Buffer 2 12 Buffer 2 12 Buffer 2 12
MgClz 24 | 144 MgClz 24 (144 MgClz 24 | 144
dNTP 0.6 3.6 dNTP 0.6 3.6 dNTP 0.6 |36
Tag platinum 025 | 15 Tag platinum 025 15 Tag platinum 025 | 15
ARMFI 1 6 ARMFI 0.5 3 ARMFI 1.5 9
568R 1 6 568R 0.5 3 568R 1.5 9
ARMP2 (sonda) 1 6 ARMP?2 (sonda) 0.5 3 ARMP?2 (sonda) 1.5 9
RT-18S-F2 1 6 RT-18S-F2 0.5 3 RT-18S-F2 1.5 Sl
RT-18S-R2 1 6 RT-18S-R2 0.5 3 RT-18S-R2 1.5 Sl
RT-18S-P2 (sonda) 1 6 RT-18S-P2 (sonda) 0.5 3 RT-18S-P2 (sonda) 1.5 9
DNA 2 12 DNA 2 12 DNA 2 12
H20 6.75 | 40.5 H>O 9.75 | 585 H20O 375 | 225
Volumen final 20 120 Volumen final 20 | 120 Volumen final 20 | 120

Programa de amplificaciéon

El programa de amplificacion se llevara a cabo en el termociclador CFX96™.

Etapa
Desnaturalizacién inicial
Desnaturalizacion
Anillamiento (Lectura)

Conservacion

Temperatura (°C)

95
95
60
12

Tiempo Ciclos
2 min 1
15s 40
60 s
oo
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Resultados ensayo de estandarizacién por qPCR de iniciadores y sondas para la
deteccién de H. armigera-ensayo duplex

MIX Muestras Graficos

Pozo Fluoréforo Muestra Cq —
A06  FAM HELIAR_B 2032 e
BO6 FAM HELIAR.B 204
CO6 FAM HELIAR_B 2033 ;

L D06  FAM Neg Ctrl  N/A " -
EO6 FAM NTC N/A = R
AO6  Cy5 HELIAR_B 27.87 o -
BO6 Cy5 HELIAR_ B 27.66 N
co6  Cys HELIAR_.B 27.65 . -
D06  Cy5 Neg Ctrl  37.06 BEEY /
EO6  Cy5 NTC 36.45 o b\ f.

L2 Pozo Fluoréforo Muestra Cq . tten
A0S  FAM HELIAR_B 20.44
BO8 FAM HELIAR_.B 20.59 2
CO8 FAM HELIAR_B 20.59 / d
DO8  FAM Neg Ctrl  NJ/A - ——
EO8 FAM NTC N/A o B )
AO8  Cy5 Unkn 3033 T
BO8 Cy5 Unkn 30.84 -
co8  Cys Unkn 30.31 3 , :
D08  Cy5 Neg Ctrl  39.87 \ /
EO8 Cy5 NTC 38.63 L n n m

L3 Pozo Fluoréforo Muestra Cq _—
A0 FAM HELIAR.B 2024 — =
BIO  FAM HELIAR_.B 2012 V=
Cl0  FAM HELIAR_B 2029 2 /
D10  FAM Neg Ctrl  N/A - ’
E1I0  FAM NTC N/A - :
A0 Cy5 Unkn 2654 B
BIO  Cy5 Unkn 26.49 N —
Cl10 Cy5 Unkn 26.69 -
D0 Cy5 Neg Ctrl 3927 Bels f—
EI0  Cy5 NTC 3894 PN / ,
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Anexo 3B. Ensayo de estandarizacion por gPCR de iniciadores y sondas para la
deteccién de H. armigera-optimizacion gen endégeno

Objetivo: Estandarizaciéon del pardmetro INICIADORES/SONDAS para la deteccién especifica por gPCR

de Helicoverpa armigera, iniciadores ARMFI/ARMP2/568R e iniciadores del gen enddgeno

18SF2/185P2/18SR2. Optimizar los iniciadores y sondas del gen enddgeno.

Muestra utilizada

Método
Nombre Clave |Estado | ™ | Axsorze0 | Azeorzs0 de Observaciones
et extraccién
g’rer’rgf;’;fé pa HELAR.C  [A9UT 463 | 11 | 189 CTAB | DNA genémico
Tabs+18S TABSI8S - 1012 | 196 226 | Kit Qiagen Clona18s
Preparacion del master mix para qPCR
L1 L2
Componente Ix 12 Componente Ix 12
Buffer 2 24 Buffer 2 24
MgCl, 24 | 288 MgCls 24 | 288
dNTP 0.6 7.2 dNTP 0.6 7.2
Taqg platinum 0.25 3 Taqg platinum 0.25 3
ARMF1 1 12 ARMF1 1 12
568R 1 12 568R 1 12
ARMP2 (sonda) 1 12 ARMP2 (sonda) 1 12
RT-18S-F2 1 12 RT-18S-F2 0.5
RT-18S-R2 1 12 RT-18S-R2 0.5
RT-18S-P2 (sonda) 1 12 RT-18S-P2 (sonda) 1 12
DNA 2 24 DNA 2 24
H20 6.75 81 H20 7.75 93
Volumen final 20 240 Volumen final 20 240
L3 L4
Componente x 12 Componente Ix 12

Buffer 2 24 Buffer 2 24
MgCl, 24 | 288 MgCl> 24 | 288
dNTP 0.6 72 dNTP 0.6 72
Taqg platinum 0.25 3 Taqg platinum 0.25 3
ARMFI 1 12 ARMFI 1 12
568R 1 12 568R 1 12
ARMP2 (sonda) 1 12 ARMP?2 (sonda) 1 12
RT-18S-F2 08 | 9.6 RT-18S-F2 1 12
RT-18S-R2 08 | 9.6 RT-18S-R2 1 12
RT-18S-P2 (sonda) 1.6 | 19.2 RT-18S-P2 (sonda) 2 24
DNA 2 24 DNA 2 24
H20 6.55 | 78.6 H20 575 | 69
Volumen final 20 | 240 Volumen final 20 | 240

Resultados Ensayo de estandarizaciéon por qPCR de iniciadores y sondas para la
deteccién de H. armigera-optimizaciéon gen endégeno DNA genémico
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Fluoréforo | Muestra Cq-L1 Cq-L2 Cqg-L3 Cq-L4
FAM HELIAR_C 17.09 17.33 17.27 17.35
FAM HELIAR_C 17.11 17.02 1717 1714
FAM HELIAR_C 17.35 17.21 17.35 17.25
FAM Neg Ctrl N/A N/A N/A N/A
FAM NTC N/A N/A N/A N/A
Cy5 HELIAR_C 23.48 25.01 23.27 22.55
Cy5 HELIAR_C 22.69 25.28 2319 22.37
Cy5 HELIAR_C 23.34 25.05 23.63 22.41
Cy5 Neg Ctrl N/A N/A N/A N/A
Cy5 NTC N/A N/A N/A N/A
L1 L2
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Resultados Ensayo de estandarizacion por qPCR de iniciadores y sondas para la
deteccién de H. armigera-optimizacion gen endégeno DNA plasmidico.

Fluoréforo | Muestra | Cqg-L1 | Cqg-L2 Cqg-L3 Cqg-L4
FAM TABS18S | 3538 | N/A N/A N/A
FAM TABSI8S | N/A N/A N/A N/A
FAM TABS18S | N/A N/A N/A 35.46
FAM Neg Ctrl | N/A N/A N/A N/A
FAM NTC N/A N/A N/A N/A
Cy5 TABSI8S | 152 | 1634 14.51 13.99
Cy5 TABS18S | 1494 | 1597 1434 14.29
Cy5 TABSI18S | 1544 | 156 1418 14.03
Cy5 Neg Ctrl | N/A N/A N/A N/A
Cy5 NTC N/A N/A N/A N/A
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Observaciones/anotaciones: Se elige la concentracion de iniciadores/sonda indicada en el mix
L4 para el fluoréforo FAM y Cy5
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