UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL
DE HUAMANGA

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS

ESCUELA DE FORMACION PROFESIONAL DE
AGRONOMIA

EVALUACION DE SECUENCIAS DEL GEN ITS DE ROYA AMARILLA
(Puccinia striiformis f. sp. hordei) MONOPUSTULAR EN CEBADA
(Hordeum vulgare) Y PASTO OVILLO (Dactylis glomerata).

Tesis para obtener el titulo profesional de

INGENIERA AGRONOMA

Presentado por:
EUGENIA ROCIO QUISPE MEDINA

AYACUCHO - PERU
2014



"EVALUACION DE SECUENCIAS DEL GEN ITS DE ROYA AMARILLA
(Puccina striiformis f. sp. hordei) , MONOPUSTULAR EN CEBADA
(Hordeum vulgare) Y PASTO OVILLO (Dactylis glomerata).

Recomendado : 10 de diciembre del 2014

Aprobado : 18 de diciembre del 2014

T N f ‘
;éb(/f\él 7
M.Sc. JOSE A ONIOkQUISPE TENORIO

Presidente (_jgl Jurado

M.Sc. GERMAN FERNANDO DEA CRUZ LAPA
‘Miembro del Jurado

TRg-WHLFREDO DANIEL GONZALES GUZMAN
Miembro del Jurado

Ing. EDUARDG ROBLES GARCIA
Miémbro del Jurado

Dr. ROMULO|AGUSTIN SOLANO RAMOS
Decano de la Kacultad de Ciencias Agrarias



DEDICATORIA

A Dios que me ha dado la vida,
fortalézd y salud para terminar

este proyecto de investigacion.

A mis maestros, por los
conocimientos aportados para

mi formacion profesional.

A mis padres Esteban Quispe vy
Adriana Medina, mis hermanos
Vanessa y Carlos. A ellos que me
ensefiaron a ser perseverante,
afrontando los retos y a vencer los

obstdculos que se presentan en

cada etapa de la vida.

Eugenia Rocio



AGRADECIMIENTOS

> A la universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, Alma
Mater de mi formacién profesional. A mis profesores de la Facultad
de Ciencias Agrarias, quienes impartieron conocimientos y

experiencias en mi formacién profesional.

> A la Universidad Peruana Cayetano Heredia, por permitir que
desarrolle la presente investigacién en la Unidad de Genémica;
mediante el PROYECTO: CRP/PER11-01 “Races of rust affecting
barley production of andean farmers” INTERNATIONAL CENTER
FOR GENETIC ENGINEERING.

» Al M.Sc. German De La Cruz Lapa, gestor y asesor del presente
trabajo de investigacion, por sus sugerencias impartidas en la

ejecucioén y culminacién de este trabajo de investigacion.

~ > Al Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias
Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de

Huamanga.
» A mis amigos y compafieros tesistas de Laboratorio de Genética y

Biotecnologia Vegetal por su apoyo incondicional durante Ia

ejecucion del presente trabajo de investigacion.



iNDICE

Dedicatoria
Agradecimiento
indice
INTRODUCCION

CAPITULO I: REVISION BIBLIOGRAFICA
1.1 CEBADA (Hordeum vulgare)
1.1.1 Origen
1.1.2 Morfologia y Taxonomia
1.1.3 Importancia econémica y distribucién geografica
1.1.4 Mejora genética

1.1.5 Importancia de la roya amarilla en cebada

1.2PASTO OVILLO (Dactylis glomerata)
1.2.1 Distribucién y adaptacion
1.2.2 Clasificaciéon taxonémica
1.2.3 Caracteristicas y manejo

1.2.4 Importancia agronémica

- 1.3 PATOGENO (Puccinia striiformis f.sp.hordei)
1.3.1 Caracteristicas del patégeno
1.3.2 Epidemiologia
1.3.3 Hospedante
1.3.4 Ciclo de vida del patégeno
1.3.5 Caracteristicas de la estructura del patégeno
1.3.6 Distribucion de la roya y sus hospederos
1.3.7 Diferencias comparativas entre las principales royas que
atacan a la cebada |

1.3.8 Cultivo monopustular de royas

i

iii
iv
01

03

03
03
05
06
07

08
08
09
10

11
11
11
12
14
15

18
18



1.4ADN (ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO)
1.4.1 Cromosoma
1.4.2 ADN Ribosémico
1.4.3 Extracciéon de ADN
1.4.4 Protocolos de extraccién de ADN

1.5REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)
1.5.1 Ciclos térmicos
1.5.2 DNA patrén
1.5.3 Iniciadores
1.5.4 Trifosfatos de Desoxinucleosidos (dNTPs)
1.5.5 Promotores e inhibidores de PCR

1.6 ELECTROFORESIS
1.7PROGRAMAS BIOINFORMATICOS
1.7.1 Programa BLAST
1.7.2 Programa CLUSTAL

CAPITULO II: MATERIALES Y METODOS
2.1 LUGAR DEL EXPERIMENTO
2.1.1 Ubicacion

2.2 MATERIALES

2.3 METODOS
2.3.1 Coleccion del in6culo
2.3.2 Cultivo monopustular de roya amarilla
2.3.3 Extraccién de DNA con el método CTAB

2.3.4 Protocolo de amplificacion del gen ITS mediante PCR

2.3.5 Elucion de la banda del ADN Ribosomal

20
21
21
23

27
29
31
33
33

34

36
37

39

39

41
43
48
53
57

2.3.6 Evaluacién de secuencias mediante programas bioinformaticos 59



CAPITULO lil: RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 DE LA METODOLOGIA PARA CULTIVOS MONOPUSTULARES

3.1.1 Evaluacién de la inoculacién en pasto ovillo 60
3.1.2 Evaluacién de la inoculacién en cebada 67
3.1.3 Descripcion biométrica y morfolégica de esporas 70

3.2 DE LA ESTANDARIZACION DEL PROTOCOLO DE EXTRACCION
DEL DNA GENOMICO.
3.2.1 De la evaluacién y uso de proteinasa “K” en la extraccion DNA 74
3.2.2 De la extraccion de DNA para PCR 77
3.2.3 De la estandarizacién del PCR 79

3.3 DE LA COMPARACION DE SECUENCIAS DEL GEN ITS DEL ADN

RIBOSOMAL '

3.3.1 De los resultados del secuenciamiento del gen ITS del ADN
ribosomal | 82

3.3.2 Andlisis bioinformatico de secuencias del gen ITS del ADN
ribosomal mediante el programa BLAST 84

3.3.3 Alineamiento de secuencias del gen ITS del ADN Ribosomal
mediante el programa CLUSTAL 93

CAPITULO IV: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 CONCLUSIONES ' 08

4.2 RECOMENDACIONES 100
RESUMEN | 101
REFERENCIA BIBLIOGRAFICA 103

ANEXOS ' 109

vi



INTRODUCCION

Se mencionan que las royas de los cereales son las enfermedades mas
distribuidas y econémicamente importantes a nivel mundial. Tfes distintas
royas, la roya de la hoja, la roya amarilla o roya rayada, y la roya del tallo,
se manifiestan en trigo y cebada. Se menciona muy poca o nula
referencia bibliografica acerca del posible hospedero de la roya amarilla
(Puccinia strifformis f.sp. hordei) | én cebada, el cual es un patégeno
importante en las zonas donde se cultiva cebada para la elaboracién de la

malta.

Los resultados del presente trabajo de investigacibn mediante biologia
molecular permiten la identificacion y comparacion mediante biologia
molecular, de secuencias del gen ITS del ADN ribosomal de la roya

amarilla (Puccinia striiformis) en cebada y pasto ovillo.



La existencia de un posible hospedero de roya amarilla del cultivo de
cebada, y la aplicacion de métodos moleculares en el Laboratorio de
Genética y Biotecnologia Vegetal permite desarrollar los siguientes

objetivos:

> Implementar métodos moleculares en la Unidad de Gendémica —
Laboratorio de Genética y Biotecnologia Vegetal — FCA-UNSCH
para la comparacion de secuencias de ADN ribosomal (ADNr) e
identificacion molecular de la roya amarilla de cebada y pasto
ovillo.

» Desarrollar una metodologia para cultivos monospustular de‘roya
amarilla en cebada y pasto ovillo.

> Estandarizar el protocolo de extraccion de ADN gendémico de roya
amarilla en el Laboratorio de Genética y Biotecnologia Vegetal —
FCA-UNSCH.

» Comparar las secuencias del gen ITS del ADN ribosomal (ADNr) de

roya amarilla de cebada y pasto ovillo.



CAPITULO |

REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 LA CEBADA (Hordeum vulgare)

1.1.1 ORIGEN

Su cultivo se conoce desde tiempos remotos y se supone que procede de
dos centros dé origen situados en el Sudeste de Asia y Africa
septéntrional. Se cree que fue una de las primeras plantas domesticadas
al comienzo de la agricultura. En excavaciones arqueologicas realizadas
en el valle del Nilo se descubrieron restos de cebada, en torno a los

15.000 arios de antigiiedad. Instituto de Investigaciones Agricolas (1980).

1.1.2 MORFOLOGIAY TAXONOMIA.

La cebada pertenece a la familia Poaceae. Las cebadas cultivadas se
distinguen por el nimero de espiguillas que quedan en cada diente del
raquis. Si queda solamente la espiguilla intermedia, mientras abortan las

laterales, tendremos la cebada de dos carreras (Hordeum distichum); si



aborta la espiguilla central, quedando las dos espiguillas laterales,
tendremos la cebada de cuatro carreras (Hordeum ftefrastichum); si se
desarrollan las tres espiguillas tendremos la cebada de seis carreras
(Hordeum hexastichum), Molina (1989), también menciona que las
caracteristicas morfologicas de la cebada son las siguientes:

Hojas: La planta de cebada suele tener un color verde mas claro que el
del trigo y en los primeros estadios de su desarrollo la planta de trigo
suele ser mas erguida.

Tallo: El tallo es erecto, grueso, formado por unos seis u ocho
entrenudos, los cuales son mas anchos en la parte central que en los
extremos junto a los nudos.

Flores: las flores tienen tres estarﬁbres y un pistilo de dos estigmas. Es
autdégama, las flores abren después de haberse realizado la fecundacion,
lo que tiene importancia para la conservacion de los caracteres de una
variedad determinada.

Fruto: el fruto es en caridpside, con las glumillas adheridas, salvo en el

caso de la cebada desnuda.

< !
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FIGURA N° 01: Cebada (Hordeum vulgare) en espigamiento.



CLASIFICACION TAXONOMICA: Segun Molina (1989).
REINO ‘Plantae

DIVISION  :Magnoliophyta

CLASE :Liliopsida

ORDEN :Poales

FAMILIA ‘Poaceae

SUBFAMILIA:Pooideae

TRIBU :Triticeae

GENERO  :Hordeum

ESPECIE :Hordeum vulgare L.

1.1.3 IMPORTANCIA ECONOMICA Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA.

Seguln, Quispe (2012), la cebada ocupa el cuarto lugar en importancia
entre los cereales después del trigo, maiz y arroz. La razén de su
importancia se debe a su amplia adaptacién ecoldgica y la diversidad de
aplicaciones. A continuaciébn se muestran los principales paises

productores a nivel mundial.

CUADRO N° 01: Principales paises productores de cebada. Quispe

(2012).
Cuadro 2. Produccion de cebada por Eises. Eampaﬁas 2005708 a 200870 (millones de §]
’ | 2005/06 2006/07. 2007/08 2008/09
{estimaciones) {previsiones)
UE 549 56,1 57.7 61,9
Rusia . . 15.8 18.2 ‘156 18.0
Canadd : _ 125 96 | 110 ] 10,5
Australia 96 4,2 ) 59 9,2
Ucrania 9,0 113 6.7 | . 9,2
EEUU : . 4,6 39 ~ 46 4.
China 34| 3.6 361 . 37
Kazajstan i ] 2.1 . 2.3 2,5 2.5
Marruecos i 1,1] 25| __ 081 1.5
‘Argentina . 13 ]. 1.2 1,1 1.1
Otros . 25,3 25,6 . 26,0 ] 26,2
Total . oo 139,0 -4385). .- 1355 2. 148,6)
_________




La superficie sembrada de cebada grano en la regién de acuerdo a la
estadistica agraria de las Gltimas 10 campafias agricolas, reporta un
incremento de 44.24% en el ambito de la Regién Ayacucho. Dicha
superficie durante la campafa agricola 2003-2004 fue de 10,546
hectareas, mientras que en la campafa 2012-2013 fue de 15,212 ha,
mostrando una tasa de crecimiento anual de 4.15%.En la region
Ayacucho en la ultima década de acuerdo al analisis estadistico de
Informacién Agraria se puede observar que su principal productor del
cultivo de cebada grano es la provincia de Huamanga. (AGENCIAS

AGRARIAS DRA-AYACUCHO, 2015)

CUADRO N° 02: Distribucion del consumo de cebada. (IMPACTO
AGRARIO, 2015)

PROVINGA/ANOS &e | 2011 | 2012 | 2013 | Tora | % |
Huamanga | | 5043, 1310/ 5168] 7219| 44118 37
cangallo | | “1e97'  o7s.  1s93i 200| 1sose| 14
Hoan 1 | el a3 70l eraf  ess2| s
R T R B I

- .
Victor Fajardo

7
Vilcas Huaman

Huanca Sancos

Sucre

wanas |

Parinacochas |  se3 908 6% 867 esa0| 8

Paucardel Sarasara |  126; 215, 3010  330|  2d07| 2

Fuente: Agencias Agrarias:- DRA - Ayacucho . o 1179 100}

1.1.4 MEJORA GENETICA.
Segun, Cuidad (2006), la cebada tiene siete cromosomas con mas de cien
genes que se encuentran localizados, también menciona que la mejora

genética se basa en obtener nuevas variedades que sean mas



productivas, con unos rendimientos mas estables y de mejor calidad, pero
el objetivo prioritario es el incremento del rendimiento en grano. Para
lograrlo hay que actuar sobre la adaptaciéon ecologica y la resistencia a
plagas y enfermedades. La resistencia al encamado repercute
directamente sobre el rendimiento a través de una mejor granazon.

La resistencia a plagas y enfermedades se considera un factor
determinante en la estabilidad de los rendimientos del cultivo, al poder
alterarlos cuando se dan las condiciones ambientales para el desarrollo
del patégeno.

(Rodriguez, 2010), menciona que la cebada destinada para alimentacion
animal el criterio de calidad mas importante, es el alto contenido de
proteinas y bajo contenido en fibra. Existen programas de mejora genética
en cuanto al incremento del contenido de lisina del grano. Muchas
variedades actuales de cerveceria estan siendo empleadas en la
alimentacion animal, por su alto contenido de proteinas y carbohidratos

solubles, y por la proporcion relativamente baja de fibra que poseen.

1.1.5 IMPORTANCIA DE LA ROYA AMARILLA EN CEBADA.

(Gilchrist et al, 1982), mencionén que las royas de los cereales son las
enfermedades mas distribuidas y econémicamente importantes a nivel
mundial. Tres distintas royas, la roya de la hoja, la roya amarilla o roya
rayada, y la roya del tallo, se manifiestan en trigo y cebada. También
mencionan que los hongos que causan estas enfermedades son notorios

por su habilidad de incrementarse rapidamente y sobrellevar o



contrarrestar la resistencia en las variedades de trigo y cebada. Las
- pérdidas en cosecha causadas por estas enfermedades dependen de la
susceptibilidad del hospedero y las condiciones climaticas, pero las
perdidas también son influenciadas por la fecha de manifestacion y
severidad de los brotes de la enfermedad relativos a la etapa de

crecimiento del cultivo. -

1.2 PASTO OVILLO (Dactylis glomerata)

1.21 DISTRIBUCION Y ADAPTACION

(Muslera y Ratera, 1991), mencionan que este pasto se encuentra en
‘gran parte de las regiones de clima templado del hemisferio norte: Europa
(es nativo del oeste y centro de Europa), Asia y norte de Africa.
En América del Norte se encuentra en Canaday Estados Unidos. En
el Hemisferio Sur destaca su presencia en Nueva Zelanda y América del
Sur (Chile, Argentina). No crece a temperaturas menores de 5°C y en

primavera tiene un gran desarrollo pero lento al principio.

1.2.2 CLASIFICACION TAXONOMICA: Segun, (Hughes et al, 1966).

REINO :Plantae
DIVISION :Magnoliophyta
CLASE _:Liliopsida
ORDEN :Poales
FAMILIA :Poaceae
SUB-FAMILIA :Pooideae



TRIBU :Poeae
GENERO :Dactylis

ESPECIE :Dactylis glomerata

FIGURA N° 02: Descripcion botanica del pasto ovillo.

1.2.3 CARACTERISTICAS Y MANEJO

(Hughes et | al, 1966), mencionan que la siembra es preferible en
primavera, época en la que tiene un gran crecimiento, pero en el norte de
Espafa puede haber problemas debido a las sequias de verano. Sembrar
a finales de verano y en otofio da buenos resultados si se deja el tiempo
suficiente para que se establezcan las plantulas. Ademas, si se siembra a
principios de otofio el cultivo podra establecerse antes de las heladas.
También mencionan que el pasto ovillo se adapta bien a las condiciones
climaticas de la Peninsula y posee diversas variedades, gracias a ello su
uso estd ampliamente extendido, pero en casi todas las mezclas es
secundaria respecto a otras gramineas. Por lo general la fertilizacion es

esencial para un alto rendimiento.



1.2.4 IMPORTANCIA AGRONOMICA.

(Hughes et al, 1966), mencionan que esta plahta produce un buen forraje
cuando es joven pero pierde enseguida su calidad y digestibilidad al
florecer. Si es sometido a defoliaciones muy severas y frecuentes
mediante siega o pastoreo (sobre todo mediante pastoreo) las sustancias
de reserva desapareceran, su capacidad de regeneracion se vera limitada
y ademas de producir menos puede morir.

Las asociaciones de dactilo y leguminosas necesitan siega y pastoreo o
su corﬁbinacién para aprovecharlo cuando adn es joven y apetecible para

el ganado y para mantener un buen equilibrio entre ambos.

1.3 PATOGENO (Puccinia striiformis f.sp. hordei).

(Aguirre, 1992), menciona que Puccinia strifformis f.sp. hordei, es el
patégeno responsable de la enfermedad denominado “roya”. Es un hongo
de la clase de los basidiomicetos y es considerado un parasito obligado;
ya que muchos biotipos tienen una capacidad muy limitada para
desarrollarée “in vitro”. El ciclo de vida de estos patégenos depende de la
existencia de un hospedero alternante o de un hospedero graminicola, en
el caso de Puccinia striiformis f.sp. hordei, en nuestro medio no se ha
registrado ningun hospedero alternante, segin Hoog et al, (1969); motivo
por el cual las teliosporas no cumplen papel alguno en el ciclo de vida del

patogeno.
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1.3.1 CARACTERISTICAS DEL PATOGENO.
TAXONOMIA. |

- (Garcia et al, 2010), manifiestan que la posicién taxonémica de la Puccinia
striiformis f.sp. hordei es la siguiente:
Reino :Mycetae (fungi)
Division :Myxomycota

Subdivision :Basidiomicotina

Clase ‘Hemibasidiomycetes

Orden :Uredinéles

Familia :Pucciniaceae

Género :Puccinia

Especie :Puccinia striiformis f. sp. hordei

1.3.2 EPIDEMIOLOGIA.

Segln (Hacke y Ramirez, 1981), las uredosporas son el estadio infectivo
que origina la formacidn de epifitas. Ademas es importante para la
caracterizacion del curso de una epifita en la roya, el tomar én cuenta el
periodo de tiempo que se sucede entre la infecciéon y la aparicion de los

uredosporas (periodo de latencia), asi como del periodo de infeccion.

1.3.3 HOSPEDANTE.
e Temperatura
Las temperaturas adecuadas para el desarrollo del cultivo dependen del

estado vegetativo del mismo. Son recomendables las bajas temperaturas

11



durante el periodo'de plantulas y altas en el momento de la cosecha,
pero Puccinia striifformis f.sp. hordei prospera en zonas con temperatura
entre 18 a 22 °C, segin Hacke y Ramirez, (1981) y las temperaturas
fluctuantes alrededor de los 20 °C son los ideales para el desarrollo
normal de la roya.

e Humedad

Es también otro factor importante para la germinacion de la espora en la
superficie foliar asi como para la penetracién hacia el interior del tejido
vegetal, es decir en el desarrollo de la hifa infectiva.

La humedad relativa 6ptima para la infeccion y germinacién de las

uredosporas es de 72.5% a 100%.

1.3.4 CICLO DE VIDA DEL PATOGENO

(Zilinsky, 1984), afirma que las infecciones primarias son producidas por
las uredosporas transportadas por el viento, a veces desde muy lejos.
La enfermedad avanza con rapidez cuando existe humedad (lluvia o
rocio) y la temperatura oscila entre 10y 20°C. Con temperaturas
superiores a los 25°C, se interrumpe o0 reduce la produccion de
uredosporas y a menudo aparecen teliosporas negras.

(Arbeldez y Esparza, 1976), mencionan que Puccinia striiformis, se
reproduce mediante uredosporas, las cuales propagan la enfermedad; las
uredosporas son diseminadas principalmente por el viento y en menor
escala por el agua, la ropa y las herramientas. Bajo condiciones

favorables las uredosporas germinan sobre las plantas de cebada

12



produciendo un tubo germinativo provisto de un apresorio, el cual penetra
a través de las estomas, crece entre las células de la planta y es capaz de
emitir haustorios. Después del desarrollo del hongo dentro de los tejidos
de la planta, se producen nuevamente uredosporas.

También menciona que la duracién entre el momento de la germinacion
de la uredospora, la penetracién dentro de la planta y la produccién de
nuevas uredosporas mediante infeccion, es de 12 a 13 dias bajo
condiciones favorables.

Cuando la planta madura se inicia la formacién de teliosporas, las cuales
germinan produciendo basidiosporas que son diseminadas principalmente
por el viento, pero que no producen infecciéon directa en cebada. Hasta
ahora no se ha encontrado la planta que actué como hospedero
alternante de la Puccinia striiformis. Y mencionan que el hongo, en
ausencia de cultivos de cebada, sobrevive mediante fracciones de micelio
o con uredosporas en residuos de cosecha, o en pastos hospederos
silvestres o cultivados, a pesar de que las uredosporas tienen un periodo
relativamente corto de viabilidad. El hongo no se tramite a través de la
semilla. Mientras que en tubos destapados dentro de un desecador
permanecen viables durante 68 dias. Sin embargo estés esporas tienen
menor viabilidad que las esporas de otras royas que atacan la cebada y el

trigo.
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FIGURA N° 03: Ciclo vegetativo de Puccinia striiformis. Arbelaez y
Esparza, (1976)

1.3.5 CARACTERISTICAS DE LAS ESTRUCTURAS DEL PATOGENO
(Arbelaez y Esparza,1976), mencionan que esta roya se caracteriza por
producir pustulas pequerias (0.2 — 0.5 mm) de color amarillo, alargados y
dispuestos en forma ordenada y paralelamente en lineas (uredosporas)
predominando en la cara inferior de las hojas.

También mencionan que los uredos amarillos localizados por ambos lados
de las hojas, en largas lineas o bandas, uredosporas globosas o
elipsoidales, de 25 — 30 x 20 — 24 micras con una pared de 1.5 micras de
espesor, de color amarillo a incoloras, ligeramente equinuladas.
Telidésporas biceladas, lisas, de 40 — 60 x 17-23 micras, de formas
variables, pero la mayoria oblongas a oblongo-clavadas, de color marrén

claro.
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FIGURA N° 04: Estructuras caracteristicas de la Puccinia striiformis
f.sp. hordei, Puccinia graminis f.sp. tritici y Puccinia
hordei. Uredosporas b) Teliosporas c) Parafisos.
Cummins (2003).

1.3.6 DISTRIBUCION DE LA ROYA Y SUS HOSPEDEROS.

Las royas son parasitos biétrofos obligados, con micelio intercelular y
haustorios. Aunque pueden aparecer en cualquier parte aérea de la
planta, atacan mayormente a hojas y tallos.

(Agrios, 1991), las royas no forman basidiocarpos, ya que su papel es
reemplazado por los telios y teliésporas. Sin embargo, su ciclo Vital es
muy complicado; pueden pasar hasta por 5 fases vitales, con sus
correspondientes esporas. La nomenclatura es compleja, y en ciertos
géneros resulta dificil separar unas fases de otras y hay que proponer

nuevas denominaciones; he aqui la nomenclatura mas aceptada:
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« FASE 0: espermogonios (=picnios o picnidios): forman los
espermacios (= picniosporas) y las hifas receptoras.

« FASE I: ecios (= ecidios): forman las eciésporas (= ecidiésporas).

o FASE II: uredos (=uredinios o uredosoros). forman ureddsporas (=
urediniésporas).

« FASE lIl: telios (=teleutosoros): forman teliésporas (= teleutoéporas).

o FASE IV: basidios: forman basidiésporas.

Estos hongos son parasitos obligados de desarrollo zonal, muy
especificos, que salvo algunas excepciones, roya amarilla

(Pucciniaglumarum), son heteroicos (necesitan de un huésped secundario

para completar su ciclo biolégico) aunque en condiciones cdlidas, al poder

sobrevivir las uredosporas a los no muy rigurosos frios invernales, no son
fundamentalmente ni imprescindibles los huéspedes secundarios.

(Agrios. 1991), la basiodiospora transportada por el viento, al encontrar el
huésped secundario, provoca la aparicion de unos abultamientos o soros
en las hojas denominados picnidios y aecios. Las aeciosporas, son los
agentes responsables del ataque a los cereales, provocando, en las
hojas, abultamiento subepidérmicos parecidos a los del huésped
secundario denominados uredios donde se forma muItitud de esporas,
uredosporas que, cuando estan maduras, rompen la cuticula foliar y
difunden la enfermedad en el espacio ya que son capaces Yy aptas para
infectar los cereales. Incluso, en lugares calidos, pueden invernar sin

perder su viabilidad de reinfectar.
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No obstante lo normal es que con la llegada de los primeros frios otofales
se formen unos nuevos soros, telios, que daran lugar a esporas provistas
de cubierta o episporio grueso que les permitird defenderse de las
heladas invernales, llamadas teliosporas.

Estas invernan en el rastrojo y, al llegar la primavera, germinan
produciendo un promicelio o basidio del que nacen las basidiosporas,
cerrandose asi el ciclo 'biolégico de estos polimérficos uredales (royas
macrociclicas o de ciclo de vida largo, las que solo producen teliospora's y

basidiosporas se denominan royas microciclicas o de ciclo corto).

CUADRO N° 03: Principales especies de Puccinia sp. y su
hospedador. (Agrios. 1991)

, Hospedador
Especie Nombre vulgar Primario Secundario
. graminis Roya negra Trigo
. g. £. sp. secalis Roya negra Centeno Berberis vulgaris
. g.f. sp. avenae Roya negra Avena {agracejo)
. glumarum Roya amarilla Trigo No hay
Centeno (Es autoico)
Avena
P. triticina Roya parda Trigo Ranunculaceas:
Thalictrum sp.
Isopyrum fumaroides
P. dispersa Roya parda Centeno Anchusa sp.
| ycopsis arvensis
P. conifera Roya coronada Avena Rhamnus sp.
P. hordei Roya parda Cebada Omithogalum sp.
P. farghi Royadelmaiz . Maiz/Sorgo Oxalis sp.
. purpurea Roya del sorgo Sorgo Oxalis comiculata
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1.3.7 DIFERENCIA COMPARATIVAS ENTRE LAS PRINCIPALES
ROYAS QUE ATACAN LA CEBADA.

(Arbelaez y Esparza, 1976), méncionan que las distintas rOyaé que
atacan la cebada se diferencian entre si vmacroscépicamente, tanto por las
caracteristicas de los uredos como por los sintomas especificos que
determinan:

a) - Roya amarilla: Puccinia striiformis f.sp. hordei

Se caracteriza por la presencia de uredoserupentes de color amarillo oro
sin evidencias, dispuestos en bandas a lo largo de [a hoja.No se conoce
aun hospedero alternante alguno del patégeno.

b) Roya del tallo: Puccinia graminis f.sp. tritici

A diferencia de la roya amarilla descrita anteriorménte, los uredos tienen
un color rojo ladrillo, son mas o menos grandes, y se presentan con
remanentes de la epidermis; se localizan en el tallo, en las hojas y
ocasionalmente en las espigas. El hospedero alternante conocido es el

agracejo (Berberis spp.) en la espiga.

1.3.8 CULTIVO MONOPUSTULAR DE ROYAS

El cultivo monopustular consiste en colocar esporas de una pustula que
‘esta sin germinar; en fragmentos de hojas del cultivo que se desea
reproducir, utilizando diferentes métodos de aplicacion (Lui, 1980). La
finalidad de utilizar estd metodologia es para conseguir la infeccion con

uredosporas que son similares genéticamente.
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1.4 ADN (ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO)

(Ridley, 2006), menciona que el acido desoxirribonucleico, abreviado
como ADN, es un &acido nucleico que contiene instrucciones genéticas
usadas en el desarfollo y funcionamiento de todos los organismos vivos
conocidos y algunos virus, y es responsable de su transmision hereditaria. -
El papel principal de la molécula de ADN es el almacenamiento a largo
plazo de informacién. Los segmentos de ADN que llevan esta informacién
_ genétiba son llamados genes, pero las otras secuencias de ADN tienen
propositos estructurales o toman parte en la regulacién del uso de esta

informacién genética.

cromosoma
nucleo ’ ]{ telomero
&, T centrémero
célula !
—telémero

W . ADNde
doble hebra

FIGURA N° 05: Situacion del DNA dentro de una célula eucariota.
Ridley, (2006).
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1.4.1 CROMOSOMA

Segun (Ridley, 2006), en biologia, se denomina cromosoma a cada uno

de los pequefios cuerpos en forma de bastoncillos en que se organiza la

cromatina del nucleo celular durante las divisiones celulares (mitosis y

meiosis). Este material se encuentra en el ntcleo de las células eucariotas

y se visualiza como una marafia de hilos delgados. Cuando el nicleo

celular comienza el proceso de divisién (cariocinesis), esa marafa de

hilos inicia un fendmeno de condensacién progresivo que finaliza en la

formacion de entidades discretas e independientes: los cromosomas.

Por lo tanto, cromatina y cromosoma son dos aspectos morfolégicamente

distintos de una misma entidad celular.

0.2 — 20pm
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FIGURA N° 6:
Diagrama de un
cromosoma eucariotico

duplicado y condensado
(en metafasemitética). (1)

Cromatida, cada una de

las partes idénticas de un
cromosoma luego de la
duplicacién del ADN. (2)
Centréomero, el lugar del
cromosoma en el cual

ambas cromatidas se
tocan. (3) Brazo corto. (4)
Brazo largo. Ridley,
(2006).



- 1.4.2 ADN RIBOSOMICO

Segun (Hillis y Dixon, 1991), el ADN ribosémico (ADNr) es una secuencia
de ADN contenida en los cromosomas del nucléolo que codifica ARN
ribosémico. Estas secuencias regulan la transcripcién e iniciacion de la
amplificacién y contienen segmentos espaciadores transcribibles y no
transcribibles. Las unidades de transcripcién del ARN ribosémico se
agrupan en tandem. Estas regiones de ADNr se denominan también
regiones de organizacion del nucléolo.

También mencionan que el nivel bajo de polimorfismo en la unidad de
transcripcion de ADNr permite la caracterizacién de cada especie usando
sblo unos pocos ejemplares y hace que este ADN sea dutil para la
comparacion intérespecifica. Ademas, las repeticiones de las diferentes

regiones de codificacién del ADNr muestran distintas tasas de evolucién.

1GS ITS 1 TS 2
@
ETS

. o

FIGURA N° 07: Disposicion del (ADNr) eucariético 18S, 5.8S y 28S en
tandem; el ADNr 5S se codifica separadamente. NTS:
espaciador no transcribible, ETS: espaciador
transcribible externo, ITS: espaciador transcribible
interno. (Hillis y Dixon, 1991).

1.4.3 EXTRACCION DE DNA

El aislamiento de moléculas como el DNA que se encuentra dentro de las
células, puede realizarse a través de diferentes métodos, los cuales
deben tomar en cuenta la fragilidad de dicha molécula y ademas de las

diferentes barreras que se deben de vencer para poder aislarlo de los
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demas componentes celulares tales como organelos, sustancias
polipeptidicas, carbohidratos, etc. que son caracteristicos para cada
especie vegetal, (Vos P,et al,1995).

El método que generalmente se utiliza implica el uso de la fuerza
mecanica, variaciones térmicas y fuerzas de gravedad, todos estos
combinados con detergentes, solventes organicos y sustancias quimicas,
dan como resultado final el aislamiento del DNA.

El uso de sustancias quimicas tales como el CTAB (bromuro de
hexadecil-trimetil-amonio) sirve para  poder disolver las membranas
polipeptidicas que son las que forman compartimentos dentro de las
células de tal manera que el DNA pueda sér liberado de su interior.
Sustancias como el EDTA y PVP sirven para inactivar (quelar) las
enzimas conocidas como DNAasas que se encuentran en gran namero
dentro de la célula y que pueden degradar el DNA. Sustancias tales como
el TRIS son tampones (buffers) que sirven para mantener regulado el pH
del medio en el que se encuentra el DNA. Sales como el NaCl permiten la
precipitacién de carbohidratos, el acetato de amonio y acetato de sodio
permiten la captacion de algunos iones contaminantes que rodean a la
molécula. Una combinacion de solventes organicos como cloroformo:
alcohol isoamilico (24:1) permiten la separacién y precipitacion de
proteinas.El uso de alcoholes, tales como etanol absoluto o isopropanol,
permiten la precipitacidn del DNA, librandolo de la solucién de solventes,

de sales y otras impurezas.
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1.4.4 PROTOCOLOS DE EXTRACCION DE DNA
Existe un elevado nimero de protocolos para la extraccion de DNA que

presentan diferencias dependiendo del tipo de organismo, del tejido de
partida o de la calidad final deseada del DNA.

La metodologia clasica consiste en una primera homogenizacién
mecanica del tejido en un tampén de extracciéon. Este tampdn esta
generalmente compuesto por TRIS, que pfoporciona las propiedades
tamponadoras, un quelante EDTA (ethylenediaminetetraaceticacid) para
inhibir la accibn de DNAasas, una sal (normalmente cloruro sodico) y un
detergente que facilite la ruptura de las membranas celulares y nucleares.
El DNA puede separarse de las proteinas y restos celulares mediante
precipitacion de las proteinas facilitada por la presencia de dodecil sulfato
sédico (SDS) y acetato potasico (el DNA permanece en suspension tras la
precipitacion por centrifugacion), o alternativamente, utilizando cloroformo
paré separar las proteinas de la fase acuosa, donde permanece el DNA.
La extraccién con cloroformo permite obtener un DNA mas puro y mejor
sensible a degradacién, aunque tiene el inconveniente del manejo de
disolventes organicos.

ElI DNA en disolucién puede ser concentrado y purificado por precipitacion
con etanol o isopropanol para posteriormente resuspender en un volumen
apropiado de tampon TE o agua. La pureza del DNA puede mejorarse
~ siguiendo diversos protocolos que se discutiran a continuacion.

Los tejidos vegetales presentan dos caracteristicas especificas que hay
que tener en cuenta a la hora de poner a punto un protocolo de extraccién

de DNA:
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a. Contenido en fenoles. Al homogenizar el material se libera fenoles
que se oxidan rapidamente y pueden provocar la pérdida del DNA. Para
evitarlo se afiaden al tampén de extraccidon compuestos antioxidantes
como el beta-mercaptoetanol o el bisulfito sédico (este ultimo mas
recomendable ya que el primero es volatil y téxico).

b. Contenido en polisacaridos. Las paredes de las membranas
celulares vegetales estan compuestas fundamentalmente por celulosa y
otros polisacaridos, que son muy solubles y precipitan con el DNA, por lo
gue son contaminantes muy dificiles de evitar.

Como consecuencia, el precipitado final de DNA adquiere una
consistencia gelatinosa, lo que dificulta el pipeteo e incluso puede inhibir
la digestidén del DNA con enzimas de restriccion. Para intentar reducir esta
contaminacién de polisacaridos se utilizan compuestos como el bromuro
de hexadecil-trimetil-amonio (CTAB), aunque su eficacia suele ser baja.
Una estrategia mejor es la recoleccion de tejido joven, proveniente de
tejidos apicales en fase de crecimiento y evitar tomar muestras de tejido
adulto.

El protocolo a elegir depende del uso al que se va a destinar el DNA y del
material de extraccién de partida. Atendiendo a estos criterios, podemos

elegir diferentes protocolos de extraccion de DNA.
1.5 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La reaccién en cadena de la polimerasa es una reaccion ciclica dirigida

enzimaticamente que permite la amplificaciéon in vitro de una region del
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acido desoxirribonucléico (DNA), localizada entre dos regiones de
secuencia conocida, (Jordan, 2005).

Utiliza dos oligonucledtidos que funcionan como "iniciadores”, que se
hibridan a las cadenas opuestas de DNA de secuencia complementaria,
flanqueando a la secuencia de interés. Los iniciadores, toman diferentes
denominaciones, tales como oligonucleétidos, cebadores, primadores,
amplimeros, detonadores o primers. Los iniciadores son moléculas de
DNA de cadena individual y longitud corta (10-30 nucledtidos), se hibridan
complementariamentg a las partes terminales o flancos de una secuencia
especifica de la cadena sencilla del DNA patrén, se efectGa Ila
amplificacion (exténsic')n) por la DNA polimerasa, la enzima que cataliza la
sintesis de cadenas largas de polinucledtidos. La sintesis se dirige
incorporando monémeros de trifosfato de desoxinucleésido al grupo Ijbre
3'-hidroxilo del iniciador en direccion 5'—>3', la polimerizacién se efectia
siempre del a-fosfato 5' del trifosfato de desoxinucledsido al grupo
hidroxilo terminal 3' de la cadena creciente de DNA. Esto resulta en la
sintesis -de nuevas cadenas de DNA complementarias a las cadenas
patrén inicial.

En cada ciclo de amplificacion, las cadenas de DNA sintetizadas se
convierten en un patron (o substrato) para cualquier nuevo ciclo;
idealmente, la secuencia de DNA "objetivo" o “DNA blanco” se amplificara
de manera selectiva ciclo tras ciclo. Teéricamente, los productos de
amplificacién (amplicones) del primer ciclo serian el resultado de la

sintesis de DNA del patrén original, de longitud indefinida. La polimerasa
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del DNA sintetizaria nuevas moléculas (a partir de tales moldes o
patrones) hasta que fuese interrumpida por el inicio del siguiente ciclo. A
partir del tercer ciclo,'los productos de amplificacion poseerian una
longitud definida, pues Unicamente se sintetizan los fragmentos de la
secuencia "objetivo", cuya longitud correspondiera a las posiciones de
alineamiento (anillamiento,' ensamblaje) de los iniciadores con el patron
original. En lo consecutivo, la secuencia "objetivo" se amplificara
exponencialmente. Concretamente la amplificacion entendida como el
numero final de copias de la secuencia "objetivo", se expresa por la
férmula: |

(2n-2n) x = x (2n)

Dénde:

n = namero de ciclos

2" = primer producto obtenido después del ciclo 1, y productos obtenidos
después del ciclo 2.

2n = productos amplificados que contienen la secuencia objetivo y
salientes en los extremos (no corresponden exactamente a la regién
objetivo)

X = namero de copias del patrédn original.

Los componentes de la reaccion de PCR son:
> Dos iniciadores sintéticos, que son regiones complementarias a las
cadenas opuestas que flanquean a la region de DNA blanco que se

desea amplificar.
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} Una secuencia blanco en una muestra de DNA que este entre el par
de primers, la cual puede ser de 100 a 5 000 pares de bases.

> Una enzima, la DNA Polimerasa termoestable que pueda resistir altas
temperaturas de calentamiento (95°C a mas).

» Los cuatro deoxiribonucleétidos (ANTPs).

» Un buffer para darle las condiciones adecuadas al sistema en

conjunto.

DNA blanco .

icadores T TRAATIONG
wictadores  TTETHINNN AT

Nuclestidos [ﬁ] Lﬁﬂ Lﬁ_l L'ﬁ'_'
Polimerasa @

Figura N°08: Componentes del PCR, para la amplificacion del gen
ITS.

1.5.1 CICLOS TERMICOS.
Los parametros de los ciclos de temperatura son considerablemente
importantes para una PCR éptima. Los pasos mas importantes en los

perfiles del tiempo y temperatura a considerar, son:

o Etapas del ciclo de amplificacion:
Un proceso tipico de PCR, requiere de un nimero de ciclos para
amplificar una secuencia de DNA, cada ciclo tiene generalmente tres

pasos:
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Desnaturalizacién. La temperatura entre 90-96 °C provoca una
desnaturalizacion completa del DNA genémico para permitir él ensamblaje
posterior de los iniciadores. El dafio térmico del DNA conduce a un indice
creciente de mala incorporacion de los nucleétidos, por lo que debe
evitarse manejar temperaturas muy altas, y/o desnaturalizar por periodos
prolongados. Limitar la exposicién ayuda también a mantener la actividad
maxima de la polimerasa. Sin embargo, existen moléculas de DNA de
grandes proporciones o desmedidamente complejas (como- plasmidos de
DNA super enrrollado) que son mas dificiles de desnaturalizar y que
requieren mayor energia térmica, por lo que se sugiere la inmersion de los
fubos de reaccién en agua hirviendo por algunos minutos o un “hotStart”
(predesnaturalizacién). Por el contrario, el calentamiento insuficiente
deviene en un completo fr_a\caso de la PCR. Tipicamente la temperatura
de desnaturalizacion es entre 92 y 94 °C.

Ensamblaje. Periodo térmico que define el ensamblaje (alineamiento,
anillamiento, anclaje) o hibridacion de los iniciadores a la secuencia
complementaria; tipicamente, entre 36 y 70 °C. Se. calcula en funcién de
la longitud y contenido de guanina y citosina de los iniciadores.
Extension. La extensién, propiamente la amplificacion o polimerizacion,
se efectia generalmente a 70-85 °C, temperatura 6ptima de actividad
para las polimerasas termoestables. La duracién de los pasos de
extension puede incrementarse si se polimerizan amplicones de gran
longitud, aun cuando la mayor parte de los tiempos de PCR se restringen

a 2 minutos (1 minuto/1000 pb de secuencia "objetivo" o substrato).
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A menudo, el tiempo de extensiéon del ciclo final es mayor (hasta 10
minutos) con la finalidad de aseg'urar la total extenéién de las moléculas.
La temperatura de extension 6ptima en los PCR es 72 °C, donde la Taq
polimerasa tiene su mayor actividad catalitica.

e Numero de ciclos:

Usualmente son 25 a 35. El aumento en el niimero de ciclos ocasiona un
incremento en el nimero de productos no deseados, sin impacto alguno
en el rendimiento del producto de eleccién. Asi, es poco comun encontrar

protocolos experimentales con mas de 40 ciclos.

1.5.2 DNA PATRON.

"Estas secuencias pueden ser DNA genémico, DNA clonado (a partir de
clones individuales o bancos genémicos: lambda, césmidos o vectores
BAC o YAC), y/o bancos de cDNA (derivado de RNA total, RNA poli(A)+6
RNAm). Secuencias patron, también son conocidos como DNA sustrato,
blanco, objetivo o molde, Watson y Crick (1953).

La muestra de PCR puede ser de una o-dos cadenas de DNA o RNA, no
siendo generalmente el tamafo del DNA un factor fundamental.

De utilizarse DNA genomico de alto peso molecular, se mejora la
amplificacién si se digiere previamente con enzimas de restriccion. De no
conocerse la concentracién de la secuencia "objetivo", se recomienda
optimizar la reaccién con controles positivos de ADN; normalmente, e
utilizan subnanogramos de un patrén clonado y submicrogramos de ADN

gendmico. Potencialmente, la PCR puede realizar la amplificacion de una
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sola molécula de DNA en grandes numeros, es factible amplificar una
secuencia a partir de cantidades del orden de picogramos, por lo que
debe extremarse el cuidado en el manejo de reactivos y muestras, asi
como reducir al minimo cualquier posibilidad de contaminacién.
Concentracion de enzimas:

La introduccién de las polimerasas termoestables del DNA posibilité la
automatizacion de la PCR, pues so6lo se incorporan al inicio del proceso
de amplificacién. La primera polimerasa del DNA termoestable utilizada
fue la Taq polimerasa, Roberts, et al, (2005).

Los resultados obtenidos, en términos de amplificaciones de alto
rendimiento, de uno o varios fragmentos, o de fragmentos de gran
longitud reportan el uso de cantidades considerables de la enzima (14
U/100 pl). Utilizar mayores cantidades puede resultar en la produccion de
productos no especificos y/o en'la reduccién del rendimiento del amplicén
"objetivo". La concentracion tipica de la enzima usada es de 2U/100 pl de
volumen de reaccién. Normalmente, la cantidad de la enzima se torna
limitante luego de 25 a 30 ciclos de PCR, debido a un exceso molar de Ia
secuencia "objetivo".

Para el desarrollo de la reaccion, la enzima polimerasa del DNA requiere
minimo 1 mM de magnesio libre, lo que significa que las concentraciones
de magnesio deberan ser 1 mM mayores que la concentracion total de los
dNTPs (ya que secuestran magnesio).

Esto es, la cantidad de Mg2+ libre disponible para la polimerasa Taq del

DNA resulta de la sustraccion de la concentracion total de dNTPs de la
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concentracion total de MgCI2.La concentracion de»MgCI2 tiene un efecto
fuerte sobre la especificidad y rendimiento de la PCR. La concentracion
optima de MgCI2 en la mezcla final de reaccién puede variar dentro del
intervalo de 1.0- 2 mM, pero en ciertas ocasiones se ensayan diferentes
concentraciones de Mg2+ (considerando una cantidad individual de dNTP
del orden de 200 uM). Los fones Mg2+ estimulan la actividad de la
polimerasa e incrementan la temperatura de fusion (Tm) del DNA de doble

hélice, asi como la interaccién iniciador/secuencia patrén.

1.5.3 INICIADORES.

La estabilidad del iniciador puede medirse por la longitud (en pares de.
bases) del duplo DNA-iniciador, el cociente GC/AT, la energia libre del
duplo (kcal/mol), o por la temperatura de fusion (en °C). Para realizar con
exactitud los calculos, se deben considerar varios parametros
termodinamicos, cuestibn que se facilita con el uso de programas
computacionales.

Estos permiten calcular la estabilidad del diplex DNA iniciador, la
composiciéon y porcentaje de desoxinucleétidoé; analizar las posibles
interacciones del par mas cercano, las regiones de complementariedad
del DNA, Iqs sitios de formacién de dimeros de iniciador, o la longitud de
amplicones; ademas de contemplar cuestiones como la estructura
secundaria, la formacién de palindromas, etc.

En general, los iniciadores utilizados en la PCR constan de 10 a 30

nucleétidos de longitud, lo que permite utilizar altas temperaturas de
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ensamblaje e incrementar la especificidad de la reaccién. Cuanto menor
sea la longitud de los iniciadores, menor serd la especificidad de
hibridacién con la secuencia patrén. De ser posible, los iniciadores deben
elaborarse con un ndmero aproximadamente igual de cada una de las
cuatro bases, evitando regiones de secuénpia anormal, tramos de
polipurinas, polipirimidinas, o patrones de repeticién; y secuencias con

estructura secundaria.

Temperatura de fusion (melting temperature, Tm)

La Tm puede calcularse para un iniciador empleando algunas ecuaciones,
siendo indicado para cada reaccion de amplificaciébn considerar a los
iniciadores como un par, donde cada uno posee una Tm similar; o bien,
puede determinarse la Tm de acuerdo con valores termodinémi_cos de
eﬁergia libre entre combinaciones sucesivas de los nucleétidos. La

férmula mas ampliamente usada es:
Tm = [(ndmero de A+T) (2 °C) + (nimero de G+C) (4 °C)]

Originalmente calculada en una concentracion salina 1M para pruebas de
hibridacién de oligonucleétidos. Sin embargo, es inexacta con iniciadores
mayores de 20 nucleétidos (nt) y requiere de correcciones para la

concentracion salina.
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1.5.4 TRIFOSFATOS DE DESOXINUCLEQSIDOS (dNTPs)

De cada uno de los dNT'P, se requiere una concentracién de 50-200 pM

para sintetizar 6.5-25 ng/ul de DNA, respectivamente. Una concentracion

mayor tenderia a promover la incorporacion errénea por la polimerasa del

DNA. Pueden manejarse soluciones ya sea individualmente o en mezcla

de los cuatro dNTPs. Normalmente, se encuentran a un pH de 7.5 por

NaOH. La concentracion 6ptima de los dNTPs determina:

v' La concentracion de MgCI2 y de la enzima (puesto que los dNTPs
forman un complejo soluble con los iones Mg2+, esencial para la
'incorporaci()n de nucledtidos al amplicén),

v la longitud del producto amplificado, y

- v el nimero de ciclos de PCR.

1.56.5 PROMOTORES E INHIBIDORES DE LA PCR:

Diferentes substancias inhiben o promueven la PCR, dependiendo de la
naturaleza de los especimenes biolégicos nativos, Prieto, et al (2005), y
-de los métodos y —reactivos- usados para la extfaccién del DNA.

Deben usarse con precision y cuidado a los detergentes idnicos
(dodecilsulfato de sodio, SDS) en los métodos de extraccion de DNA,
pues es muy probable que inhiban los efectos de la enzima polimerasa.
Las trazas de solventes tales como el fenol, cuando utilizado en la
purificacibn del DNA, deben removerse por extraccion por
cloroformo:alcoholiso-amilico (49:1) o por precipitacién etandlica. En

adicion, es recomendable evitar el uso de la proteinasa K, pues es una
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proteasa que digiere proteinas desnaturalizadas, y podria afectar a la
polimerasa del DNA. En el caso de que se efectie una RT-PCR, es
fundamental remover la totalidad de DNA; vicevesa la presencia de RNA

puede interferir en las PCR donde se use DNA como substrato.

1.6 ELECTROFORESIS.

Es el movimiento de una particula cargada (ion) en un campo eléctrico. El
movimiento se realiza en med‘io liquido que esta sostenida por sustancia
sélida inerte, como papel o gel semisélido. La separacién de las particulas
o fragmentos de DNA depénde de su tamano, es decir fragmentos mas
grandes encuentran mayor resistencia en el gel que los pequefios, de
modo que su migracion sera mas lenta, y por el contrario los fragmentos
mas pequefios migraran rapidamente, separandose de los grandes.

En consecuencia, electroforesis es una técnica usado para separar y a
veces purificar macromoléculas especialmente proteinas y acidos
nucleicos, que difieren en tamano, carga o qonformacién. Como tal, es
una de las técnicas mas ampliamente utilizadas en bioquimica y biologia
molecular. Cuando las moléculas cargadas son colocadas en un campo
eléctrico, ellas migran hacia los polos, al positivo (anodo) o al negativo
(catodo) segtin sus cargas. (FIGURA N°09).

Las proteinas y Ioé acidos nucleicos son separados dentro de una métriz
o de un "gel". El gel se prepara de forma rectangular y de espesor fino
(aproximadamente 1 cm de espesor), con los pozos para cargar la

muestra. El gel se sumerge dentro de un buffer de electroforesis que
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proporciona los iones para llevar una corriente y un cierto tipo de buffer
para mantener el pH en un valor relativamente constante. El gel puede ser
de agarosa o del poliacrilamida, cada uno de los cuales tiene cualidades

convenientes para las tareas particulares.

Migracién de los

Pozos para el v
cargado de fragmentos del DNA
DNA I mOcitodo
amplificado

Gel

Corriente cléctrica

FIGURA N° 09: Representacion grafica de la electroforesis.

La agarosa es un polisacarido extraido de alga marina. Se utiliza
tipicamente eh las concentraciones de 0.5 a 2 %. Los geles de agarosa
son muy faciles de preparar: se mezcla simplemente el polvo de agarosa
con la solucién tampon (buffer), se derrite calentando, y luego se vierte el
gel. Este gel no es téxico. Los geles de agarosa tienen un rango grande
de la separacion, pero el poder de resoluciéon es relativamente baja.
Variando la concentracién de agarosa, los fragmentos del DNA de cerca
de 200 a 50000 pb se pueden separar usando técnicas electroforeticas

estandares.
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1.7 PROGRAMAS BIOINFORMATICOS.

1.7.1 PROGRAMA BLAST

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) es un programa
informatico de alineamiento de secuencias de tipo local, ya sea de ADN,
ARN o de proteinas. El programa es capaz de comparar una secuencia
problema (también denominada en la literatura secuencia query) contra
una gran cantidad de secuencias que se encuentren en una base de
datos, (Smith y Waterman, 1981).

El algoritmo encuentra las secuencias de la base de datos qué tienen
mayor parecido a la secuencia problema. Es importante mencionar que
~ BLAST usa un algoritmo heuristico por lo que no nos puede garantizar
que ha encontrado la solucién correcta.

Normalmente el BLAST es usado para encontrar probables genes
homdlogos. Por lo general, cuando una nueva secuencia es obtenida, se
usa el BLAST para compararla con otras secuencias que han sido
previamente caracterizadas, para asi poder inferir su funcién. El BLAST
es Ié herramienta mas usada para la anotacién y prediccién funcional
de genes o secuencias proteicas. Muchas variantes han sido creadas
para resolver algunos problemas especificos de busqueda.

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blasth&PAGE TYPE=B

lastSearch&LINK | OC=blasthome.
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1.7.2 PROGRAMA DE ALINEAMIENTO CLUSTAL

Es un programa de computadora ampliamente utilizado para realizar
alineamientos multiples de secuencias, (Thompson et al, 1997).

Este programa acepta un amplio rango de formatos de .entrada.
Incluyendo NBRF/PIR,FASTA, EMBL/Swissprot, Clustal, GCC/MSF,
GCG9 RSF y GDE.

El formato de salida puede ser alguno de los siguientes: Clustal,

NBRF/PIR, GCG/MSF,PHYLIP, GDE, NEXUS.

ALINEAMIENTO DE MULTIPLES SECUENCIAS.

Hay tres etapas importantes:

1. Hacer un alineamiento por pares

2. Crear un arbol filogenético (o usar un arbol definido por el usuario)

3. Usar el arbol filogenético para llevar a cabo el alineamiento maltiple
Esto es hecho automaticamente cuando seleccionas "Do Complete
Alignment” ("Hacer el alineamiento completo”, en espariol). Otras
opciones son "Do Alignmentfrom guide free" ("Hacer el alienamiento con

el arbol guia) y "Produce guide treeonly" ("Sélo producir el arbol guia).

ALINEAMIENTO DE PERFILES.

Los alineamientos de parejas son computados con un método todos
contra todos y las similitudes son guardadas en una matriz. Esta es luego
convertida en una matriz de distancias, donde la longitud de la distancia

refleja la distancia evolutiva entre cada par de secuencias.
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De esta matriz de distancias, es creado un arbol de guia o filogenético
utilizando un algoritmo de clustering neighbour-joining para determinar el
orden en que los pares de secuencias seran alineados y combinados con
alineamientos previos. Las secuencias son alineadas progresivamente en
cada punto de ramificacion empezando por los pares de secuencias mas

cercanos.

CONFIGURACIONES.

Los usuarios pueden alinear las secuencias usando las configuraciones
por defecto, pero ocasionalmente es mas util personalizar los parametros.
Los principales parametros son la penalizacién por abrir huecos ("gaps") y
por extenderlos.

www.ebi.uk.Tools/services/web/tools/resultebi/old=clustal/2pg.
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CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS

2.1 LUGAR DEL EXPERIMENTO.

2.1.1 UBICACION:

El trabajo de investigacion se realizé6 en el Laboratorio de Genética y
Biotecnologia Vegetal de la F.C.A. — UNSCH, en el distrito de Ayacucho,
provincia de Huamanga departamento Ayacucho, a una altitud de 2750

m.s.n.m.

2.2 MATERIALES:
s Bolsas de papel.
+ Arena, tierra agricola y materia organica.

L sa plastica ra n ;
» Bol lastica ne transparente

*
L4

Refrigeradora.

Termdémetro: B.H. y B.S.

®,
o

X/
L4

Tubos Eppendorf: 1.5y 2.0 yl y morteros de plastico.
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2
L X4

\/
0.0

7
0.0

K/
0‘0

9
L4

Cooler y cubos de hielo.

Microscopio 6ptico.

Centrifugadora: velocidad 14’000 rpm.
Microcentrifugadora.

Termomixer Confort Eppendorf (1.5ml).

Termociclador Eppendorf.

Reactivos:

07
0.0

N2
0.0

9,
o

R/
0‘0

7
%

®
%

K/
L4

)
0‘0

7
0’0

)
%

R/
L4

®
**

2
0‘0

Agar PDA.

Solucion de CTAB, con 0.2% de B-mercaptoetanol.
Proteinasa K.

NFW (Water Free Nuclease).

Cloroformo: Alcohol-isoamilico (24:1).

Etanol al 80% y 90%.

RNAasa (10mg/ml).

Solution stock de primers (ITS1, ITS4)(10uM).
Solucion stock de dNTPS (10mM).

Solucién stock de cloruro de Magnesio (25mM).
Taq polimerasa: Solucién stock 5U/p|.

Gel agarosa: 1%, 1.5% y 2%.

Tampon de carga: Loading buffer orange (6X).
Patrones de peso molecular: 100bp Ladder.
Tampén TBE: 10X (tris borato y EDTA)

Para elucion de banda: MenbranaBindingSolution.
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B. Muestras.

El estudio se realizé utilizando muestras de hojas de pasto ovillo y cebada
comun, que presentaban pustulas de roya amarilla lineal. Las muestras de
‘hdjas con pustulas de roya amarilla en cebada fueron recolectadas en la
comunidad campesina de Campanayocc a una altitud de 3565 m.s.n.m., y
las muestras de hojas con roya amarilla de pasto ovillo se recolectaron en
el Nucleo de Investigacion y Produccion de la Universidad de Huamanga

a una altitud de 2757 m.s.n.m.

2.3 METODOS:

Se realizaron pruebas de inoculacién del patégeno en condiciones de
invernadero para aumentar la cantidad de esporas de cada uno de los
aislamientos monopustular obtenidos en campo se comprobd Ila
metodologia utilizada por Liu (1980), que consiste en espolvorear esporas
sobre las hojas; la metodologia de Braitwaite (2005), qué consiste en
depositar esporas sin germinar en fragmentos de hoja del cultivo; la
metodologia -de Asnaghi, et al (2001), que consiste en depositar esporas
en cuadraditos de agar y luego pasarlos a fragmentos de hoja.

Para el proceso de instalacién de las metodologias se procedié de la

siguiente manera:
2.31 COLECCION DEL INOCULO.

Para la coleccion del inoculo de (Puccinia striiformis) de pasto ovillo y de

cebada que se encuentran en el NIPUH (Nucleo de Investigacion y
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Produccién de la Universidad de Huamanga), primeramente se identificd
la zona donde es mayor la propagacion de la roya amarilla en las dos
especies; luego de ello se cortaron las hojas que presentaron mayor
cantidad de pustulas amarillas lineales; posteriormente se colocaron
dentro de bolsas de papel debidamente rotuladas para ser llevadas a la

Unidad de Genémica del LGBV.

FIGURA N°10: Identificacion de la zona con mayor incidencia de
~ roya amarilla en pasto ovillo y cebada en el NIPUH
(Niucleo de Investigacion y Produccion de la

Universidad de Huamanga).
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FIGURA N°11: A. Roya amarilla lineal en pasto ovillo. B. Roya
amarilla lineal en cebada. Se cortaron las hojas que
presentaron mayor numero de pustulas amarillas

lineales en pasto ovillo y cebada comun.

2.3.2 CULTIVO MONOPUSTULAR DE ROYA AMARILLA.

Previamente al recojo de las muestras (un dia antes), de roya amarilla en
pasto ovillo, se cogieron talluelos limpios de zonas aun no infestadas,
estas de colocaron en macetas con suelo (2suelo agricola: 1 materia
organica:1arena), la cantidad de repeticiones es de acuerdo a los

tratamientos.

FIGURA N° 12: Maceteros con talluelos de pasto ovillo.
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Para el caso de la cebada se tuvo que sembrar 15 dias antes de realizar
la inoculacién, siguiendo la literatura citada por Garcia (2010), ademas se
utilizé cebada comuln para realizar el trabajo, debido a que esta es mas

susceptible a la roya amarilla.

FIGURA N°13: A. Semillas de Cebada comiin. B. Plantulas a los 7
dias de germinacion. C. Maceteros con plantulas de

cebada listas para la inoculacion.

PROCESO DE INOCULACION.

Se tomaron fragmentos de hojas infectadas, aproximadamente de 20cm
de longitud con pustulas de roya amarilla sin erupciones Purdy y Dean
(1980). Los fragmentos de hoja fueron lavados con abundante agua

destilada.
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a)

b)

De las hojas de pasto ovillo y cebada recolectas (con roya lineal
amarilla), se cortaron los trocitos que presentaron la mayor cantidad de
pustulas cer.radas.
La posicion de colocar el trocito con roya se dio de acuerdo a la
posicién de los estomas, en las dos especies la mayor cantidad de los
estomas se da en el haz. corte de la cuticula para contabilizar el
numero de estomas por cultivo.

e Cebada (10estomas/cm2)

e Pasto ovillo (7estomaslcm2).
Los trocitos de hoja con roya lineal amarilla de pasto ovillo y cebada,
se colocaron 1 trocito por cada hoja de planfa libre en cada maceta, se
consideraron 4 repeticiones; es decir se tomaron 4 hojas por maceta,

y a cada hoja mediante 3 tipos de adherentes (Agua, Agar y Clip).

—_— = ——— L

FIGURA N°14: A. Inoculo adherido con agua, B. Inoculo adherido

con agar, C. Inoculo adherido con clips.
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d) Se prepara una bandeja que contenga en el fondo agua a una altura
de 1.5cm. (para mantener la humedad), luego se colocan las macetas
una a una procurando que los adherentes permanezcan; se cubre con
un plastico negro para que pueda conservar la humedad en el interior
de la bandeja, este proceso es denominado “camara humeda”, segln

Asnaghi, et al, (2001).

FIGURA N°15: A. Macetas en bandejas con agua para mantener la
humedad, B. Macetas inoculadas dentro de la

refrigeradora.

e) Se lleva a la refrigeradora por (1dia, 2dias y 3 dias), segin el
tratamiento establecido, se mantiene una temperatura promedio de
8.5°C, se asperja cada 8 horas, para mantener la humedad, y se va
retirando de acuerdo a que se cumpla el periodo en camara oscura de

cada tratamiento.
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FIGURA N°16: A. Plantulas en camara oscura a 8.5°C de
temperatura. B. Maceta a capacidad de campo.

f) Después de cumplido el tiempo del tratamiento en la cAmara hiameda,
se van retirando los tratamientos hacia el mini invernadero, el cual esta
acondicionado a una temperatura en promedio de 25°C, y humedad

relativa entre 85 a 90%, segun lo menciona Asnaghi, et al, (2001).

R W*-;vn.-»m?—'*:\ﬂx |

FIGURA N° 17: A. Macetas con talluelos de pasto ovillo; B. Plantulas
de cebada, dentro del mini invernadero.

g) Luego de transcurridos 18 dias después de la inoculaciéon segun

Asnaghi, et al, (2001), se procedidé a realizar la purificacion, pero‘
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ahora solo con pustulas limpias, con la ayuda del estereoscopio se
identificaron las pUstulas aun no abiertas, de las cuales se extrajo las

uredosporas, y se inocularon a las plantas libres.

FIGURAN°18: A. Puastulas de roya amarilla en pasto ovillo
observadas a estereoscopio (10x4) B. Pustulas de
roya amarilla en pasto ovillo observadas a un

aumento de (10x10).

h) Para realizar la purificacion de las muestras obtenidas se realiza la

misma metodologia anteriormente detallada.

2.3.3 EXTRACCION DE ADN CON EL METODO CTAB.

Las muestras de roya amarilla de pasto ovillo y cebada fueron enviadas
al Laboratorio de Genc}mica de la UPCH, las cuales fueron almacenadas a
una temperatura de -80°C, con esta temperatura se evita la contaminacién
y degradacién de las muestras. Se utilizé el método (CTAB 2x) con
algunas modificaciones, Roose Amsaleg et al. (2002), debido a que solo
se requiere ADN de las esporas de pustulas de roya amarilla, mas no asi

de las plantas.

48



A continuacién se explica los pasos realizados para la extraccién de ADN -
genémico:
1. Retirar las muestras del refrigerador a -80°C, y colocarlas dentro de un

cooler, para empezar a realizar la extraccion.

FIGURA N°19: Muestras y reactivos para la extraccion de DNA.

2. De las muestras de hojas de pasto ovillo y cebada se cortaron trozos
pequenos para colocarlos en tubos de Eppendorf de 1.5 ml. para luego
anadirles NFW (Water Free Nuclease), y pasarle vortex, para evitar

burbujas.

FIGURA N°20: Corte de muestras en trozos pequeiios y colocados

en tubos Eppendorf.
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3. Los tubos con las muestras se llevan a la centrifugadora a una
velocidad de 13 mil rpm, por 10 minutos, a 20 °C, con lo que
obtenemos un pellet y eliminamos el sobrenadante. |

4. Luego agregamos 50uL. de buffers de extraccion (CTAB 2X,
recientemente preparado y agregando 0.2% de B-mercaptoetanol), con
ayuda de un mortero de plastico trituras el pellet de esporas durante
unos 2 — 5 minutos. Completamos con buffer de extraccién (CTAB 2X)
el tubo, hasta alcanzar un volumen de 600uL, tratando de limpiar todos
los residuos pegados al mortero. Mezclar bien los componentes con la

ayuda de un vortex.

FIGURA N°21: Trituracion mecanica de las uredosporas.

5. Agregar 20uL de Proteinasa K (20ng/ul). Luego colocar los tubos a
- 65°C, en el Termomixer confort (1.5ml) a 600 rpm, durante 2 horas
(invertir cada 15 minutos). Dejar enfriar a temperatura ambiente. En la
extraccion de DNA sin el uso de Porteinasa “K” no se agrega este

reactivo a las muestras.
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FIGURA N° 22: Uso de proteinasa K en la extraccion del DNA

genémico.

6. Agregar 600uL de cloroformo:alcohol-isoamilico (24:1) a cada tubo.
Mezclar suavemente e invertir los tubos varias veces (minimo 10
veces). Centrifugar a 14000rpm por 5 minutos.

7. Transferir la parte acuosa superior a un tubo de microcentrifuga nuevo
de 2ml. Luego agregar a cada tubo, 50uL de CTAB 10X, mezclar por

inversion y repetir pasos 5y 6.

= FASE ACUOSA

> INTERFASE

FASE ORGANICA

FIGURA N°23: Fases del DNA genomico extraido.
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8. Centrifugar a 14000rpm por 5 minutos. Transferir la parte acuosa
superior a un tubo de microcentrifuga nuevo de 1.5ml. Luego agregar
un volumen igual de isopropanol (400 — 500uL) a cada tubo. Invertir
los tubos varias veces y dejar a 4°C por 30 minutos o a -20°C por 15
minutos. En este punto las muestras pueden permanecer refrigeradas

por toda una noche.

9. Centrifugar a 14000 rpm por 20min y descartar el sobrenadante. Lavar
por inversion el pellet con 1mL de etanol 80 % por 1 minuto y
centrifugar a 14000 rpm por 20 minutos. Cuidadosamente descartar el

etanol.

FIGURA N°24: Lavado del pellet con etanol al 80%.

10.Lavar por inversion el pellet con 1mL de etanol 90% por 1 minuto y

centrifugar a 14000 rpm por 10 minutos. Cuidadosamente descartar el
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etanol. Con ayuda de una pipeta retire el maximo de liquido posible,

luego invierta los tubos y dejar secar el pellet por toda una noche.

FIGURA N°25: Pellet secado por toda una noche.

11.Resuspender el ADN en 40uL de TE, agregar 1.5uL de RNAsa (10
mg/mL). Incubar a 37°C por 1 hora. Almacenar el ADN extraido a 4°C
por 6 meses o a -20°C si es por un periodo mayor.

12.La cuantificacion de la cantidad de DNA extraido de realizo mediante
el espectrofotémetro, Nanodrop, de acuerdo a la cantidad de DNA se

realizara las diluciones a una concentracién homogénea.

2.3.4 PROTOCOLO DE AMPLIFICACION DEL ITS MEDIANTE PCR.

La amplificacion del gen ITS1 y gen ITS4 propuesta por Vogler y Bruns,
(1998), se realizé utilizando el termociclador de Eppendorf. La reaccién se
llevé a cabo en un volumen final de 50ul, a una cantidad de primers de
0.4uM, a una concentracion de 0.2mM de dNTP y 2.0mM de cloruro de

magnesio en tampdn de reaccién 1X.
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Se utilizaron los siguientes primers:

SECUENCIA DEL Primer ITS1:

5' TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3'

SECUENCIA DEL Primer ITS4:

5' TCCTCCGCTTATTGATATGC 3'

PARA LA TEMPERATURA DE ANNEALING DE 50°C:

El programa del termociclador con el cual se empezé a optimizar el PCR
fue: Pre-denaturacion a 95°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos con tres
étapas de Desnaturalizacién a 94°C durante 30 segundos, Annealing a
50°C durante 40 segundos, y Extension a 72°C durante 1 minuto.
Posteriormente a los ciclos se programé una extensiéon final a 72°C

durante 7 minutos.

1. Preparacion del MIX de PCR para 07 Reacciones (Con y Sin el uso de
Proteinasa “K"). Las muestras de DNA estan a una concentracién
homogénea de 20ng/ul, y todas las reacciones se lleva a un volumen
final de 50ul debido a que se necesita mayor cantidad para el

secuenciamiento.
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FIGURA N°26: Reactivos para preparar el MIX de PCR.

CUADRO N° 04: Calculos para el MIX de PCR a temperatura de
Annealing de 50°C.

[ Jinicial [ Iinal Velumen | Volumen
1Rxx 7Rxx
NFW 20.6 pl 144.2
Buffer 56X 5X 1X 10.0 pl 70.0 pl
MgCl2 25 mMm 2.0mM 4.0 pi 28.0 i
[dNTPs 10mM | 0.2mM 1.0 i 7.0 gl
F (ITS 1) 10 yM 0.4 yM 2.0 ul 14.0 pl
R (ITS 4) 10 uyM 0.4 yM 2.0 ul 14.0 pl
Taq DNA 5.0U/ul 1.0 U/l 0.4 ul 2.8yl
polimerasa
DNA 10.0 ul
Vol. Final 50.0 pl 280.0 pl

PARA LA TEMPERATURA DE ANNEALING DE 55°C:

EI programa del termociclador con el cual se empez6 a optimizar el PCR
fue: Pre-denaturacién a 95°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos con tres
etapas de Desnaturalizacion a 94°C durante 30 segundos, Annealing a
55°C durante 40 segundos, y Extension a 72°C durante 1 minuto.
Posteriormente a los ciclos se programé una extension final a 72°C

durante 7 minutos, metodologia propuesta pof Vogler y Bruns (1998).
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2. Preparacion del MIX de PCR para 19 Reacciones (Con uso de
Proteinasa “K”). Las muestras de DNA estan a una concentracion
homogénea de 20ng/ul, y todas las reacciones se lleva a un volumen
final de 50ul debido a que se necesita mayor cantidad para el

secuenciamiento.

CUADRO N° 05: Calculos para el MIX de PCR a temperatura de
Annealing de 50°C.

[ Jinicial [ Ifinal Volumen | Volumen
1Rxx | 19Rxx
NFW _ 20.6 pl 391.4 ul
Buffer 5X 5X 1X 10.0 ul 190 pl
MgCI2 25 mM 2.0 mM 4.0 ul 76 pl
[dNTPs 10mM | 0.2mM 1.0 i 19 i
F (ITS 1) 10 uM 0.4 uM 2.0 i 38 ul
R (ITS 4) 10 uM 0.4 uM 2.0 ul 38 ul
Taq DNA 5.0U/ul 1.0 U/l 0.4 ul 7.6 ul
polimerasa
DNA 10.0
Vol. Final 50.0 pl 760 pl

3. El control negativo es todo el MIX sin DNA, y se reemplaza con NFW,
o puede ser ofro organismo que no amplifique (no debe ser DNA de
patdgeno).

4. En 17 tubos de Eppendorf de 1.5 ml se coloca el DNA extraido de
cada muestra (10.0 pl), luego de agrega el MIX de PCR, a cada tubo,
menos la Taq DNA Polimerasa, esto se agrega al final por su facil
degradacion a temperatura ambiental. Finalmente se da un vortex y se

lleva al Temociclador.
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FIGURA N°27: Muestras en el termociclador, previo proceso de PCR.

El analisis de los resultados de la PCR se realizé con un gel de agarosa al
1% la muestra (5ul) del PCR fue coloreada con Loading buffer Orange (1
ul), y se corrié el marcador 100bp Ladder (1ul), lo cual fue tefiido con
bromuro de etidio (10mg/ml). El gel se fotografié en el transiluminador
Molecular BIOMETRA.

El marcador de 100bp Ladder, patrén de peso molecular conocido, nos
indicara el peso molecular de las bandas, comparando las migraciones

electroforéticas.

2.3.5 ELUCION DE LA BANDA DE ADNr

Se prepararon las reacciones de PCR en volumenes de 50yl para obtener
mayor cantidad de producto el cual pueda ser purificado a partir de los
geles de agarosa. Para la purificaciéon se utiliza in kit comercial Wizard®
SV gel and PCR Clean-Up System (PROMEGA), que facilita el proceso.

1. Del gel de agarosa corrido de las muestras del PCR, se cortan trozos

pequenos de bandas.
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FIGURA N°28: Corte de trozos de DNA.

2. Luego de agregar Menbrana Binding Solution, dar vortex.

promega com

y]

FIGURA N°29: Purificacion del DNA con el Kit comercial Wizard®.

3. Lo llevamos al Termomixer Confort (Eppendorf) a 65° por 10 minutos
dandole vortex cada 2 minutos.

4. Luego lo centrifugamos a 14000 rpm por 1 minuto.

5. Eliminamos el liquido inferior y agregamos 700ul de Menbrana Binding
Solution y lo centrifugamos 14000 por 1 minuto, luego eliminamos el
liquido inferior y agregamos 500l de Menbrana Binding Solution a la
reja lo volvemos a centrifugar 14000 durante 5 minutos, finalmente
eliminamos el liquido inferior y agregamos 50 ul de NFW a 14000rpm

durante 1 minuto.
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Se prepararon las muestras para el envié a secuenciar en la empresa
Macrogen (Corea del Sur)y con los resultados se realizaron los analisis

bioinformatica.

2.3.6 EVALUACION DE SECUENCIAS MEDIANTE PROGRAMAS
| BIOINFORMATICOS.

La evaluacion de secuencias se realizé a través de software en linea, que
tiene una base de informacién acerca de regiones de genes estudiados a
nivel internacional y almacenado en una base de datos denominada
Genebank. Las secuencias que nos enviaron de Macrogen, fueron
comparadas mediante estos programas: BLAST y CLUSTAL, los cuales
nos brindan resultados de la comparacibn como: porcentaje de la

identidad, gaps, score, etc.
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1DE LA METODOLOGIA PARA CULTIVOS MONOPUSTULARES.

Se evaludé los resultados de la propagacién monopustular en los
diferentes tratamientos y se describi6 morfolégicamente la roya amarilla
de la cebada y del pasto ovillo, para lo cual se tomé las medidas

biométricas de cada espora en tanto en cebada como en pasto ovillo.

3.1.1 EVALUACION DE LA INOCULACION EN PASTO OVILLO.

La unidad experimental fue conformada por una hoja con una pustula de
roya amarilla, la evaluacion se realizd cuantificando la cantidad de
pustulas por hoja a los 22 dias luego de haber realizado la inoculacion, los

datos obtenidos se muestran en el CUADRO N° 6.
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CUADRO N° 06: Namero de pustulas por tratamiento en hojas de

pasto ovillo, disefio experimental DCR.

FACTORES T REPETICIONES

TIEMPO EN
OSCURIDAD A

ADHERENTE 8.5°C 1 2 3 4
T1 (1 DIA) 2 3 3 2
A1 (AGUA) | 72 (2DIAS) 8 10 12 7
T3 (3DIAS) 15 18 15 20
T1 (1 DIA) 3 2 5 7
A2 (AGAR) T2 (2DIAS) 14 12 13 12
T3 (3DIAS) 18 20 22 19
T1 (1 DIA) 2 2 4 5
A3 (CLIP) | T2 (2DIAS) 7 9 7 10
T3 (3DIAS) 16 15 19 15

En el CUADRO N?° 07, se muestra los resultados del Analisis de Variancia,
el cual indica que los efectos principales de Adherente (A) y Tiempo (T) en
camara himeda resultaron ser altamente significativos (p: 0.05 y 0.01);
siendo mayor el valor calculado que el valor de la tabla de valores; lo
mismo oéurre con la interaccion (AxT) de ambos factores que resulto ser

altamente significativo.

CUADRO N° 7: Analisis de variancia de los tratamientos en la
inoculacion de puastulas de roya amarilla en pasto

ovillo.

Adherente (A) 2 . 10.3976 | 3.355.49 ™
Tiempos (T) 2 84.056 42.028 13.4688 | 3.355.49 **
Interaccion (AXT) 4 1163.111 290.778 |93.1869 | 2.734.11*
Error 27 84.250 3.120
Total 35 1396.306
CVA7%
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En el CUADRO N° 08, se muestra la prueba de contraste de Tukey para
el efecto principal del Adherente, resultando el mejor Adherente agar (A2)
con un promedio de 12 pustulas por hoja inoculada; seguido de Adherente
agua (A1) con un promedio de 10 pustulas por hoja inoculada, y
finalmente el Adherente clip (A3) con un promedio de 9 pustulas por hoja
inoculada; siendo diferente el tratamiento Agar (A2) de los demas
Adherentes. La FIGURA N°30 muestra los resultados de cada

tratamiento.

CUADRO N° 8: Prueba de confraste de Tukey para los efectos

principales del adherente.

El CUADRO N° 9, muestra la prueba de contraste de Tukey para los
efectos principales del tiempo, resultando el mejor tiempo de tres dias en
camara humeda (T3) con un promedio de 18 pustulas por hoja inoculéda;
seguido del tiempo de dos dias en camara himeda (T2) con un promedio
de 2 pustulas por hoja inoculada; ‘y finalmente el tiempo de 1 dia en
camara humeda (T1) con un promedio de 3 pustulas por hoja inoculada;
los tres tiempos en camara himeda mostraron diferencia entre si. La

comparacion de éstos se puede observar en la FIGURA N°30.
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CUADRO N° 09: Prueba de contraste de Tukey para los efectos

principales de tiempo.

3 dias C.H. 13 176 |a
3 dias C.H. T2 24 b
1 dia C.H. T1 3.3 : C

Al existir alta signiﬁcacic’)n en la interaccion (AxT) se realiza el estudio de
ésta, la cual se basa en el analisis de los efectos simples; es decir cada
uno de los adherentes (A) en cada tiempo de camara himeda, y los
diferentes tiempos (T) en cada tipo de adherente. El ANVA de los efectos

simples y el resumen de este se muestran en el Anexo N°01.

En el CUADRO N°10a, prueba de promedios de Tukey (0.05) de los
efectos simples de Adherentes (A) en cada tiempo en camara humeda (i1,

12 y t3).

CUADRO N° 10a. Prueba de promedios de Tukey (0.05).
TRATAMIENTOS |« .n OMEDIO' | TUKEY 0.05"

t3 en a1 4 17 a

t2 en a1 4 9.25 b

t1 en al 4 2.5 c
Tena2

t3en a2 4 19.8 a

t2 en a2 4 12.8 b

t1 en a2 4 4.25 c
Tena3

t3en a3 4 16.25 a

t2 en a3 4 8.25 b

t1ena3 4 3.25 c
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En el CUADRO N°10b, prueba de promedios de Tukey (0.05) de los
efectos simples de los tiempos en camara humeda (T) con cada tipo de

Adherente (a1, a2, y a3).

CUADRO N° 10b. Prueba de promedios de Tukey(0.05).

TRATAMIENTOS] i | PROVEDIO T 5

Aenti
a2en t1 4 4.25 a
a3 en t1 4 3.25 a
alent1 4 2.5 a
Aent2
a2ent2 4 12.8 a
alent2 4 9.25 b
a3ent2 4 8.25 b
Aent3 ,
a2ent3 4 19.8 a
alent3 4 17 b
a3 ent3 4 16.25 b

En el grafico N° 01a, se muestra el estudio de los efectos simples en
diferentes tipos de adherentes (A) en cada tiempo en camara hiimeda (t1,
t2 y t3), el mayor namero de hojas infectadas con pustulas fue cuando se
utilizé en la inoculacién el adherente agar (A2), mostrando-diferencia con

respecto a los adherentes.
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GRAFICO N° 01a. Estudio de los efectos simples de los diferentes
tipos de Adherente en cada tiempo en camara

himeda.
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En el grafico N° 1b, se muestra el estudio de los efectos simples en
diferentes tiempos en camara humeda (T) en cada adherente (a1, a2 y
a3), el mayor nimero de hojas con pustulas se logré al tercer dia en
camara humeda, mostrando diferencia frente a los demés tiempos en

camara hiumeda.
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GRAFICO N° 01b. Estudio de los efectos simples de los diferentes

tipos de Adherente en cada tiempo en camara

huimeda.
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Del presente experimento se destaca que el Adherente agar (A2), mostro
mayor numero de pustulas por hoja inoculada; en un periodo de tiempo de
tres dias (T3) en camara humeda, el cual es propicio para la diseminacion

del patogeno.

En la FIGURA N° 30, se muestra los resultados del tratamiento con el
mejor adherente Agar (A2) y en los diferentes tiempos en camara
humeda, el tiempo 6ptimo para que germine la uredospora e ingrese a la
planta es de 3 dias (T3), el cual presenta los mejores resultados con
mayor cantidad de pustulas en las hojas inoculadas.

Zadokset al, (1974), menciona que resultaron mejor las plantas
inoculadas en una camara con temperatura de 10°C en completa

oscuridad y 100% de humedad relativa durante 24 horas.
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FIGURA N°30: Multiplicaciéon monopustular de roya amarilla en pasto
ovillo. A Tratamiento (A2T1), B Tratamiento (A2T3), C
Tratamiento (A2T2), entre 18 a 22 dias después de

realizado la inoculacion.

3.1.2 EVALUACION DE LA INOCULACION EN CEBADA.

En'este cultivo se evaluaron los mismos tratamientos tanto de la
aplicaciéon de adherentes y tiempos en camara himeda, los resultados no
se lograron registrar debido a que la variedad de cebada no reprodujo las
pustulas inoculadas, y en muchos casos se contaminaban las muestras
con otros microorganismos saprofitos o facultativos que lo deterioraban tal
como se muestra en la FIGURA N°31; ademas la variedad de cebada

utilizada fue la “cebada comun”, debido a la informacion que nos
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brindaron los agricultores sobre la susceptibilidad a la roya amarilla; y no
se ha utilizado una variedad que haya sido registrada genéticamente

como altamente susceptible a la roya.

FIGURA N°31: Las Fotografias A y B demuestran el deterioro por
patogenos del cultivo de cebada inoculado con roya
amarilla, estos resultados se presentaron a los 20

dias después de la inoculacion.

Sin embargo luego de varias repeticiones e intentos se logrd Ila
multiplicacién monopustular de roya amarilla en cebada lo cual se muestra
en la Figura N°32, los resultados se observaron en el tratamiento (A2T2) y
en las 3 repeticiones, mas no asi en todos los tratamientos para evaluar

los parametros en estudio, estos datos se muestran en la CUADRO N°11.

68



CUADRO N° 11: Numero de pustulas luego de la
monopustular de roya amarilla en cebada entre los

18 y 25 dias de inoculado.

multiplicacién

REPETICIONES

FACTORES

TIEMPO EN OSCURIDAD
ADHERENTE A 8.5°C 1| 2| 3 |PROM.
A2 (AGAR) T2 (2DIAS) 10 |27 |12 16

Como se muestra en la Cuadro N° 11, los datos obtenidos pertenecen a 3

repeticiones, por lo que solo se obtuvo el promedio.

La FIGURA N°32, se muestran pUstulas con uredosporas y teliosporas,

esto se deberia al comportamiento de la roya para producir sus

estructuras de conservacion, debido a las condiciones desfavorables que

se presentaron.
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FIGURA N°32: Multiplicacion monopustular de roya amarilla en
cebada, las fotografias A, B y C pertenecen al
tratamiento (A2T2), entre 25 a 28 dias después de

realizado la inoculacion.

3.1.3 DESCRIPCION BIOMETRICA Y MORFOLOGIA DE ESPORAS.
Se realizd la comparacién biométrica (CUADRO N°12), y se evalud las
caracteristicas morfolégicas (FIGURA N°33) de uredosporas, que

resultaron de la inoculacién realizada en cebada y pasto ovillo.
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CUADRO N° 12: Datos obtenidos con el microscopio optico y el
ocular micrométrico (10X/40X), las medidas
evaluadas son de largo y ancho de una uredospora
en micrometros. El factor de conversion fue
2.632pm.

UREDOSPORAS DE | UREDOSPORAS DE

N° DE ROYA AMARILLA |ROYA AMARILLA EN
MUESTRAS EN PASTO CEBADA
LARGO [ ANCHO | LARGO | ANCHO
__(um) (um) (um) _§ (um) |
1 15.79 10.53 15.79 21.06
2 13.16 10.53 13.16 18.42
3 15.79 13.16 18.42 21.06
4 13.16 13.16 13.16 18.42
5 13.16 13.16 15.79 13.16
6 13.16 10.53 18.42 13.16
7 10.53 10.53 18.42 15.79
8 13.16 15.79 15.79 13.16
9 13.16 10.53 15.79 13.16
10 15.79 1579 | 15.79 18.42
11 15.79 13.16 18.42 18.42
PROMEDIO 13.88 12.44 16.27 16.75

Las caracteristicas de las uredosporas de roya amarilla en cebada y pasto
ovillo se muestran en la FIGURA N°33, ambas uredosporas demdstraron
ser diferentes tanto en largo como ancho de uredosporas, siendo las mas
grandes las uredosporas de roya amarilla en cebada, con un largo
promedio de 16.3 um, y un ancho de 16.8 um; mientras la uredospora de
roya amarilla en pasto tiene un largo promedio de 13.9 u’m y un ancho de
12.4 ym. Se realizé la prueba de contraste de TUKEY para ambos
parametros (largo y ancho), en uredosporas de roya amarilla en cebada y

uredosporas de roya amarilla en pasto ovillo.
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CUADRO N° 13. Analisis de variancia para el Largo de uredoporas

de roya amarilla de cebada y pasto ovillo.

G.L. S.C. C.M. F. calculado F. tabular
TRATAMIENTOS 1 30.48 ;07: 10.93 0.05 | 0.01
ERROR 20 55.6 . 435 | 810 * %
TOTAL 21 86.08 _

El ANVA demuestra que hay una alta significancia estadistica, por ello se

realiza la prueba de TUKEY.

CUADRO N° 14. Prueba de contraste de TUKEY para el parametro

largo de uredoporas.

TRATAMIENTOS |PROMEDIO TUKEY 0.05
LU.RAen a
Cebada 13.88
L.U.R.A en Pasto
ovillo 16.27 b

La prueba de TUKEY demuestra estadisticamente, que hay diferencia

entre las dos medidas de largo de uredosporas, el largo de uredosporas

de roya amarilla en pasto ovillo es 16.3um mayor al largo de uredosporas

de roya amarilla de cebada 13.9 pm.

CUADRO N° 15.

de roya amarilla de cebada y pasto ovillo.

Analisis de variancia para el ancho de uredoporas

G.L. S.C. C.M. F. calculado F. tabular
TRAT::,::;E:TOS 210 12;;51 1(7)11.:5 14.2 0.05 | 0.01
- - = 435 | 8.10
TOTAL 21 245.49 _ _

* 3k

El ANVA demuestra que hay una alta significancia estadistica, por ello se

realiza la prueba de TUKEY.
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CUADRO N° 14. Prueba de contraste de TUKEY para el parametro

del ancho de uredoporas.

TRATAMIENTOS ([PROMEDIO TUKEY 0.05
A.U.RAen a
Cebada 12.44
A.U.R.A en Pasto
ovillo 16.75 b

La prueba de TUKEY demuestra estadisticamente, que hay diferencia

entre las dos medidas de largo de uredosporas, el ancho de uredosporas

de roya amarilla en pasto ovillo es 16.8um mayor al ancho de

'

uredosporas de roya amarilla de cebada 12.4 um.

FIGURA N° 33: Fotografias. Uredosporas observadas al microscopio
optico  (10X/40X) con ocular micrométrico. A.
uredospora correspondiente a roya amarilla de
cebada, B. uredospora correspondiente a roya

amarilla de pasto ovillo.

Las uredosporas de roya amarilla en pasto ovillo muestran un color
amarillo y de forma ovoide, a diferencia de las uredosporas de roya
amarilla en cebada que presentan forma circular y de color amairillo,

 ambas uredosporas tienen el mismo color y tamafio de pared 2.6pum.
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3.2DE LA ESTANDARIZACION DE PROTOCOLO DE EXTRACCION DE
DNA GENOMICO.

Una de las etapas determinantes de los procedimientos analiticos
basados en PCR es la extraccion y purificacibn de DNA, ya que la
deteccion depende de la calidad e integridad del DNA extraido Garcia et
al, (2010).

La extraccion de DNA genémico de patégenos, se realizé mediantel el
método CTAB, mencionado por Roose Amsaleg et al. (2002); a partir de la
cual se evalud agregar el reactivo proteinasa “K” mencionada por Windfiel
al et al, (2004), en la extraccion de DNA genémico de esporas.

Se realizé la evaluacion de las muestras con y sin agregar proteinasa “K”
en la extraccion de DNA gendmico; después de evaluar este primer
resultado se realiz6 la extraccion de DNA de las muestras con la mejor

metodologia.

3.21 DE LA EVALUACION DEL USO DE PROTEINASA “K” EN LA
EXTRACCION DELDNA.

La proteinasa K, es una enzima que hidroliza proteinas, entre ellas las

enzimas ADNasas que ademas de digerir el DNA interfieren durante el

proceso de amplificacion por PCR. Algunos autores sugieren que es

suficiente la adicién del agente quelante EDTA, que retira iones metalicos

Mg®* o Ca** que actiian como cofactores de las ADNasas evitando usar la

enzima proteinasa K, mencionada por Csaikl U.M. et al, (1998).
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| CANTIDAD DE DNA EXTRAIDO DE LAS MUESTRAS

La cantidad del DNA gendmico extraido se evalu6 a través del
espectrofotémetro, y la medida de la pureza se realiz6 midiendo la
absorbancia a 280nm, siendo el coeficiente de absorbancias 260/280 el
que nos indica la pureza de la solucién. Un cociente de 1.8 indica que la
solucién es de DNA puro, valores inferiores indican una contaminacién por
proteinas o polifenoles mientras que si la relacién es de 2.0 se trata de

ADN puro. Se utilizé 2pl del total de cada una de las muestras.

CUADRO N° 13: Stocks de DNA de muestras de roya amarilla en
cebada, DNA de roya amarilla en pasto ovillo y DNA

de hojas de cebada.

DNA DNA CALIDAD DE DNA
COD. PROVINCIA DISTRITO EXTRACTION | (ng/pl) | ELECTROFORESIS | PROTEINASA "K"
P1 HUAMANGA AYACUCHO v 28.0 BUENA CON
P2 HUAMANGA AYACUCHO v 11.2 BUENA SIN
P3 HUAMANGA AYACUCHO v 18.6 BUENA CON
P4 HUAMANGA AYACUCHO v 21.0 BUENA SIN
Cl HUAMANGA CARMEN ALTO - 0.0 NO HAY DNA CON
Q2 HUAMANGA CARMEN ALTO - 0.0 NO HAY DNA SIN
CEB HUAMANGA AYACUCHO v 104.0 BUENA SIN

De las muestras de roya amarilla de cebada (C1y C2), no se logré extraer
DNA, segun la cuantificacion por espectrofotometria, lo cual puede
deberse a la falla de la trituracién mecanica y la poca cantidad de muestra
(esporas) qué se utilizé6 para la extraccion de DNA, debido a que
degradaciones y/o una cantidad insuficiente de DNA tiene como
consecuencia la disminucién de la eficacia del proceso de PCR como lo

menciona Sommer R, (1989).
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INTEGRIDAD DEL DNA DE LAS -MUESTRAS.

Luego‘ de obtener los valores de concentracion de DNA, se evalud la
integridad de éste, mediante el sistema de electroforesis horizontal.en un
gel de agarosa al 1%, posteriorménte el gel que contiene bromuro de
etidio, es observado bajo luz ultra violeta con un transiluminador

(BIOMETRA) y fotografiado, el resultado se observa en la FIGURA N° 34.

ADN ROYA

P1 P2 P3 P4 1 2 Ces

FIGURA N°34: Resultados de electroforesis del DNA extraido de
muestras de roya vamarilla en hojas de pasto ovillo
(P1, P2, P3 y P4), roya amarilla en hojas de cebada
{(C1y C2)y solo hojas de cebada (CEB).

Las muestras (P1, P3 y P4) muestran una banda uniforme y compacta, lo
cual demuestra la 'integridad del DNA, en cambio la muestra P2 no
presenta banda y es un tratamiento sin proteinasa “K”; las muestras C1y
C2 no presentan bandas, la muéstra C1 es con proteinasa “K” y la
muestra C2 es sin proteinasa “K”, en tanto que las muestras de hojas de
cebada (CEB), presenta una banda que esta dispersa lo cual indica que el

DNA esta degradado. Al observar los resultados dela evaluacién FIGURA
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N° 34, con y sin proteinasa K en la extraccién del DNA, se observa que 2
muestras de 3 extracciones con proteinasa “K” (66.6%) resultaron con
bandas integras; en tanto que sin proteinasa “K” resulto 1 muestra de 3
extracciones (33.33%), con banda integra. Por lo tanto se decidi6 realizar

la extraccion de DNA para el PCR agregando proteinasa “K”.

3.2.2 DE LA EXTRACCION DE DNA PARA PCR.

CANTIDAD DE DNA EXTRAIDO DE LAS MUESTRAS:

La cantidad del DNA gendmico extraido con proteinasa “K”, a partir de
pustulas de roya amarilla, fue cuantificado con el espectrofotémetro, para
lo cual se utilizd 2ul de DNA disuelto en TE. En la CUADRO N°14 se
presenta las cantidades obtenidas en ng/ul de las 5 muestras: roya

amarilla de cebada (R-9), roya amarilla de pasto ovillo (PASTO I, PASTO
lI-A, PASTO II-B y P12).

CUADRO N°14: Cantidad de DNA de muestras de roya amarilla en

cebada y en-pasto ovillo.

T BIBLIOTECA E IFORMACION

CULTURA!

U.N.S.C.H.

O\ yyesraa | copico | rovincia | pisemo | CENTRO | ONA 1 [ONA] 1 caidad de ona
GEL POBLADO | extraction | (ngful) (electroforesis)
4 | GRU027 R9 Huanta | Huamanguilla | Marayniyoq v 182.58 BUENA
5 | GRU102 PASTO| Huamanga | Ayacucho Ayacucho v 28.05 BUENA
6 | GRU103 PASTOII-A Huamanga | Ayacucho Ayacucho v 12821 BUENA
7 | GRU104 PASTO II-B Huamanga | Ayacucho Ayacucho v 440.24 BUENA
8 | GRU105 | P12 (PURIFICADO) | Huamanga | Ayacucho Ayacucho v 55.12 BUENA

En el CUADRO N°14, se muestra que se obtuvo gran cantidad de DNA a

partir de esporas de roya amarilla de cebada y de pasto ovillo.
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INTEGRIDAD DEL ADN DE LAS MUESTRAS.

Luego de tener los valores de concentracion se realiz6 las diluciones de
todas las muestras para obtener una dilucién homogénea a 20ng/ulL, a
partir de este stock se extrajo 10uly se corrié en un gel de agarosa al 1%
para observar la integridad de Iés muestras.

El resultado de electroforesis se observa en la FIGURA N°35, el marcador
Lambda 5ng/uL en el pocilo N°01, Marcador Lambda 20ng/uL en el
pocillo N°02, Marcador Lambda 100ng/uL en el pocillo N°03; las muestras
de DNA de roya de cebada (R-9) en el pocillo N°04; y las muestras de
roya amarilla en pasto ovillo PASTO 1, en el pocillo N°05,PASTO II-A en el
pocillo N°06, PASTO II-B en el pocillo N°07 y P12 (Pasto Purificado) en el
pocillo N°08. |
Estos resultados determinan la integridad de las muestras de DNA, por
presentar una banda uniforme, fluorescente y sin degradaciones. Con

este resultado y estas muestras se prosigio con el PCR.

ADN ROYA

445 e R

n gel de agarosa

Muestras homogenizadas a 20nglpl.'
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3.2.3 DE LA ESTANDARIZACION DEL PCR.

La estandarizacion del PCR (Reacciéon en Cadena de la Polimerasa)
descrita por Mullis y Faloona, (1987), se realizé6 modificando el programa,
de temperatura en la fase de Annealing, évaluando dos temperaturas, a
50°C la primera modificacion y la segunda a 55°C, esta es la temperatura
de la unién de primers ITS1 e [TS4, propuesta por Vogler y Bruns, (1998);
estas temperaturas usadas y el tiempo aplicado en cada ciclo estan
regulados por parametros, incluyen la enzima usada para la sintesis de
DNA, la concentracién de iones divalentes, de los dNTP en la reaccién, y

la longitud del DNA que se desea copiar.

A. PCR CONTEMPERATURA DE ANNEALING A 50°C.

En la FIGURA N° 36, se muestra las bandas de DNA pertenecientes al
gen ITS de roya amarilla, delimitado por los primers ITS1 e ITS4. El
control negativo (C-) no amplificé ninguna banda indicando que el MIX de
PCR no ha sido contaminado. Se observa la uniformidad de las bandas
en las muestras (P1,P2, P3 y P4) el cual significa que el primer se ha
hibridado correctamente en las muestras de roya amarilla de pasto ovillo.
Las muestras de hojas de cebada (Ceb y CEB) presentan las bandas
actuando como control positivo. Sin embargo el marcador Lambda
indicador de peso molecular no polimerizé adecuadamente. Las bandas

no se observan bien definidas a esta temperatura de Annealing de 50°C.
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PCRITS - ROYA

A C P11 P2 P3 P4 Ceb CEB A

FIGURA N°36: Fotografia del PCR con los primers ITS1 e IS4, a-
temperatura Annealing de 50°C, con el marcador

*100bp (3) Lambda a los extremos derecho e

izquierdo, en el centro las muestras de DNA de roya
amarilla en pasto ovillo y en cebada, en un gel de

agarosa al 1%. B

B. PCR CON TEMPERATURA DE ANNEALING A 55°C.

Segun la FIGURA N°37, no hay presencia de otras bandas, el primer ITS1
e ITS4 solo amplificaron el gen de DNA ribosomal (GEN ITS), los pocillos
N°1 y 7 pertenecen al marcador 100bp (Lambda), el cual nos indicara el
peso molecular del DNA; las muestras de DNA de roya de cebada (R-9)
en el pocillo N°02; y las muestras de roya amarilla en pasto oViIIo PASTO
I, en el pocillo N°03,PASTO II-A en el pocillo N°04, PASTO II-B en el

pocillo N°05 y P12 (Pasto Purificado) en el pocillo N°06.

Al contrastar y alinear las muestras de roya amarilla en cebada y en pasto

ovillo, se observa que las 5 muestras migraron y se alinearon al marcador
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de peso 700bp, con lo cual se estd demostrando mediante d.ensitometria
(electroforesis), que las muestra de roya amarilla de cebada y de pasto
ovillo presentan la misma cantidad de pares de bases, que conforman el
gen ITS de DNA ribosomal de la roya amarilla, esta cantidad de pb
encontrada en roya amarilla de cebada también fue estudiada por
Braithwaite et al., (2004), en la descripcidn filogenética de roya amarilla en
cebada (Puccinia striiformis f.sp. hordei). Las bandas bien definidas
demuestran que la temperatura de Annealing de 55°C es la correcta para

proseguir con el envid y secuenciamiento las muestras.

FIGURA N°37: Fotografia del PCR con los primers ITS1 e ITS4 a

temperatura annealing de 55°C, con el marcador
100bp al lado derecho e izquierdo (pocillo 1 y 7), en
- el centro las muestras de DNA (pocillo 2 al 6) de roya
amarilla en cebada y roya amarilla en pasto ovillo,

en gel de agarosa al 1%.

81



3.3DE LA COMPARACION DE SECUENCIAS DEL GEN ITS DEL rDNA.

Luego de realizado el PCR, se extrajeron las bandas del gen ITS del
rDNA de roya amarilla, el cual fue purificado con el kit comercial Wizard®
SV gel and PCR Clean-Up System (PROMEGA), y se enviaron para éu

secuenciamiento a través de la compaiia Macrogen (Corea del Sur).

Las secuencias obtenidas con los cebadores ITS1 e ITS4 fueron
analizados mediante comparacion con la base de datos moleculares del
Genebank, mediante el programa BLAST (NCBI 2007), que nos ayudo6 a
comparar las secuencias de desoxinucleétidos de las muestras en estudio
y otras similares evaluadas anteriormente, paralelamente las secuencias

se alinearon mediante el software CLUSTAL.

3.3.1 DE LOS RESULTADOS DEL SECUENCIAMIENTO DEL GEN ITS
DEL ADN RIBOSOMAL.

> SECUENCIA DEL GEN ITS DE ROYA AMARILLA EN CEBADA:

CUADRO N° 13: Secuencias de Gen ITS de la roya amarilla (Puccinia

| >SECUEN

| TCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGA |f
|| TCATTACAAGTGACCCCGGTCTAACCACCGGGATGTTCATAACCCTTTGTTGTCCGACT |
|| CTGTTGCCTCCGGGGCGACCCTGCCTTCGGGCGGGGGCTCCGGGTGGACACTTCAAA |l
| CTCTTGCGTAACTTTGCAGTCTGAGTAAACTTAATTAATAAATTAAAACTTTTAACAAC

| GGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGA |
|| ATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCC |f
| GGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTCGCTTGGTATTGGGCA i
Il ACGCGGTCCGCCGCGTGCCTCAAATCGACCGGCTTGGTCTTCTGTCCCCTAAGCGTTG |l
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» SECUENCIAS DEL GEN ITS DE ROYA AMARILLA DE PASTO

OVILLO:

CUADRO N° 14: Secuencias de Gen ITS en roya amarilla. (Puccinia
stmformls) de Pasto OV|IIo (PASTO ).

>SECUENCIA DEL GENITS DE ROYA DE PASTO OVILLO (PASTOII)

ATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAC
CTTTCTATCAGAAACCGCTCTATACTCGGGTTTGCCTGACGTGTAAGCGGTCTGATTCTCCCCA
TGTCTTTTGCGCACTCTTGTTTCCTGGGCAGGCTCGCCTGCCAACAGGACAACCTTACAACCCT
| TGCAATTGCAATCAGCGTCAGTAACAAGTAATTATTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTT
CTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAA
TCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCATGGGGCATGCCTGTTCGAGCGT
CATTTGTACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGTGTTTGTCATACGACTCGCCTTAAAACAATT
GGCAGCCGGCACGATAGCCTGAAGCGCAGCACATTTTGCGCCTCTTGCTATTGCTGTTGGCAT
CCATCAAGATCTTTTGCTCTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATC
AATAAGCGGAGGAAAAGAAACTAACA

B R L

CUADRO N° 15: Secuencias de Gen ITS del cultivo monopustular o

purlf' cado de roya amarllla en Pasto OV|IIo (P12)

>SECUENCIA DEL GEN ITS DE PASTO OVILLO PURIFICADO (P12)

GTTAGTTTCTTTTCCTCCGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTAGCCCTACCTGATITGA
GGCCAGATCATGAATATGTGGGGTTATCAGCCACCCAGAAGGATGAAACGTATTACATCCAA
GGTGCTTATGTCTTTAAGGCGAGCCTTTAGCAAGGCAACACCCAATACACCACCGCTCAGGCA |
AAAACCCAAGTGGGGTGAGGTTTCATGACACTCAAACAGGCATGCCCTTCGGAATACCAAAG
GGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGC
ATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGTTAAAAGTTTTGTTTITGT
TATGATATTACATTCATTACTAACAGTTTGTGATGGCCGAAGCCACAGTTCACGGTGTGTATG
GAAACCCTCTTCTTGCGAAGAGAGCAGATCTAACCCAATGATTTGCATCAGAGGGCACTATTA
ATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTACGACTTTTACTTCCTCTAAATGAA
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3.3.2 ANALISIS BIOINFORMATICO DE SECUENCIAS DEL GEN ITS
DEL ADN RIBOSOMAL MEDIANTE EL PROGRAMA BLAST.

El programa BLAST, es un programa Online utilizado para la comparacion

de secuencias de DNA, de especies similares ubicadas en la base de

datos del GENEBANK, para este trabajo de investigacién todas las

‘secuencias fueron evaluadas con la base de datos de (Puccinia striiformis

f.sp hordei), lo mismo realizo Cummis y Hiratsuka. (2003) para filogenia

en roya amarilla de cebada.

A. BLAST DE R9 Y GENEBANK.

En la FIGURA N° 38, al comparar las secuencias obtenidas de la muestra
de rDNA de cebada (R9), con las secuencias de (Puccinia strifformis f.sp.
hordei) del Genebank, se comprueba que es idéntica en un 86 %, con un
E value de 1e-48, Querycover de 54%, Total score de 387 y Max score de

180.
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FIGURA N° 38: Comparacion de secuencias de rDNA (ITS) de roya
amarilla en cebada (R9), con roya amarilla de cebada
(Puccinia striiformis f.sp. hordei) del Genebank
mediante el BLAST.

En la FIGURA N° 39, se muestra las comparaciones entre las
desoxinucleotidos (pirimidinas y purinas), de los segmentos del gen ITS
del rDNA de roya amarilla de cebada (R9), de las secuencias
almacenadas en el Genebank y las secuencias en estudio. En la primera
subunidad 18S la identidad entre el Query y Sbjct es 97% con un Gaps de
0%,lo cual puede deberse a una mutacion o delecion de las bases
nitrogenadas;'en la segunda subunidad 5.8S la identidad entre eI'Query y

Sbjct es de 88%, con un Gaps de 6%, lo cual se debe a una mutacién de
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desoxinucleotidos; y en la ultima subunidad 28S la identidad entre el
Query y Sbjct es 86% con un Gaps de 2%, lo cual puede deberse a una

mutacién o delecion de las bases nitrogenadas.
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FIGURA N° 39: Comparacién de bases nitrogenadas de Ia
subunidad: 18S, 5.8S y 28S, gen ITS de rDNA de roya
amarilla de cebada (R9) con las secuencias de

(Puccinia striiformis f.sp. hordei) del Genebank.
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En la FIGURA N°40, se describe graficamente la cantidad de pares de
bases que son compatibles entre las secuencias de roya amarilla de
cebada (R9) que son las muestras en estudio denominadas (Query) y las
secuencias de roya amarilla en cebada (Puccinia striiformis f.sp. hordei)
del Genebank denominadas (Sbjct); la comparacién se da en las regiones
18S, 5.8S y 28S del rDNA. En la regién 18S el Query va desde 1 al 63pb
y la Sbjct va desde 6 al 68pb; en la regién 5.8S el Query va desde 204 al
374pb y la Sbjct va desde 274 al 440pb; y finalmente en [a region 28S el

Query va desde 507 al 621pb y la Sbjct va desde 597 al 711pb.

185 | —| s5.85 |- 285
GTAGTGTGTATCGAT.......TCGATCCGCTAGCTGATCGA.......GCATGACTCTACG
Query: 1-63 204-374 507-621
Sbjct: 6-68 274-440 597-711
% ldent: 97% 88% 86%
% Gaps: 0% 6% 2%

FIGURA N° 40: llustracion grafica de la comparaciéon de las
secuencias de las muestras en estudio R9 (Query), y

las muestras del Genebank (Sbcijt).

B. BLAST DE PASTO Il Y GENEBANK.

En la FIGURA N°41, al comparar las secuencias obtenidas del gen ITS de
roya amarilla en pasto ovillo, PASTO Il con las secuencias de (Puccinia
striiformis f.sp hordei) del Genebank, se comprueba-que es idéntica en un
85%, con un E value de 6e-47, Querycover de 51%, Total score de 400 y

Max score de 180.
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FIGURA N° 41: Comparacion de secuencias de rDNA (ITS) de roya

amarilla en pasto ovillo (PASTO Il), con roya amarilla

de cebada (Puccinia striiformis f.sp. hordei) del
GENEBANK mediante el BLAST. '

En la Figura N°42, se muestra las comparaciones entre los
desoxinucleotidos (pirimidinas y purinas), de los segmentos del gen ITS
del rDNA de roya amarilla de pasto ovillo (PASTO 11), de las secuencias
almacenadas en el Genebank y las secuencias en estudio. En la primera
subunidad 18S la identidad entre el Query y Sbjct es 100% con un Gaps
de 0%, empatan perfectamente; en la segunda subunidad 5.8S la
identidad entre el Query y Sbjct es de 85%, con un Gaps de 1% lo cual
puede deberse a una mutacioén o delecion de los desoxinucleotidos; y en
la aitima subunidad 28S la identidad entre el Query y Sbjct es 94% con un
Gaps de 2%, lo cual puede deberse a una mutacién o delecion de las

bases nitrogenadas.
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FIGURA N° 42: Comparacion de bases nitrogenadas de Ia
subunidad: 18S, 5.8S y 28S, gen ITS de rDNA de roya

amarilla de pasto ovillo (PASTO 1) con las

secuencias de (Puccinia striiformis f.sp. hordei) del

Genebank.

En la Figura N°43, se describe graficamente la cantidad de pares de
bases que son compatibles entre las secuencias de roya amarilla de pasto
ovillo (PASTO Il) que son las muestras en estudio denominadas (Query)
y las secuencias de roya amarilla en cebada (Puccinia striiformis f.sp.
hordei) del Genebank denominadas (Sbjct); la comparacién se da en las
regiones 18S, 5.8S y 28S del rDNA. En la region 18S el Query va desde 1
al 61pb y la Sbjct va desde 8 al 68pb; en la regién 5.8S el Query va desde
219 al 393pb y la Sbjct va desde 275 al 449pb; y finalmente en la region

28S el Query va desde 529 al 597pb y la Sbjct va desde 643 al 711pb.
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185

ITS1 ITS4

5.85 285

GTAGTGTGTATCGAT.......TCGATCCGCTAGCTGATCGA......GCATGACTCTACG

Query: 1-61 219-393 529-597
Sbjct: 8.68 275-449 643-711
% Ident: 100% 85% 94%
% Gaps: 0% 1% 2%
FIGURA N° 43: llustracion grafica de la comparacién de las

~secuencias de las muestras en estudio PASTO i

(Query), y las muestras del Genebank (Shcijt).

C. BLAST DE P12 Y GENEBANK.

En la Figura N° 44, al comparar las secuencias del gen ITS obtenidas de

la muestra de roya amarilla de pasto ovillo purificado (P12), con las

secuencias

De (Puccinia striiformis f.sp. hordei) del Genebank, se comprueba que es

idéntica en un 93 %, con un E value de 3e-64, Querycover de 51%, Total

score de 466 y Max score de 237.
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FIGURA N° 44: Comparacion de secuencias de rDNA (ITS) de roya

amarilla en pasto ovillo purificado (P12), con roya

amarilla de cebada (Puccinia striiformis f.sp. hordei)
del Genebank mediante el BLAST.

En la Figura N°45, se muestra las comparaciones entre los
desoxinucleotidos (pirimidinas y purinas), de los segmentos del gen ITS
del rDNA de roya amarilla de pasto ovillo (P12), de las secuencias
almacenadas en el Genebank y las secuencias en estudio. En la primera
subunidad 18S la identidad entre el Query y Sbjct es 100% con un Gaps
de 0%, demostrando asi que son idénticas; en la segunda subunidad 5.8S
la identidad entre el Query y Sbjct es de 93%, con un Gaps de 0%, lo cual

se debe a una mutacién de bases nitrogenadas; y en la Gltima subunidad
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28S la identidad entre el Query y Sbjct es 97% con un Gaps de 0%, lo

cual puede deberse a una mutacién o delecion de las bases nitrogenadas.
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FIGURA N° 45: Comparacion de bases nitrogenadas de Ila
subunidad: 18S, 5.8S y 28S, gen ITS de rDNA de roya
amarilla de pasto ovillo (P12) con las secuencias de

(Puccinia striiformis f.sp. hordei) del Geneban k.

En el Figura N°46, se describe graficamente la cantidad de pares de
bases que son compatibles entre las secuencias de roya amarilla de pasto
ovillo (P12) que son las muestras en estudio denominadas (Query) y las
secuencias de roya amarilla en cebada (Puccinia striiformis f.sp. hordei)
del Genebank denominadas (Sbjct); la comparacién se da en las regiones
18S, 5.8S y 28S del rDNA. En la region 18S el Query va desde 2 él 64pb

y la Sbjct va desde 6 al 68pb; en la regién 5.8S el Query va desde 199 al

92



359pb y la Sbjct va desde 286 al 446pb; y finalmente en la regién 28S el

Query va desde 501 al 566pb y la Sbjct va desde 645 al 710pb.

ITS1 ITS4

18S 5.85 28S

GTAGTGTGTATCGAT......TCGATCCGCTAGCTGATCGA......GCATGACTCTACG

Query: 2-64 199-359 501-566
Sbjct: 6-68 286-446 645-710
% ldent: . 100% 93% 97%
% Gaps: 0% 0% 0%

FIGURA N° 46: llustracion grafica de Ila comparacion de Ilas
secuencias de las muestras en estudio (Query), y las

muestras del Genebank (Shcjt).

3.3.3 ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS DEL GEN ITS DEL ADN
RIBOSOMAL MEDIANTE CLUSTAL.

Este analisis se realizé para alinear las secuencias de gen ITS de roya

amarilla en cebada (R9), pasto ovillo (PASTOIl y P12), y dilucidar la

similitud a nivel molecular de las secuencias de las muestras en estudio,

este evaluacion también lo realiz6 Maier et al. (2003). Encontrando

diferencia entre Puccinia striiformis f.sp. hordei con Puccinia striiformis

f.sp.tritici.

En la figura N°47 de la comparacion de las tres secuencias en estudio

(R9, PASTOIl y P12), la similitud en la subunidad 18S es 61pb, en la
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subunidad 5.8S es de 168pb, y en la subunidad 28S es de 64pb, con lo
que se comprobaria que estas regiones mantienen sus caracteres

genéticos ancestrales.
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FIGURA N°47: Alineamiento CLUSTAL, de las secuencias de rDNA
en la region parcial 18S, region total ITS1, 5.8S e
ITS4, region parcial 28S; entre las tres muestras de
estudio: R-9, PASTOIl Y P12,

En este trabajo se realizd un estudio morfolégico basado en la
secuenciacion de las sub unidades 18S5,5.8S y 28S, de roya amarilla en
dos especies de cultivo diferente, cebada y pasto ovilo ambos
recolectados en la regién de Ayacucho, en comparacién con secuencias
de roya amarilla en cebada (Puccunia striiformis f.sp. hordei), que se

encuentran disponibles en el Genbank; la investigacion se realizé con el
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objetivo de dilucidar informacién referente a la probabilidad de que
Puccinia striiformis, se presente tanto en cebada como en el pasto ovillo,
Cummis y Hiratsuka, (2003), siendo este ultimo un posible hospedero
secundario, lo cual se ha comprobado en el presente trabajo de

investigacion mediante genética molecular y programas bioinformatica.

Del estudio realizado, los resultados presentados demuestran que la
secuencia del gen ITS del rDNA (ADN ribosomal) de la roya amarilla en
cebada es semejante a la secuencia de rDNA de la region del gen ITS de
pasto ovillo (93%), por ende se acepta la hipétesis nula: Las secuencias
del gen ITS del ADNr (ADN ribosomal) de la roya amarilla en cebada es la
misma que las secuencias de ADNr (ADN ribosomal) regién ITS de pasto

ovillo.
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Estudios filogenéticos recientes basados en la secuenciacion del ADNr y
de algunos genes nucleares (Maier et al. 2003, Wingfield et al. 2004, Aime
2006) revelan incongruencias a todos los niveles taxonémicos con la

clasificacion basada en caracteres morfolégicos.

(Zuluaga et al, 2010), demostré que el subgrupo IA, incluye cuatro clados
bien soportados estadisticamente: IA-3: incluyo la secuencia referencia de
Puccinia coronata y las especies identificadas morfologicamente en este
estudio como P. coronata y P. striiformis. También en este analisis
demuestra que existen especies que no se agrupan en los clados
representativos de dichas familias y que por lo tanto requieren un
tratamiento taxondémico especial, siendo evidente esta situacién con

algunas especies del genero Puccinia.

(Zuluaga et al, 2010), realiza una discusion basada en las familias
establecidas por Cummins y Hiratsuka (2003) con relacion a los hallazgos
- de los andlisis filogenéticos y morfolégicos, hencibnando que el clado que
representa esta familia en el analisis filogenético aparece dividido en dos
sub grupos (lA y IB), los que a su vez representan indistintamente
especies de Puccinia y Uromyces colectadas en Colombia y en ofras
regiones del mundo, y se demostré la naturaleza polifilética de dichos
géneros. Esta situacion fue confirmada por dos estudios recientes
realizados con base en secuencias de los genes nucleares EF 1a y B-tub

y de la subunidad grande del ADNr (Maier et al. 2007).
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 CONCLUSIONES:
En base a resultados obtenidos, la discusion realizada y teniendo en
cuenta las condiciones en que se condujo el presente experimento, se

obtuvieron las siguientes conclusiones:

> La metodologia para cultivo monopustular de roya amarilla en cebada
y pasto ovillo se basa en el estudio de los efectos simples de
adherente y tiempos en camara humeda, la interaccién estos factores
fueron altamente significativos (p:0.01), en el uso del agar (A2) como
adherente del inoculo, en un tiempo de tres dias (T3) en camara
himeda, para la apertura de las pustulas y la germinacion de las

uredosporas del inéculo.
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» El protocolo de extraccién de DNA a partir de esporas de roya amarilla
en cebada y pasto ovillo en las condiciones del LGBV-UNSCH fue
estandarizado utilizando el método CTAB con proteinasa “‘K". La
optima temperatura y tiempo de Annealing en el PCR fue: 55°C y 1

minuto en 35 ciclos de amplificacién.

» Al comparar las secuencias del gen ITS del rADN de roya amarilla en
cebada y en pasto ovillo son idénticas en un 93%, lo cual demuestra
que ambas especies son hospederos de Puccinia striiformis f.sp.

hordei.
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4.2 RECOMENDACIONES:

En base a las conclusiones obtenidas en el presente trabajo se

recomienda los siguientes:

> Preferiblemente no sembrar estos dos cultivos juntos debido a que

siempre se tendra incidencia de la roya amarilla.

> En la regiéon Ayacucho se encuentra mayor incidencia de roya del
tallo o roya negra (Puccinia graminis), recomendando realizar
trabajos de evaluacion de secuencias del gen ITS en los cultivos de

trigo avena y centeno.

> Se debe realizar investigaciones filogenéticas de Puccinia
striiformis, evaluando muestras de roya amarilla en diferentes

cultivos y zonas ecologicas.
» Desarrollar -e implementar metodologias moleculares para

extraccién de DNA gendmico de patdgenos y cultivos agricolas en

el Laboratorio de Genética y Biotecnologia Vegetal.
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RESUMEN:
El presente trabajo se realizd en el Laboratorio de Genética y
Biotecnologia Vegetal, Escuela de formacién Profesional de Agronomia,
Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga, y en el Laboratorio de Genémica de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia, durante los afios 2013-2014. El objetivo del presente
trabajo de investigacién fue Implementar métodos moleculares en la
Unidad de Genémica — Laboratorio de Genética y Biotecnologia Vegetal-
FCA-UNSCH para la comparacién de secuencias de ADN-ribosomal
(ADNIr) e identificacion molecular de la roya amarilla de cebada y pasto
ovillo. Previo a ello se realiz6 inoculaciones con tres diferentes adherentes
y tres diferentes tiempos en camara humeda; resultando el mejor
adherente el agar en un tiempo de tres dias en camara himeda; y
seguidamente realizar la estandarizacién del protocolo extraccion de DNA
gendmico a partir de esporas, agregando proteinasa “K” a la solucion de
extraccion y sin agregar este reactivo; luego de realizar la estandarizacion
de la temperatura a 50°C y 55°C en la fase de Annealing del PCR en el
cual se observd mejores resultados (gel de agarosa al 1%) en
temperatura de 55°C; con este parametro obtenido continuo el PCR para
amplificar las secuencias del gen ITS del DNA Ribosomal; vy
postériormente comparar las secuencias en estudio con secuencias de
Puccinia striiformis, almacenadas en el banco de genes (Genebank),
mediante programas bioinformaticos (BLAST Y CLUSTAL), que permiten

el alineamiento entre las subunidad 18S, 5.8S y 28S.
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El resultado de la comparacién de secuencias demuestra que la roya
amarilla de la cebada Puccinia striiformis f.sp. hordei, es idéntica en un

93% a la secuencia de roya amarilla en pato ovillo.
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ANEXO N201

Anadlisis de Variancia para efectos simples.

Resumen del Analisis de Variancia para efectos simples.

p

F. de VARIACION| G|

A
T Al A2 A3 SUMA SC ™M Fe
Tl 10 17 13 40 8.22 411 1.32
T2 37 51 33 121 59.56 29.78 9.54
T3 68 79 65 212 36.22 18.11 5.80
SUMA 115 147 111
SC 561.56 | 642.67 | 458.67
M 280.78 | 32133 | 22933
Fc 89.98 102.98 73.50

Aentl 3.35, 5.

Aent2 2 59.56 3.35, 550*
Aent3 2 36.22 3.35, 551 ™
Tenat 2 561.56 335, 552*
Tena2 2 642.67 3.35, 553 ™
Tenal 2 458.67 3.35, 5.54*
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ANEXO N202

Extraccion de DNA a partir de esporas:

1.

10.
11.

12.

13.

14.

Agregar de 50 — 100uL de buffers de extraccion (CTAB 2X,
recientemente preparado y agregando 0.2% de B-mercaptoetanol),
con ayuda de un mortero de plastico trituras el pellet de esporas
durante unos 2 — 5 minutos

Completar con buffer de extraccion (CTAB 2X) el tubo, hasta alcanzar
un volumen de 600uL, tratando de limpiar todos los residuos pegados
al mortero. Mezclar bien los componentes con la ayuda de un vortex.
Agregar 20ulL. de Proteinasa K (20ng/ul)

Colocar los tubos a 65°C durante 2 horas (invertir cada 15 minutos).
Dejar enfriar a temperatura ambiente.

Agregar 600 uL de cloroformo:alcoholisoamilico (24:1) a cada tubo.
Mezclar suavemente e invertir los tubos varias veces (minimo 10
veces) -
Centrifugar a 14000rpm por 5 minutos, transferir la parte acuosa
superior a un tubo de microcentrifuga nuevo de 2mL.

Agregar a cada tubo, 50ul. de CTAB 10X, mezclar por inversion y
repetir pasos 5y 6.

Centrifugar a 14000rpm por 5 minutos. Transferir la parte acuosa
superior a un tubo de microcentrifuga nuevo de 1.5mL

Agregar un volumen igual de isopropanol (400 — 500 ul) a cada tubo.
Invertir los tubos varias veces y dejar a 4°C por 30 minutos o a -20°C
por 15 minutos. En este punto las muestras pueden permanecer
refrigeradas por toda una noche.

Centrifugar a 14000 rpm por 20min y descartar el sobrenadante

Lavar por inversién el pellet con 1mL de etanol 80 % por 1 minuto y
centrifugar a 14000 rpm por 20 minutos. Cuidadosamente descartar el
etanol.

Lavar por inversion el pellet con 1mL de etanol 90% por 1 minuto y
centrifugar a 14000 rpm por 10 minutos. Cuidadosamente descartar el
etanol. Con ayuda de una pipeta retire el maximo de liquido posible,
luego invierta los tubos y dejar secar el pellet por toda una noche.
Resuspender el ADN en 40uL de TE, agregar 1.5uL de RNAsa (10
mg/mL.). Incubar a 37°C por 1 hora.

Almacenar el ADN extraido a 4°C por 6 meses o0 a -20°C si es por un
periodo mayor.
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ANEXO N203

PREPARACION DE LOS REACTIVOS:

CTAB 2% del Lab:
Reagent

CTAB

NaCl

EDTA (0.5 M)
Tris-HCI 1M pH 8.0
PVP

H>O (completar para)
CTAB 10%
Reagent

CTAB

NaCl

EDTA (0.5 M)
Tris-HCI 1M pH 8.0

H,O (completar para)

19
4.09g
2mL
5mL
05g

50 mL

59
2.05g
2mL
5mL

50 mL

2g
8.18g
4 mL
10 mL
19

100 mL

10g

409g
4 mL
10 mL

100 mL

Concentracion Final

10%

14 M

20 mM

100 mM

1%

Concentracion Final

10%

0.7M

20 mM

100 mM

(*) El CTAB se adiciona cuando la Solucic’m este caliente, luego de haber

agregado las demas soluciones excepto el PVP, evitar que alcance el
punto de ebullicion, luego cuando ya esté disuelto el CTAB se agrega el
PVP manteniendo la solucion caliente (sin ebullicion). Se recomienda

almacenar este buffer a 37°C para evitar que forme precipitaciones.

El CTAB es un compuesto cationico, que ayuda a la precipitacién de

acidos nucleicos y polisacaridos de soluciones de baja fuerza ionica.

Esterilizar en autoclave.

EDTA (0.5M) pH 8

EDTA (ethylenediamenetetraacetic acid)
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NaOH

(*) To prepare EDTA at 0.5 M (pH 8.0): Add 186.1 g of disodium
EDTA-2H,0 to 800 mL of H,O. Stir vigorously on a magnetic stirrer. Adjust
the pH to 8.0 with NaOH (~20 g of NaOH pellets). Dispense into aliquots
and sterilize by autoclaving. The disodium salt of EDTA will not go into
solution until the pH of the solution is adjusted to ~8.0 by the addition of
NaOH. Store atroom temperature.

Tris-HCI (1M) pH 8
Tris base
HCI

(*) To prepare a 1 M solution, dissolve 121.1 g of Tris base in 800 mL of
H,O. Adjust the pH to the desired value by adding concentrated HCI.

pH HCI
7.4 70 mL
7.6 60 mL
8.0 42 mL

(*) Allow the solution to cool to room temperature before making final
adjustments to the pH. Adjust the volume of the solution to 1 L with H,O.
Dispense into aliquots and sterilize by autoclaving.

If the 1 M solution has a yellow color, discard it and obtain Tris of better
quality. The pH of Tris solutions is temperature-dependent and decreases
~0.03 pH units for each 1°C increase in temperature. For example, a 0.05
M solution has pH values of 9.5, 8.9, and 8.6 at 5°C, 25°C, and 37°C,
respectively. :

T10E4 (Buffer de Resuspension):

Reagent Quantity (for 100 mL) Final concentration
EDTA (0.5M, pH 8.0) 0.2 mL 1mM

Tris-Cl (1 M, pH 8.0) 1 mL 10 mM

H,O to 100 mL

(*) Sterilize by autoclaving and store at 4°C
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TBE Electroforesis Buffer (10X):

Reagent Quantity (for 1 L) Final concentration
Tris base 12119 1M
Boricacid 61.8g 1M

EDTA (disodiumsalt) 749 0.02 M

(*) Prepare withRNase-free H,O. Dilute 100 mL to 1 L tomake gel running
buffer (1X). Storefor up to 6 mo at roomtemperature.

Solucién Cloroformo :Alcohollsoamilico (24:1)
Reagent Quantity (For 250mL)

Cloroformo _ 240mL
Alcohol Isoamilico 10mL

(*) Preparar la soluci6n en una campana y guante (cloroformo es
potencialmente cancerigeno). Preparar en una botella esteril y luego
forrarla con papel aluminio o de lo contrario usar una botella ambar.
Almacenar a 4°C. '

114



ANEXO N°04: Blast de R9 y Genebank.

w €3 NCBI Blast:Nucleotide Seq.. %

g —
(& ;1 € blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi - ¢ i {E ~ Google P } wae ¥ & =
‘Eﬁ Mas visitados {.} Comenzar a usar Firefox. {..} Galerfa de Web Slice 7] sitios sugeridos
H IV T Y e .
; 3 " i
i ;
| .
I ]
| ‘.
| H
5 i
@Descnghons
: - - - :
; i
! Sequences producing significant alignments: .
{ )
: Select: All None Selected:0 :
- = : = 7 i
i 1} Alignments iDownload ~ Gen . Distanca liee pf results -
) :
: Description Max | Total | Query| E Ident | Accession l
' score | score | cover | value |
: Puccinia slnﬂormlgf sp. hordel strain PSH13 18S ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 58S ribosomal RNA¢ 180 394 64% 1e48 86% DQ4174081 ]
! H
! Puccinia striiformis f. sp. hordei strain HS20711 188 ribosomal RNA gene, partial sequence: intemal transcribed spacer 1, 58S ribosomal RN, 180 387 54% 1e-48 86% DQ417402.1 i
é 394 54% 1e48 B86% DQ4173931
: Puccinia striiformis f. sp. hordei isotate H820711 18S ribosomal RNA gene, parial sequence: internal transcribe cer1, 58S ribosomal Rt 180 394 54% 1e-48 86% DQ460729.1

i

@Alignments

Ao

_[EDownload v GenBank Graphics Sortby: ‘Evalue - —

Puccinia striiformis f. sp. hordei strain PSH13 18S ribosomal RNA gene, pamal sequence; internal transcrlb & ESET NOD32 Antivirus
transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
SBuenID gblDQ417408. 1 Length: 1300 _Humber of tatches: 3
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El sistema est3 expuesto 3 riesgos. Para obtener mas
lnformaclén, haga clic en esta notificacién.
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ANEXO N°05: Comparacion de desoxinucleotidos de la muestra R9 y Genebank.

W & NCBI Blast:Nucleotide Seq... %

:{(' ) @ blast.ncbi.alm.nih.gov/Blast.cgi v e I { Bl - Google P! a8 3 4 s = E
@ Mis visitados [} Comenzar a usar Firefox | -_,_; Galerfa de Web Slice {__} Sitios sugeridos ;
+ [

. [SiDownload v GenBank Graphics Sortby: |Evalue el ¥ Next a Previgus 4 Descriptions ;
= H B
Puccmla striiformis f. sp. hordel strain PSH13 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; intemal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and intemal transcribed spacer 2, H
e; and 28S il | RNA gene, partial sequence v

Sequence 10: gb|DQ417408.1] Length: 1300 Humber of Matches: 3 3 v
Related Information

Range 1: 274 to 440 GeoBank Graphics W Next Match & Frevious Match
Score Expect Identities Gaps Strand
180 bits(97) 1e-48 147/171(86%) 4/171(2%) Plus/Plus

Query 204 ITARTIAATARATTAARACITITAACAACGGATCICITGGTICIGGCAICGATGAAGAAC 263
ANRLTC TRRED L AL RERTELL LRYRURLr 1) 10 tLiblbeitritt :
Sbjet 274 TITARTI-ATARA-T--ARCTITITAACAATGGATCICTAGGCICICACATCGATGARGRAC 329

Query 284 GCAGCGAARATGCGATARGTIAATGIGAATIGCAGAATTCAGIGAATCATCGARTICTITGAR 323

s
'

UL LIidIL |IlI|IIIIlIlIIIIIllIIIIIllIlIllllllIlIIllllIIIII
Sbjet 330 RACAGIGARRIGT ARTTIGCAGARTTCAL CRICGARTCTTIGAA 389
i Query 324 CGCACATIGCGCCCCCTGGTATICC TGCCIGTICGAGCGICAT 374
: PEEEE 111181 Lt FPLLE CPELLLE Hi) hiitt
Sbjet 390 CGCACCTIGCGCCITITGGIATTCCAAARGGCACACCIGITIGAGIGTCAT 440
Range 2: 621 to 711 GenBank Graphics ¥ Next Match A Previous Match 4 First Match
Score Expect 1dentities Gaps Strand ,
108 bits(58) 6e-27 83/94(88%) 6/94(6%) Plus/Plus i
Query 507 AAACARCCCCATITCTAAGGIT--GACCICGGATCAGGTAGGGA-TACCCGCIGAACTTIA 563 ;
X 111 lIlll IIIlIll Pl byl Rnninry Lier pRieriIpriinil i i
Sbjct €21 AMA-AAC ARCCITARGACCICARATCAGGT ~GGGACTACCCGCTIGAACTTIA 677 i .
Query 564 AGCATATCARTAAGCGGAGGARARGARACT. 597 i
IllIlIHlIllllllllllllllIIlIlIIlII
Sbjet €78 AGCATATCARTAAGCGGRGGARARGAMACTARCA 711 A
P
Range 3: 6 to 68 GenBank Graphics ¥ Nast Match A Previous Match 4 First Match - ' N
Score Expect Identities Gaps Strand Y
t
106 bits(57) 2e-26 61/63(97%) 0/63(0%) Plus/Plus 5

Query 1 ICATTTAGAGGAAGTAAAAGICGTARCARGGICICCGTAGGIGAACCIGCGGAGGGATCA €0
LEERRLELLERUE R SRR LI SRR L DHARRRE LRI R L IR ELID Liskll
Sbjet € ICATITAGAGGAAGTAAARGICGTARCAAGGTITCCGTAGGIGAACCTIGCGGRRGGAICA 65

Query 61 TITIA €3
141
Sbict 66 TIA €8

Download v GenBank Graphi g_n Sort by: [E value vl . ¥ Next A Previous 4 Descriptions

07:23 pm.

- 43 I

27/09/2014
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ANEXO N°06: Blast de PASTO Il y Genebank.

' €3 NCBIBlast:Nucleotide Sequen...

,f € )& blast.ncbinim.nih.gov/Blast.cgi kd GHE' Google Pl wia ¥ @ ‘ =

T

i |
Max | Total Oueryi E !Ident| Accession
| score | score | cover {value ! !

435 47% 3e-53 92% JF7704741
400 51%° 6e47 85% DQ4173931

Puecinia striiformis isotate HSZ2116 18S ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5,88 ribosomal RNA gene, andinternaltranse 178 398 49% 2e46 86% KC305487.1
284 39% 2046 86% JX047495.1 i
178 27% 246 86% JQ360861.1
178 27% 246 86% JO360860.1

;
§
;
t
§
i
i
!
i
i
i

178 27% 2e-46 86% JN5756051
178 27% 2e-46 86% HI057123.1 :
178 27% 2046 86% HM057121.1
178  27% 2e46 86% HM057120.1

178 27% 246 86% HL057113.1 ;

Puccinia striiformis strain DAOM 240069 intemal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.88 ribosomal RNA gene and intemal transcribed spacer 2. comple 178 178 27% 2e46 86% HMO057118.1

Puccinia striiformis strain DAOM 240066 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.8S rihosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2 comple 178 178  27% 2e-46 86% HHMO57116.1

Puccinia striiformis strain HKIAS 79075 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 58S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complets 178 178  27% 2e46 86% HMO571141

3

Puccinia striiformis strain PUR 66275 intemal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete 178 178 27% 2e46 86% HMOS7112.1

Puccinia striformis f. p. fritici voucher HS21872 188 ribosomal RNA gene, partial sequence; intemal transeribed spacer 1, 588 ribosomal RNA gene, andin 178 3391 49% 2e-46 86% GU382673.1

398  49% 2e46 86% GU382672.1
398 49% 2e46 86% GU382671.1 :
374 47% 2046 86% EJ224378.1 !

0o Om

374 47% 2¢46 B6% FJ224376.1 ,
374 47% 2046 86% FJ2243751 )

7:54 PM
31-May-14
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ANEXO N°07: Comparacion de desoxinucleotidos de la muestra PASTO Il y Genebank.

'@ NCBI BIast:NucIeondeSequen...

\t)@ blast.ncbi.ntm.nih. gov/Blast cgizalnHdr 90186454 v } [B ~ Google pl ﬁ f B8 & 4 ' =

. I —_— = - - T
Puccinia striformis f. sp. hordei strain PSH14 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and intemal transcribed spacer | i
2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence ! .
Sequence ID: ghiDQ417393 1 Length: 1200 Humber of Matches: 3

E Related Information '

N Range 1: 275 to 449 GenBank Graphicg ¥ Next Match A Pravious Match .

é Score Expect Identities Gaps Strand
A 180 bits(97) 6e-47 150/176(85%) 2/176(1%) Plus/Plus

Query 219 TAATIAT-TACAACTIICANCAACGGATCICITGGIICIGGCATCGRIGAAGAACGCAGC 277
JERELED ) RELRLE JRURL bR B0 TRl TREERLLTiag 13t
Sbjct 275 TAATTATAAATAACTITTAACAAIGGAICTICIAGGCICTCACATCGATGAAGARCACAGT 334

Query 278 GARATIGCGATAAGIAGIGIGARTIGCAGAARTICAGIGAATCATCGAATCTITGARCGCAC 337
Hllll LELLLLL lllllllll“lllllllllll|l|ll||||||l|l|||||ll| ,
Sbjct 335 GAARTGIGATAAGIAAIGIGAAIT CAGIGAATCATICGARTCTIIGAACGCAC 394 i ,
H Query 338 AIIGCGCCCCITGGTAIICCATGGGG(IZII\IG(IICIG}'ICGAGCGICATI‘IGI?(‘JCCTC 393 l .
i IIIIIH |||ll|lllll il LELLLL LEL RLLnL L Ll !
! Sbjet 395 GCGCCTITTGGTATICCAAAAGGCACACCTGITIGAGTGICATGAG-ACCCIC 449 :
E
i
‘1 Range 2: 8 to 68 GanBank Graphics W Next Match A Previous Match 4 First Match i !
! Score Expect Identities Gaps Strand :
113 bits(61) 6e-27 61/61(100%) 0/61(0%) Plus/Plus ;
i
Query 1 AGAGCARGTARAAGICGTAACARGGITICCGTAGGIGARCCTGCGGAAGEATCATT i

IHIIlIIIIIIIIIIIIIIllllllIllllllllllllllllllllIHIIlIllIIIl .
Sbjer 8  ATTTAGAGGARGIARRAGICGIAACAAGGTIICCGIAGGTIGAACCTGCGGAARGGAICAII 67

Query 61 A 61
]
Sbjct 68 A €8

Range 3:'643.to 711 GenBank Graphics ¥ lext Match A Previous Match 4 First Match [
Score Expect Identities Gaps Strand ‘ i
106 bits(57) le-24 66/70(94%) 2/70(2%) Plus/Plus \

Query 529 GACCICGGAICAGGTAGGGA-TACCCGCIGAACTTAAGCATATCAATARGCGGRGGARRR 587
FLOEEL LRV REED LR DRV LR LR TR R I L LRt
Sbjct 643 GACCTICARAICAGGT-GGGACTACCCGCIGAACTTAAGCATATCAATARGCGGAGGARRA 701

Query 588 GAAACTAACA 597
IDNH
GRRACTARCA

sbjet 702
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ANEXO N°08: Blast de P12 y Genebank.

H a

[+

434 77% 4e-B8 82% .JF770474.1
Puccinia striiformis isolate HS72116 188 ribesomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and jntemattranse 237 466  51% 3e-64 93% KC305497.1

|

Puccinia strifformis f. sp. tritici voucher HS71849 188 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal iranscribed spacer 1, 585 ribosomal RNA gene andjn 237 466  51% 3e-64 93% GU382672.1

03

466 51% 3e-64 93% GU3B2671A
49% 3Je-64 93% FJ224378.1
49% 3e-64 93% FJ224376.1 3

49% 3e-64 93% EU924747.1
49% 3e-64 93% EU014048.1
49% 3e-64 93% EU014049.1

Puccinia striiformis isolate R205 clone 02 18S ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.8S rinosomal RNA qene, and internali 237
Puccinia slruformls Isolate R205 clone 01 188 nbosomal RNA gene partial seguence lnlernal transcribed, sgacer 1 § BS nbosomal RNA aene, and internal { 237

44
444
444 49% 3e-64 93% FJ2243751
444
444
44

nlastmlormisfs hordeistra;nPsm 1 S os mal RNA ene, partial sequence; mtemaHr riscrived spacer SBthosomamNA ene andlnlen 237 466 51% 39-64 93% 004174081

Puccmla striiformis f. sp. tritici strain HSZ0724 18S ribosemal RNA gene, partial sequence; internal lranscribed sgacer‘l 588 ribosomal RNAgene, andinter 237 466 51% 3e-64 93% M

Puccinia striiformis f. sp, trifici strain H5Z0718 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5,88 ribosomal RNA qene, andinter 237 466 51% 3e-64 93% DQ417401.1 |
:, o 237 466 51% 3e-64 93% DQ4174001 i
| 237 466 51% 3064 93% DO4172081 5
CE 237 466 51% 34 93% postraera| |
! Puccinta striiformis f. sp. tritici strain PSH29 188 fibosomal RNA qene, partial sequence: Internal iranscribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, andinterns 237 466  51% 3e-64 93% DQ4173951 ;
L Puccinia striiformis 1, sp. tritici strain PSH17 188 ribosomal RNA gene, partial sequence; internaj transcribed spacer 1, 5,88 ribosomal RNA gene, andintemz 237 466  51% 3e-64 93% D0O4173949 l
1 [] Puccinia striiformis . sp, hordei isolate HSZ0711 18S ribosomal RNA gene_partiat sequence; internal {ranscribed spacer 1, 58S ribosomal RNA gene, andir 237 466 51% 3Je-64 93% DQ460729.1 5
: Buccinia striiformis . sp. tritici 188 sibosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 58S ribosomal RNA gene and internal transcribeds 237 466  51% 3e-64 93% AY1142921 i

Puccinia striiformis f. sp, hordel strain PSH14 188 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 588 ribosomal RNA gene, andinten 231 461 51% 1e-62 93% DQ417393.1

428 47% 3e-64 93% AY9565501

Puccinia striiformis isolate 204 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5,83 ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcriped spac 237 428 47% 3e-64 93% AY874152.1

, 7:50 PM
BN .
& al 0 31-May-14
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ANEXO N°09: Comparacién de desoxinucleotidos de la muestra P12 y Genebank.
r &3 'NCBI Blast:Nucleotide Sequen...

{ (-)@ blast.ochi.nim.nih.gov/Blast. :g:’CMD_GelBlAUGNMENTS..lOO&AUGNMENT VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&:DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FO ¥ e]L- Google Plerie & @ l =

Puccinia striiformis f. sp. hordei strain PSH13 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcnbed spacer
2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence 1D; gbiDQ417408.1] tength: 1300 Humber of Matches: 3

Related Information

Range 1: 286 to 446 GenBank Graphics ¥ Next Match A Previcus Matcn
237 bits(128) 3e-64 150/161(93%) 0/161(0%) Plus/Plus ‘

Quezy 199 IIIIllIllfﬁcﬁﬁﬁﬁrﬁﬁﬁfsﬁﬁ?ﬁlﬁ?ﬁl 114 (l;lllll lll? 288
Sbjet 286 AACTITIAACARTGGATCICIAGGCTCICACATCGATGAAGRACACAGIGAAATGIGATA 345

Query 259 AGTARIGIGARIIGCAGAATICAGIGARTICATCGAATCTIIGAACGCACCTIGCGCCCIT 318
|||||IIIIHII|IIIIHIIH|||II|IlIIlHlIIHIllllllllllllll Il
Sbjct 346 AGIAATGIGARTIGCAGAATIICAGIGARTCATCGAATCITIGAACGCACCIIGL 408

Query 319 TGGIATICCGAAGGGCATGCCIGITIGAGIGICAIGARACC
I NI e T N
Sbjct 406 IGGIATICCARRRGGCACACCTGITIGAGIGICATGAARCC 446

7
|
i
i
!
i
i
}
Score Expact 1dentities Gaps Strand g
t
i
i
i
i
I

Range 2: 6 ta 68 GenBank Graphics V¥ Next Match A Previous Match ﬂ First Match
Score Expect Identities Gaps Strand
117 bits(63) 4e-28 63/63(100%) 0/63(0%) Plus/Plus

Query 2  ICATITAGAGGAAGIAAAAGICGTARCARGGITICCGTAGGIGAACCTGCGGARGGAICA 61
) lllllllllll|IIIIIIIllIIIIlllllllllllllllllllllllllllllllllll
Sbjct & GTAARAGICGTARCAAGGTITCCGTAGGIGAACCIGCGGAAGGATCA 65

: Query 62 TIA 64
H
Sbjet 66 TIA &8

Range 3: 645 to 710 GenBank Graphics ¥ Haxt Match A Previous Match /) First Makch

Score Expect Identities Gaps Strand

111 bits(60) 2e-26 64/66(97%) 0/66(0%) Plus/Plus

Query 501 CCICAAATCAGGTAGGGCTACCCGCIGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAARGAR 560 . '
II|l||I||||ll 11 l||I||Illllllllllllllllllllllllllllllllllll :

Shjct 645 CCICAARTCAGGIGGGACTACCCGCIGAACTITAAGCATAICAATARGCGGRGGAAARGAA 704

Query 561 RKCIAAC 566 ; :
T !

Sbjct 705 ACTRAC 710 |
|

}
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ANEXO N°10: Alineamiento CLUSTAL de R-9, PASTO I1'Y P12,

‘) v N . o H -
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ANEXO N<211:
EXTRACCION DE DNA DE LAS MUESTRAS

PREPARACION DE LOS REACTIVOS PARA PCR
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Muestra C1:
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