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RESUMEN

El trabajo de investigacion se realizé en los terrenos de la comunidad de Campanayocc,
distrito de Carmen Alto, desde diciembre 2013 a mayo 2014, y el trabajo en laboratorio

se realiz6 desde junio 2014 a Julio 2015.

El nematodo Globodera spp. es una de las principales plagas en el cultivo de la papa
Solanum tuberosum a nivel mundial. El objetivo de la investigacion fue Identificar
clones de papas nativas, en la Region de Ayacucho, con caracteristicas de resistencia
al ataque del nematodo Globodera spp. para incorporarlos en un plan de mejoramiento

genético.

Se trabajo con 49 accesiones de papa nativa del Banco de Germoplasma del
Laboratorio de Genética y Biotecnologia Vegetal-EPA-FCA-UNSCH, identificando
resistencia en 94% al nematodo Globodera spp. y 6% de tolerancia a la mencionada.
Con respecto al estudio de Identificacion de especie de Globodera spp. se utilizé la
técnica de PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa), utilizando primers especificos
(pITSr3, pITSp4 y ITS5), identificando Globodera pallida en las muestras de la
Region de Ayacucho y Junin y la muestra de Apurimac tuvo como resultado a las dos

especies de globodera que son Globodera pallida y Globodera rostochiensis.






INTRODUCCION

El Nematodo es un endoparasito sedentario que ocasiona problemas a nivel mundial
en solanéceas, destacando en relevancia el cultivo de papa Solanum tuberosum L.
(Nuriez et al., 2003).

El nematodo de la especie Globodera spp. se encuentra en muchas zonas productoras
de papa en la sierra de Per(, produciendo varios problemas como reduccion de los
rendimientos en la interferencia de la actividad fisioldgica de la raiz de la papa,

lesiones en las raices y estolones.

Para control genético se han identificado como estrategia el uso de la resistencia y la
tolerancia. La resistencia, es la capacidad de la planta para reducir el crecimiento y/o
desarrollo del parasito después de que este se ha iniciado o establecido en contacto
intimo con el hospedero, la resistencia se mide comparando la cantidad del patégeno
por planta. Mientras que la tolerancia es un mecanismo de la planta, en el que el
parasito después de su establecimiento no afecta al rendimiento significativamente.

Las técnicas de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa), permitié realizar la
identificacion de la especie con exactitud y en menor tiempo, en comparacién a un

analisis morfoldgico.

Debido que los nematodos no pueden ser eliminados totalmente, la Unica salida para
ello es reduciendo y manteniendo su densidad de poblacion lo mas bajo como sea
posible y evitar el enfrentamiento entre plantas susceptibles y la especie patogena
mediante medidas que no afecten la produccion agricola, el ambiente, economia y

salud de los agricultores y consumidores.

Con estas consideraciones, en el presente trabajo se plantearon los siguientes objetivos:



» Evaluar laresistencia, susceptibilidad y tolerancia de 49 accesiones de papa nativa
de Pampa-Cangallo (Ayacucho), al ataque de nematodo Globodera spp.
procedente de Huancayo, en la comunidad de Campanayocc.

» ldentificar la especie de Globodera spp. predominante en las zonas de muestreo
de Ayacucho (Seccelambras, Chontaca y Manallasac), Apurimac (Andahuaylas)

y Junin (Huancayo), utilizando técnicas moleculares basados en PCR.



CAPITULO |
MARCO TEORICO

1.1. ORIGEN DE LA PAPA

Las primeras papas cultivadas fueron seleccionadas entre 6.000 y 10.000 afios atras en
las montafias de los Andes, donde sucesivas generaciones de agricultores produjeron
una gran cantidad de variantes cultivadas (Spooner y Hetterscheid, 2005 citado por
Laura, 2013).

Se demostro que la papa cultivada tuvo un origen Unico en una vasta region al norte
del lago Titicaca, a partir de miembros del complejo norte de S. brevicaule (Van den
Berg y Jacobs, 2007 citados por Laura, 2013).

Relata que la mayor diversidad genética de papa (Solanum tuberosum L.) cultivada y
silvestre se encuentra en las tierras altas de los Andes de América del Sur. La primera
cronica conocida que menciona la papa fue escrita por Pedro Cieza en 1538. Cieza
encontro tubérculos que los indigenas llamaban “papa”, primero en la parte alta del
valle del Cuzco, Peru y posteriormente en Quito, Ecuador. El centro de domesticacion
del cultivo se encuentra cerca de la frontera actual entre Per( y Bolivia. Existe
evidencia arqueoldgica del cultivo de la papa en los Andes (Andrade, 2002 citado por
Laura, 2013).

1.2. CLASIFICACION TAXONOMICA DE LA PAPA
Clasifica taxonomicamente a la papa (Terranova, 1995; Cruz, 2006 citados por Torres,

2015).
Reino : Plantae
Clase - Angiospermae

Subclase : Dicotiledénea



Orden : Tubiflorales
Familia : Solanaceae
Género :Solanum
Especie : Tuberosum

1.3. DIVERSIDAD DE ESPECIES DE PAPA NATIVA CULTIVADA

a) Solanuman digenum

Afirma que es un autotetraploide, que se cree se origind de Solanum stenotomuma
través del doblamiento de los cromosomas por hibridacion con otra especie silvestre
Solanum sparsipilum. Esto produjo semillas fértiles (Popenoe, 1989 citado por
Gutiérrez, 2013).

Menciona que el cultivo presenta un amplio rango de adaptacion en la regién andina,
extendiéndose desde Venezuela hasta el norte de argentina; desde los 2000 hasta los
4000 m.s.n.m.; el periodo vegetativo es de 5 a7 meses y presenta buenos rendimientos
bajo condiciones de dia medio (12 horas). Tienen alrededor de 2500 genotipos
(Popenoe, 1989 citado por Gutiérrez, 2013).

Sefiala que las plantas generalmente son altas y muy vigorosas, las hojas son muy
diseccionadas e insertadas en el tallo en angulo agudo; las hojuelas son poco estrechas
y generalmente pecioladas. Los peciolos son delgados en la parte apical y permiten
apreciar la base del caliz. Las flores al igual que los frutos son abundantes cuando es
Ilevada a fotoperiodo largo (Huaman, 1984 citado por Gutiérrez, 2013).

Menciona que los tubérculos son numerosos, de tamafio mediano a pequefio, formas
alargadas, ojos de profundidad media a superficiales y con un largo periodo de
dormancia bajo condiciones de fotoperiodo largo. Presentan pigmentos que van desde

al amarillo hasta el negro (Popenoe, 1989 citado por Gutiérrez, 2013).

b) Solanum phureja
Menciona que esta especie diploide probablemente se origin6 de Solanum stenotomum
(Popenoe, 1989 citado por Gutiérrez, 2013).



Afirma que se extiende desde Venezuela bajando hacia el sur hasta el norte de Bolivia,
en altitudes de 2000 y 3500 m.s.n.m. pero en Colombia, Ecuador y Pert (Huaman,
1984 citado por Gutiérrez, 2013).

Menciona que la planta de papa posee hojas con poca pubescencia, brillantes y de
hojuelas estrechas; son pequefias y con caliz bastante irregular lobulado. Los
tubérculos poseen un periodo de reposo muy corto antes de iniciar la brotacion
(Huaman, 1984 citado por Gutiérrez, 2013).

Manifiesta que tiene tubérculos redondos, delgados o con formas especiales, 0jos
profundos, piel y pulpa amarilla (yema de huevo), peso generalmente no mayor a 30g
(Popenoe, 1989 citado por Gutiérrez, 2013).

¢) Solanum x chaucha
Manifiesta que es un hibrido natural probablemente entre Solanum stenotomum vy

Solanumandigenum (Popenoe, 1989 citado por Gutiérrez, 2013).

Menciona que este cultivo se extiende ampliamente desde Colombia hasta el noroeste
de Argentina en altitudes que van desde los 3000 hasta los 3900 m.s.n.m. (Huaman,
1984 citado por Gutiérrez, 2013).

Plantas con hojas moderadamente diseccionadas con 3 a 6 pares de hojuelas laterales.
Las flores son medianas con I6bulos de los pétalos mas anchoa que largos. Los
tubérculos presentan formas mas alargadas que otras especies, tienen buen sabor y no

presentan dormancia.

Afirma que es un triploide estéril, las plantas no producen semilla y la propagacion es

exclusivamente vegetativa (Popenoe, 1989 citado por Gutiérrez, 2013).

d) Solanum juzepczukii Bukasov.
Menciona que se distingue por su habito semi-arrosetado, hojas rectas, pedunculo

corto (2 a 4 cm de longitud), pedicelos con articulacién muy alta y poco distinguible,



corola azul pequefa (de 2.5 cm de diametro) con I6bulos muy cortos y acimenes muy
pequefios (Hawkes, 1990 citado por Gutiérrez, 2013).

e) Solanum tuberosum subsp.tuberosum.

Menciona que es de periodo vegetativo corto de 3 a 4 meses, floracion escasa y por
corto tiempo, polen estéril en muchas variedades, escasa o nula produccion de bayas.
Los tubérculos son regulares y de buena forma, con ojos superficiales, de gran tamafio
y escasos. Se distribuye principalmente en la region sur de Chile (Hawkes, 1990 citado
por Gutiérrez, 2013).

f) Solanum curtilobum Juz. et Buk

Afirma que se distingue por su habito semi-arrosetado, hojas rectas y rigidas,
articulaciones del pedicelo muy altas y corola azul, larga de 30 a 35 mm de didmetro,
con lébulos muy cortos y acuminados. (Hawkes, 1990 citado por Gutiérrez, 2013).
Menciona que estos cultivares originalmente estan distribuidos a lo largo de las
regiones altas alrededor de 3800 m.s.n.m, desde el norte de Peru al centro de Bolivia

y muy raramente en el norte de Argentina (Huaman, 1984 citado por Gutiérrez, 2013).

g) Solanum ajanhuiri Juz. et Buk

Menciona que esta especie es muy similar a S. stenotomum. Difiere, sin embargo, en
el céliz regular pequefio, flores azules y muy pequefias, articulacion muy alta del
pedicelo y hojas rigidas. Hojas con 5, 6 o 7 pares de foliolos laterales y numerosos
foliolos interpuestos. Hay dos grupos, Ajawiri y Yari, este Gltimo con mucho mas

foliolo decurrente que el anterior (Hawkes, 1990 citado por Gutiérrez, 2013).

h) Solanum stenotomum Juz. et Buk

Relata que se distingue de S. phureja por la mayor densidad de la pubescencia en la
hoja, lo cual no es brilloso en el estado viviente, produce tubérculos de 5 a 6 meses
con un periodo definido de dormancia. Es una especie muy variable y posiblemente
ance ancestro de todas las demas papas cultivadas (Hawkes, 1990 citado por Gutiérrez,
2013).



Afirma que S. stenotomum se subdivide en dos subespecies, subespecie stenotomum
y subespecies goniocalyx (Ochoa, 1964 citado por Gutiérrez, 2013).

i) Subespecie stenotomum
Incluye formas con flores mas pequefias y céliz sin costilla, caliz muy pequefio, regular
o irregular en el sur del Pert y norte de Bolivia, formas més grandes al norte.

Distribuido en la parte central del Per( y Bolivia a elevadas altitudes.

j) Subespecies goniocalyx

Menciona que es una subespecie nortefia de S. stenotomum, con flores grandes blancas
0 rosadas y con céliz con base angulosa, tubérculos con carne amarilla luminosa.
Distribuido en la parte norte y centro del Perl, a elevada altitudes (Hawkes, 1990

citado por Gutiérrez, 2013).

1.4. REQUERIMIENTOS EDAFOCLIMATICOS

La humedad relativa moderada (menor a 75%) es muy importante para el éxito del
cultivo; la humedad ambiental muy alta (superior a 90%), incrementa la posibilidad de
ataque de mildiu. La humedad excesiva en el momento de la germinacion del tubérculo
y en el periodo desde la aparicion de las flores hasta la maduracion del tubérculo resulta
nociva porque facilita el ataque de hongos (Martinez, 2007 citado por Gutiérrez, 2013).
Cita que la luz tiene una incidencia directa sobre el fotoperiodo, ya que induce la
tuberizacion, los fotoperiodos cortos son mas favorables a la tuberizacion y los largos
inducen el crecimiento vegetativo e influyen sobre el rendimiento final de la cosecha,
incrementando la produccién de tubérculos (Martinez, 2007 citado por Gutiérrez,
2013).

Relata que la papa crece en clima templado-frio; con temperaturas entre 13 °C y 18°C.
Al momento de la siembra, la temperatura del suelo debe ser superior a 7°C y la
temperatura nocturna, relativamente fresca (superior a 2°C); durante la germinacion y
en fases tempranas de crecimiento, las temperaturas altas superior a 18°C favorecen el
crecimiento vegetativo. Debe haber alternancia de temperaturas diurnas y nocturnas
para una buena tuberizacion. La temperatura media Optima para la tuberizacion es de

20°C, si la temperatura se incrementa por encima de este valor, la fotosintesis
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disminuye y aumenta la respiracion lo cual afecta la formacion de los tubérculos y
favorece el desarrollo de plagas y enfermedades. Las zonas productoras de papa en la
region Ayacucho se ubican entre los 2800 y 3800 msnm con una biotemperatura media
anual maxima de 10,2°C. Los meses de mayor temperatura son de octubre a marzo
donde se puede llegar a temperaturas de 28°C mientras que en las épocas de menor
temperatura se puede llegar a — 10°C. La época critica para la papa son la temporada
de lluvias (enero-marzo) y el frio (mayo-junio) (Martinez, 2007 citado por Gutiérrez,
2013).

1.5. CARACTERISTICAS DEL NEMATODO QUISTE DE LA PAPA

1.5.1. Nematodo Quiste de la Papa

Considera que el Nematodo Quiste de la papa, son una peste severa, que causa
considerable reduccion del rendimiento en algunas zonas paperas y se encuentra
distribuido en el Pert desde los 2000 — 4000 msnm. Mas de setenta especies de
nematodos han sido sefialadas en el cultivo de la papa, sin embargo, los formadores de
quistes, Globodera rostochiensis (Wollenweber) Behrens y Globodera pallida (Stone)
Behrens, son considerados los méas dafiinos que afectan el rendimiento de este cultivo
en la mayoria de las zonas paperas del mundo (Laura, 1980 citado por Laura, 2013).
En el suelo una poblacion del Nematodo Quiste de la papa, puede incrementarse diez
veces en un afio, mientras que los dafios solo se hacen visibles cuando el nivel de
infestacion supera a 20 huevos y segundos estadios juveniles por gramo de suelo
(Laura, 1980 citado por Laura, 2013).

1.5.2. Origeny Distribucién del Nematodo

Ames (1980) menciona que el Nematodo Quiste de la Papa, se encuentra presente en
la mayoria de los paises del Norte y Centro de Europa, en menor proporcién en el Sur
de Europa, Islanda, Grecia, Israel, Republica Africa del Sur, Nueva Zelanda y Japon.

En el siguiente cuadro se presenta la distribucion de la presencia del nematodo

Globodera rostochiensis y Globodera pallida a nivel de los 5 continentes.
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Tabla 1.1. Distribucion geogréfica de Globodera rostochiensis y Globodera pallida

en los cinco continentes.

EUROPA
Paises © © Paises & ©
rostochiensis | pallida rostochiensis pallida
Albania B NP Islas Faeroe X X
Alemania A Irlanda B B
Austria A Italia A B
Belarus X NP Latvia A NP
Bélgica B B Liechtenstein A NP
Bulgaria B NP Lituania B NP
Channel

islands X X Luxemburgo B X
Dinamarca A NP Malta B B
Eslovaquia B Noruega A B
Espafia B B Polonia B B
Estonia B NP Portugal B B
Finlandia B NP Republica Checa B NP
Francia B B Reino Unido) B B

Grecia B B Inglaterra X
Creta X X Escocia B NP

Holanda B B Rusia B

Hungria B NP Suecia A
Islandia A B Suiza B NP
Ucrania B NP

ASIA
Paises & © Paises © ©
rostochiensis | pallida rostochiensis pallida

Armenia X NP Libano X NP
Chipre B B Pakistan X B
Filipinas X NP Sri Lanka B NP




12

EUROPA
Paises © © Paises © ©
rostochiensis| pallida rostochiensis pallida
Albania B NP Islas Faeroe X X
Alemania A Irlanda B B
Austria A B Italia A B
Belarus X NP Latvia A NP
Bélgica B B Liechtenstein A NP
Bulgaria B NP Lituania B NP
Channel
Islands X X Luxemburgo B X
Dinamarca A NP Malta B B
Eslovaquia B B Noruega A B
Espafia B Polonia B B
Estonia B NP Portugal B B
Finlandia B NP Republica B NP
Checa
Francia B B Reino Unido) B B
Grecia B B Inglaterra X
Creta X X Escocia B NP
Holanda B B Rusia B
Hungria B NP Suecia A
Islandia A B Suiza B NP
Ucrania B NP
ASIA
Paises c c Paises c ©
rostochiensis | pallida rostochiensis pallida
Armenia X NP Libano X NP
Chipre B B Pakistan X B
Filipinas X NP Sri Lanka B NP
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AFRICA
G. G. G. G.
Paises o ) Paises o )
rostochiensis | pallida rostochiensis pallida
Algeria B B Sierra Leona X NP
Egipto X NP Sur Africa B
Libia X NP Tunesia B B
AMERICA
G. G. G. G.
Paises o ) Paises o )
rostochiensis | pallida rostochiensis pallida
Argentina X B Ecuador B B
Bolivia X B Estados Unidos B NP
Brasil X NP -New York B NP
Canadé B B México B NP
British
. B NP Panama X B
Columbia
Newfoundland Peru X A
Chile B B Venezuela X X
OCEANIA
G. G. G. G.
Paises o ) Paises o )
rostochiensis | pallida rostochiensis pallida
Australia B NP Nueva Zelandia A A
Islas Norfolk X NP

A= Presente, ampliamente distribuido B = Presente, distribucién limitada X = Presente, sin
detalles de distribucion NP= No presente. EPPO (2000), Smith (1997), CABI (2000).

La papa ha sido cultivada en los valles interandinos por miles de afos, el cual era

completamente desconocida fuera de Sudamérica y el alimento mas importante del

Imperio Incaico; donde los agricultores Incas, cultivaron tradicionalmente la papa y

por lo tanto el lugar oriundo del Nematodo Quiste de la Papa de la especie Globodera

(Franco 1993 citado por Gutiérrez, 2013).

Las dos especies, Globodera pallida y Globodera rostochiensis, se originaron en la

zona andina de Américas del Sur y co-evolucionaron con su hospedero preferido, el

cultivo de la papa (S. tuberosum Subs. Tuberosum y S. tuberosum Subs. andigena).
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En el 1973, se descubre la Globodera pallida (Stone) Behrens, como una nueva
especie del género Globodera, hasta que en 1975 se confirma que la mayoria de

Nematodos Quiste de los Andes, pertenecen al género Globodera pallida .

Posteriormente, los nematodos formadores de quistes fueron agrupados en seis géneros
incluyendo en el género Globodera, a las especies con quistes esféricos como eran H.

rostochiensis y H. pallida.

En el Per( se han identificado seis razas de Globodera pallida (P1A a PsA) y tres razas
de Globodera rostochiensis (R1A a RzA).

Manifiesta que en Huasahuasi (Tarma), se halla la mas alta infestacién del nematodo
Quiste de la papa en el Pert, con un contenido de 2500 Huevos + J2/gr. de suelo
(Gonzales, 1983; Pocco, 2006 citado por Laura, 2013).

Reporta Laura (2013), un nivel de infestacion de 0- 152 huevos + J2/gr. Suelo en 5
distritos: Cerro colorado, Sachaca, Chiguata, Tiabaya, y Paucarpata en la provincia de
Arequipa, departamento de Arequipa, asi mismo reporta la presencia de ambas

especies de Globodera spp.

Menciona que, de las 13 provincias del Departamento de Cusco, 12 provincias
muestreadas tenian diferentes grados de infestacion del nematodo quiste de la papa
Globodera spp., por otro lado, estudios morfométricos del segundo estadio juvenil y
el patron perineal del quiste indican la presencia de Globodera pallida en 11 provincias
y la presencia de una mezcla de G. pallida y G. rostochiensis. En el distrito de

Marangani, provincia de Canchis (Delgado y Jalata, 1991 citado por Laura, 2013).

Reporta que los campos de cultivo de los distritos: San Jerénimo, Pacucha, Kishuara,
Huancarama, Andahuaylas, Chicmo y Talavera de la provincia de Andahuaylas
presenta un nivel de infestacion de 0- 1328 huevos+J2/gr. de suelo (Palomino, 2001
citado por Laura, 2013).
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Reporta que los distritos: Tambo, Chungui y Anco de la provincia La Mar del
departamento de Ayacucho, presentan un nivel de infestacion de 0 — 509 huevos +
J2/gr. Suelo, asi mismo reporta la presencia de la especie Globodera pallida en los

campos muestreados de la provincia (Ruiz 2005 citado por Laura, 2013).

Tabla 1.2. Distribucion mundial del nematodo de la papa (Globodera rostochiensis).

Paises y zonas con reportes de Globodera rostochiensis

Argentina, Bolivia, Brasil, New Foundland y recientemente en
Quebec), México, EE. UU. (Delaware, Maine, Nueva York).

Suramérica

Albania, Austria, Bielorusia, Bulgaria, Croacia, Chipre,
Republica Checa, Dinamarca,Estonia, Islas Faroe, Filandia,
Francia, Alemania, Grecia(Creta), Hungria, Islandia, Irlanda,
Italia, Latvia, Reino de Lichtenstei, Lituania, Luxemburgo,
Malta, Holanda, Noruega, Polonia, Portugal(Azores, Madeira),
Eurepa Rumania, Federacion Rusa(Rusia Central, Siberia del Este,
Norte de Rusia, Rusia del Este, Sur de Rusia, Oeste de Siberia),
Serbia y Montenegro, Eslovaquia, Eslovenia, Espafia, Suecia,
Suiza, Reino Unido (Islas del Canal, Inglaterra y Gales, Irlanda

del Norte, Escocia).

Armenia, India (Keralta, Tamil Nadu), Indonesia (Java), Israel,
Asia Japon (Hokkaido, Kyushu), Libano, Malasia, Oman, Pakistan,
Filipinas, Sri Lanka, Tayikistan, Turquia.

Afri Argelia, Egipto, Libia, Marruecos, Sierra Leona, Sudéfrica,
rica
Tunez y Zimbawe.

. Canadéa (Columbia Britanica, New Foundland y recientemente
Norteamerica . .
en Quebec), México, EE.UU. (Delaware, Maine, Nueva York).

América central Costa Rica, Panama

Australia (Victoria- Australia del Oeste), Nueva Zelanda, Isla
de Norfolk.

Oceania

Fuente: EPPO, 2004
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1.5.3. Caracteristicas Morfoldgicas y Anatémicas del Nematodo de la Papa

Agrios (2004) afirma que su largo oscila entre los 300 a 1,000 pm por 15 a 35 pm de
ancho. Tienen generalmente forma de anguila con cuerpos lisos no segmentados, sin
apéndices. Algunas hembras se hinchan en la madurez con forma de pera o cuerpos
esferoides. Son més o menos transparentes, con una cuticula incolora, que a menudo
poseen estrias u otros detalles, esta despliega la muda a través de sus distintas etapas
larvarias. Poseen un sistema digestivo que esta formado por un tubo hueco que se
extiende desde la boca pasando por el es6fago hasta el intestino, recto y ano, Por lo
regular existen seis labios que rodean la boca. Los nematodos fitoparasiticos poseen

un estilete hueco o lanza que utilizan para perforar las células vegetales.

El sistema reproductor se ha desarrollado en las hembras, poseen uno o dos ovarios
seguidos por un oviducto y un Gtero que termina en la vulva. EI macho posee un
testiculo, una vesicula seminal y termina en un orificio comdn con el intestino; existe

un par de espiculas copulatorias que sobresalen.

1.5.4. Ubicacion Taxondmica del Nematodo
El nematodo quiste de la papa, estd comprendido dentro de las siguientes categorias

taxondmicas (Stone, 1973 citado por Laura, 2013).

Reino : Animal
Sub-Reino : Metazoos
Seccion : Pseudocelomados
Phylum : Nematoda

Clase : Phasmidea
Orden : Tylenchida
Sub-Orden : Tylenchina

Super orden

: Tylenchoidea

Familia : Heteroderidae
Género : Globodera
Especie : Globodera rostochiensis

Nombre comn
Especie

Nombre comun

: Nematodo dorado de la papa
: Globodera pallida
: Nematodo quiste blanco de la papa
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1.5.5. Identificacion del nematodo Globodera sp.

Ames (1980) menciona que la diferencia més evidente entre ambas especies es el color
de las hembras; Globodera rostochiensis se desarrollan pasando por una fase amarillo-
dorado antes de tomar una coloracién castafia, de donde proviene el nombre comun de
Nematodo dorado y las hembras de Globodera pallida son de color blanco o crema.

Pero ambos al final forman quistes marrones.

Menciona que la preparacion de los cortes perineales de los quistes, colectados en las
raices de la planta de papa Y el conteo de las estrias cuticulares presentes entre el ano
y la vulva, constituyen una manera simple de diferenciar las dos especies entre G.
rostochiensis posee un promedio de 21.6 estrias y G. pallida 12. A veces, el nimero
promedio puede ser de 15, lo cual causa confusion; en este caso, Si es necesario
identificar la especie, se deben medir otros parametros, especialmente de hembras,
quistes y segundos estados juveniles y hacer comparaciones con los valores reportados
en la literatura (Tabla 3). Tal es asi como la configuracion de la region bucal,

caracteristicas del estdbmago estilete (Stone, 1973 citado por Laura, 2013).

La identificacién con técnicas modernas y sofisticadas como son las basadas en
reacciones seroldgicas, punto isoeléctrico, separacion de proteinas, enzimas y pruebas
de ADN, también es posible. Ames (1980) menciona que las razas se diferencian por
su patogenecidad o por la habilidad que tienen de multiplicarse en los clones con
resistencia proveniente ya sea de S. tuberosum Subs. andigena, S. multidissectum, S.

verniey S. kurtzianum.

Tabla 1.3. Principales diferencias entre G. rostochiensis y G. pallida. distancia ano-

fenestra/diametro fenestra.

Caracteristica G. rostochiensis G. pallida
Hembra
Largo del estilete (um) 22.9 27.4
Diametro zona vulvar (um) 22.4 24.8
Largo vulva (um) 9.2 115
Coloracion Amarillo crema
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Caracteristica G. rostochiensis G. pallida

Hembra
Largo del estilete (um) 22.9 27.4
Diémetro zona vulvar (um) 22.4 24.8
Largo vulva (um) 9.2 115
Coloracion Amarillo crema
Quiste
Diémetro fenestra (um) 18.8 24.5
Distancia ano-fenestra (um) 66.5 49.9
Relacion Granek's(1) 3.6 2.04
Numero de estrias cuticulares

21.6 12.5
entre el ano y la vulva

Caracteristica G. rostochiensis G. pallida

Hembra
Largo del estilete (um) 22.9 27.4
Diametro zona vulvar (um) 22.4 24.8
Largo vulva (um) 9.2 115
Coloracion Amarillo crema
Quiste
Diametro fenestra (um) 18.8 24.5
Distancia ano-fenestra (um) 66.5 49.9
Relacion Granek's(1) 3.6 2.04
Numero de estrias cuticulares
entre el ano y la vulva 216 125
Juveniles de segundo estado
Largo del estilete (um) 21.8 23.8

Forma de las protuberancias
basales del estilete

Redondeadas y apuntando

hacia atras

En forma de ancla
apuntando hacia
adelante

Distancia entre la valvula del
bulbo medio y el poro excretor

(um)

31.3

39.9

Fuente: Laura (2013)
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1.6. CICLODE VIDAY BIOLOGIA

Agrios (2014) los nematodos generalmente pasan el invierno o superan los huevos en
el suelo y como huevos o nematodos en las raices de las plantas o en restos de plantas.
Algunos nematodos producen juveniles etapas o adultos que pueden permanecer
latentes en las semillas o en bombillas por muchos meses o afios. Finalmente, parésito
mas alto las plantas sobreviven como semillas, generalmente en el suelo, o como su

forma vegetativa infecciosa en su huésped.

La Globodera rostochiensis y Globodera pallida son nematodos endoparésitos
sedentarios, que permanecen normalmente en el suelo por 5-6 afios y a veces hasta por
20 afios. Cada quiste joven contiene 200-600 huevos (Greco, 1992 citado por Laura,
2013).

El ciclo de vida del nematodo quiste tiene una duracion, entre 38 - 48 dias, empieza
cuando el huevo se halla dentro del quiste; cada quiste en promedio tiene 300 huevos,
los quistes puede conservarse durante 15 afios viables en ausencia del hospedero
(Lazaro, 1986 citado por Laura, 2013).

El proceso de embriogénesis comienza dentro del Quiste y se produce sin la
intervencion directa del huésped. Antes de salir del huevo, se produce la primera muda
y se convierte en segundo estadio juvenil. Este puede salir del Quiste por estimulos del
exudado radicular de la papa, para lo cual rompe la pared del huevo y sale del quiste,
para penetrar a la raiz del hospedero, movilizandose y alimentandose dentro de la

planta.

Luego se produce la segunda muda para convertirse en el tercer estadio juvenil, donde
aun no existe diferencia sexual. Cuando se produce la tercera muda se convierte en el
cuarto estadio juvenil donde si hay diferencia sexual, dependiendo de la cantidad de
alimento que haya disponible. En este estadio la hembra se ensancha algo mas, y el
macho se enrolla dentro de su cuticula del tercer estadio juvenil. Seguidamente se
produce la cuarta muda dentro de las raices, para ser adultos, en los que la hembra se
vuelve sedentaria y se adhiere a la raiz del tejido de la corteza. Su cuerpo crece y rompe

las celulas de la raiz y llega a ser visible fuera de ella, aunque su cabeza permanece
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dentro del tejido radicular. EI macho que conserva su forma alargada, abandona la
cubierta del tercer estadio juvenil y se moviliza dentro de la raiz hasta salir de ella a
buscar a la hembra para aparearse. La hembra puede ser fertilizada por varios machos
que luego mueren. La hembra blanca se vuelve crema o amarillenta, luego marrén para
después morir y caer al suelo convirtiéndose en Quiste marrén y duro, resistente a las
condiciones ambientales desfavorables para ellas. Cada huevo esté protegido por una
membrana vitelina resistente a la penetracion de sustancias quimicas o desecaciones.

Los quistes no se alimentan y se desprenden facilmente de las raices o de los
tubérculos. Los huevos, al final del desarrollo embrionario, aproximadamente después
de 2-3 semanas, contienen juveniles de segundo estado. En paises de clima templado,
al final del ciclo de la papa (otofio) la mayoria de los huevos permanecen en estado de

latencia y eclosionan en la primavera siguiente.

Las condiciones més favorables son una temperatura de 20-25 °C y una humedad del
suelo con pH de 2.6 - 4. Cuando las condiciones ambientales son desfavorables, como
en casos de alta temperatura (28°C) y sequias, cuando la planta se aproxima al final
del ciclo o bien las raices estdn muy dafiadas, las hembras se transforman temprano en
quiste y el ciclo se acorta, mientras que, cuando la temperatura del suelo es menor de
20°C, se alarga. Estudios comparativos han demostrado que G. pallida se desarrolla
mejor que G. rostochiensis a bajas temperaturas. Generalmente ocurre una sola
generacion por cada ciclo de cultivo de la papa. Una segunda generacion puede
empezar, pero dificilmente es completada; sin embargo, existen datos de que si es
posible.

Huevo embnonarlo A
T =
= RAIZ
a1 e — M2

J3
Quiste Etapa pasiva / -

<
o %0, Etapa activa
RAIZ B
Ja
M3 ﬁ - v/
' RAIZ @ <
C h 4

Q Inmadura

Figura 1.1. Ciclo de vida y biologia
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1.7. HOSPEDANTE
El nematodo del quiste ataca al cultivo de papa (Solanum tuberosum L.), tomate
(Lycopersicum esculentum mil), Berenjena (Solanum melongena L.), asi como también

diversas malezas del grupo de solanaceas.

1.8. PATOGENICIDAD Y MAGNITUD DEL DANO

El nivel histologico el dafio es representado por necrosis de las células de las raices
atravesadas por los juveniles de segundo estado. Cuando éstos se detienen en el lugar
definitivo de alimentacion, las células alrededor de la cabeza del nematodo sufren una
profunda transformacion. De 3 a 10 celulas alrededor de la cabeza de cada nematodo
se funden, la pared celular engrosa, el citoplasma se torna denso y se origina el sincitio
multinucleado de alta actividad metabdlica, el cual es indispensable para la
alimentacion del nematodo. La formacion del sincitio ocasiona una interrupcion de los
vasos cribosos y lefiosos limitando notablemente la funcionalidad de las raices. Debido
a esto, las plantas de papa atacadas por el nematodo presentan crecimiento y
rendimiento reducidos, la senectud se anticipa, a veces en suelos muy infestados, el
follaje presenta un ligero amarillamiento. Las reducciones de rendimiento dependen
del nivel poblacional del nematodo al momento de la siembra (Greco, 1992 citado por
Laura, 2013).

Cita que los ensayos realizados en Europa y Chile han determinado que el limite de
tolerancia de la papa a los nematodos formadores de quistes es de aproximadamente
1.9 huevos/gramo de suelo. El rendimiento de la papa puede ser reducido entre 20 y
50% cuando el nivel poblacional del nematodo en el suelo alcanza 16 y 32
huevos/gramo de suelo, respectivamente. También se han determinado pérdidas de
hasta dos toneladas por hectarea cuando la infestacién supera a los 20 huevos/gramo
y reducciones proporcionales similares al aumento de la poblacion, el cultivo puede
ser destruido completamente cuando la poblacion inicial del nematodo es de 64

huevos/gramo de suelo (Greco, 1992 citado por Laura, 2013).

La magnitud del dafio ocasionado por estos patdgenos también depende del patotipo.
A nivel mundial han sido identificados cinco patotipos de G. rostochiensis (Rol, Ro2,
Ro3, Ro4, Ro5) y seis de G. pallida: tres en Europa (Pal, Pa2, Pa3) y tres en la zona
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andina (P4A, P5A, P6A). La identificacion de los patotipos se hace baséandose en la
tasa de reproduccién de las distintas poblaciones en una serie estandar de clones de
Solanum spp. Métodos basados en separacion de proteinas, enzimas y pruebas de
ADN, hasta ahora, no han dado resultados satisfactorios (Kort, 1977, citado por Laura,
2013).

1.9. SINTOMAS Y DANOS CAUSADOS POR EL NEMATODO

Agrios (2004) Algunas bacterias y los nematodos causan agallas en la raiz 0 nudos en
la raiz, que interfieren con la absorcién normal de agua y nutrientes por las raices. La
lesion de raiz afecta la cantidad de raices funcionales directamente y disminuye

proporcionalmente la cantidad de agua absorbida por las raices.

Ames (1980) menciona que el Nematodo Quiste no causa sintomas especificos en la
parte aérea de la planta que puedan tener valor para la diagnosis, pero los dafios
causados en las raices hacen que la planta enferma muestre sintomas similares a los
provocados por deficiencia de agua o de elementos minerales. La sintomatologia se
caracteriza por una disminucion en el desarrollo de las plantas que se visualiza
focalizadamente. Estos focos se agrandan cada vez que se cultiva una variedad

susceptible.

Lazaro (1986) menciona los sintomas de plantas infestadas es el crecimiento retardado,
en uno o mas parches del campo, los cuales se agrandan, cada vez que se realiza el
monocultivo de cultivo de papa, causando asi el amarillamiento y marchites de la
planta. En la parte subterranea, el sintoma caracteristico es la disminucion del sistema
radicular, produccion de tubérculos pequefios, ello se traduce en una disminucién en

el rendimiento.

El sintoma especifico del Nematodo Quiste, es el signo que se observa cuidadosamente

en las raices luego de ocho semanas después de la siembra.

En bajas densidades el Nematodo Quiste de la Papa no causa sintomas visibles y
pueden permanecer por afios en el suelo sin que se detecte su presencia. Cuando las

densidades son altas se observan sintomas parecidos a los que causa la deficiencia de
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agua o nutrientes, reduccion del crecimiento, tendencia al marchitamiento durante las
horas mas calurosas y secas del dia, reduccién de la masa radicular y finalmente

reduccion en el rendimiento del cultivo.

1.10. REACCION A FACTORES BIOTICOS

a.- Inmunidad:

Cuando un organismo no sufre infeccion por una plaga o agente patdgeno determinado
(UPQV, 2009 citados por Mejia et al., 2013).

b.- Resistencia:
Es la capacidad de una planta de papa de impedir en forma total o parcial la
multiplicacién del nematodo y asi reducir la infestacion del campo. La resistencia

permite acortar los periodos de rotacion y disminuir las perdidas.

Es el caracter o caracteres, de una planta que inhibe la reproduccion de un nematodo
(UPQV, 2009 citados por Mejia et al., 2013).

Para una evaluacion mas completa de la respuesta de las plantas al ataque de
nematodos, es necesario medir los pardmetros reproduccion del nematodo y el dafio

causado a la planta por el nematodo.

Es la capacidad de una variedad vegetal de restringir el crecimiento y desarrollo de
una plaga o agente patdgeno especifico y / o el dafio que éstos puedan causar, cuando
se comparan con variedades vegetales susceptibles de sufrirlas en similares
condiciones medioambientales y de intensidad de plaga o de elementos patdgenos. Las
variedades resistentes pueden mostrar algunos sintomas de la enfermedad o algunos

dafos en condiciones de intensa presencia de plaga o del agente patogeno.

c.-Tolerancia:

Capacidad de una planta de limitar los efectos negativos de una plaga o agente
patogeno especifico. Dichos efectos deberan estar relacionados con aspectos como la
pérdida de rendimiento (UPOV, 2009 citados por Mejia et al., 2013).
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d.-Susceptibilidad:
Capacidad de una variedad vegetal de restringir el crecimiento y desarrollo de una

plaga o agente patdgeno especifico (UPOV, 2009 citados por Mejia et al., 2013).

1.11. REACCIONES A FACTORES ABIOTICOS

a.- Tolerancia: es la capacidad de una variedad vegetal de soportar el estrés abidtico
sin que se produzcan consecuencias importantes para el crecimiento, aspecto o
rendimiento (UPOV, 2009 citados por Mejia et al., 2013).

b.- Sensibilidad: es la incapacidad de una variedad vegetal de soportar el estrés
abiotico sin que se produzcan consecuencias importantes en el crecimiento, aspecto o
rendimiento (UPOV, 2009 citados por Mejia et al., 2013).

1.12. FUENTES DE RESISTENCIA A NEMATODOS

Posiblemente las civilizaciones preincaicas seleccionaron consciente 0
inconscientemente papa resistente y asi contribuyeron al desarrollo de la especie
cultivada de Solanum tuberosum ssp. andigena, la cual es una fuente béasica de
resistencia a nematodos. Adicionalmente, algunas especies silvestres de Solanum
pueden aportar genes de resistencia Utiles en mejoramiento El cultivo de la papa es
atacado por varios patdgenos, entre los que se encuentran virus, hongos, bacterias y
nematodos (Scurrah, 1981 citado por Mejia et al., 2013).

Agrios (2004) en general, patdgenos con un alto nivel de flujo de genes o flujo de
genotipo son mucho mas efectivos y plantean una mayor amenaza para la agricultura

que los patégenos con un bajo nivel de flujo de genes.

La papa se han encontrado dos tipos de resistencia genética a patogenos: la de
hipersensibilidad, cualitativa 0 monogénica y la resistencia cuantitativa, de campo o
poligénica . La resistencia monogénica involucra dos procesos basicos: percepcion del
ataque del patdégeno y una respuesta para limitar la enfermedad. La percepcion implica
receptores especificos para cepas patogénicas, que son decodificadas por genes de

resistencia (Bormann, 2004 citado por Laura, 2013).
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Durante el desarrollo siguiente, las hembras se vuelven sedentarias en las raices
(Scurrah, 1981 citados por Mejia et al., 2013).

En cuanto a la naturaleza de la tolerancia a los nematodos se percibe como un proceso
defensivo que se ha desarrollado por la presion de seleccidn de los factores abioticos
y no de los nematodos en si mismos (Wallace,1992 citados por Mejia et al., 2013).

1.13. INTERACCION GENETICA PATOGENO-HOSPEDERO

Bajo el estimulo de un exudado de la raiz, el segundo estadio juvenil de los nematodos
del quiste de la papa eclosiona, y emerge de los quistes (Mulder et al., 1996 citados
por Mejia et al., 2013).

Recientemente, la formula de uno de estos exudados o gradientes ha sido identificado
y es un pequefio agente molecular (M - 498) producido por las raices de la papa, el
cual se denomina Solano eclepin A, con la formula C27H3009 ademas de otros
gradientes como el de diéxido de carbono (CO2), aminoacidos, iones, pH y los

gradientes de azUcar (Perry, 1998 citados por Mejia et al., 2013).

Las células radiculares que rodean a la cabeza de cada hembra se agrandan y forman
las células de transferencia multinucleadas (sincitos) desarrolladas por la digestion
parcial de la pared celular y la fusion posterior de protoplasma de las células que les
dan una forma alargada y muestran remanentes de las paredes celulares parcialmente
digeridas, un sincito puede incorporar mas de 200 células en ultimas instancias
(Williamson et al.,1996 citados por Mejia et al., 2013).

La respuesta de la planta al ataque de la plaga es la produccion de calosa (polisacarido
comun de la pared de las células de las areas cribosas y puede observarse también en
las células parenguimatosas como consecuencia de lesiones) la infestacion dentro de
los niveles tolerables de dafio). Los sincitos no se forman cuando se presenta una
interaccion controlada genéticamente entre los nematodos y la planta de papa, a este
fendmeno se le conoce como incompatibilidad. Esta interaccion es especifica para cada

patotipo. La eficiencia de la resistencia depende de los patotipos existentes en un area
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y debe ser evaluada mediante experimentacion (Gonzalez,1986 citados por Mejia et
al., 2013).

En cuanto a la naturaleza de la tolerancia a los nematodos se percibe como un proceso
defensivo que se ha desarrollado por la presion de seleccidn de los factores abioticos
y no de los nematodos en si mismos. Se sugiere que los nematodos no causan peculiar
efecto que destaca en las plantas, por lo tanto, la planta solo responde a las
consecuencias de sus actividades perturbadoras. Aunque la mayoria de las plantas
nativas son probablemente tolerantes y susceptibles a los nematodos con las que estan
asociadas, muchas plantas agricolas han perdido esta capacidad durante la seleccion
artificial para rendimiento y calidad. Se sugiere ademas que las plantas que son
tolerantes a determinadas agresiones causadas por factores abidticos también pueden

ser resistentes a los nematodos que causan las mismas tensiones.

Agrios (2004) los nematodos atacan a las plantas al penetrar mayormente en la raiz
células a través de su estilete. Secretan saliva que remueve los contenidos de las células

que absorben y se mueven.

Se sospecha que las secreciones de nematodos contienen sustancias que los nematodos
usan para atacar a sus plantas hospedantes y provocar una infeccion exitosa. Estas
sustancias estan supuestamente involucradas en la eclosion, en defensa propia, en
movimiento a través del tejido vegetal, y en el establecimiento y mantenimiento de un

sitio de alimentacion.

1.14. IDENTIFICACION MOLECULAR DE LA ESPECIE

Bates et al, (2002) mencionan que, a pesar de las diferencias morfoldgicas entre ambas
especies, la identificacion y diferenciacion entre ellas a partir de caracteristicas
morfoldgicas y fisiologicas de los quistes requiere de un alto grado de habilidad y
especializacién, ya que las diferencias son muy pequefias, ademas de que es una

técnica que requiere de mucho tiempo.



27

Debido a la cercania morfoldgica de Globodera rostochiensis y Globodera pallida, se
han desarrollado otro tipo de técnicas para separar estas dos especies. Recientemente,
los métodos de analisis basados en la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR), se

han convertido en el método de escogencia para la identificacion de especies.

1.14.1. Reaccion en Cadena de la Polimerasa

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa 0 PCR, es una técnica desarrollada en
1986 por KaryMullis, cuyo objetivo es obtener un gran nimero de copias de un
fragmento de ADN particular, partiendo de un minimo; en teoria basta partir de una
Unica copia de ese fragmento original, o molde. Es indispensable la presencia de un
ADN polimerasa termoestable (Taq polimerasa o Pful), imprimadores que flanquean
la region de ADN patron que se desea amplificar, dNTPs (A, C, G, T) para la sintesis
de las cadenas complementarias, cofactores como el Mg2+ y un amortiguador de
reaccion que optimizan la actividad del ADN polimerasa (Madriz,2005 citado por
Garcia, 2006).

Garcia (2006) menciona que PCR consiste en un método que permite multiplicar
exponencialmente un pequefio fragmento de ADN, con el objetivo de incrementarlo
hasta niveles detectables, es un procedimiento experimental que reproduce en el
laboratorio un proceso esencial en la vida de la célula; la replicacion del material
genético. Requiere de un molde de ADN (material de partida) que contiene la region
a amplificar, iniciadores o cebadores que flanquean la region de ADN patron que se
desea amplificar, el ADN polimerasa termoestable (Taq polimerasa o Pful) y cuatro
trifosfatos desoxinucledtidos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), para la sintesis de las
cadenas complementarias, cofactores como el Mg2+ y un amortiguador de reaccién

que optimizan la actividad del ADN polimerasa.

Bates et al. (2002) menciona que, en una comparacion de las técnicas para la deteccion
y determinacién de nematodos de quistes de la papa en muestras de campo,
demostraron que los métodos de PCR tienen una mayor sensibilidad y habilidad de

identificar poblaciones de especies mixtas.


http://es.wikipedia.org/wiki/1987
http://es.wikipedia.org/wiki/Kary_Mullis
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_desoxirribonucleico
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Un iniciador esta formado por una pequefia secuencia de oligonucle6tidos (15-30
nucledtidos), que se utiliza en la sintesis de ADN en la PCR. Esta secuencia encuentra
y se une a su complemento en una de las bandas molde, lo cual permite que el ADN
polimerasa encuentre un lugar en donde iniciar la extension o elongacion de la
molécula de ADN. Los iniciadores pueden ser especificos a una secuencia de ADN o
pueden ser universales. Los iniciadores universales son complementarios a secuencias
de nucleotidos que son muy comunes en un grupo particular de moléculas de ADN, de
este modo, son capaces de unirse con una variedad de ADN de diferentes especies.
Los iniciadores correspondientes sélo a determinadas especies son Ilamados
iniciadores especificos. Cuando las secuencias de las regiones del fragmento
amplificado se desconocen, la técnica puede ser aplicada con iniciadores degenerados,
conteniendo una serie de opciones en varias posiciones en la secuencia que permite la
amplificacion de una variedad de secuencias relacionadas (Veilleux,2004; Subbotin,
2006 y Moens, 2006 citado por Garcia, 2006).

Técnica como tal consiste en varios pasos. En el primer ciclo, primero, la doble banda
de ADN es desnaturalizada a una temperatura de 94°C por un periodo aproximado de
un minuto; segundo, se necesita inducir a la unidn de los imprimadores a cada una de
las bandas simples de ADN. En este punto la temperatura puede variar
significativamente ya que va a depender de la temperatura de recocido (annealing
temperature) de los imprimadores que se estén usando; y tercero, se utiliza una
temperatura de extension (72°C) en la cual el ADN polimerasa va a producir bandas
complementarias a partir de los imprimadores hasta que la polimerizacion sea
interrumpida (cuando empieza el segundo ciclo con 94°C). En el segundo ciclo,
cuando se esté en el paso de desnaturalizacion, se van a generar cuatro bandas simples
de ADN. En cada una de estas bandas se van a unir los imprimadores (temperatura de
recocido) y al incrementar la temperatura a 72°C (temperatura de extension) el ADN
polimerasa nuevamente empezara a polimerizar nucleétidos. Dos de las cuatro
extensiones (las de banda simple original) seran idénticas a las obtenidas en el primer
ciclo por lo que finalizaran la polimerizacion cuando nuevamente se inicie otro ciclo.
Las otras dos (bandas nuevas que derivan de la banda simple original de ADN)

finalizaran la polimerizacion justo donde el otro imprimador estd unido. Los ciclos
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siguientes generaran dos bandas nuevas largas y dos bandas nuevas cortas (Dale, 2002
citado por Garcia, 2006)

Globodera rostochiensis y Globodera pallida pueden ser diferenciadas de varias
maneras. Una de éstas consiste en el uso de enzimas de restriccion que pueden digerir
diferencialmente la region del Espaciador Transcrito Interno (ITS, por sus siglas en
inglés) del ADN ribosomal. Otra manera de diferenciacion corresponde al uso de
imprimadores especificos que se disefian a partir de secuencias de la misma region ITS
(Internal Transcribed Spacer), mencionada anteriormente. Esta es una region variable
del ADN ribosomal que ha sido examinada ampliamente en estudios de poblaciones
(Bulman y Marshall, 1997; Fullaondo et al, 1999; Power, 2004 citado por Garcia,
2006).

En un estudio se utiliz6 un imprimador universal ITS-5 (5’-GGAAGTAAAA
GTCGTAACAAGG-3’), y también imprimadores especificos: para G. pallida el
PITSp4 (5-ACAACAGCAATCGTCGAG-3"), que resulta en una banda de 265 pb y
para G. rostochiensis el PITSr3 (5-AGCGCAGACATGCCGCAA-3"), resultando en
una banda de 434 pb. Los imprimadores también pueden utilizarse en una mezcla,
resultando en productos de amplificacion de los mismos tamafios (Bulman y Marshall,
1997 citado por Garcia, 2006).

1.14.2. Extraccion de DNA de Nematodo

Las células vegetales pueden lisarse con el detergente i6nico bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB), que forma un complejo insoluble con los acidos
nucleicos en medio hiposalino. De ese modo, los polisacaridos, los compuestos
fendlicos y los deméas contaminantes permanecen en el sobrenadante y pueden
eliminarse por lavado. El complejo de ADN se solubiliza aumentando la concentracion
salina y se precipita con etanol o isopropanol. La extraccion tiene tres etapas: la lisis
de la membrana celular, la extraccion del ADN gendmico y su precipitacion. A este

procedimiento se adiciono el uso de la proteinasa k.
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a.-Lisis de la membrana celular.- La primera etapa de la extraccion del ADN es la
rotura de la membrana celular y nuclear, para lo cual la muestra homogeneizada se
trata primero con el tampon de extraccion, que contiene EDTA, Tris-HCI , CTAB y
proteinasa kK. Todas las membranas bioldgicas presentan la misma estructura general,
integrada por moléculas de lipidos y de proteinas, unidas por interacciones no
covalentes, las moléculas lipidicas estan ordenadas en una doble capa continua, en la
que las moléculas proteinicas estan disueltas. Las moléculas lipidicas estan formadas
por extremos hidrofilos, denominados cabezas, y extremos hidréfobos, denominados
colas. En este método, el detergente (CTAB), contenido en el tampdn de extraccion
provoca la lisis de la membrana. Dado que la composiciéon de los lipidos y del
detergente es similar, el componente de CTAB del tampon de extraccion captura los

lipidos que integran la membrana celular y nuclear.

Cuando el detergente captura los lipidos y las proteinas al entrar en contacto con la
membrana celular y el tampdn de extraccion con CTAB. Con una concentracion salina
(NaCl), determinada, el detergente forma un complejo insoluble con los &cidos
nucleicos. EI EDTA es un componente quelante, que se une al magnesio, entre otros
metales. EI magnesio es un cofactor de la desoxirribonucleasa. Al unir el magnesio al
EDTA, la actividad de la desoxirribonucleasa presente disminuye. El Tris-HCI
confiere a la solucion la capacidad de amortiguar el pH (un pH inferior o superior dafia
el ADN). Es importante sefialar que, como los acidos nucleicos se degradan facilmente
en estafase de la purificacion, debe reducirse al minimo el tiempo transcurrido entre la
homogeneizacion de la muestra y la adicion de la solucién tampén con CTAB. Una
vez que se han roto las membranas de la célula y de los organulos (como los que se

encuentran alrededor de las mitocondrias y los cloroplastos), se purifica el ADN.

a.l. Proteinasa k.- es una proteasa muy activa del tipo subtilisina que se obtienen a
partir de Tritirachium album; esta proteina libera el DNA nuclear al medio y digiere
las proteinas. Permite facilitar la lisis y degradar todas las proteinas, de esta forma
queda limpia la solucion (las proteinas quedan reducidas a peptidos pequefios) y se

obtiene la muestra mucho més pura.
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b.- Extraccién.- En esta etapa, se separan los complejos formados por los &cidos
nucleicos y el CTAB de los polisacéridos, los compuestos fendlicos, las proteinas y
los demas lisados celulares disueltos en la solucion acuosa. Es especialmente
importante eliminar los polisacaridos y los compuestos fendlicos, pues pueden inhibir
numerosas reacciones enzimaticas. En concentraciones hiposalinas (NaCl< 0,5 M), los
contaminantes de los complejos de acidos nucleicos no precipitan y pueden eliminarse
extrayendo la solucion acuosa con cloroformo. El cloroformo desnaturaliza las
proteinas y facilita la separacion de las fases acuosa y organica. La fase acuosa suele
constituir la fase superior. No obstante, si dicha fase es densa debido a la concentracion
salina (> 0,5 M), formaré la fase inferior. Ademas, si el pH de la solucién acuosa no
se ha equilibrado debidamente (pH 7,8 —8,0), los acidos nucleicos tenderan a repartirse
en la fase organica. Si es preciso, la extraccion con cloroformo se realizara dos o tres
veces, con objeto de eliminar por completo las impurezas de la capa acuosa. Para
perfeccionar la extraccion de los &cidos nucleicos, puede retro extraerse la fase
organica con una solucion acuosa, que se afiade a continuacion al extracto anterior.
Una vez purificados los complejos de acidos nucleicos, puede procederse a la

precipitacion, dltima etapa del procedimiento.

c.- Precipitacion.- En esta Gltima etapa se separan los acidos nucleicos del detergente,
para lo cual la solucién acuosa se trata primero con una solucién de precipitacion
compuesta por una mezcla de CTAB y NaCl en concentracion elevada (NaCl>0,8 M).
Una alta concentracion salina es necesaria para que se forme un precipitado de acidos
nucleicos. Puede ser preferible emplear acetato de sodio en lugar de NaCl por su
capacidad tampoén. En estas condiciones, el detergente, que es mas soluble en alcohol
que en agua, puede eliminarse por lavado, mientras que los &cidos nucleicos precipitan.
El posterior tratamiento con etanol al 70 % permite una mayor purificacién o elucion

de los acidos nucleicos de la sal residual.

1.14.3. Visualizacion de DNA: Electroforesis

La electroforesis en gel es una técnica crucial tanto para el analisis como para la
purificacion de los &cidos nucleicos. Cuando una molécula cargada se coloca en un
campo eléctrico, migrara hacia el electrodo con la carga opuesta; los acidos nucleicos

son moléculas cargadas negativamente, debido a la presencia de grupos fosfato en su
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estructura, por lo que migraran hacia el polo positivo (anodo). Este campo eléctrico se
aplica a geles o matrices, que consisten en una red compleja de poros, sobre los cuales
las moléculas de acidos nucleicos migraran (Dale y Von Schantz, 2002 citado por
Garcia, 2006).

La electroforesis en gel es una técnica crucial tanto para el anlisis como para la
purificacion de los &cidos nucleicos. Cuando una molécula cargada se coloca en un
campo eléctrico, migrara hacia el electrodo con la carga opuesta; los acidos nucleicos
son moléculas cargadas negativamente, debido a la presencia de grupos fosfato en su
estructura, por lo que migraran hacia el polo positivo (anodo). Este campo eléctrico se
aplica a geles o matrices, que consisten en una red compleja de poros, sobre los cuales
las moléculas de acidos nucleicos migraran (Dale y Von Schantz, 2002 citado por
Garcia, 2006).

Madriz (2005) menciona que el polimero utilizado para el andlisis electroforético de
acidos nucleicos de gran tamafo (100pb-10kb) es la agarosa. En la agarosa el rango
de concentracion oscila entre el 0,5 %, que puede separar moléculas del orden de 1 a
30 Kb, y el 2% que puede separar acidos nucleicos de 0,1 a 2 Kb. Sin embargo, algunos
tipos de agarosa de alto grado de resolucién pueden separar moléculas de ADN que se

diferencian hasta en 10 bases.

1.14.4. Region Espaciadora ITS

Devran (2002) menciona que el estudio de regiones especificas del genoma resulta ser
muy Util para la realizacion de analisis moleculares. Una de estas regiones es la familia
multigénica del ADN ribosomal (ADNr), la cual esta conformada por muchas copias
de genes que codifican para tres componentes ribosomales: 28S, 5.8S y 18S. En la
mayoria de los eucariotas, la organizacion 5' a 3' de esta familia de genes consiste en
un espaciador transcrito externo (ETS), el gen 18S (SSU), un espaciador transcrito
interno (ITS1), el gen 5.8S, un ITS2, el gen 28S (LSU) y el espaciador intergénico
(IGS), la cual se puede observar en la Figura 1A. La region IGS es seguida por otra

copia de la familia génica.
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El gen 18S consiste en la subunidad ribosomal pequefia (SSU), mientras que el gen
28S consiste en la subunidad ribosomal grande (LSU). La SSU nuclear del ADNr es
una de las regiones de ADN mas conservadas, por lo cual han resultado utiles en la
reconstruccion de ramas filogenéticas, incluyendo reinos, filos, clases y ordenes. El
grado de conservacion nucleotidica del gen 5.8S, el mas pequefio de la familia de
ADNI, es similar al de la SSU, pero su tamafio es muy pequefio como para contener
informacidn filogenética de peso. Por esta razon no es recomendable utilizar este gen

para analisis moleculares.

Powers (2004) manifiesta que la LSU nuclear del ADNr es mucho mas larga y muestra
mas variacion, comparandola con el gen 18S, sin embargo, ha demostrado ser Gtil en

el estudio de relaciones filogenéticas en niveles bajos de categoria, como drdenes o

familias.
A) . ETS ITS1 ITS2 ETs
5> —— 18s 5.8S 28S 3
194
Blod Blo5 195
obodera sp.
< JMV Globod 4
IGS | IGS2 /
B) 28S 55 /] 18S
! ¢
, —> IMV2
Region variable en

JMV1

Globodera sp

Figura 1.2. Familia multigénica del ADN ribosomal (ADNr).

A) La figura esquematica de la familia multigénica del ADN ribosomal (ADNr)
(Modificado de: Jobes y Thien, 1997). B) Diagrama esquematico del ADNTr,
mostrando el gen 5S dentro de la region IGS (Wishart et al, 2002).

Las regiones espaciadoras del ADNr nuclear evolucionan mucho mas rapido que las
regiones codificantes, ya que las sustituciones en las regiones espaciadores no
muestran efectos letales para los organismos. Por otro lado, las variaciones en las

regiones codificantes del ARNr son mucho més conservadas, ya que una mutacion en
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alguna de estas regiones podria evitar la construccion efectiva de los ribosomas, lo
cual afectaria de forma negativa la maquinaria de la sintesis proteica (Subbotin, 2005;
Hwang,1999 citado por Garcia, 2006).

El arreglo de genes muy conservados y regiones espaciadoras menos conservadas es
lo que ha hecho de estos genes un objetivo muy popular, ya que permite el disefio de
imprimadores universales en secciones de secuencias conservadas, y estos
imprimadores pueden utilizarse para amplificar fragmentos homdlogos, tanto de
especies distantes como de especies estrechamente relacionadas. La utilizacion de la
técnica PCR-RFLP de la region ITS, ha permitido distinguir diferentes especies de
nematodos (Wang et al. 2003 citado por Garcia, 2006).



CAPITULO 11
METODOLOGIA

2.1. LUGAR DEL EXPERIMENTO

2.1.1. Ubicacion del Experimento

El presente trabajo se realiz6 en la comunidad de Campanayocc, del Distrito de
Carmen Alto, Provincia de Huamanga, Departamento de Ayacucho. La mencionada

comunidad se encuentra en:

Latitud :13°12°19.84”°S
Longitud . 74° 14718.30°°°0
Altitud : 3379msnm.

2.1.2. Antecedentes del Campo Experimental
El terreno destinado para la instalacién del presente experimento fue utilizado en la
campafa (2013 -2014), con cultivo anterior al cultivo de haba, este terreno es

propiedad de la Comunidad de Campanayocc.

2.1.3. Condiciones Climaticas
Para el analisis de las condiciones climaticas del lugar donde el experimento fue
conducido, se tomd los datos meteoroldgicos de la estacion meteoroldgica mas cercana

en este caso fue Estacion Experimental Agraria Canaan.

Tabla Temperaturas (Méaxima, Minima, Promedio), Precipitacion y Balance Hidrico

promedio mensual de Setiembre 2013 - agosto 2014.

Estacion : CANAAN
Distrito : Andrés Avelino Caceres Dorregaray
Provincia : Huamanga

Departamento : Ayacucho



Altitud : 2750.00 m.s.n.m.
Sus coordenadas son: Latitud: 13°10'0.54"S, Longitud: 74°12'22.84"0
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Tabla 2.1. Datos meteoroldgicos de la Estacion Experimental Agraria Canadn
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ANO 2013 2014 ANUAL | MEDIA
MESES SET | OCT | NOV | DIC | ENE | FEB | MAR | ABR | MAY | JUN | JUL | AGO
T° Max. media mensual (°C) | 27 224 | 242 | 229 23 24 25 25 25 25.1 24 26.5 24.6
T° Min. media mensual (°C) 9.1 9.6 13 13.6 12.6 12.8 12.7 8.3 7.3 7 6.4 5.7 9.35
T° media mensual (°C) 18.05 | 18.55 17.7 | 1825 | 17.8 18.4 18.85 | 16.65 | 16.15 | 16.05 | 15.2 16.1 17.75
Factor 4.8 4.96 4.8 496 | 4.96 4.48 4.96 4.8 4.96 48 | 496 | 4.96
ETP (mm) 86.64 | 92.008 | 84.96 | 90.52 | 88.288 | 82.432 | 93.496 | 79.92 | 80.104 | 77.04 | 75.4 | 79.856 | 1010.7 0.56
Precipitacion (mm) 8.1 399 | 488 | 107.8 | 106.2 | 136.8 57 46.4 12 0.05 | 2.04 | 0.05 565.14
ETP Ajust. (mm) 48.9 52 48 529 | 49.7 47 515 | 454 | 438 | 396 | 412 | 451
Humedad del suelo -415 | -12.7 | 0.21 | 54.18 | 55.85 | 89.16 4.8 042 | -324 | -40.1 | -34.1 | -43.9
Exceso (mm) 0.21 | 54.18 | 55.85 | 89.16 4.8 0.42
Déficit (mm) 41.45 | 12.72 32.4 | 40.08 | 34.1 | 43.87
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Las precipitaciones maximas se dieron en mes de febrero durante el periodo vegetativo
del cultivo, aproximadamente a dos meses después de la siembra, donde la humedad
del suelo fue suficiente para el inicio de la tuberizacion del cultivo con temperaturas
medias aproximadamente de 17.75°C. En los meses siguientes las precipitaciones

fueron reduciéndose y las temperaturas descendieron.

2.1.4. Analisis de Suelo

Para realizar el analisis de suelo se tomaron las muestras del campo experimental a
una profundidad de 20 cm, recorriendo el campo en forma de zig zag obteniendo asi
muestras de varios puntos y luego las muestras fueron homogenizadas para obtener
una muestra compuesta representativa para su respectivo analisis.

Los resultados se muestran en el Cuadro 5 y su interpretacion.

Tabla 2.2. Resultados del anélisis de suelo del campo experimental. Campanayocc

(3379 m.s.n.m.), Carmen Alto—Ayacucho.

pH C.E. | CO% | Nt MO P K 9% Sat.
Textura CIC

(1:25) | dS.m? | % % % ppm | ppm Bases

Franco-
Arcillo- 5.75 0.05 0 0.195| 4.185 | 19.45 93.5 17.05 67

Arenoso

Interpret. | Acido Muy Alto | Alto | Medio | Medio

ligera

Segan. AGROLAB (2013).

2.2. MATERIAL GENETICO.

Se trabaj6 con 49 accesiones de papa nativa (Solanum spp.) colectados de la zona de
Pampa-cangallo, y conservados en el Banco de Germoplasma del Laboratorio de
Genética y Biotecnologia Vegetal-EFPA-FCA-UNSCH.
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Tabla 2.3. Las 49 accesiones de papa nativa con su respectivo nombre comdn

Fuente: Base de datos del banco de germoplasma del LGBV-EFPA-FCA-UNSCH.

2.3. DISENO EXPERIMENTAL

El experimento fue conducido bajo el Disefio Experimental Latice Balanceado Simple

N° |ACCESION NOMBRE COMUN | N° |ACCESION NOMBRE COMUN
T 1|UNSCHLGBV6040555P16-13 |Huencco T  26|UNSCHLGBV6040555P03-13 [Soyo caputo
T 2|UNSCHLGBV6040555P02-13 |Puca runtus T 27|UNSCHLGBV6040555P33-13 |Marquina
T  3|UNSCHLGBV6040555P42-13 |Victor T 28|UNSCHLGBV6040555P24-13 |Camotillo
T  4|UNSCHLGBV6040555P14-13 |Maco T 29|UNSCHLGBV6040555P04-13 [Limefia
T 5|UNSCHLGBV60405SSP49-13 [Yanacuhipa runtun |T  30|UNSCHLGBV6040555P20-13 |Pucavacapa chufiun
T  6/UNSCHLGBV6040555P63-13 |P63 T 31|UNSCHLGBV6040555P46-13 [Amarilla
T  7|UNSCHLGBV6040555P23-13 |Alcarraza T 32|UNSCHLGBV6040555P13-13 |Yuraq sisa
T  8|UNSCHLGBV6040555P62-13 |P62 T 33|UNSCHLGBV6040555P70-13 |P70
T 9|UNSCHLGBV6040555P25-13 |Yurag millcco T 34|UNSCHLGBV6040555P58-13 [Royacc Halle
T  10|UNSCHLGBV6040555P27-13 |Ucca huayro T 35|UNSCHLGBV6040555P60-13 |Ritipa sisan
T 11|UNSCHLGBV6040555P12-13 |Azul fiahui T 36|UNSCHLGBV6040555P50-13 |Puca suyto
T 12|UNSCHLGBV6040555P40-13 |Yuraq suyto T 37|UNSCHLGBV6040555P54-13 |Yana huafia
T  13|UNSCHLGBV6040555P61-13 |P61 T 38|UNSCHLGBV6040555P51-13 [Peruanita
T  14/UNSCHLGBV6040555P19-13 |Leona - Afil T 39|UNSCHLGBV6040555P34-13 [Negra
T  15|/UNSCHLGBV6040555P35-13 |Tambina T 40|UNSCHLGBV6040555P45-13 |Huayro Hembra
T  16|UNSCHLGBV6040555P47-13 |Yana rosilla T 41[UNSCHLGBV6040555P06-13 |Allcca cambro
T 17|UNSCHLGBV6040555P30-13 |puca fiahui T 42|UNSCHLGBV6040555P11-13 |Huayro
T  18|UNSCHLGBV6040555P22-13 |Yutupa runtun T 43|UNSCHLGBV6040555P37-13 |Cuchipa acan
T  19|UNSCHLGBV6040555P73-13 |P73 T 44|UNSCHLGBV6040555P17-13 [Cceccorani
T  20|UNSCHLGBV6040555P01-13 |Capcas T 45|UNSCHLGBV6040555P44-13 [Runtus
T  21|UNSCHLGBV6040555P15-13 |Duraznilla T 46|UNSCHLGBV6040555P48-13 |Durasnillo 2
T  22|UNSCHLGBV6040555P65-13 |P65 T 47|UNSCHLGBV6040555P41-13 |Muro suyto
T  23|UNSCHLGBV6040555P67-13 |P67 T 48|UNSCHLGBV6040555P18-13 |[Sangre de toro
T  24|UNSCHLGBV6040555P57-13 |Yuraq Chikfias T 49|UNSCHLGBV6040555P68-13 (P68
T 25|UNSCHLGBV6040555P10-13 |Chiquibonita

de 7x7 con dos repeticiones. Se instalé de acuerdo al croquis, randomizacién y

caracteristicas de la parcela.

El Modelo Aditivo Lineal es:

Donde:

Yijg=t + R; + T; + Bi¢jy + Eijic

Y;jr = Observacion realizada en la Unidad Experimental

p= Medio general

R;= Efecto de la repeticionj — esima

T; = Efecto del i — esimo Tratamiento

Bik(j) = Efecto Aleatorio del Bloque

ik €n Repeticion j — esima

E;;x = Efecto Aleatorio o asociado a la ijk — esimaObservacion



Unidad experimental

-Maceteros de un 1kg de capacidad con suelo propio del lugar.

-Cada macetero tuvo un tubérculo-semilla.

Croquis del campo experimenta
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En la siguiente figura se observa el bloque 1y Il que fue la forma como se distribuyeron

las macetas:

UNSCHLGBYV | UNSCHLGBV [|UNSCHLGBYV | UNSCHLGBV |UNSCHLGBV|UNSCHLGBV | UNSCHLGBV
60405 60405 60405 60405 60405 60405 60405
SSP016-13 SSP002-13 SSP042-13 SSP014-13 SSP049-13 SSP063-13 SSP023-13
1 2 3 4 5 6 7
UNSCHLGBYV | UNSCHLGBV [UNSCHLGBYV | UNSCHLGBV |[UNSCHLGBV | UNSCHLGBV | UNSCHLGBV
60405 60405 60405 60405 60405 60405 60405
SSP062-13 SSP025-13 SSP027-13 SSP012-13 SSP040-13 SSP061-13 SSP019-13
8 9 10 11 12 13 14
UNSCHLGBYV | UNSCHLGBV [UNSCHLGBYV | UNSCHLGBV |[UNSCHLGBV|UNSCHLGBV | UNSCHLGBV
60405 60405 60405 60405 60405 60405 60405
SSP035-13 SSP047-13 SSP030-13 SSP022-13 SSP073-13 SSP001-13 SSP015-13
15 16 17 18 19 20 21
UNSCHLGBYV | UNSCHLGBV [UNSCHLGBYV | UNSCHLGBV |[UNSCHLGBV|UNSCHLGBV | UNSCHLGBV
60405 60405 60405 60405 60405 60405 60405
SSP065-13 SSP067-13 SSP057-13 SSP010-13 SSP003-13 SSP033-13 SSP024-13
22 23 24 25 26 27 28
UNSCHLGBYV | UNSCHLGBV [UNSCHLGBYV | UNSCHLGBV |[UNSCHLGBV|UNSCHLGBV | UNSCHLGBV
60405 60405 60405 60405 60405 60405 60405
SSP004-13 SSP020-13 SSP046-13 SSP013-13 SSP070-13 SSP058-13 SSP0O60-13
29 30 31 32 33 34 35
UNSCHLGBV | UNSCHLGBV [|UNSCHLGBYV | UNSCHLGBYV |[UNSCHLGBV |[UNSCHLGBYV [ UNSCHLGBV
60405 60405 60405 60405 60405 60405 60405
SSP0O50-13 SSP054-13 SSP0O51-13 SSP034-13 SSP045-13 SSP006-13 SSP011-13
36 37 38 39 40 41 42
UNSCHLGBV | UNSCHLGBYV [|UNSCHLGBYV | UNSCHLGBYV |[UNSCHLGBV |[UNSCHLGBV [ UNSCHLGBV
60405 60405 60405 60405 60405 60405 60405
SSP037-13 SSP017-13 SSP044-13 SSP048-13 SSP041-13 SSP018-13 SSP068-13
43 44 45 46 47 48 49

Figura 2.2. “Bloque I” Distribucion de las accesiones
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UNSCHLGBV [ UNSCHLGBV [UNSCHLGBV | UNSCHLGBV [UNSCHLGBV [ UNSCHLGBV | UNSCHLGBV
60405 60405 60405 60405 60405 60405 60405
SSP016-13 | SSP062-13 | SSP035-13 | SSP65-13 | SSPO04-13 | SSPO50-13 | SSP037-13
1 8 15 22 29 36 43
UNSCHLGBV | UNSCHLGBV |UNSCHLGBV [ UNSCHLGBV |UNSCHLGBV [UNSCHLGBV | UNSCHLGBV
60405 60405 60405 60405 60405 60405 60405
SSP002-13 | SSP025-13 | SSP047-13 | SSP067-13 | SSP020-13 | SSP054-13 | SSP017-13
2 9 16 23 30 37 44
UNSCHLGBYV | UNSCHLGBV |UNSCHLGBYV | UNSCHLGBV |[UNSCHLGBV | UNSCHLGBV [ UNSCHLGBV
60405 60405 60405 60405 60405 60405 60405
SSP042-13 | SSP027-13 | SSP030-13 | SSP57-13 | SSP046-13 | SSP51-13 | SSP044-13
3 10 17 24 31 38 45
UNSCHLGBV [UNSCHLGBV6[UNSCHLGBV | UNSCHLGBV |[UNSCHLGBV | UNSCHLGBV | UNSCHLGBV
60405 0405 60405 60405 60405 60405 60405
SSP014-13 | SSP012-13 | SSP022-13 | SSP010-13 | SSPO13-14 | SSP34-15 | SSP048-16
4 11 18 25 32 39 46
UNSCHLGBV |UNSCHLGBV6|UNSCHLGBV [ UNSCHLGBYV [UNSCHLGBV | UNSCHLGBV | UNSCHLGBV
60405 0405 60405 60405 60405 60405 60405
SSP049-13 | SSP040-13 | SSP0O73-13 | SSP003-13 | SSP070-13 | SSP045-13 | SSP041-13
5 12 19 26 33 40 47
UNSCHLGBYV |UNSCHLGBV6|{UNSCHLGBV [ UNSCHLGBV |[UNSCHLGBV [UNSCHLGBV | UNSCHLGBV
60405 0405 60405 60405 60405 60405 60405
SSP063-13 | SSP061-13 | SSP001-13 | SSP033-13 | SSP058-13 | SSPO06-13 | SSP018-13
6 13 20 27 34 41 48
UNSCHLGBYV |UNSCHLGBV6|{UNSCHLGBV [ UNSCHLGBV |[UNSCHLGBV [UNSCHLGBV | UNSCHLGBV
60405 0405 60405 60405 60405 60405 60405
SSP023-13 | SSP019-13 | SSP015-13 | SSP024-13 | SSP0O60-13 | SSP011-13 | SSP068-13
7 14 21 28 35 42 49
Figura 2.3. “Bloque II” Distribucion de las accesiones

2.4. INSTALACION Y CONDUCCION DEL EXPERIMENTO

2.4.1. Actividades en Laboratorio

a. Extraccién de quistes

Se trabajo con muestras del suelo de Huancayo, utilizando el método modificado de
Fenwick (Laura, 2013).

La muestra de suelo se seco aproximadamente por un mes, posteriormente se lavé el
suelo con agua a presion que paso por un tamiz de 2.0 mm. para eliminar particulas

grandes, y por otro tamiz de 1 mm para retener particulas pequefias.

Los quistes y los restos organicos que floten son llevados por el agua hacia el collar

del aparato de Fenwick y finalmente colectados en un tamiz de 60 mesh (0.1mm).

Paralelamente se instalo un soporte de metal que contiene un aro de 10 cm. de

diametro, sobre el aro se colocé un embudo con un papel filtro; luego se transfirié los
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quistes y el material organico del tamiz de 60 mesh, quedando retenida el material
orgénico y los quistes en el papel filtro. Las muestras debidamente etiquetadas fueron
puestas a secar bajo sombra, aproximadamente por un mes. Se realizo en el
invernadero de Genética y Biotecnologia Vegetal-EFPA-FCA-UNSCH.

At 9
Figura 2.4.A la izquierda se observa la muestra de suelo seca y a la derecha muestra

de suelo lavado por el método de Fenwick (quistes con restos organicos).

b. Separacion de quiste

Cuando los quistes y restos organicos se secaron aproximadamente por un mes se
procedid a separar los quistes, utilizando el principio de rodamiento inclinando un
papel bon aproximadamente 70°, dejando rodar los restos organicos y los quistes, en
donde van quedando por friccién los restos organicos existente, mientras que los
quistes por la forma globosa van descendiendo hacia el colector de la parte inferior del

papel.



Restos de materia organica
y nematodos.

Los nematodos recolectados
guardamos en un frasco.

“. d

Se tomd pequefias muestras

desmenuzadas sobre un

Inclinando el papel, colectamos
los nematodos que van rodando
por gravedad.

Figura 2.5. Separacion de quistes por método de rodamiento.

c. Determinacion de la viabilidad de los quistes

44

Se realizd en el laboratorio de biotecnologia y genética vegetal, permitiendo

determinar la cantidad de “individuos infectivos potenciales” para dosificar la cantidad

de indculo en las unidades experimentales. Esta cantidad de in6culo resultado del

procedimiento para este tipo de pruebas dio la cantidad de quistes a dosificar.
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Se tomo 20 quistes al azar, los cuales se colocaron sobre un recipiente de porcelana y
se agrego una gota de agua para después triturarlos, teniendo cuidado de no dafiar los
huevos y/o juveniles. Lo obtenido en la trituracion se transfirié con una piseta a un
vaso de precipitado con 20 ml de agua, mientras esta en suspension es homogenizada
por un agitador magnético, se tomaron cuatro alicuotas de 1 cc. cada una. Cada alicuota
se coloco en un cuadrante de una placa de conteo y bajo el estereoscopio se procedio

a contar el nimero de huevos y juveniles en cada centimetro cubico de agua.

Franco et al. (1990) menciona que la viabilidad total (VT) se expresa como el
contenido de huevos y juveniles, que se hallan presentes en los quistes.

Franco et al. (1985) menciona que la prueba de viabilidad nos permitié conocer el
namero de huevos y/o juveniles por quiste, en base a esos resultados se calculo la
cantidad de quiste a inocular por macetero, el cual deberé ser una poblacién inicial

minima de 20 huevos y/o juveniles viables por gramo de suelo.

Franco et al. (1990) propone la formula de hallar viabilidad total de huevos por quiste

de la siguiente manera:

VT = (X°c) (Vol. de agua)
N°Q

Donde:
VT = Viabilidad Total
X°c= Promedio de huevos y larvas en las cuatro alicuotas
N° Q = NUmero de quistes triturados
Vol de agua = Volumen de agua utilizada



Agua destilada 1-
2 gotas.

Se depositd 20 quistes en
la placa.

Se realizo el
conteo de larva-
huevo.

d. Preparacion del Inoculo

Deposito una alicuota de 1cc
en cada cuadrante.
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Se molié con una
bagueta, permitiendo la

salida de huevos y
larvas.

——

/
D

Se enraz6 a 20ml
con agua

Figura 2.6. Prueba de Viabilidad.

El in6culo se preparé en el laboratorio de Genética y Biotecnologia Vegetal. Se siguio

los siguientes pasos: en pequefios cuadrados de tela nylon, se deposito la cantidad de

quiste calculado que vario entre 20-26 quistes, se amarro con alambre de cobre,

formando pequefios paquetes.
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Separacion de 20-26 quistes.

Se depositd los quistes en un
pedazo de tela nylon.

Amarramos la tela con alambre
de cobre.

Los in6culos preparados se observaran de esta forma.

Figura 2.7. Preparacion del inoculo

2.4.2. Actividades en Campo

a. Siembra

Se sembré en la Comunidad de Campanayocc, utilizando maceteros con suelo propio
del lugar en una cantidad de 0.5Kg, siendo el 75% de su capacidad. Teniendo listos

los maceteros con la tierra, se procedié a sembrar un tubérculo.
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Figura 2.8. Siembra de tubérculo-semilla

b. Inoculacion

En los maceteros con plantas de dos semanas, se deposit6 el indculo cerca de las raices,
después se cubrio con la capa superior de suelo. Durante el crecimiento de la planta,
la raiz elimina un exudado como accién estimulante, permitiendo que los nematodos

en la segunda fase larvaria emerjan del huevo y penetren por la raiz para alimentarse.
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¥ o A
Ubicacion de las macetas

Se retird una
porcion de suelo a
un costado, para
depositar el
indculo cerca de
la raiz de la planta
en crecimiento.

Se cubrié con
el suelo que
se habia
retirado.

Figura 2.9. Proceso de inoculacion

c. Conduccidn del cultivo y cosecha
Se realizd visitas semanales para monitorear y evitar alguna perturbacion que altere el

normal crecimiento y desarrollo de la planta.

El periodo vegetativo de la planta de papa duro 6 meses aproximadamente, cuando

Ilegaron a su madurez fisioldgica donde las hojas estuvieron en estado de senescencia,
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se realizd la cosecha y traslado de las macetas al Laboratorio de Genética y
Biotecnologia Vegetal-EFPA-FCA-UNSCH.

2.4.3. ldentificacion De Severidad
Se determino a través del nivel de infestacion del suelo, que a su vez corresponde a la
densidad de poblacion de nematodos, esto se logro a través del nimero de huevos y

estadios juveniles/gr. de suelo. Se utilizé la siguiente formula:

Donde:

NI = Nivel de infestacién (huevos /cc de suelo)
Q = N°de quistes/100 cc. de suelo

H = N° de huevos/quiste

Parametros de Niveles de infestacion para Globodera spp. y pérdidas de rendimiento

en base al nUmero de huevos y J2 por gramo de suelo.

Tabla 2.4. Parametros de Niveles de infestacion para Globodera spp

Grado de infestacion Huevos + J2/cc de suelo | Pérdidas de rendimiento (%)
Limpio 0 0
Incipiente 1-5 5
Media 51-15 13
Poblacion alta 15.1-35 45
Poblacién muy alta > 35 58

Fuente: Laura, 2013

2.4.4. Poblacion Final (Pf)
Para evaluar esto, necesitamos conocer la viabilidad total (VT) por quiste. Se utiliza la

siguiente formula:

Pf = (N° de quistes/maceta) x (VT/quiste)
gr suelo/maceta
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2.4.5. Evaluacion de Resistencia, Susceptibilidad y Tolerancia de Papa Nativa.
La extraccion de los quistes y su conteo se realizd en el laboratorio de Genética y
Biotecnologia Vegetal-EFPA-FCA-UNSCH.

a. Extraccion de quistes y conteo
Los tratamientos tuvieron el mismo procedimiento descrito anteriormente adicionado

un segundo lavado por el método de gasolina 84 octanos.

Después se realizo el conteo de quistes con ayuda del estereoscopio, asi se conocio la
cantidad de quiste por tratamiento.

a.1l. Determinacion del incremento de la poblacién

La poblacién final del nematodo se determind mediante el siguiente procedimiento:
-Se homogenizo el suelo de cada tratamiento considerada como unidad experimental
(UE) pre inoculada, que contiene aproximadamente 500 gr de suelo. Después se utilizd

el método modificado de Fenwick para extraer los quistes de nematodo.

- Una vez extraidos los quistes de cada unidad experimental se secé al ambiente bajo
sombra.
- Estando secas las muestras se procedio a la separacion de quistes de la materia

organica en gasolina 84 octanos, metodologia propuesta por Canto (1993).

a.1.1. Segundo lavado por “método del uso de gasolina 84 octanos”

Se lavo las 196 muestras de suelo de papas nativas que contienen el inéculo Globodera
spp, utilizando el método modificado de Fenwick , quedando restos organicos en una
cantidad regular, para reducir esto y facilitar la separacion de quistes, se realizo el
segundo lavado utilizando gasolina 84 octanos, metodologia propuesta por ( Canto et
al. 1993).

Cuando los quistes y restos organicos estuvieron secos, fueron transferidos a una fiola

de 250 cc utilizando un embudo.
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Después en la fiola se agreg6 gasolina de 84 octanos hasta antes de los 10mm del borde
superior. Se dejé reposar por 5 minutos para que los quistes floten y la materia organica
se precipite. Pasado el tiempo se colocd un embudo conteniendo un papel filtro sobre
un vaso descartable. Se vacio toda la parte superior flotante (quistes y algunos restos
orgénica) sobre el papel filtro, después las muestras debidamente etiquetadas fueron
puestas a secar bajo sombra aproximadamente por un mes. La gasolina restante se
recupero del Erlenmeyer, para luego ser reutilizada. Asi se procedio con todas las
muestras. Este procedimiento se realiz6 en el invernadero de Genética y Biotecnologia
Vegetal-EFPA-FCA-UNSCH.

Canto et al. (1993) menciona que los quistes de G. pallida al ser extraidas por flotacién
en acetona o gasolina de 84 y 95 octanos, no afecta la infectividad de los juveniles.
También que los solventes mencionados tampoco tienen efecto en la embriogénesis de

huevos o viabilidad de J2.
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Muestra lavada por método
modificado de Fenwick.

o
F [,

Se dejo reposar por 5 Se deposité la gasolina
minutos la muestra con 84 octanos en la fiola
gasolina 84 octanos. (con muestra).

4

Parte superior vaciada Dejando secar bajo sombra a
sobre papel filtro. los quiste y restos organicos.

Figura 2.10. Separacion de quiste y restos organicos utilizando gasolina 84 octanos

b. Tasa de Multiplicacion de la Poblacion de Nematodos(TMPN)
Se define como el numero de veces una densidad de nematodos conocida es capaz de
multiplicarse sobre un hospedero en un determinado periodo. Esta tasa esta dada por

la relacion:
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TMPN= Pf/Pi
Donde:
Pf: densidad de nematodos determinados al final del ciclo vegetativo de la
planta de papa.
Pi: densidad inicial de nematodos, que es igual al indculo mas la poblacién

natural del lugar.

Este parametro modificado se emplea para definir con precision el grado de resistencia
del material genético (papa nativa) que se esta investigando y siempre se debe

determinar en huevos y/o estados juveniles por gramo de suelo.

Tabla 2.5. Calificacion de la tasa de multiplicacion

Tasa de multiplicacion de quistes cPf /cPi
Resistente >0<05
Tolerante >0.5< 1.00
Moderadamente susceptible (MS) >1.00<2.00
Susceptible (S) >2.0

Fuente: Pardmetros modificado. Franco (1990)

2.4.6. ldentificacion de la Especie de Globodera spp.
Se trabajé con muestras representativas de la: Regién de Ayacucho (Manallasac,
Chontaca y Seccelambras), Region Apurimac (Andahuaylas) y Region de Junin

(Huancayo), estos lugares son zonas de alta produccion de papa.

a. Extraccion de ADN de nematodos
El ADN genomico se extrajo utilizando el procedimiento de extraccion del
amortiguador de lisis nuclear (CTAB). Donde se utilizo 100 quistes de nematodo

adicionando la Proteinasa K al método CTAB.

b. PCR con imprimadores para Globodera spp.
Para lograr identificar las especies de Globodera spp, se utilizd los primers para la
deteccidon y amplificacion de la regidon ITS (espacio intergénico) propuestos por la

investigacion de Garcia (2006). Las reacciones de PCR en la distincién Globodera
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rostochiensis y Globodera pallida se llevé acabo utilizando los primers pITSr3 (5°-
AGCGCAGACATGCCGCAA- 3) y pITSp4 (5"-ACAACAGCAATCGTCGAG- 3")
como primers reverse en combinacién con el primer forward ITS5 (5'-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG- 3"). El perfil térmico aplicado consto de: a)
94°C, 10 min., b) 94°C, 30 s; 54°C, 30 s; 72°C, 2min (30 ciclos) y ¢) 72°C, 10 min.

Condiciones de amplificacion en PCR con iniciadores para la identificacion de

Globodera pallida y Globodera rostochiensis.

Tabla 2.6. Condiciones de amplificacion en PCR con iniciadores para la

identificacion de Globodera pallida y Globodera rostochiensis

COMPONENTES |1 RxN |8 Rxn
NFW 3.6 28.8
Buffer 5X 2 16
Mg 2+ (25mM) 0.6 4.8
dNTP (10mM) 0.2 1.6

F (10pM) 0.2 1.6
R1/R2 (10uM)*  [0.2 1.6
Taq 0.2 1.6
DNA 3

Vol Final 10

Donde F: primer forward, R1: primer reverse pITSr3 para la identificacion de
Globodera rostochiensis y R2: primer reverse plTSp4 (para la identificacion de
Globodera pallida .

c. Electroforesis
El producto de PCR se separd por medio de electroforesis en gel de agarosa, al 1%.

Para la preparacion del gel, se peso la agarosa 1.1gr y se adicioné 110ml baffer 1X,
adicionando 2 pl de bromuro de etidio. Se vacio a una camara de electroforesis,

colocando el peine sin hacer burbujas, para luego dejar solidificar por 40 minutos.
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Una vez que el gel solidifico, se removio cuidadosamente el peine, llenando la cdmara
con baffer de corrida TBE hasta cubrir un poco el gel. Luego se colocé el producto

PCR en cada pocillo. Para ver el producto PCR se corrid a 90V por 2horas y 5 minutos.



CAPITULO 111
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. ANALISIS DE LA TEMPERATURA (T°C) Y LA HUMEDAD RELATIVA
(HR%) EN LA DINAMICA POBLACIONAL DEL NEMATODO DEL
QUISTE (Globodera pallida )

De la Figura 2.1. Las precipitaciones maximas se dieron en el mes de febrero durante

el periodo vegetativo del cultivo, aproximadamente a dos meses después de la siembra,

donde la humedad del suelo fue suficiente para el inicio de la tuberizacion del cultivo
con temperaturas medias aproximadamente de 18.4°C, la temperatura media optima
para la tuberizacion es de 20°C, si la temperatura se incrementa por encima de este
valor, la fotosintesis disminuye y aumenta la respiracion lo cual afecta la formacién de

los tubérculos y favorece el desarrollo de plagas y enfermedades.

En la fase inicial (L ini.) la temperatura maxima fue de 22.9 °C, la media de 18.3°Cy
la minima de 13.6°C, considerados como normales para el desarrollo del nematodo,
en funcién del hospedante y la temperatura del suelo, el ciclo de vida de G. pallida
dura entre de 90 a 100 dias y produce una generacién por ciclo de cultivo de papa a 10
°C, en el interior del quiste las larvas pueden pasar por una fase de reposo, en la cual
la capacidad de eclosion o emergencia de las mismas se ve disminuida o interrumpida,
en funcién de las condiciones ambientales: temperatura (> 30 — 35 °C quedan

inactivos) .

En la fase de desarrollo (L des.) la temperatura maxima fue de 24 °C, la media de
18.4°C y la minima de 12.8 °C, que igualmente pueden considerarse como normales

para el desarrollo del nematodo.
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En la fase media (L med.) la temperatura maxima fue de 25 °C, la media de 18.9°C y
la minima de 12.7 °C, que son temperaturas que no afectan el desarrollo normal del
nematodo. Por Gltimo en la fase final (L fin.) tuvo una temperatura maxima 25°C, una
media de 16.7 °C y una minima de 8.3 °C, permitiéndole al nematodo completar su

ciclo de vida en la fase fenoldgica de desarrollo del cultivo (L des).

3.2. EVALUAR LA RESISTENCIA, SUSCEPTIBILIDAD Y TOLERANCIA
3.2.1. Identificaciéon de Severidad del Suelo A Utilizar

Se utilizo la siguiente formula:

Obteniendo el nivel de infestacién:
NI = (0x0)/100 =0

Segun el cuadro, el grado de infestacidn es 0 huevos +j2/cc de suelo, que representa
0% en pérdidas de rendimiento. Concluyendo que el suelo usado de Campanayocc esta

limpio de nematodos.

3.2.2. Calculo de Numero de Quiste a Inocular

a. Prueba de Viabilidad

La prueba de viabilidad nos permitié conocer el nimero de huevos y/o juveniles por
quiste, en base a esos resultados se calculd la cantidad de quiste a inocular por

macetero, los resultados fueron:

Tabla 3.1. Cantidad de huevos y/o juveniles por alicuota de 1 cc de suspension.

CONCEPTO ALICUOTA
N° huevo/juveniles Al A2 A3 Ad
376 383 371 381
Total Promedio 378 huevos y/o juveniles/quiste

Alicuota: muestra de solucion (agua — nematodos) tomada con pipeta.
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Se utilizo la formula:
(X°cc ) (Vol. de agua)

20 quistes

VT = 378 huevo y/o juveniles/quiste

b. Determinacion de cantidad de quiste que se utilizé para preparar el indculo
Conociendo la viabilidad total de 378 huevo y/o juvenil por quiste, la prueba de
viabilidad, se determino:

e Se calcul6 gramos de suelo/huevo y/o juvenil:

1 grdesuelo -------------- > 20 huevo y/o juvenil (Franco y Scurra, 1985).
X mmmmmm e > 378 huevo y/o juvenil/quiste
X =19 gr de suelo/quiste

e Se calcul6 el nimero de quiste para 500gr de suelo:

19 grdesuelo  ------------mmmm- > 1 quiste
500gr de suelo -----------=------- > X
X = 26 quistes/500gr de suelo

El resultado de los calculos, determino que se utilizara 26 quistes para 500gr de suelo.

3.2.3. Resistencia a Nematodo
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Tabla 3.2. Categorias de resistencia al nematodo (Globodera spp.) de 49 accesiones

de papa nativa (Solanum spp.) Campanayocc, 3379 msnm — Ayacucho

Py Numero de Tasa de Categoria de
quistes multiplicacién resistencia
Y1 Y2
26 0.8 0.02 resistente
20 1 0.03 resistente
10 1.3 0.04 resistente
16 2 0.06 resistente
47 2 0.06 resistente
30 2.3 0.07 resistente
37 2.3 0.07 resistente
40 2.3 0.07 resistente
7 3 0.09 resistente
18 3.3 0.09 resistente
39 3.3 0.09 resistente
19 35 0.1 resistente
28 3.8 0.11 resistente
22 3.8 0.11 resistente
48 4 0.12 resistente
5 4.5 0.13 resistente
29 4.5 0.13 resistente
35 4.5 0.13 resistente
46 4.8 0.14 resistente
14 5 0.15 resistente
31 5 0.15 resistente
36 5 0.15 resistente
42 5.3 0.15 resistente
3 6 0.17 resistente
34 6 0.17 resistente
44 6.3 0.18 resistente
21 6.5 0.19 resistente
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21 6.5 0.19 resistente
41 6.5 0.19 resistente
17 7 0.2 resistente
1 7.8 0.23 resistente
45 7.8 0.23 resistente
13 8 0.23 resistente
43 8 0.23 resistente
9 8.3 0.24 resistente
32 8.3 0.24 resistente
4 8.8 0.25 resistente
24 8.8 0.25 resistente
6 9.5 0.28 resistente
25 9.5 0.28 resistente
11 9.5 0.28 resistente
38 9.8 0.28 resistente
33 10 0.29 resistente
8 10.3 0.3 resistente
15 11.5 0.33 resistente
12 13.5 0.39 resistente
2 15 0.44 resistente
27 19.8 0.57 tolerante
23 21.8 0.63 tolerante
49 22.3 0.65 tolerante

Los tratamientos 27, 23 y 49 resultaron como tolerante.

Franco et al. (1985) manifiesta que es la capacidad de una planta de papa para producir,

encontrarse en un suelo infestado por nematodos, ya que tiene la particularidad de

recuperarse del dafio que causa estos. ES un mecanismo de accion que reduce la

cantidad de dafio o sintomas por la unidad de parasitos presentes.

Del mismo modo los demaés tratamientos resultaron como resistentes.
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Franco et al. (1985) menciona que es la capacidad de una planta de papa de impedir
en forma total o parcial la multiplicacion del nematodo y asi reducir la infestacion del

campo.

Mejia, M. et al. (2013) evalu6 24 accesiones de papa (nativas, comerciales y clones
promisorios) al parasitismo de Globodera pallida en Pichincha — Quito, resultando ser
resistentes las variedades nativas Mula Chaqui, Huagrasinga, Tandapapa, Roja acha,
Corazon lila, del género (Solanum tuberosum ssp. andigena), Ratona — Lagartija del
género (Solanum phureja), las variedades comerciales | — Fripapa, | — Gabriela (del
cruzamiento S. tuberosum x S. andigena), | — Natividad [del cruzamiento (S.
tuberosum x S. andigena) x (S. phureja x S. pausissectum)], Super Chola (S. andigena),
INIAP — Cecilia (del cruzamiento S. vertifolium x S. andigena) y los clones
promisorios 99 — 18 — 9, 05 — 24 — 3, 08 — 20 — 19 (Posible cruce S. tuberosum x S.
andigena). También evalud tolerancia y tuvo como resultado las variedades nativas
Uva, Huagrasinga, Leona negra del norte, Tandapapa, Roja acha, Corazén lila,
Cuchiisma del género (Solanum tuberosum ssp. andigena), Ratona — Lagartija, Sta.
Rosa Blanca, Sta. Rosa Amarilla del género (Solanum phureja), las variedades
comerciales | — Fripapa (del cruzamiento S. tuberosum x S. andigena), | — Natividad
[del cruzamiento (S. tuberosum x S. andigena) x (S. phureja x S. pausissectum)], Super
Chola (S. andigena), | — Cecilia (del cruzamiento S. vertifolium x S. andigena), | — Pan
(Posible cruce S. tuberosum x S. andigena), | — Suprema (del cruzamiento S. acaule x
S. bulbocastanum), y los clones promisorios 98 — 2 — 6 [del cruzamiento (S. tuberosum
x S. andigena) x S. andigena], 05 -24 - 3,05-28 -3,06 - 92 -1, 08 — 20 — 19
(Posible cruce S. tuberosum x S. andigena). Concluyendo que el 46 % de las accesiones
de papa evaluadas resultaron Resistentes Tolerantes, el 41 % resultaron Susceptibles
Tolerantes, el 13% resultaron Resistentes No tolerantes y 0% Susceptibles no
tolerantes. Comparando con nuestros resultados de las 49 accesiones de papa nativa se

obtuvo un 94% con resistencia y 6% con tolerancia.

Milla et al. (2004), Realizo una investigacion para detectar accesiones de papa
(Solanum tuberosum L.) resistentes al nematodo dorado (Globodera rostochiensis

Woll), utilizando 49 clones y dihaploides correspondientes a tres origenes diferentes.
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Encontrando que el 18% presentd un comportamiento de resistente. El 62% resultd

parcialmente resistente y el 20% restante presentd moderada susceptibilidad.

Franco et al. (1990) menciona que las variedades nativas de papa por la diversidad y
la persistencia en el tiempo podrian ser fuentes de genes de resistencia a Globodera

pallida.

a. Numero de quistes de nematodo
Tabla 3.3. Analisis de variancia del nimero de quistes de nematodo (Globodera spp.)
(raiz cuadrada del numero de quistes + 1.5) en 49 accesiones de papa nativa

(Solanum spp.) Campanayocc, 3379 msnm — Ayacucho

Fuente Gradosde| Sumade Cuadrados | F-Valor Pr>F
libertad | cuadrados medios
Bloque 1 0.217 0.217 0.27 0.6079 ns
Accesiones 48 53.768 1.120 1.38 0.1353 ns
Error 48 39.031 0.813
Total 97 93.016

CV (%) 32.83
Promedio 6.99 (sin transformar)

En la tabla 3.3. Se observa los Cuadrados Medios del ANV A de 49 accesiones de Papa
nativa (Solanum spp.). En el parametro de nimero de quistes. No hay diferencia
significativa por que poseen la misma cantidad de quiste. Ademas, no se justifica el
ajuste de los promedios por el disefio latice simple tomando en cuenta que las fuentes
del componente B es menor a la fuente del error, entonces el experimento puede ser

analizado en el DBCR.

El coeficiente de variacidn (C.V.) es 32.83% (numero de quiste) lo cual indica que los
datos tomados son aceptables. Estos valores nos permiten tener una buena confianza

en los resultados obtenidos.
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Tabla 3.4. Prueba de Tukey (0.05) del nimero de quistes de nematodo (Globodera

spp.) en 49 accesiones de papa nativa (Solanum spp.) Campanayocc, 3379

msnm — Ayacucho

Accesiones n Media Y1 Media raiz Tukey
(Y1+1.5)

23 2 21.75 4.813 a
49 2 22.25 4.532 a
27 2 19.75 4.351 a

2 2 15 4.014 a
12 2 13.5 3.828 a
15 2 115 3.572 a
38 2 9.75 3.349 a

8 2 10.25 3.336 a
11 2 9.5 3.316 a
25 2 9.5 3.259 a
4 2 8.75 3.19 a
24 2 8.75 3.16 a
32 2 8.25 3.122 a
33 2 10 3.102 a

6 2 9.5 3.086 a

9 2 8.25 3.078 a
43 2 8 3.043 a
45 2 7.75 3.041 a

1 2 1.75 3.041 a
13 2 8 2.965 a
17 2 7 2.883 a
41 2 6.5 2.823 a
44 2 6.25 2.775 a
34 2 6 2.739 a
21 2 6.5 2.628 a




31 2 5 2.548
36 2 5 2.542
14 2 5 2.5

42 2 5.25 2.486
46 2 4.75 2.458
3 2 6 2.45
35 2 4.5 2.447
5 2 4.5 2.414
29 2 4.5 2.366
28 2 3.75 2.275
22 2 3.75 2.258
48 2 4 2.154
39 2 3.25 2.141
7 2 3 2.121
18 2 3.25 2.076
19 2 3.5 2.07
30 2 2.25 1.935
40 2 2.25 1.935
37 2 2.25 1.927
16 2 2 1.871
47 2 2 1.866
10 2 1.25 1.657
20 2 1 1.581
26 2 0.75 1.478
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Riera (2008) evalud la resistencia y/o tolerancia de 24 variedades de papa nativas al

parasito (Globodera pallida) en un invernadero de Cutuglahua, Pichincha - Quito.

Inoculando con 20 quistes (poblacidn inicial), obtuvo como resultado que las

variedades chaucha amarilla, coneja blanca, violeta, poluya, milagrosa, coneja negra,

presentan los incrementos bajos (2.64, 3.88, 5.02, 5.07, 5.20, 5.32 quistes /maceta), al

contrario de los mayores incrementos observados en las variedades leona negra del



66

norte, chaucha colorada, uvilla, puca huairo, carrizo cotopaxi y gabriela (37.52, 26.25,
22.67, 20.88, 19.26, 18.07 quistes/maceta respectivamente). Menciona también que
las variedades de papa nativa tienen un gran potencial genético con niveles de
tolerancia al parasito del nematodo del quiste de la papa (Globodera pallida) y que el
ensayo se realizd en condiciones climaticas controladas las cuales fueron favorables
para el desarrollo del nematodo. En el trabajo realizado en la Comunidad de
Campanayocc, se encontrd valores bajos comprendidos entre 0.02 quistes/maceta
hasta 0.44 quistes/maceta y valores altos comprendidos en los valores de 0.57
quistes/maceta hasta 0.65 quistes /maceta. El experimento estuvo ubicado a 3379
m.s.n.m. donde las condiciones climaticas fueron favorables tanto para el nematodo

Globodera sp. y para la papa nativa.
b. Tasa de Multiplicacion de nematodo (Globodera spp.)
Tabla 3.5. Analisis de variancia de la tasa de multiplicacion de nematodo (Globodera

spp.) (raiz cuadrada de la tasa de multiplicacion + 0.5) en 49 accesiones de

papa nativa (Solanum spp.) Campanayocc, 3379 msnm — Ayacucho

Grados de | Sumade | Cuadrados
Fuente libertad cuadrados| medios F-Valor Pr>F
Bloque 1 0.0016 0.0016 0.18 0.6742 ns
Accesiones 48 0.5808 0.0121 1.33 0.1645ns
Error 48 0.4374 0.0091
Total 97 1.0198
CV (%) 11.47

Promedio 0.20 (sin transformar)

En el Tabla 3.5. se observa los Cuadrados Medios del ANV A de 49 accesiones de Papa
nativa (Solanum spp.). Para el pardmetro de tasa de multiplicacion de nematodo. No
hay diferencia significativa por que poseen la misma cantidad de quiste. Ademas, no
se justifica el ajuste de los promedios por el disefio latice simple tomando en cuenta
que las fuentes del componente B es menor a la fuente del error, entonces el

experimento puede ser analizado con el DBCR.
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Los coeficientes de variacion (C.V.) es 11.47% (namero de quiste) lo cual indica que
los datos tomados son aceptables. Estos valores nos permiten tener una buena

confianza en los resultados obtenidos.

Tabla 3.6. Prueba de Tukey (0.05) de la tasa de multiplicacidn de quistes de nematodo
(Globodera spp.) en 49 accesiones de papa nativa (Solanum spp.)

Campanayocc, 3379 msnm — Ayacucho.

Accesiones n Media Y2 Media Tukey
raiz(Y2+0.5)

23 2 0.63 1.0629 a
49 2 0.65 1.0469 a
27 2 0.57 1.0191 a
2 2 0.44 0.9646 a
12 2 0.39 0.9422 a
15 2 0.33 0.9117 a
8 2 0.3 0.8892 a
38 2 0.28 0.8849 a
11 2 0.28 0.881 a
25 2 0.28 0.8785 a
33 2 0.29 0.878 a
6 2 0.28 0.8721 a
4 2 0.25 0.8681 a
24 2 0.25 0.8669 a
32 2 0.24 0.8602 a
9 2 0.24 0.8584 a
43 2 0.23 0.8544 a
13 2 0.23 0.8517 a
1 2 0.23 0.8517 a
45 2 0.23 0.8517 a
17 2 0.2 0.8376 a
41 2 0.19 0.8299 a




44 2 0.18 0.8254
21 2 0.19 0.8244
34 2 0.17 0.8213
3 2 0.17 0.8142
42 2 0.15 0.805
31 2 0.15 0.8033
36 2 0.15 0.8032
14 2 0.15 0.8021
46 2 0.14 0.7978
35 2 0.13 0.7942
5 2 0.13 0.7934
29 2 0.13 0.7923
48 2 0.12 0.7815
28 2 0.11 0.7801
22 2 0.11 0.7797
19 2 0.1 0.7729
39 2 0.09 0.7703
18 2 0.09 0.7693
7 2 0.09 0.7663
30 2 0.07 0.7519
40 2 0.07 0.7519
37 2 0.07 0.7518
16 2 0.06 0.7471
47 2 0.06 0.747
10 2 0.04 0.7323
20 2 0.03 0.7274
26 2 0.02 0.7222
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Todos los tratamientos evaluados para la tasa de multiplicacion son estadisticamente

similares. No se encontré variacion entre los tratamientos, pudiendo asociar este
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resultado a la resistencia que se encontré en 96% Yy la tolerancia en 4% de las
accesiones de papa nativo mostrado en el cuadro 8.

Franco et al, (1990) menciona que los mecanismos de resistencia se explican de dos
maneras. Una es que las raices pueden no estimular la emergencia del segundo estado
juvenil, es decir, pueden reducir la emergencia. Y la otra que se restringe el desarrollo
de los sincitos (o células de transferencia) de los cuales toman las hembras su alimento.
Esta restriccion no evita que emerjan los nematodos en su segundo estado juvenil, ni
que invadan las raices y causen dafos. Pero la restriccion de alimentos rompe el ciclo
de vida y los estados juveniles mueren o se desarrollan como machos. Esto conduce a
una disminucion mas rapida de la poblacién de nematodos y es mas efectivo que la
reduccion de la emergencia. Estas mismas causas pudieron haber ocurrido con la
poblacion inicial de nematodos depositadas en las macetas al momento de la
inoculacion (26 quistes), el cual los resultados fueron reportados en la tabla 3.2.

Riera (2008) evalud la resistencia y/o tolerancia de 24 variedades de papas nativas al
parasito (Globodera pallida) en un invernadero de Cutuglahua, Pichincha - Quito.
Realizo la prueba de Tukey al 5%, determinando 14 rangos de significacion estadistica,
en donde 12 variedades presentaron incrementos superiores al promedio (13.39), el
mejor incremento lo produjo la variedad leona negra del norte con un incremento
promedio de 37.52 ubicada en el primer rango, los menores incrementos promedio
fue de la variedad chaucha amarilla con un incremento de 2.64 ubicada en el ultimo
rango, concluyendo que la variedad leona negra del norte es la mas susceptible y la
variedad chaucha amarilla es la menos susceptible. Para la investigacion realizada en
la comunidad de Campanayocc en la prueba de tukey al 5% determinando 49 rangos
de significacion estadistica, en donde todos presentaron incrementos superiores al
promedio (0.20 ), el mejor incremento lo produjo la accesion P67 con (1.0629) ubicada
en el primer rango, el menor incremento fue la accesion soyo caputo con (0.7222)

ubicada en el altimo rango.



3.3. IDENTIFICACION DE LA ESPECIE DE Globodera spp.
3.3.1. Extraccion de ADN de Nematodo

Se realizo la estandarizacion de la extraccion de ADN utilizando el protocolo del

método CTAB, variando en una cantidad de 20 a 100 quistes.

Se realizaron 3 repeticiones para cada muestra, procedentes de tres regiones: Region
de Ayacucho (Manallasac,

(Anadhuaylas) y Region Junin (Huancayo).

La calidad e integridad se observaron a través de electroforesis en el gel de agarosa al

1%, mientras que la cantidad se mide en el biofotometro.

Chontaca y Seccelambras),

Tabla 3.7. Datos obtenidos en el biofotometro

Muestra
Cddigo | Procedencia ng/ul A26/280
M1 Manallasac 181.1 1.79
M2 Manallasac 111.9 1.89
M3 Manallasac 111.7 1.69
J1 Huancayo 1447 1.75
J2 Huancayo 84.1 1.59
J3 Huancayo 88.9 1.64
S1 Seccelambras 42.7 2.92
S2 Seccelambras 290.0 2.09
S3 Seccelambras 450.4 1.98
Ch1 Chontaca 431.7 2.03
Ch2 Chontaca 253.4 2.05
Ch3 Chontaca 459.4 2.03
Al Andahuaylas 424.6 1.84
A2 Andahuaylas 232.2 1.69
A3 Andahuaylas 193.0 1.62

Region  Apurimac




71

Garcia (2006) realizo su trabajo de investigacion identificando especie de nematodo
Fito patdgenos de genero Globodera spp. por medio de dos técnicas moleculares, el
método que utilizo para la extraccion de DNA de nematodo fue CTAB, donde utilizo

de entre 1 a 100 quistes por extraccion de ADN.

La calidad podemos observar en la tabla 3.7 y la integridad se observa en la figura 3.1.
El cual reportaron que las muestras extraidas son muy buenas en todas las repeticiones

a excepcion de S1 (muestra de Seccelambras).



Lambda M1 J3 S1 S3 Chl Ch2 ch3 Al A3 Lambda

S S RO S S O SRS S

Figura 3.1. Extraccion de DNA nematodo, 1% de agarosa, 90v, por 80min
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3.2.2. PCR con Primer

Lambda M1p4 WM1r3 S2p4 S2r3  H2p4 CH2r3 J2p4 J2r3  Apd Ar3 ()  (+rost) (+pall) Lambda

440pb

270pb

Figura 3.2. Identificacion molecular mediante PCR de las poblaciones de Globodera spp utilizando primer ITS5, PITSp4 y PITSr3. Corrido
con 90 v por 1hora y 30 minutos.
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Se encontré amplificacion para cada muestra analizada y también se observa la
amplificacion de bandas correspondientes al control positivo (Globodera pallida y

Globodera rostochiensis) y negativo (sin ADN).

En la diferenciacion entre Globodera pallida y Globodera rostochiensis de las
muestras de nematodos procedentes de tres regiones Ayacucho, Junin y Apurimac. Los
codigos M1p4, S2p4, Ch2p4, J2p4, Apd amplifico con el primer para Globodera
pallida, de aproximadamente 270 pb. La especie Globodera rostochiensis presento

una sola banda de aproximadamente 440 pb con el cddigo Ar3.

Garcia (2006) realizo la identificando especie de nematodo Globodera spp. donde
realizo PCR utilizando imprimadores PITSr3, PITSp4 e ITS5, el cual observo la
amplificacion de todas las muestras, excepto de aquellas en las cuales la extraccion de
ADN no fue exitosa. Utilizaron marcador de 50pb, con sus respectivos controles
positivos y negativos. En el cual obtuvieron amplificaciones con PCR Simple logrando

identificar muestras locales de Globodera rostochiensis y Globodera pallida.

Bulman et al. (1997) citado por Garcia (2006) en su investigacién menciona que utiliz6
imprimadores especificos PITSp4 (5'-ACAACAGCAATCGTCGAG-3") y PITSr3 (5'-
AGCGCAGACATGCCGCAA-3") en combinacion con el imprimador universal ITS5
(5’-GGAAGTAAAA GTCGTAACAAGG-3’). Encontrando diferencias en G. pallida
con la banda de 265 pb y para G. rostochiensis el resultando en una banda de 434 pb.

En la XX Reunién anual del grupo de trabajo de laboratorios de Diagnostico y
prospecciones fitosanitarias. Pontevedra-Espafia 2004. Publicaron que para la
identificacion mediante PCR de Globodera spp. se siguié el método descrito por
Bulman y Marshall.



CONCLUSIONES

De las 49 accesiones de papa nativa Solanum spp. resultaron tolerantes a
Globodera spp. marquina, P67 y P 68 en un 6%; mientras que el 94% resultaron
resistentes al nematodo Globodera spp. entre ellos huencco, puca runtus,
victor,maco, yanacuchioa runtun, P63, alcarraza, P62, yurag millcco, ucca huayro,
azul fahui, yurag suyto, P61, leona afiil, tambina, yana rosilla, puca fiahui, yutupa
runtun, P73, capcas, duraznilla, P65, yuraq chikfas, chiquibonita, soyo caputo,
camotillo, limefia, pucavacapa chufiun, amarilla, yuraqg sisa, P70, royacc halle,
ritipa sisan, puca suyto, yana huafia, peruanita, negra, huayro hembra, allcca
cambro, huayro, cuchipa acan, cceccorani, runtus, durasnillo2, muru suyto y
sangre de toro.

En la identificacion molecular por PCR, las muestras tomadas de la Region
Ayacucho (Manallasac, Chontaca y Seccelambras) pertenecen a la especie de
Globodera Pallida, la muestra tomada de Junin (Huancayo) pertenecen a la
especie de Globodera Pallida y la muestra tomada de Apurimac (Andahuaylas)
tuvo como resultado pertenecer a la especie Globodera Pallida y Globodera

rotochiensis.
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RECOMENDACIONES

Promover investigaciones con nematodo Globodera spp. Utilizando el
germoplasma de papa nativa (Solanum spp.) de otras comunidades de la region de
Ayacucho, ya que debido a los resultados es probable que existan accesiones de
papas nativas con alta resistencia al nematodo y ser candidatas para trabajos de
mejoramiento genético.

Georreferenciar los lugares de muestreo, con el fin de identificar lugares con alta
poblacién de quistes, que podria servir como cantera para trabajos de
investigacion.

Para mejorar la extraccion de ADN de los nematodos se recomienda evaluar otros

protocolos de extraccion e incluir proteinasa K.
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ANEXO 1.
Numero y tasa d multiplicacién de quistes de nematodo (Globodera spp.) en 49
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accesiones de papa nativa (Solanum spp.) en el Disefio Latice Simple 7*7

Campanayocc 3379 m.s.n.m. Ayacucho.

Obs Bloque Blogue Accesion NGmero de Tasa de Raiz(Y1+1.5) Raiz(Y2+0.5)
incompleto quistes multiplicacion
B | A Y1 Y2 X1 X2
1 1 1 1 75 0.22 3.000 0.847
2 1 1 2 10.0 0.29 3.391 0.889
3 1 1 3 12.0 0.35 3.674 0.921
4 1 1 4 10.5 0.31 3.464 0.897
5 1 1 5 2.5 0.07 2.000 0.757
6 1 1 6 2.0 0.06 1.871 0.747
7 1 1 7 3.0 0.09 2.121 0.766
8 1 2 8 15.5 0.45 4.123 0.975
9 1 2 9 5.0 0.15 2.550 0.803
10 1 2 10 1.0 0.03 1.581 0.727
11 1 2 11 9.0 0.26 3.240 0.873
12 1 2 12 18.0 0.52 4.416 1.012
13 1 2 13 13.0 0.38 3.808 0.937
14 1 2 14 7.5 0.22 3.000 0.847
15 1 3 15 15.0 0.44 4.062 0.968
16 1 3 16 2.0 0.06 1.871 0.747
17 1 3 17 9.5 0.28 3.317 0.881
18 1 3 18 6.0 0.17 2.739 0.821
19 1 3 19 0.0 0.00 1.225 0.707
20 1 3 20 1.0 0.03 1.581 0.727
21 1 3 21 12.0 0.35 3.674 0.921
22 1 4 22 2.0 0.06 1.871 0.747
23 1 4 23 24.5 0.71 5.099 1.101
24 1 4 24 5.5 0.16 2.646 0.812
25 1 4 25 13.5 0.39 3.873 0.945
26 1 4 26 1.5 0.04 1.732 0.737
27 1 4 27 33.0 0.96 5.874 1.208
28 1 4 28 5.0 0.15 2.550 0.803
29 1 5 29 15 0.04 1.732 0.737
30 1 5 30 2.0 0.06 1.871 0.747
31 1 5 31 55 0.16 2.646 0.812
32 1 5 32 8.0 0.23 3.082 0.856
88 1 5 33 1.5 0.04 1.732 0.737
34 1 5 34 6.0 0.17 2.739 0.821
35 1 5 35 4.0 0.12 2.345 0.785
36 1 6 36 6.0 0.17 2.739 0.821
37 1 6 37 1.5 0.04 1.732 0.737
38 1 6 38 8.5 0.25 3.162 0.864
39 1 6 39 15 0.04 1.732 0.737
40 1 6 40 2.0 0.06 1.871 0.747
41 1 6 41 5.5 0.16 2.646 0.812
42 1 6 42 9.0 0.26 3.240 0.873
43 1 7 43 5.0 0.15 2.550 0.803
44 1 7 44 7.5 0.22 3.000 0.847
45 1 7 45 7.5 0.22 3.000 0.847
46 1 7 46 7.0 0.20 2.915 0.839
47 1 7 47 2.5 0.07 2.000 0.757
48 1 7 48 8.0 0.23 3.082 0.856
49 1 7 49 6.0 0.17 2.739 0.821
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Obs Bloque Bloque Accesion NUmero de Tasa de Raiz(Y1+1.5) | Raiz(Y2+0.5)
incompleto quistes multiplicacion
B | A Y1 Y2 Xl X2
50 2 1 1 8.0 0.23 3.082 0.856
51 2 1 8 5.0 0.15 2.550 0.803
52 2 1 15 8.0 0.23 3.082 0.856
53 2 1 22 55 0.16 2.646 0.812
54 2 1 29 75 0.22 3.000 0.847
55 2 1 36 4.0 0.12 2.345 0.785
56 2 1 43 11.0 0.32 3.536 0.905
57 2 2 2 20.0 0.58 4.637 1.040
58 2 2 9 115 0.33 3.606 0.913
59 2 2 16 2.0 0.06 1.871 0.747
60 2 2 23 19.0 0.55 4.528 1.025
61 2 2 30 2.5 0.07 2.000 0.757
62 2 2 37 3.0 0.09 2.121 0.766
63 2 2 44 5.0 0.15 2.550 0.803
64 2 3 3 0.0 0.00 1.225 0.707
65 2 3 10 15 0.04 1.732 0.737
66 2 3 17 45 0.13 2.449 0.794
67 2 3 24 12.0 0.35 3.674 0.921
68 2 3 31 45 0.13 2.449 0.794
69 2 3 38 11.0 0.32 3.536 0.905
70 2 3 45 8.0 0.23 3.082 0.856
71 2 4 4 7.0 0.20 2.915 0.839
72 2 4 11 10.0 0.29 3.391 0.889
73 2 4 18 05 0.01 1.414 0.717
74 2 4 25 5.5 0.16 2.646 0.812
75 2 4 32 8.5 0.25 3.162 0.864
76 2 4 39 5.0 0.15 2.550 0.803
77 2 4 46 2.5 0.07 2.000 0.757
78 2 5 5 6.5 0.19 2.828 0.830
79 2 5 12 9.0 0.26 3.240 0.873
80 2 5 19 7.0 0.20 2.915 0.839
81 2 5 26 0.0 0.00 1.225 0.707
82 2 5 33 18,5 0.54 4.472 1.019
83 2 5 40 2.5 0.07 2.000 0.757
84 2 5 47 15 0.04 1.732 0.737
85 2 6 6 17.0 0.49 4.301 0.997
86 2 6 13 3.0 0.09 2121 0.766
87 2 6 20 1.0 0.03 1581 0.727
88 2 6 27 6.5 0.19 2.828 0.830
89 2 6 34 6.0 0.17 2.739 0.821
90 2 6 41 75 0.22 3.000 0.847
91 2 6 48 0.0 0.00 1.225 0.707
92 2 7 7 3.0 0.09 2121 0.766
93 2 7 14 2.5 0.07 2.000 0.757
94 2 7 21 1.0 0.03 1,581 0.727
95 2 7 28 2.5 0.07 2.000 0.757
9 2 7 35 5.0 0.15 2.550 0.803
97 2 7 42 15 0.04 1.732 0.737
98 2 7 49 38.5 1.12 6.325 1.273




ANEXO 2.
Anélisis de variancia del nimero de quistes de nematodo (Globodera spp.) (raiz
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cuadrada del nimero de quistes + 1.5) en 49 accesiones de papa nativa (Solanum spp.),

en Latice Simple 7*7. Campanayocc, 3379 msnm — Ayacucho.

Fuente Gradosde | Sumade |Cuadrados
libertad | cuadrados | medios
Bloques 1 0.217 0.217
Bloques incompletos (eliminando tratamientos) |12 7.543 0.629
Componente B 12 7.543 0.629
Accesiones (Ignorando blogques incompletos) 48 53.768 1.120
Error (Intrabloque bloque incompleto) 36 31.488 0.875
Error de bloque completo randomizado 48 39.031 0.813
Total 97 93.016 0.959




ANEXO 3.
Anélisis de variancia de la tasa de multiplicacion de nematodo (Globodera spp.) (raiz
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cuadrada de la tasa de multiplicacion + 0.5) en 49 accesiones de papa hativa (Solanum

spp.) en Latice Simple 7*7. Campanayocc, 3379 msnm - Ayacucho

Fuente Gradosde | Sumade |[Cuadrados
libertad | cuadrados | medios
Bloques 1 0.0016 0.0016
Bloques incompletos (eliminando tratamientos) | 12 0.0870 0.0073
Componente B 12 0.0870 0.0073
Accesiones (Ignorando bloques incompletos) 48 0.5808 0.0121
Error (Intrablogue bloque incompleto) 36 0.3504 0.0097
Error de bloque completo randomizado 48 0.4374 0.0091
Total 97 1.0198 0.0105




ANEXO 4.
Panel fotogréafico del trabajo de investigacion

Transporte de las accesiones de papa nativa
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ANEXO 5.

Ubicacion del lugar de siembra
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Fuente: Foto satelital de Google Earh
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ANEXO 6.
Proceso de Electroforesis
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ANEXO 7.
Obtencion de la fotografia de las bandas de PCR

Se conect6 a una fuente
de poder para que inicie
la corrida en el tiempo
establecido.

Se sirvié el producto PCR en el gel
de agarosa.

Se utilizo el programa “BIOMETRA”, para tomar la foto.

¥

La foto se observa de esta manera.




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
H20 (completar para)

ANEXO 8.
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Preparacion de los reactivos:

lg
4.09 g
2mL
5SmL
059
50 mL

5¢

2.05¢g
2mL
5SmL
50 mL

Concentracion Final
29
8.18¢g
4 mL
10 mL
1g
100 mL

Concentracion Final
109
4.09 g
4 mL
10 mL
100 mL

10%
14M
20 mM
100 mM
1%

10%
0.7M
20 mM
100 mM

(*) EI CTAB se adiciona cuando la solucion este caliente, luego de haber agregado las

demas soluciones excepto el PVP, evitar que alcance el punto de ebullicién, luego

cuando ya esté disuelto el CTAB se agrega el PVP manteniendo la solucién caliente

(sin ebullicion). Se recomienda almacenar este buffer a 37°C para evitar que forme

precipitaciones.

ElI CTAB es un compuesto cationico, que ayuda a la precipitacion de acidos nucleicos

y polisacéridos 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<2H0 to 800
mL of H2O. 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 H20. Adjust
the pH to the desired value by adding concentrated HCI.

pH HCl

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.

T10E1 (Buffer de Resuspensién):

Reagent Quantity (for 100 mL) Final concentration
EDTA (0.5 M, pH 8.0) 8.0) 0.2mL 1mM
Tris-Cl (1 M, pH 8.0) 1mL 10 mM
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Reagent Quantity (for 100 mL) Final concentration
H.0 to 100 mL

(*) Sterilize by autoclaving and store at 4°C

TBE Electroforesis Buffer (10X):

Reagent Quantity (for 1 L) Final concentration
Tris base 121.1¢g 1M

Boricacid 61.8 g 1M

EDTA (disodiumsalt) 749 0.02 M

(*) Prepare withRNase-free H2O. Dilute 100 mL to 1 L tomake gel running buffer
(1X). Storefor up to 6 mo at roomtemperature.

Solucion Cloroformo :Alcohollsoamilico (24:1)
Reagent Quantity (For 250mL.)
Cloroformo 240mL

Alcohol Isoamilico  10mL

(*) Preparar la solucién 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.
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ANEXO 9.

Protocolo de extraccion de ADN de quistes de nematodos de papa.

Coger 100 quistes de nematodos y ponerlo en un tubo de 1.5 mL.

Agregar 50uL de buffer de extraccion (CTAB 2X, recientemente preparado y
agregando 0.2% de B-mercaptoetanol).

Con ayuda de una punta de plastico triturar los quistes durante 2-5 minutos.
Agregar al tubo 550uL de buffer de extraccion (CTAB 2X), tratando de limpiar
todos los restos pegados a la punta de plastico. Luego, mezclar bien los
componentes con la ayuda de un vortex.

Agregar 20uL de proteinasa K (Qiagen).

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

Agregar 600uL de cloroformo:alcohol isomamilico (24:1) a cada tubo. Mezclar
suavemente e invertir los tubos varias veces (minimo 10 veces).

Centrifugar a 14000 rpm 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 los
pasos 7y 8.

Transferir la parte acuosa superior a un tubo de 1.5mL
Agregar un volumen igual de isopropanol (500uL) a cada tubo. Invertir los tubos
varias veces y dejar a 4°C durante toda la noche.

Centrifugara 14000rpm por 20 minutos y descartar el sobrenadante.

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

Lavar por inversion el pellet con 1mL de etanol 90% por 1 minuto y centrifugar a
14000 por 10 minutos. Cuidadosamente descartar el etanol. Con ayuda de una
pipeta retire el maximo de liquido posible, luego dejar secar los tubos sobre un
papel toalla.

Resuspender el pellet de ADN en 30uL de TE.

Agregar 1.5uL de RNAsa(10mg/mL). Incubar a 37°C por 1 hora.



ANEXO 10.

Costo de un PCR
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El costo de realizar un PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa), para 10 muestras
de DNA de nematodo 4000.00 nuevos soles.

ITEM Descripcion Cantidad | U.M. | P.Unitario (s/.) | Total (s/.)
Anélisis
molecular de 10
1 muestras de 1 Unidad 4000.00 4000.00

nematodo,
mediante el uso

de marcadores.

Fuente: Instituto Nacional de Innovacién Agraria.



