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INTRODUCCION

En Colombia la producciéon de maiz, arroz y algodonero se ve limitada por S. frugiperda (gusano cogollero).
Actualmente, existen referencias de dos biotipos: (1) maiz — algoddn y (2) arroz. Morfolégicamente
indistinguibles, pero que exhiben respuesta diferencial a insecticidas y Bt. El proposito de esta investigacion,
es documentar la composicion genética de S. frugiperda en Colombia.

OBIJETIVOS

Caracterizar y diferenciar a nivel genético poblaciones de S. frugiperda procedentes de cuatro subregiones
agricolas de Colombia: Valle del Rio Magdalena (VGRM), Caribe Humedo (CH), Valle del Rio Cauca (VGRC) y la
Orinoquia, implementando la técnica de Codigo de Barras Genético, mediante el uso del gen de la Citocromo
Oxidasa | (COl) en individuos colectados en maiz, algodonero y arroz.

METODOLOGIA

La aproximacion metodoloégica, se dividio en tres fases principales: Colecta del material biolégico, Laboratorio
y Analisis Bioinformatico (Fig. 1).
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Figura 1. Representacion esquematica de la aproximacion metodoldgica empleada en la identificacion de protocolos para la deteccion de biotipos de S.
frugiperda.

Se seleccionaron como base cuatro protocolos publicados, para su posterior evaluacion, seleccion y
modificacion si fuese necesario (Fig. 2).
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Figura 2. Representacion esquematica de los pasos claves en cada uno de los protocolos de aislamiento de ADN de S. frugiperda. En el esquema se
muestra la seccion del cuerpo empleada y la duracién aproximada de cada protocolo.

RESULTADOS

A partir de |la evaluacion cualitativa y cuantitativa de la calidad del ADN obtenido en los cuatro protocolos, se
puede apreciar, que el protocolo numero 1 presento la mejor calidad en términos de integridad y rendimiento
del ADN extraido (Fig. 3).
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Figura 3. Gel de calidad del ADN de S. frugiperda extraido a partir de los cuatro protocolos. Las muestras fueron evaluadas en un gel de calidad al 0.8%
tefiido con SYBR® Safe. Las muestras de ADN fueron diluidas 1:10. Se empled el marcador de peso 1kb plus Ladder de Invitrogen™ (Cat. No.
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e Estandarizacion del protocolo 1 para aislamiento de ADN

A partir del protocolo numero 1, se llevaron a cabo modificaciones en los tiempos de lavado, que consistian en
periodos de agitacion, inmediatamente después de la aplicacion de compuestos organicos, los cuales
contribuian a la remocion eficiente de residuos celulares que pudieran participar en |la degradacion posterior
de la muestra. Adicionalmente se extendio el periodo en isopropanol para favorecer |la mayor precipitacion de
acidos nucleicos, y se adicioné una concentracion final de RNAsa 1 mg/ml, Para eliminar trazas de RNA que
pudieran estar presentes en la muestra (Fig. 4).
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Figura 4. A) Estandarizacion del protocolo 1 para la obtenciéon de ADN de alta calidad de S. frugiperda. A) Los pasos incorporados para mejorar el
rendimiento del ADN estan sefalados en rojo. B) Gel de calidad del ADN aislado a partir del protocolo 1 modificado en este estudio. C)
Valoracién cuantitativa del ADN aislado a partir del protocolo 1 mediante el equipo Thermo Scientific™ NanoDrop™

 Evaluacion del ADN aislado del protocolo 1

A partir del ADN obtenido en el protocolo 1 modificado, se puede evidenciar que su calidad es idonea para
llevar a cabo la amplificacion mediante PCR convencional del gen COIl y su posterior clonacion. La calidad de
las bandas no presentan evidencia de degradacion, ni presencia de productos inespecificos (Fig. 5).
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Figura 5. A) Calidad de la amplificacion del ADN de S. frugiperda para el gen COl mediante PCR convencional. B) Calidad de la amplificacién mediante PCR
convencional utilizando GoTaq® Green Master Mix de las colonias con coloracion positiva, para presencia del inserto del gen COI.

e Tabla de polimorfismos

A partir de la edicion y ensamble de las secuencias obtenidas se comparo el numero de polimorfismos
presentes, utilizando las secuencias consenso por inclusion de cada una de las muestras. La secuencia
utilizada como referencia fue aquella que presentd el menor numero de variaciones a lo largo de la secuencia.
Los polimorfismos encontrados corresponden principalmente a sustitucion de nucleodtidos (Fig. 6.)

30 36 41 4553 56 59 60 77 83 87 88 92 95 104 130 135 142 149 158 183 189 193 194 199 230 245 260 299 308 319 336 373 387 396 402 404 410 448 459 473 477 486 491 495 499 501 540 552 555 558 561 564 569 571 573 581 588 608 622 624 635 639 645 649 651 654 668 63  [TNP.
R clc C ] C C C C 709
IR EEE IR
.| 700
.| 709
.| 700
.| 700
709
. | 708
.| 709
. | 709
. | 700
T T T T T T el T T T o
T T T T T T T T T ] e
.| 710
.| 700[ 10
.| 709 | 13
|79 11
| 709 12
| 709] 14

wla|[rlrlu|v]|lo|m|Blr|lolB|lw|[G|w]d]-

Figura 6. Posiciones relativas en las secuencias, donde se presentaron polimorfismos. Cada letra representa la sustitucion de dos nucledtidos: R=A,G;
Y=C,T; K=G,T; M=A,C; S=G,C; W=A,T; B=G,C,T; H=A,C,T; D=A,G,T; V=A,G,C; N=alguna; :=hueco. TNP es el numero total de polimorfismos
encontrados en cada secuencia.

CONCLUSIONES

" Este estudio aporta un protocolo estandarizado, sencillo, de bajo costo, efectivo en términos de tiempo, y de
alto rendimiento para la obtencion de ADN de alta calidad a partir de tejido de |la cabeza de S. frugiperda.

" La aproximacion metodologica de la clonacion del gen COIl, garantizo la obtencion de secuencias de alta
resolucion, lo que permitio la identificacion eficiente y confiable de polimorfismos asociados al gen COIl en S.
frugiperda.
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