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Resumen

En Ecuador, la papa (Solanum tuberosum L.) es el principal tubérculo producido y
comercializado del pais. Debido a su amplio consumo en el territorio ecuatoriano, este cultivo
constituye uno de los pilares econdmicos fundamentales en el sector agricola. Los dafios
causados por plagas en este cultivo son significativos, siendo Globodera spp. el principal
fitoparasito que afecta a la papa, lo que ha llevado a pérdidas econémicas para el agricultor.
En la actualidad, en Ecuador no se han registrado estudios sobre la identificacion de las
distintas especies de Globodera asociadas al cultivo de papa en las provincias de Pichincha,
Cotopaxi y Tungurahua. Por esta razoén, el objetivo de esta investigacién es llevar a cabo la
caracterizacion molecular del gen mitocondrial citocromo b, para identificar las especies
predominantes de Globodera spp. presente en los cultivos de papa de estas provincias.
Ademas, se llevaron a cabo pruebas morfolégicas para corroborar y complementar la
identificacion de esta especie. La identificacion molecular se realiz6 a través de la
amplificacién de los productos PCR del ADNm del gen citocromo b. Mientras tanto, la
caracterizacion morfolégica se realizé mediante el andlisis de los parametros principales del
quiste y del estadio juvenil J2, comparandolos con estudios previos. Finalmente, mediante la
amplificacion del ADN mitocondrial, se determiné que Globodera pallida fue la especie en
todos los aislamientos estudiados, lo cual concuerda con los hallazgos obtenidos de la

caracterizacion morfolégica.

Palabras clave: Globera, reaccion en cadena de la polimerasa, caracteres

morfométricos, citocromo b.
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Abstract

In Ecuador, En Ecuador, the potato (Solanum tuberosum L.) is the main tuber produced and
traded in the country. Due to its extensive consumption within Ecuadorian territory, this crop
constitutes one of the fundamental economic pillars in the agricultural sector. The damage
caused by pests in this crop is significant, with Globodera spp. being the main phytoparasite
affecting potatoes, resulting in economic losses for farmers. Currently, no studies have been
documented in Ecuador regarding the identification of different Globodera species associated
with potato cultivation in the provinces of Pichincha, Cotopaxi, and Tungurahua. For this
reason, the objective of this research is to conduct molecular characterization of the
mitochondrial cytochrome b gene to identify the predominant species of Globodera spp.
present in potato crops within these provinces. Additionally, morphological tests were carried
out to confirm and supplement the identification of this species. Molecular identification was
performed through the amplification of PCR products from mitochondrial DNA of the
cytochrome b gene. Meanwhile, morphological characterization was conducted by analyzing
the main parameters of the cyst and the juvenile stage J2, comparing them with previous
studies. Through the amplification of mitochondrial DNA, it was determined that Globodera
pallida was the species in all the studied isolates, which contrasts with the findings obtained

from morphological characterization.

Keywords: Globodera, polymerase chain reaction, morphometric characters,

cytochrome b.
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Capitulo I: Introduccion

Planteamiento del Problema

La actividad agricola en Ecuador constituye uno de los principales rubros econémicos
del pais. Durante el afio 2022 se sembr6 alrededor de 2,4 millones de hectareas, logrando una
produccién total de 23 millones de toneladas de cultivos permanentes y transitorios. El valor
correspondiente al PIB nacional respecto al sector agropecuario fue de 71,125 millones de

doélares (Ministerio de Agricultura y Ganaderia, 2023).

En 2018, Ecuador produjo 16.28 t/ha de papa registrando el nivel mas bajo de
produccién en los ultimos diez afios (Sistema de Informacion Puablica Agropecuario, 2021).
Segun los registros del Servicio Ecuatoriano de Normalizacion (2022), el cultivo de papa en el
afio 2021 experimentd pérdidas significativas, las cuales fueron causadas por heladas (50%),

plagas (33,3%), sequias, inundaciones y otras causas (17%).

En paises en via de desarrollo, como es el caso del Ecuador, la escasa eficiencia en la
produccion del cultivo de papa se debe a la degradacion de la semilla del tubérculo. Esto ocurre
debido a la acumulacion de patégenos dentro o fuera del tubérculo, lo cual conduce a la
reduccién tanto de la calidad como el rendimiento del producto (Thomas-Sharma et al., 2016).
Entre los patégenos mas significativos que provocan esta degeneracion, se encuentran el virus

Y de la patata (PVY), Ralstonia solanacearum y Globodera spp. (Navarrete et al., 2022).

Globodera spp. representa uno de los nematodos mas significativos en el dafio a
cultivos de papa, este parasito ataca las raices de la planta, limitando la capacidad de a
absorber agua y nutrientes del suelo, lo que conlleva a una reduccion en el tamafio y el
rendimiento del producto (Hajjaji et al., 2021). Las estimaciones sugieren que las pérdidas

ocasionadas por Globodera spp. ascienden a 900 millones de USD, lo que equivale alrededor
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del 9% de la produccion mundial. Sin embargo, hay que tener en cuenta que esta cifra puede

variar por la region, el afio y la presencia de factores bidticos y abiéticos (Jones et al., 2013).

En Ecuador, existen estudios previos que han demostrado que Globodera spp. es el
principal fitoparasito que afecta a los cultivos de papa (Llumiquinga et al., 2015). En el pais, se
ha registrado que este nematodo puede generar pérdidas significativas en el rendimiento,
llegando a alcanzar entre el 25-30% de disminucion en los cultivos (Silvestre et al., 2021). La
presencia de este nematodo limita la capacidad de los productores para exportar papa, ya que
muchos paises tienen estrictas normas sobre la presencia de este nematodo en los productos
agricolas importados, lo que resulta en pérdidas econdémicas para el agricultor (Chitwood,

2003).

Por lo tanto, es importante realizar estudios enfocados en la identificacion precisa de
Globodera spp., de manera que los agricultores pueden implementar estrategias adecuadas
para el control y el manejo de este nemato, con el objetivo de evitar pérdidas econdémicas y de

produccién

Justificaciéon e Importancia

La siembra de papas es una actividad de gran importancia econémica en el pais, cuya
superficie plantada es de 20.950 hectareas lo que equivale a 244,749 toneladas (Sistema de
Informacion Publica Agropecuaria, 2022). Desde la perspectiva econdmica, la industria de la
papa genera alrededor de 250 000 plazas de empleo directas e indirectas e ingresos
aproximadamente de USD 70 millones (Cuesta et al., 2022). Ademas, contribuye con el 2.3%
al Valor Agregado Bruto y el 0,01% en las exportaciones agropecuarias (Banco Central del
Ecuador, 2021). En el afio 2022 el Servicio Ecuatoriano de Normalizacion report6 una superficie
de cosecha total de 8,75224 ha sembradas con papas en las provincias de Bolivar, Cafar,

Carchi, Chimborazo, Cotopaxi, Imbabura y Sucumbios (INEC, 2021).

El principal fitoparasito que afecta a los cultivos de papas es el nematodo del género

Globodera (Chitwood, 2003). Este fitoparasito se transmite a través de la semilla infectada y
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por suelo contaminado que se adherido a las herramientas o equipos de proteccion de los
agricultores (Araujo et al., 2021). Debido a su capacidad de reducir el tamafio, el nimero del
tubérculo y una muerte prematura de la planta, este nematodo es de importancia fitosanitaria

(Organismo Internacional Regional de Sanidad Agropecuaria, 2015).

En Ecuador, se ha informado que existe un alto indice de infestacion de Globodera
pallida en las provincias de Chimborazo, Cotopaxi, Pichincha y Tungurahua. Un nivel moderado
de infestacién en las provincias de Cafar y Bolivar, mientras que en las provincias del norte
(Carchi e Imbabura) se ha registrado un bajo indice de infestacion (Silvestre et al., 2021). El
aumento en la concentracion de este nematodo se relaciona directamente al monocultivo de
papay a intervalos de rotacion reducidos, lo cual resulta en pérdidas de rendimiento del cultivo,

que pueden alcanzar hasta un 30% (Silvestre et al., 2021).

Por esta razén el presente estudio tiene como objetivo realizar una caracterizacion
morfoldgica y molecular para conocer el estado actual de G. pallida de las distintas muestras
recolectadas en las provincias de Pichincha, Cotopaxiy Tungurahua. El andlisis de la secuencia
genética del gen mitocondrial citocromo b, garantizara una deteccién especifica del nematodo,
evitando confusiones con otras especies de patégenos que afecten el suelo. Esto contribuira
al monitoreo continuo de la plaga, asi como permitira implementar estrategias de manejo y
control mas rapidas y eficientes, con el propdsito de minimizar las pérdidas econémicas de los

agricultores.

Objetivos

Objetivo general
Caracterizar molecularmente el gen mitocondrial citocromo b del nematodo del quiste

Globodera pallida, asociado al cultivo de papa (Solanum tuberosum L.)

Objetivo especifico
e Validar un protocolo de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para detectar

Globodera pallida, utilizando un cebador especifico basado en ADN mitocondrial.
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e Caracterizar las secuencias de la regién del gen Cyt b de Globodera pallida.
e Contrastar los resultados moleculares con pardmetros morfométricos de Globodera
pallida en muestras obtenidas de cultivos de papa.
Hipodtesis
La caracterizacion molecular del gen mitocondrial citocromo b permitira la identificacion

del nematodo del quiste Globodera pallida, asociado al cultivo de papa (Solanum tuberosum

L)

Capitulo II: Marco Teoérico

Papa (Solanum tuberosum L.)

Los primeros hallazgos reportados acerca del cultivo de papa, se remontan hace 6.000
y 10.000 afios atras, en la regiébn de América del Sur (Spooner & Hetterscheid, 2005). Su origen
exacto es desconocido, pero se conoce que es nativa de la region interandina, abarcando las

regiones al sur de Venezuela hasta el norte de Argentina (Caldiz, 2023).

El cultivo de papa se encuentra cultivado en mas de 150 paises y presenta mas de 4000
variedades (Caligkan et al., 2023). Se siembra entre los 2400-3800 metros sobre el nivel del

mar (m.s.n.m), en las zonas intervalicas y montafiosas (Andrade et al., 2002).

Descripcién Botanica
La papa presenta una estructura morfolégica que consta de dos secciones. La parte
aérea compuesta de hojas, tallos, frutos y flores. Mientras que la seccion subterranea incluye

la raiz, tubérculos y estolones (Moreno et al., 2003).

Las raices de la papa se desarrollan a partir de distintas estructuras como la semilla
(raiz axonomorfa), los tubérculos (raices adventicias), estolones y de organos aislados
sometidos a tratamientos hormonales, este sistema radicular presenta una estructura débil

(Cortbaoui, 1998).
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El tubérculo es el principal 6érgano de almacenamiento de nutrientes y energia.
Dependiendo de la variedad, el tubérculo de la papa puede presentar diferentes colores, como
amarillo, rojo, morado y otros tonos. Ademas, puede variar en forma, tanto redonda y oblonga
(Inostroza et al., 2009). Su estructura consta de dos extremos (basal y apical). En el extremo
basal, se produce el crecimiento de brotes y raices. Por otro lado, en el extremo apical, se
encuentran protuberancias denominadas “ojos”, las cuales se pueden desarrollar en nuevos

brotes y ramificaciones (Ying, 2006).

Los estolones se pueden describir como tallos laterales que crecen en sentido
horizontal. En el caso de que se encuentren cubiertos por tierra, forman tubérculos a partir del
extremo final. Sin embargo, si se encuentran por encima del suelo desarrollan un tallo vertical

(Inostroza et al., 2009).

El tallo de la papa es un 6rgano largo y delgado, que suele presentar un color verde.
Dependiendo de las células de la médula, el tallo puede tener una estructura solida o
parcialmente tubular. Si el sistema del tallo proviene de la semilla, se extiende como un tallo
principal. En cambio, si se desarrolla a partir del tubérculo se producen varios tallos. Los tallos

laterales se forman a partir de yemas axilares (Inostroza et al., 2009).

La planta de papa posee una hoja compuesta, lo que significa que esta formada un eje
central denominado “raquis” y varios foliolos. El raquis cumple la funcién de soporte estructural
de multiples foliolos laterales primarios y secundarios, asi como un foliolo terminal. Los foliolos
pueden estar conectados de forma indirecta al raquis mediante el peciolo o unidos de forma

directa, en cuyo caso se les denomina foliolo sésil (INIA, 2002).

Las flores de la papa son pequefias y presentan una variedad de colores segun la
variedad. Por lo general, las flores poseen tanto érganos femeninos (pistilos) como masculino
(estambres) en la misma flor. Su estructura incluye la corola, el caliz, los pistilos y los
estambres. Las semillas se encuentran dentro del fruto conocido como baya, que se forma a
partir de la fertilizacion del ovario. La semilla protege al embrion mediante una capa

denominada testa, aqui se reserva el tejido nutritivo conocido como endosperma (INIA, 2002).
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Clasificacion Taxonémica

La familia de las solanaceas comprende un amplio nimero de diversas especies de
plantas. Una de las especies mas reconocidas y ampliamente consumidas a nivel global es la
papa. (Solanum tuberosum). La Tabla 1 detalla la clasificacion taxonémica de la papa en base

a sus caracteristicas botanicas.

Tabla 1

Clasificacién taxondmica de la papa (Solanum tuberosum L.).

Reino Plantae
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Género Solanum
Especie S. tuberosum

Nota. Tomado de Marquez-Vasallo et al., (2020).

Distribucién Geografica en Ecuador

En el Ecuador, el cultivo de papa se siembra en la zona interandina a los 2.700-3.400
m.s.n.m. (Cuesta et al., 2022). En el pais, las provincias donde se siembran las papas son:
Pichincha, Carchi e Imbabura (zona norte), Chimborazo, Cotopaxi, Tungurahua y Bolivar (zona
centro) y al sur del pais en Azuay y Cafar (Sistema de Informacién Publica Agropecuaria,
2022). Durante el afio 2022, en términos de superficie de cosecha y produccion, la provincia
del Carchi registré los valores mas altos. Por otro lado, la provincia de Imbabura registré los

valores mas bajos del pais (Tabla 2) (Sistema de Informacion Publica Agropecuaria, 2022).
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Tabla 2

Distribucion geogréfica por produccion de papa en Ecuador

Provincia Superficie (ha) Produccion (t)
Carchi 4,468 138,642
Cotopaxi 3,099 69,263
Chimborazo 2,237 59,325
Tungurahua 1,987 58,398
Pichincha 1,425 42,052
Bolivar 1,466 41,283
Azuay 1,622 19,610
Cafar 696 19,530
Imbabura 350 9,601

Nota. Tomado del Sistema de Informacién Publica Agropecuaria, 2022.

Variedades. Ecuador figura entre los paises mas biodiversos a nivel global, gracias a
su variedad climatica y ecologica. El pais alberga una amplia diversidad de papas, de las cuales
550 especies son nativas, 17 especies silvestres y 20 variedades de papas mejoradas (Cuesta

et al., 2022).

Comercializacién. Entre las variedades mas cultivadas y comercializadas a nivel
nacional se encuentran: super chola, chola, chaucha (Monteros et al., 2005). En el 2021, el
total de ventas en toneladas fue de 219.551, lo que representé una disminucién tanto en la
producciéon como en ventas en comparacion a los 2019 y 2020, como se detalla en la Tabla 3

(Sistema de Informacion Publica Agropecuario, 2022).
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Tabla 3

Produccién y venta de papa en Ecuador.

Afo Superficie (ha) Produccion (t) Ventas (t)
Plantada Cosechada

2019 20.626 19.675 275.346 253.706

2020 25.926 24.884 408.341 374.030

2021 20.950 19.088 244.749 219.551

Nota. Tomado de INEC, 2021.
Enfermedades en el Cultivo de Papa

Las enfermedades en la papa se desarrollan en la etapa de crecimiento y afectan
principalmente a las raices, hojas y tubérculos, estas se producen por: bacterias, hongos, virus,
fitoplasmas, polillas y nematodos (Caliskan et al., 2023). A continuacion, se describen las

principales enfermedades y plagas que producen impactos negativos sobre estos cultivos:

Mildiu o Tizén Tardio. Se produce por el hongo Phytophthora infestans. Este patégeno
infecta a la planta a través de heridas en el tallo o por medio de los poros de respiracion. Una
vez que el hongo infecta a la planta, se observan manchas color castafio o negras en los
extremos y bordes de las hojas, lo cual indica sintoma de necrosis. Si la infeccién se propaga

por todo el tallo, esta estructura se vuelve débil y susceptible a quebrarse (Perez, 2008).

Costra Negra o Rizoctoniosis. Causada por el hongo Rhizoctonia solani, esta
enfermedad se propaga en condiciones de alta humedad y suelos con un pH neutro. La
enfermedad afecta a los tubérculo y brotes de la papa, los sintomas incluyen la formacion de
lesiones de color negro (costras) en la superficie. A medida que la infeccién avanza, el riesgo

de pudricion se incrementa de manera significativa (Trujillo & Perera, 2009).

Enrollado de las Hojas. Esta enfermedad viral es ocasionada por Potato leafroll virus,

se transmite principalmente a traves del vector Myzus persicae. Los sintomas pueden variar
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dependiendo si la infeccion se produjo en el campo o si se transmitié a través de semillas
contaminadas con el virus. Sin embargo, en general, la sintomatologia consiste en hojas
jovenes enrolladas, de consistencia coriacea, que presentan una coloracion amarilla y en

algunos casos enanismo de las plantas (Zapata et al., 2021).

Punta Morada de la Papa. Producida por el fitoplasma Candidatus Phytoplasma spp.
Esta enfermedad, se transmite por medio del psilido de la papa Bactericera cockerelli. Una vez
que el fitoplasma invade los distintos tejidos vegetales (raices, tallos, hojas y frutos), se puede
apreciar la formacién de tubérculos aéreos, el enrollamiento de las hojas las cuales tienden a
tomar una pigmentacion purpura. Ademas, al realizar un corte longitudinal en los tubérculos,

se observa pardeamiento (Pérez et al., 2021).

Polilla Guatemalteca (Tecia solanivora). Esta plaga se alimenta del tubérculo e
inocula sus huevos en su interior. Al eclosionar las larvas excavan galerias, lo que provoca un
debilitamiento de la estructura interna y aumentan el riesgo de susceptibilidad a enfermedades

bacterianas y fungicas (Trujillo & Perera, 2009).

Nematodo del Quiste de la Papa Globodera spp.

Los nematodos del quiste de la papa o por sus siglas en inglés PCN son endoparasitos
sedentarios que se originan en la zona andina de Sudamérica, al norte del lago Titicaca. En la
actualidad, se encuentran esparcidos por todo el globo terraqueo (Plantard et al., 2008). Estos
parasitos pueden provocar pérdidas desde el 30-80% del cultivo, debido a que afectan el
desarrollo normal de la planta, como a su rendimiento. Las especies mas caracteristicas y
dafiinas son G. pallida y G. rostochiensis debido a su alta adaptabilidad a nuevos entornos
(Wainer & Dinh, 2021). La clasificacién taxondémica del nematodo Globodera spp. se describe

en la Tabla 4.



Tabla 4

Descripcion taxondémica de Globodera spp.

Filo

Clase

Orden
Suborden
Infraorden
Superfamilia
Familia
Subfamilia

Género

Nematoda
Chromadorea
Rhabditida
Tylenchina
Tylenchomorpha
Tylenchoidea
Heteroderidae
Heteroderinae

Globodera

Nota. Tomada de Price et al., (2021).

Morfologia
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El quiste de Globodera tiene una forma globosa o esferoide y su ano se encuentra en

una marca subsuperficial que tiene una forma de V (Subbotin et al., 2010). El estadio juvenil J2

tiene un cuerpo robusto, presenta una cola hialina y se distingue un estilete conspicuo, grueso

y largo. Los fadsmidos son grandes y tienen forma de lentes (Mulvey & Golden, 1983). En

Globodera, los machos tienen un istmo esofagico largo y delgado, ademas de no presentar

mejillas laterales de anfidio (Wainer & Dinh, 2021).

Ciclo de Vida

Para que las especies pertenecientes a Globodera completen su ciclo de vida (Figura

1), requieren un periodo de unos 35 a 45 dias, sujeto a la presencia del hospedante, la

temperatura del suelo y la eclosion de los huevos (Willmott et al., 1976). A continuacion, se

describen las etapas del desarrollo del nematodo.
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Figura 1

Diagrama del ciclo de vida de Globodera spp.
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Nota. Adaptado de Ciclo de vida de Globodera rostochiensis, Wainer, & Dinh ,2021, Plants

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7835876/). MDPI

Fertilizacién. Globodera spp. se reproducen sexualmente, lo que ocurre una vez que
las feromonas atraen a los machos. Una vez terminado el apareamiento, las hembras pueden
llegar a producir de 200 a 500 huevos. Al entrar a la etapa de madurez, la hembra muere y
forma un quiste, donde los huevos permanecen latentes hasta un estimulo de eclosion (Willmott

et al., 1976).

Eclosién. cuando la temperatura del suelo es superior a 10°C y las raices del huésped
liberan una sustancia quimica (estimulos de eclosion), los juveniles eclosionan (60 a 80%)

escapando del quiste hacia las raices de la planta (Clarke & Hennessy, 1984).

Fase Infectiva. Esta fase corresponde al estado juvenil o J2, que ocurre una vez que
eclosionan del huevo. Estos juveniles alcanzan el &rea de crecimiento radicular y la penetran.
Una vez dentro del hospedador el nematodo comienza a alimentarse a través de células

especializadas, las cuales se encargan de transferirles nutrientes (Wainer & Dinh, 2021).

Estado larval J3-J4. Durante esta etapa, el juvenil se nutre consumiendo el periciclo y

la raiz (endodermis y corteza), hasta alcanzar la madurez. Los machos, una vez que alcanzan


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7835876/
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la madurez, dejan de alimentarse y cambian su morfologia a una estructura vermiforme,

mientras que las hembras aumentan su tamafio volviéndose redondas (Green et al., 1970).

Principales Especies

Globodera rostochiensis. El primer hallazgo de G. rostochiensis se produjo en la
ciudad de Rostock (Alemania) en el afio de 1881. Sin embargo, no fue hasta el afio 1923
cuando Wollenweber describié su morfologia, declarando a este nematodo, como una nueva
especie asociada a cultivos de papa (Wollenweber, 1928). En la actualidad G. rostochiensis se
ha reportado en 79 paises (Figura 2). Su distribucién estd asociada al cultivo de papa, que
abarca tanto las zonas templadas como los trépicos (EPPO, 2023b).
Figura 2

Distribucion geogréfica de Globodera rostochiensis

Globodera rostochiensis (HETDRO)

O Presente @ Transitorio

2023-07-25
(c) EPPO https://gd.eppo.int

Nota. Adaptado de Globodera rostochiensis (HETDRO), EPPO ,2023, EPPO Global Database

(https://gd.eppo.int/taxon/HETDRO/datasheet).

Las plantas pertenecientes la familia de las solanaceas son los hospedadores mas
comunes de G. rostochiensis, de las cuales se conocen mas de 130 hospedadores potenciales.
Los principales hospedadores de esta especie son S. tuberosum, S. lycopersicum y S.

melongena (Sullivan et al., 2007).

G. rostochiensis posee varios patotipos, los cuales se basan en la capacidad de

reproduccion de la poblacion sobre una diversidad de plantas diferenciales (Tabla 5). A pesar


https://gd.eppo.int/taxon/HETDRO/datasheet
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de su aceptacion general, en Europa solo se acepta al patotipo Rol, los demas patotipos se

consideran poblaciones superpuestas (Kort, 1974) (Kort, 1974).

Tabla b

Grupos de patotipos de Globodera rostochiensis.

Grupo de virulencia Rol Ro3 Ro5

Patotipos europeos Rol Ro4 Ro2 Ro3 Ro05

_ _ Patotipos
Especies y accesiones ) R1IA R1B R2A R3A -
sudamericanos

Solanum tuberosum ssp.

+/- + + + +
tuberosum
S. tuberosum spp. andigena
- - + + +
CPC 1673
S. kurtzianum KTT 60.21. 19 - (+) - +
S. vernei GLKS 58.1642.4 - + - - +
S. vernei Vt 62.33.3 - - - +
ex. S. multidissectum hyprid
+ + + + +
P55/7
S. t. ssp. andigena + “ “ “ «
S. spegazzinii - - + + +

Nota. += patata susceptible; —=patata resistente; () = interaccién parcial o incierto; “=sin

informacién. Tomado de Perry et al., 2018.

El ciclo vital de G. rostochiensis se concluye en un periodo de 40 a 60 dias (Subbotin
et al., 2010). En un afio, el nimero de generaciones puede variar dependiendo de la region. En
las zonas templadas se completa una sola generacién, mientras que, en las zonas
subtropicales se da una primera generacion completa, seguido de una generacién incompleta

(Been et al., 2006). G. rostochiensis presenta quistes maduros de una tonalidad amarillenta o
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dorada y un mayor numero de crestas (6—24) en la zona perineal. En el estadio juvenil J2 se

observa un estilete corto y una terminacion de cola puntiaguda (Perry et al., 2018).

Globodera pallida. En el afio de 1973, en el condado de Lincolnshire (Inglaterra),
Stone caracterizé la morfologia de una nueva especie de nhematodo denominada Heterodera
pallida, la cual estaba asociada al cultivo de papa (Stone, 1972). Previo a la descripcion de esta
nueva especie, G. pallida era considerada un patotipo de H. rostochiensis, lo que complica
determinar en los registros y datos técnicos previos, a qué especie de nematodo se hace
referencia (Perry et al., 2018). En el afio 2014 se secuencié su genoma completo, siendo este
el primer genoma disponible de una nematodo formador de quistes (Cotton et al., 2014).

La distribucién actual de G. pallida abarca 56 paises (Figura 3). En América del Norte,
tiene una distribucion restringida al estado de Idaho (EE. UU) e Isla Terranova (Canadd), debido
a las estrictas normas fitosanitarias y programas de certificacion de semillas de papa (EPPO,
2023). Mediante marcadores mitocondriales se demostro que las poblaciones de G. pallida de

Europa occidental procedian del extremo sur de Peru (Picard et al., 2007).

Figura 3

Distribucion geogréfica de Globodera pallida

Globodera pallida (HETDPA)

Transitorio 2023-07-25
® Pissne . (c) EPPO https://gd.eppo.int

Nota. Adaptado de Globodera pallida (HETDPA), EPPO ,2023, EPPO Global Database

(https://gd.eppo.int/taxon/HETDPA/datasheet).
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Esta especie es capaz de habitar en temperaturas mas frias que G. rostochiensis. Por
lo general, tienen una sola generacién al afio, seguida de una diapausa obligatoria y su ciclo
de vida estd completo a los 40 dias (Perry et al., 2018). Su principal hospedador es S.
tuberosum. Sin embargo, se ha reportado este nematodo en S. melongena, S. lycopersicum y
Hyoscyamus niger, donde esta plaga no causa dafios econdmicos (Grenier et al., 2020). En
1977, se propuso para G. pallida un esquema (Tabla 6) que consistia en la capacidad de
multiplicacién de tres diferentes patotipos en diversos cultivos de Solanum tuberosa (Kort et al.,
1997). A pesar de que este esquema se utiliza en varios paises para evaluar los cultivos
resistentes al nematodo de la papa, se considera insuficiente por la heterogeneidad que
presentan ciertas poblaciones. Los patotipos Pa2 y Pa3 son caracteristicos de las poblaciones
gue se encuentran fuera del continente americano. Sin embargo, Europa solo acepta el patotipo

Pal (Phillips & Trudgill, 1998)

Tabla 6

Grupos de patotipos de Globodera pallida.

Grupo de
. _ Pal - - Pa2/3
virulencia
Patotipos Pa
Pal - - Paz -
europeos 3
_ Patotipos
Especiesy ) P1 P2 P3 P4 P5 P6
_ sudamerican P1A
accesiones B A A A A A
0s
Solanum tuberosum + + + + + + +
ssp. tuberosum
S. tuberosum spp. + “ “ “ + + «
andigena CPC 1673
S. kurtzianum KTT + + + + + + +
60.21. 19
S. vernei GLKS + + + - + + +
58.1642.4
S. vernei Vt 62.33.3 - + - - - + +
ex. S. multidissectum - -/+ - + + + +

hyprid P55/7
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S. t. ssp. andigena ) ‘ * N O B © N
CIP 280090.10 “ “ “ « - - +

S. vernei hybrid - - -
69.1377/94

Nota. += patata susceptible; —=patata resistente; () = interaccion parcial o incierto; “=sin

informacién. Tomado de Perry et al., 2018.

Las hembras de G. pallida presentan una tonalidad crema. En comparaciéon a G.
rostochiensis presenta un menor numero de crestas (7-17). En estadio juvenil la forma del
estilete tiene una proyeccion hacia adelante y se puede visualizar cuerpos refractivos en la

zona hialina (Perry et al., 2018).

Métodos de Identificacion de Globodera spp

Las primeras técnicas para identificar nematodos se basaban en caracteres morfolégicos y
morfométricos. Sin embargo, gracias a los avances tecnoldgicos, se han desarrollado técnicas

que se centran en el analisis del ADN y ARN, proporcionando resultados mas precisos.

Debido a la similitud morfoloégica y morfométrica entre las especies de Globodera spp.
se debe de realizar una combinacion entre las técnicas moleculares y caracteres morfolégicos-
morfométricos con el fin de obtener resultados que favorezcan a la identificaciéon, en la Figura
4 se observa los pasos a seguir, para alcanzar una identificacion optima de este nematodo

(EPPO, 2022).



Figura 4

Diagrama de flujo para la identificacién de Globodera spp
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Nota. Adaptado de Flow--diagram for the identification of Globodera rostochiensis and

Globodera pallida, EPPO ,2022, EPPO Global Database (DOI: 10.1111/epp.12836).

Procedimientos de Extracciéon

Existen varios métodos para la extraccion de nematodos provenientes de una muestra

de suelo (Tabla 7). La elecciéon dependera del objetivo, tiempo y equipo disponible en el

laboratorio. Estos métodos siguen un principio, ya sea basados en la forma y tamafio del

nematodo (tamizado) o por la densidad especifica del (elutriador, flotacion) quiste (EPPO,

2013).
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Tabla 7

Métodos para la extraccion de nematodos de muestras de suelos.

Muestras de suelo Métodos

Embudo Baermann/plato Oostenbrink
Flotacion y tamizado

Nematodos moviles
Elutriador Oostenbrink

Moévil e inméviles nematodos Flotacion centrifuga

Quistes del suelo Métodos

Método Baunacke
Método de la tira de papel
Suelo seco Fenwick

Centrifuga Schuiling

Elutriador Seinhorst
Suelo himedo o seco
Flotacién centrifuga

Nota. Tomado de EPPO, 2013.
Identificacion Morfologica

La identificacién a través de la morfologia implica la observacion y estudio de las
estructurales presentes hembra y del estadio juvenil J2 del nematodo. Para diferenciar a
Globodera spp. de otros nematodos formadores de quistes, el proceso comienza con la
identificacion a nivel de género (Heteroderidae), basandose en la morfologia del quiste y la
region perineal (ano-vulva). Los quistes del género Globodera poseen un cuerpo esférico, un
cuello sobresaliente y carecen de un cono terminal (Figura 5). Los quistes que no presentan
estas caracteristicas se excluyen para evitar confusion con otros géneros formadores de

quistes (Wainer & Dinh, 2021).
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Figura5

Forma del quiste de Globodera spp.

Nota. Tomada en DNPV.

Para la identificacion entre las distintas especies de Globodera, se caracteriza la region
perineal del quiste, para lo cual se evalla el radio Granek, la cantidad de crestas entre el ano
y la cuenca vulvar. Ademas, se debe de tomar en cuenta los caracteres morfométricos (longitud
del cuerpo, longitud del estilete, largo de la cola hialina) del estadio juvenil de la segunda etapa
J2. Debido a la superposicion de rangos entres distintas especies en la Tabla 8, se comparan
valores medios de las caracteristicas morfométricas entre distintas especies de Globodera spp.
(Wainer & Dinh, 2021).

Tabla 8

Valores medios de caracteres morfométricos de diferentes especies de Globodera spp.

Especies J2 Medidas Quistes medidas

Longitud de Longitud del Crestas entre el anoy Relacion de

cuerpo (um) estilete (um) la cuenca vulvar Granek
G.rostochiensis 468 21,8 >14 >3
(425-505) (19-23) (16-31) (1,3-9,5)
_ 484 23,8 <3
G. pallida <14 (8-20)

(440-520) (22-24) (1,2-3,9)
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477 <2,8
G. tabacum 23-24 (10-14)
(410-527) (1-4,2)
492 25 <10 1,6
G. achilleae
(472-515) (24-26) (4-11) (1,3-1,9)
G. artemisiae 413 23 1,0
(5-16)
(357-490) (18-29) (0,8-1,7)

Nota. Tomado de Wainer & Dinh, 2021.
Identificacion Molecular

Con el fin de diferenciar entre las diversas especies de Globodera spp., se han
desarrollado diferentes técnicas bioquimicas. Entre las mas comunes se encuentra el enfoque
isoeléctrico (basada en el gradiente de pH), reaccién en cadena de la polimerasa (EPPO,
2013).

Enfoque Isoeléctrico. El enfoque isoeléctrico se describid por primera vez en el afo
1912 como un método para la obtencién de glutamato de sodio (Righetti, 2000). Actualmente,
se utiliza para el aislamiento e identificacion de proteinas (Garfin, 1990).

Este método se basa en el principio de que las proteinas poseen cargas eléctricas
(moléculas anféteras). Al ser colocado en un medio con un pH variable y ser expuesto a un
campo eléctrico, migran al electrodo con carga opuesta hasta que la proteina iguale su punto
isoeléctrico (Garfin, 1990).

Fleming & Marks (1983) demostraron que esta técnica es capaz de identificar entre
especies de Globodera spp. basandose en las diferentes proteinas que estos nematodos
poseen. Aflos mas tarde, se reconocio a este método como diagnostico de rutina para G. pallida
(Karssen et al., 1995).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). A pesar de que existen varias técnicas,
los enfoques actuales se basan en el uso de los distintos tipos de PCR (PCR en tiempo real,
PCR-Multiplex, PCR-RFLP), enfocados en regiones especificas como los microsatélites
(Gamel et al., 2017), el ADN ribosomal 18S rRNa (Bulman & Marshall, 2010), la regién

espaciadora transcrita interna (Reid et al., 2015) y el ADN mitocondrial citocromo b (Picard et
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al., 2007). Estas técnicas han demostrado ofrecer resultados méas precisos, al momento de
identificar las distintas especies de Globodera spp (Vallejo et al., 2021).

El concepto basico de la PCR consiste en amplificar varios fragmentos de ADN a partir
de una muestra patron. Para llevar a cabo estas reacciones, necesitamos una serie de
compuestos que incluyen: ADN de estudio, la enzima Tag polimerasa que actiGa como
catalizador de la reaccion, los primers u oligonucleétidos que inician la replicacion de la
secuencia deseada, los bloques de construccion conocidos como dNTPs y el cofactor cloruro
de magnesio (Espinosa, 2007).

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) involucra una serie de ciclos sucesivos
que ocurren en tres fases distintas. En la primera etapa se desnaturalizan las dobles cadenas
de ADN. Este proceso ocurre a 95°C durante un intervalo de tiempo que puede durar de 20 a
60 segundos, dependiendo de la cantidad de guanina y citosina de la muestra. Seguido, la
temperatura del termociclador baja hasta alcanzar un rango 6ptimo comprendido entre los 40
a 60 °C, dando inicio a la etapa de alineamiento, donde los cebadores se unen de manera
especifica a su secuencia complementaria desde el extremo 3. Por ultimo, ocurre la extension,
para la cual la temperatura del termociclador alcanza los 72°C y la enzima Taq polimerasa
amplifica una nueva cadena de ADN complementaria en sentido 5" a 3" (Tamay de Dios et al.,

2013).
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Capitulo lll: Materiales y Métodos

Participantes

El presente estudio fue llevado a cabo por el Sr. Roberto Arturo Cobo Cortez egresado
de la Carrera de Ingenieria en Biotecnologia, bajo la direccién de la Dra. Karina Proafio Ph.D.
jefe de Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE
y como codirector el Ing. Pablo Llumiquinga Investigador del area de Nematologia del Instituto

Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP).

Zona de Estudio

El estudio se dividié en dos fases: la fase de campo, donde se obtuvieron muestras de
los principales cantones productores de papa de las provincias de Pichincha, Cotopaxi y
Tungurahua. La fase de laboratorio se realizé en los laboratorios del Departamento Nacional
de Proteccion Vegetal y al Departamento de Biotecnologia del Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias (INIAP). Estos laboratorios estan ubicados en las coordenadas
00° 22' S, 78° 33' W y a una altitud de 2.050 m.s.n.m, en la provincia de Pichincha, cantén

Mejia, Sector Cutuglagua, con direccién en Panamericana Sur Km1.

Muestreo

El muestreo se llevé a cabo en los distintos cantones pertenecientes a las provincias de
Pichincha, Cotopaxi y Tungurahua. La toma de muestras se realiz6 siguiendo el protocolo
establecido por Turner (1993). Se seleccion6 un area representativa del terreno, se traz6é un
patron en zigzag y se realizaron 50 punciones a una profundidad de 20 - 30 cm con un barreno
para suelo No. 2. A continuacion, se recogio el suelo en fundas plésticas, se etiquetdé cada
muestra con la informacién mas relevante (fecha, variedad, informacion del terreno) y se

georeferencio cada punto del muestreo mediante la app movil Coordenadas (EPPO, 2007).
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Aislamiento de Nematodos del Suelo

Extraccion y aislamiento de Quistes de Globodera

La extraccion y aislamientos de quistes (Figura 6), se realiz6 siguiendo la metodologia
propuesta por Van Eck et al. (1984). La muestra recolectada se dispersé en un plastico de
superficie rectangular de dimensiones de un metro de ancho por un metro de largo, se mezclé

completamente y se tom6 100 cm? de suelo.

Los quistes se extrajeron mediante el elutriador de Fenwick (Figura 6A), el cual
previamente se tapd en la parte inferior con un corcho para evitar la salida de agua. Luego, se
llené el tanque con agua proveniente de la ducha superior del aparato y se afiadié 100 g de
suelo en el tamiz del embudo del elutriador. El suelo se lavé durante aproximadamente 5
minutos, hasta que todo el material se cold. Una vez terminado este tiempo se recuperaron los
quistes que se encontraban sobre el tamiz de 250 um. A continuacion, el contenido recolectado
se transfirié a un matraz bal6n aforado de 250 mL y se llené con agua potable. El sobrenadante
se vertié en un papel filtro previamente etiquetado (Figura 6B). Una vez seco el contenido, se
realizo el conteo e identificacion de quistes de Globodera spp. bajo un estereomicroscopio

Olympus ® SZ40 (Figura 6C).

Figura 6

Extraccion y aislamiento de quistes de Globodera spp.

Nota. (A), Elutriador de Fenwick; (B), Aislamiento de quistes; (C) Conteo e identificacion de

quistes; Tomada en DNPV.
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Extraccion de juveniles J2 de Globodera spp.

El aislamiento de nematodos filiformes se llevo a cabo mediante la técnica del elutriador
de Oostenbrick (Figura 7). Se agreg6 agua al elutriador hasta alcanzar primer nivel del envase
y a continuacion se colocé en el embudo superior 100 cm? de muestra. A través de la valvula
del flujometro, se regul6 el paso del agua por debajo del equipo a un flujo de 1000 mL/min.
Posteriormente, se abrié la ducha y se lavé la muestra hasta que el nivel del agua alcanzé los
2/3 del envase. Se redujo el paso de agua hasta que el caudal alcanzé los 600 mL/min y se
espero hasta que el elutriador alcance su capacidad maxima. Una vez terminado el proceso se
saco el tapdn del canal frontal para que el agua se drene del compartimiento hacia tres tamices
de 45 pm. Por ultimo, el contenido se transfirié a un tamiz de incubaciéon con 100 ml de agua y

se dejé reposar durante 48 horas a 25°C (Van Eck et al., 1984).

Figura 7

Elutriador de Oostenbrick

Nota. (A): Embudo superior; (B): Tapén del canal frontal. Tomada en DNPV
Identificacion Morfométrica de Quistes y Filiformes de Globodera spp.
En la determinacion morfolégica y morfométrica de Globodera spp. se examind las muestras

bajo el microscopio invertido ZEISS Axio Vert.Al. Las placas fueron fotografiadas con la
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camara axiocam 208 color Zeiss y el andlisis morfométrico del cuerpo de la hembra y de los

filiformes se llevd a cabo utilizando el programa ZEISS Labscope (ZEISS, 2004).

Se seleccionaron en total 12 caracteristicas morfométricas, 6 para el quiste de la hembra 'y 6
del estadio juvenil J2. Estos parametros se eligieron a partir de estudios previos realizados por
Stone (1983), Wainer & Dinh (2021) y Djebroune et al.,, (2021) para la identificacion
morfométrica de Globodera spp. Por medio de estadistica descriptiva se analizé los resultados
obtenidos, se calcul6 la media y la desviacion estandar de los principales parametros
morfométricos.

Caracterizacion del Quiste y de la Regién Perineal de Globodera spp.

Se colocé un quiste de G. pallida en un portaobjetos que contenia una gota de agua
estéril. Se tomé medidas del largo y ancho del cuerpo del nematodo. Posteriormente, se realizé
un corte transversal del cuerpo de la hembra utilizando un bisturi nro.11, obteniendo asi la
region posterior y anterior. La region posterior se delimito y luego se procedié a limpiarla con
una pinza hasta que se pudo observar la region fenestral (Figura 8). Se capturd una imagen de
esta area, se tomo las medidas del diametro fenestral, la longitud ano-vulva, radio de Granek
(longitud ano-vulva/ didmetro fenestral) y se contd el nimero de crestas cuticulares (Van
Bezooijen, 2006).

Figura 8

Corte de la region perineal de un quiste de Globodera spp.

Nota. A: Region fenestral de Globodera spp. Tomada bajo microscopio invertido con lente
objetivo 20X, en el DNPV.
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Caracterizacion Morfométrica de Nematodos Filiformes

A partir de los nematos filiformes obtenidos mediante el método de Oostenbrick, se
realiz6 un montaje temporal de agua sobre un portaobjetos con la ayuda de una cafia de pesca
nematoldgica. La placa fue flameada hasta inmovilizar a los juveniles para poder llevar a cabo
la caracterizacion del largo y ancho del cuerpo, longitud del estilete, longitud de la cola y largo
de la cola hialina. Este procedimiento se realizd6 mediante el microscopio invertido ZEISS Axio

Vert.Al bajo un lente objetivo 40X (Wainer & Dinh, 2021).

Identificacion molecular de Globodera spp.

Extraccion de ADN

Se llevé a cabo la extraccién de ADN siguiendo el protocolo propuesto por Hominick et
al., (1997) con modificaciones en el volumen final. Se colocé en un tubo PCR un quiste con 5
pl de agua ultra pura, luego se tritur6 con un micro mortero hasta que se liber6 el material
genético y con una aguja estéril se retird la cuticula del quiste. Se procedi6é a agregar 18 pl de
mezcla (10:8 agua ultra pura: Colorless GoTaq® Flexi Reaction Buffer) y se homogenizé en un
vortex. Luego se agregd 2 ul de proteinasa K y se centrifug6 durante un minuto. Los tubos se
incubaron en el termociclador SimpliAmp Thermal Cycler en dos etapas: La etapa de activacion
a una temperatura de 65°C durante una hora, seguido de la inactivaciéon de la proteinasa K a
una temperatura de 95°C por 15 minutos. Se centrifugé y se almacen6 a -20°C hasta su uso
(Hominick et al., 1997). EI ADN se cuantifico en el espectrofotometro EPOCH de BioTek
Instrument ® y las absorbancias fueron registradas mediante el software de analisis de datos
Gen 5 (BioTek, 2005).

Amplificacion del ADN

La amplificaciéon del ADN fue realizada a través del estudio del gen mitocondrial
citocromo b (Cyt b), siguiendo el protocolo propuesto por Subbotin et al., (2019), utilizando los

cebadores descritos en la Tabla 9.
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Tabla 9

Cebadores utilizados para el andlisis de PCR

Nombre del primer Gen Secuencia del primer (5'—3’)
Het-cytbF2 CytB CARTATTTRATRTTTGARGT
Het-cytbR3 CytB ACHARRAARTTRATYTCCTC

Nota. Tomado de Subbotin et al. (2019)

En la reaccion de PCR se emplearon 2,5 ul de ADN, la mezcla se llevé a un volumen
final de 25 pl. Las concentraciones finales de los componentes de la PCR se describen en la

Tabla 10 (Subbotin et al., 2019).

Tabla 10

Componentes y concentraciones finales para amplificacion del gen Cyt b.

Componentes Concentracién Final
DreamTaq Green PCR Master Mix 1X
Cebador Het-cytbF2 1,5uM
Cebador Het- cytbR3 1,5uM

Nota. yM: micromolar. Adaptado de Subbotin et al., 2019.

La PCR se llevo a cabo en el termociclador Simpliamp, siguiendo las condiciones de

temperaturas y tiempos detallados en la Tabla 11 (Subbotin et al., 2018).
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Tabla 11

Condiciones para amplificacion de la region Cyt b

Etapa Ciclos Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 1 94°C 4 min
Desnaturalizacion 40 94°C 1 min
Hibridacion 40 47°C 1 min
Extension 40 72°C 1min30s
Extensién final 1 72°C 10 min

Nota. Adaptado de Subbotin et al., 2018.
Electroforesis de los Productos Amplificados

Para la visualizacion de los fragmentos amplificados, se realiz6 la corrida en un gel de
agarosa a una concentracion de 1.5% (P/V). La electroforesis se corrié durante 40 minutos a
100V y el producto se visualizé en el fotodocumentador con el software Enduro (Labnet, 2011).
Secuenciacion

El producto PCR del gen citocromo b se secuencio siguiendo la metodologia de Sanger,
los resultados se visualizaran utilizando el software Choromas (Technelysium, 1996). Las
secuencias se alinearon el software BioEdit (Dagona, 1999) y las secuencias consensos se

compararon mediante la herramienta bioinformatica blastn en NCBI (Bairwa et al., 2021).

Capitulo IV: Resultados y Discusion
Ubicacién geogréfica
A partir de la recoleccion, se obtuvieron 62 muestras de diversas localidades paperas
en las provincias de Pichincha, Cotopaxi y Tungurahua. De estas, 19 muestras pertenecen a
la provincia de Pichincha, 23 a la provincia de Cotopaxi y 20 a la provincia de Tungurahua
(Figura 9). El muestreo se llevo a cabo en estas zonas de la region interandina debido a que a

que estas provincias estan entre las principales provincias productoras de papas en Ecuadory
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a la existencia de estudios previos que han reportado la presencia de Globodera spp. en estas

zonas (Silvestre et al., 2021).

Figura 9

Mapa de areas de cultivo de papa en las provincias de Pichincha, Cotopaxi y Tungurahua.

1:800.000
740000

Escala :

MAPA DE CULTIVO DE PAPA Y ZONAS DE INFECCION

DE PLAGA EN EL ECUADOR

780000
1

ECUADOR

9960000
1

9930000
1

COTOPAXI

9300000
|

9870000
|

9840000
|

9810000
1

PICHINCHA

méhz2
Mt‘.\a"g‘:s

c™4
c®7

Chi6 i
&)
5 vl
O@,&ga s f
. (" &
ass g
TS0
TUNGURAHUA
T2

CHIMBORAZO

Kildmetros

20 10 (0]

20

T
740000

T
780000

9960000

9930000

9900000

9870000

9840000

9810000

LEYENDA

GRADO DE INFECCION DEL SUELO
o INCIPIENTE 1-5

®

4. LIBRE o

MEDIA 51-15

ALTA 15,1 -35

MUY ALTA > 35

Cultivo de Papa
Cultivo de Papa

PROYECCION UTM
WGS - 84
Universal Transversal
de Mercator
Zona 17 Sur

DESE
WP DE CULTIVC GE PAPA Y ZONAS DE INFECION
{34 Roon

B WARA [ FARATIG i
7 =

Nota. Realizado en ArcMap.

De las 63 muestras de suelos recolectadas, el 40,32% mostrd presencia de

quistes. Segun la escala de infeccidon propuesta por Franco & Gonzalez (2011), los

asilamientos correspondientes a las parroquias de El Chaupi (MC17), Machachi

(MC20), Toacaso (CT9) y Quero (TG16, TG17 y Tgl8) presentan un grado de infeccion

del suelo muy alta, debido a la presencia de mas de 35 quistes en 100 gramos de suelo.

En la Tabla 12 se observan las localidades en donde se tomaron las muestras, junto
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con la cantidad de quistes encontrados en 100 gr de suelo en cada aislamiento, asi
como las variedades de papa cosechadas.

Tabla 12

Muestras colectadas en las provincias de Pichincha, Cotopaxi y Tungurahua con presencia

de Globodera spp.

Muestra Parroquia Localidad nro. de quiste Variedad
100 gr

MC2 Mejia Aloasi 2 Super chola
MC4 Mejia Machachi 11 Super chola
MC5 Mejia Machachi 3 Super chola
MC8 Mejia Machachi 1 Super chola
MC15 Mejia Aloasi 17 Super chola
MC16 Mejia Aloasi 14 Super chola
MC17 Mejia El Chaupi 63 Super chola
MC20 Mejia Machachi 86 Super chola
CT1 Latacunga Tanicuchi 13 Super chola
CT6 Latacunga Pastocalle 3 Super chola
CT9 Latacunga Tanicuchi 90 Super chola
CT11 Latacunga Toacaso 6 Super chola
CT13 Latacunga Toacaso 5 Super chola
CT18 Salcedo San Miguel 10 Super Chola
CT24 Salcedo Santa Ana 7 Cecilia/ super chola
CT26 Salcedo San Miguel 8 Cecilia/super chola
TG1 Pillaro Chagrapamba 31 Cecilia
TG2 Pillaro Chagrapamba 34 Cecilia
TG4 Pillaro Chagrapamba 29 Super chola
TG12 Quero Quero 10 Super chola
TG15 Quero Quero 27 Super chola
TG16 Quero Quero 85 Super chola
TG17 Quero Quero 39 Natividad
TG18 Quero Quero 47 Natividad
TG19 Quero Quero 14 Natividad

Nota. MC: Pichincha, CT: Cotopaxi, TG: Tungurahua.
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Segun la Tabla 12 se puede observar que el grado de infeccion de quistes varia entre
las zonas, lo cual puede deberse a una combinacién de diversos factores. Posiblemente la
siembra de variedades susceptibles a infeccion (Natividad, Chola, Cecilia, etc.) y la practica de
monocultivo de papa, puede conllevar a la acumulacion de este nematodo en el suelo (Cuesta
& Monteros, 2022). Esta acumulacion junto con la capacidad de Globodera spp. de permanecer
latente durante mas de 20 afios en ausencia del hospedador, puede contribuir a un aumento
significativo en el grado de infeccion (Been et al., 2006).

Entre los factores ambientales que influyen significativamente en la presencia de este
nematodo, podemos mencionar al clima. La tasa de desarrollo de G. rostochiensis, y G. pallida
aumenta una vez que el nematodo alcanza un rango de temperatura que puede variar desde
los 12 a 24 °C. De igual manera, los valores reproductivos son mayores para G. pallida a
temperaturas menores a los 12°C y para G. rostochiensis a temperaturas superiores a 19 °C
(Phillips et al., 2015). En estas regiones, el clima que predomina es mesotérmico semihimedo
a humedo, presentando inviernos secos, humedad entre 65 — 85%, precipitaciones anuales de
600 a 2000 milimetros y temperaturas que llegan a variar entre los 12 — 22 °C (Santin & Rengel,
2016). Estas caracteristicas climaticas pueden contribuir significativamente a una mayor

proliferacién de este nematodo en estas areas.

Analisis Morfoldgico de Globodera spp.

Globodera spp. es un nematodo fitoparasitario cuyas principales caracteristicas morfol6gicas
se encuentran en el quiste de la hembra y el estadio juvenil J2 (Djebroune et al., 2021), estas
caracteristicas se observan en la Figura 10. Luego de aislar y observar los 25 aislamiento de
nematodos, se pudo corroborar que las principales caracteristicas morfolégicas correspondian
a Globodera spp. Estas caracteristicas concuerdan con la descripcion morfologia descrita por
Wainer & Dinh (2021) en el cual menciona que los quistes poseen un cuerpo de forma redonda
o globular en el cual sobresale un cuello, los quisten posen un color marrén claro a marrén
oscuro (Figura 10A). En el &rea perineal se observan dos aperturas de distinto tamafio que
representan la vulva fenestral (mayor tamafo) y el ano (menor tamafio). Entre el espacio que

existe entre estas dos aperturas se observan, ademas, las crestas cuticulares (Figura 10B).
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Los juveniles de segundo estadio de Globodera spp. posee un estilete bien desarrollado (Figura

10C) y una cola puntiaguda ligeramente curvada que se estrecha uniformemente (Figura 10D).

Figura 10

Caracteristicas morfologicas de Globodera pallida.

Nota. (A), quiste; (B), region perineal del quiste; (C), Cola de J2 (D), Cabeza con estilete del
J2; (E), cuerpo completo del juvenil J2.
Caracterizacion morfométrica de Globodera spp.

Los resultados obtenidos en este estudio fueron comparados con distintas
investigaciones (Llumiquinga et al., 2015; Perry et al., 2018; Djebroune et al., 2021), con el

objeto de identificar a que especie de Globodera spp. pertenecen los asilamientos analizados.

En la Tabla 13 se analizan los resultados obtenidos del largo y ancho del cuerpo del
quiste, asi como los principales parametros (longitud ano-vulva, crestas cuticulares, radio

Granek y diametro de la fenestra) de la region perineal.



Tabla 13

Valores medios y desviacion estandar de los principales caracteres del quiste y la regién perineal de Globodera spp.

Muestra n Longitud Ancho C_restas Diametro Longitud ano- Radio
del cuerpo (um) del cuerpo (um) cuticulares fenestral (um) vulva (um) Granek
MC2 20 575,20+94,22 549,79+92,66 11 21,35+2,53 50,18+15,48 2,35+0,62
MC4 20 584,22+78,81 570,45+82,85 10 20,74+2,59 44,07+14,09 2,11+0,55
MC5 20 545,61+100,8 528,84+91,96 11 20,58+2,23 46,37+13,39 2,26+0,60
MC8 20 574,08+79,10 551,40+73,59 10 21,11+2,89 49,03+16,22 2,30+0,60
MC15 20 588,41+87,01 573,86+86,56 10 21,05+2,70 50,98+14,31 2,40+0,51
MC16 20 579,35+80,95 545,71+84,75 10 19,85+2,40 45,98+12,59 2,30+0,47
MC17 20 544,06+59,45 544,10+84,37 11 20,01+2,85 43,10+11,34 2,16+0,51
MC20 20 644,99+68,58 624,15+58,47 11 22,77+2,28 61,48+11,81 2,70+0,42
CT1 20 546,62+59,46 533,70+67,32 11 18,75+1,07 47,1049,300 2,52+0,50
CT6 20 555,59+93,05 531,80+89,23 11 20,54+2,50 44,20+12,10 2,14+0,46
CT9 20 602,67+71,57 588,27+81,42 11 20,76+2,62 53,07+£18,10 2,51+0,64
CT11 20 617,31+83,49 575,98+76,50 11 21,24+2,40 52,68+14,58 2,47+£0,57
CT13 20 629,21+77,72 612,12+70,66 11 21,88+2,46 55,67+15,93 2,52+0,52
CT18 20 574,56+92,57 537,94+88,20 11 21,93+2,38 47,01+15,38 2,11+0,52
CT24 20 570,59+79,80 547,64+80,20 11 19,72+2,12 38,44+7,870 1,96+0,37
CT26 20 526,94+85,60 515,70+98,91 11 19,68+2,35 41,34+11,01 2,10+0,49
TG1 20 605,85+87,14 592,98+84,88 11 20,73+3,23 48,29+12,05 2,35+0,60
TG2 20 597,11+81,59 606,14+72,54 11 20,76+3,53 55,81+10,96 2,76+0,68
TG4 20 642,97+114,6 645,17+111,5 10 21,34+3,07 49,42+16,40 2,37+0,85
TG12 20 578,56+100,2 567,02+116,9 11 19,29+3,82 50,35+18,05 2,63+0,82
TG15 20 530,91+90,81 515,15+106,4 10 18,79+3,49 39,13+10,08 2,11+0,51
TG16 20 609,38+82,88 609,66+98,66 11 20,13+2,06 49,77+13,03 2,48+0,64
TG17 20 572,54+94,89 568,53+91,09 11 21,69+3,30 48,82+15,20 2,25+0,63
TG18 20 511,96+88,70 504,66+103,9 11 19,35+2,81 47,24+22,23 2,41+0,91
TG19 20 575,37+£92,40 584,08+90,26 11 21,14+3,79 46,35+10,70 2,22+0,53

Nota: n= nimero de aislamientos analizados.
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Los datos reportados en la Tabla 13 se encuentran dentro de los rangos descritos por
Perry et al., (2018) para el quiste y la region perineal de G. pallida. Por otro lado, el analisis
comparativo realizado entre este estudio y los resultados reportados por Llumiquinga et al.,
(2015) y Djebroune et al., (2021), revelan que existen variaciones de los rasgos morfométricos

dentro de Globodera pallida.

En cambio, estos resultados difieren con los datos reportados por Djebroune et al.,
(2021). Los aislamientos CT11, CT26, TG12, TG15y TG18, presentaron un diametro fenestral
por debajo del rango establecido [19,7 - 23,9 uym]. Los aislamientos MC4, MC17, CT6, CT18,
CT24, CT26 y TG15 se encuentran también fuera del rango de medicién para la relacién de
Granek [2,2 — 2,9]. Adicionalmente, al analizar los pardmetros de longitud del cuerpo, ancho
del cuerpo y longitud ano — vulva, se observo que el 72%, 64% y 84% de los aislamientos

respectivamente se encontraron fuera de los rangos descritos.

Al comparar los resultados obtenidos con el trabajo realizado por Llumiquinga et al.,
(2015), se observa que el largo promedio del cuerpo del quiste reportado en esa investigacion
[536,164 - 663,55], difiere con los resultados obtenidos en este estudio (asilamientos CT26,
TG15y TG18). De manera similar, se observaron diferencias en el ancho del cuerpo [639,64 —
510,42] y radio de Granek en los aislamientos TG18 y CT24, respectivamente. Mientras que
para los pardmetros diametro fenestral [21,65 — 30,03 um] y longitud ano—vulva [59,45 — 75,81

pum], solo el asilamiento MC20 se encuentro dentro de los rangos.

En la Tabla 14 se muestran los resultados obtenidos del estadio juvenil J2, para los
principales parametros del largo y ancho del cuerpo, del largo del estilete, de la longitud y ancho

de la cola y del largo de la cola hialina.



Tabla 14

Valores medios y desviacion estandar de los principales caracteres del estadio juvenil J2 de Globodera spp.

Largo del cuerpo Ancho del Largo Longitud dela  Ancho dela Cola hialina
Muestra N .
(um) cuerpo (um) estilete (um) cola (um) cola (um) (um)
MC2 20 494,88+34,86 21,38+0,99 23,40+0,55 49,14+5,75 12,39+0,80 28,04+2,86
MC4 20 508,14+12,91 21,46%0,90 24,08+0,62 44,61+2,67 11,05+0,50 27,99+2,00
MC5 20 495,77+23,11 21,24+0,85 23,84+0,60 48,41+5,12 12,11+2,68 28,81+1,28
MC8 20 490,77+25,72 21,57+0,79 23,64+0,51 45,26+4,74 11,32+0,77 28,01+2,02
MC15 20 491,79+17,95 21,32+0,76 23,65+0,49 48,68+5,26 11,86+0,99 28,16+2,81
MC16 20 427,29+25,93 21,43+0,72 23,70+0,80 50,40+4,16 12,40+0,67 27,50,2,93
MC17 20 490,72+35,75 21,29+1,33 23,74+0,59 50,95+5,80 12,12+1,11 28,53+2,44
MC20 20 515,15+30,32 21,90+1,14 23,94+0,72 47,73+5,06 11,94+0,77 28,09+3,76
CT1 20 506,16+20,95 21,98+0,79 23,61+0,55 50,35+4,60 12,32+0,99 28,64+1,97
CT6 20 471,56+32,94 20,65+1,01 23,52+0,62 47,61+3,83 11,67+1,14 28,09+1,76
CT9 20 505,68+21,33 21,71+1,09 23,66+0,36 48,18+3,36 11,52+0,78 29,45+0,98
CT11 20 498,06+29,77 20,77+0,92 23,49+0,63 48,19+3,20 11,99+0,87 26,60+2,27
CT13 20 503,93+21,08 21,31+0,52 23,66+0,59 51,42+4,02 12,01+0,86 28,73+2,21
CT18 20 484,95+19,57 21,26+0,98 23,80+0,37 49,49+3,94 12,07+0,93 28,05+1,97
CT24 10 495,58+60,74 20,91+0,86 24,05+0,65 50,41+4,65 12,20+0,70 28,22+2,40
CT26 20 474,92+26,87 20,41+0,90 23,64+0,69 47,21+5,15 11,71+0,95 26.37+2,36
TG1 20 480,13+21,39 20,66+0,72 23,63+0,78 48,01+5,53 11,52+1,22 28,64+3,16
TG2 20 487,46+18,58 20,60+0,86 23,68+0,88 50,5545,59 11,90+1,06 28,90+2,64
TG4 20 467,59+31,14 20,46+1,24 23,38+0,96 49,94+5,75 11,78+0,98 27,86+2,54
TG12 20 493,14+28,31 20,58+0,72 23,83+0,73 52,23+4,31 11,82+0,82 29,42+2,99
TG15 20 486,88+30,10 20,69+0,70 23,79+0,86 51,99+5,45 12,25+0,80 29,28+3,33
TG16 20 495,59+28,79 20,87+1,17 23,56+0,77 50,69+8,83 12,13+1,22 29,93+3,17
TG17 20 493,14+28,31 20,58+0,72 23,83+0,73 52,23+4,31 11,82+0,82 29,42+2,99
TG18 20 481,11+19,50 20,64+0,60 23,64+0,44 49,15+4,81 11,57+0,97 28,22+2,30
TG19 20 507,84+34,59 21,45+0,69 23,54+0,66 52,22+4,68 12,22+0,99 29,50+2,12

Nota: n= nimero de aislamientos analizados.
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En la Tabla 14 se pudo identificar que los datos obtenidos de los principales parametros
del estadio juvenil J2, concuerdan con los rangos reportados por Perry et al., (2018) para G.
pallida. Similar a los resultados obtenidos con los quistes, se observo variaciones con los datos

reportados por Llumiquinga et al., (2015) y Djebroune et al., (2021).

Los resultados obtenidos del estadio juvenil J2, nos indican que todas las muestras
exceden el rango establecido para el largo [422,2 — 461,9 ym] y ancho [19 — 20,1 um] del
cuerpo segun Djebroune et al., (2021). El aislamiento TG4 presenta el largo del estilete, por
debajo del rango definido para este parametro [23,4 — 24,5]. Las muestras MC17, CT13, TG12,
TG15, TG17 y TG19 reportan en cambio promedios superiores para la longitud de cola [45 -
50,8 ym]. El ancho de la cola, en los aislamientos MC2, MC4, MC8, MC16 y CT1 estan fuera
del rango establecido [19 — 20,1 um]. En lo respecta a la longitud de la cola hialina, las muestras
CT9, TG12, TG15, TG16, TG1l7 y TG19 difieren ligeramente de los valores de estudios

realizados en este nematodo [23,9 — 29,1 um].

Se encontré que los Unicos parametros con diferencias entre este estudio y los
resultados obtenidos por Llumiquinga et al., (2015) fueron la longitud del cuerpo y el largo de
la cola. La longitud del cuerpo difirié de todos los aislamientos, mientras que el largo de la cola,

en los aislamientos MC4 y MC8 presentaron valores inferiores al rango [45,77 — 68,93 um].

Segun los resultados obtenidos en este estudio, se observa ligeras variaciones de las
medias morfométricas entre los aislamientos de las poblaciones del mismo y diferente cantoén,
asi como entre las provincias. Estas diferencias se atribuyen a las caracteristicas geograficas
Unicas de las tres provincias (Pichincha, Cotopaxi y Tungurahua), lo que posiblemente a
conducido a procesos de adaptacion y evolucion distintos para cada poblacion en las diferentes
zonas. Este fenébmeno se lo denomina como variabilidad intraespecifica geografica (Salalia et

al., 2017).

Esto coincide con la publicacion realizada por Viney & Diaz (2012), en la cual se realiza

un estudio tedrico acerca de la plasticidad fenotipica del nematodo Caenorhabditis elegans,
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donde menciona que los nematodos adaptan su fenotipo al entorno en el que se desarrollan,

con el objetivo de sobrevivir y reproducirse en el habitat que se encuentran.

En cambio, los estudios realizados en fitoparasitos pertenecientes a la familia
Heteroderidae concuerdan con las variaciones morfométricas observadas en este estudio, ya
que se ha demostrado que poblaciones de distintos origenes geograficos presentan
variaciones intraespecificas a nivel morfométrico, morfologico y fisiolodgico, tanto dentro de las
poblaciones como entre ellas (Araujo et al., 2018). El estudio realizado por Vallejo et al. (2020)
en G. pallida menciona que estas variaciones pueden deberse a la superposicion de datos

morfométrico, asi como un proceso de evolucion asociado con la plasticidad fenotipica.

Los resultados obtenidos permiten identificar gracias a los caracteres del quiste de la
hembra y del estadio juvenil J2 que todos los aislamientos analizados corresponden a la

especie Globodera pallida.

Identificacion Molecular de Globodera spp.

Extraccion de ADN

En la Tabla 15 se muestra los resultados obtenidos en la cuantificacion de ADN, los cuales
presentaron valores bajos de pureza (<1,8), pero se obtuvo una concentracion adecuada para
su uso en analisis de PCR y secuenciacion. Los valores bajos en la pureza de ADN se atribuyen
al método de extraccion directa a partir de la molienda de los quistes de Globodera spp., debido
al no realizar un paso posterior para la disolucion de los fragmentos restantes de quitina
presentes en la muestra. Estos componentes de la quitina (polisacaridos) disminuyen

posiblemente la calidad de ADN (Solano-Florez et al., 2009).



Tabla 15

Cuantificacién de ADN de las muestras utilizadas para amplificacion.

Pureza

Muestras 260 280 (260/280) ng/uL
MC2 0,071 0,116 0,610 70,735
MC4 0,072 0,081 0,891 71,977
MC5 0,024 0,020 1,261 24,142
MC8 0,062 0,078 0,795 61,798
MC15 0,061 0,071 0,862 60,932
MC16 0,067 0,087 0,771 66,783
MC17 0,034 0,050 0,676 33,625
MC20 0,086 0,126 0,684 86,453
CT1 0,019 0,018 1,090 19,109
CT6 0,059 0,089 0,669 59,320
CT9 0,168 0,189 0,891 168,05
CT11 0,044 0,055 0,791 43,852
CT13 0,061 0,090 0,686 61,394
CT18 0,039 0,036 1,102 39,360
CT24 0,061 0,090 0,678 61,156
CT26 0,098 0,166 0,592 98,201
TG1 0,093 0,111 0,841 93,226
TG2 0,088 0,106 0,833 88,141
TG4 0,064 0,091 0,706 64,196
TG12 0,063 0,096 0,665 62,513
TG15 0,066 0,091 0,722 66,037
TG16 0,058 0,086 0,681 58,428
TG17 0,071 0,103 0,693 71,260
TG18 0,063 0,091 0,698 63,327
TG19 0,046 0,063 0,723 45,898

Nota. Datos obtenidos de Epoch de BioTek Instrument ®; software Genb.

Amplificacion de ADN
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Con el objetivo de identificar a que especie de Globodera spp. corresponden las

muestras aisladas, se amplificé el gen mitocondrial citocromo b, mediante los primers Het-

cytbF2 y Het-cytbR3. En la Figura 11 se observa la amplificaciéon de un Unico fragmento de

ADN en cada una de las 25 muestras, analizadas con los marcadores mencionados

anteriormente.
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Figura 11

PCR convencional de poblaciones de Globodera spp. con marcadores Het-cytbF2/Het-

CytbR3.
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Nota. M: Marcador molecular de 2 kb Low DNA Mass Ladder, C-: Control negativo, C+:
Control positivo, Gel agarosa 1,5%

El tamafio de los fragmentos amplificados del gen citocromo b presenta un tamafo
aproximado de = 450 pb, lo que sugiere que estos fragmentos corresponden a la especie de
Globodera pallida. Esto resultados concuerdan con los reportados por Subbotin et al. (2019),
quienes identificaron que las poblaciones de nematodos cuya longitud de pares de bases es

de 452 pertenecen a la especie Globodera pallida.

Secuenciacion

Los fragmentos amplificados de gel mitocondrial citocromos b se secuenciaron y se
analizaron en BLAST. Los aislamientos presentaron un porcentaje de identidad superior al 98%
y porcentaje de cobertura mayor al 99% con la accesion MT872310.1 correspondiente a
Globodera pallida. Ademas, se observo, un contenido promedio de GC de 29,8% de AT de
70,2% y una la longitud de secuencia que varié en un rango de 416 a 508 pb. Estos resultados

se detallan a continuacién en la Tabla 16.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT872310.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CBV6RH1Y01N

Tabla 16

Identificaciébn molecular de especies de nematodos del quiste Globodera spp.

Regién Cyt b
Muestra Especieidentificada Cobertura (%) Identidad (%) Numerplde Longitud _de %GC A C G T
accesion secuencia
MC2 Globodera pallida 99 99.18 MT872310.1 490 29.18 87 62 81 260
MC4 Globodera pallida 99 99.80 MT872310.1 490 29.59 87 63 82 258
MC5 Globodera pallida 100 99.76 MT872310.1 416 31.49 71 56 75 214
MC8 Globodera pallida 100 99.40 MT872310.1 498 30.12 88 66 84 260
MC15 Globodera pallida 100 98.58 MT872310.1 492 29.67 90 66 80 256
MC16 Globodera pallida 100 100 MT872310.1 473 29.53 86 60 80 248
MC17 Globodera pallida 100 98.97 MT872310.1 486 29.62 90 61 83 252
MC20 Globodera pallida 100 98.78 MT872310.1 492 29.88 90 65 82 255
CT1 Globodera pallida 100 99.54 MT872310.1 431 30.63 74 57 75 225
CT6 Globodera pallida 100 99.58 MT872310.1 476 29.41 85 58 82 251
CT9 Globodera pallida 99 99.77 MT872310.1 433 30.55 78 55 77 222
CT11 Globodera pallida 100 99.77 MT872310.1 433 30.48 77 55 77 224
CT13 Globodera pallida 99 99.80 MT872310.1 492 29.67 88 63 83 258
CT18 Globodera pallida 100 99.81 MT872310.1 496 29.84 89 65 83 259
CT24 Globodera pallida 100 99.41 MT872310.1 508 29.99 87 64 88 269
CT26 Globodera pallida 100 99.80 MT872310.1 492 29.67 88 64 82 258
TG1 Globodera pallida 100 99.80 MT872310.1 494 29.75 88 64 83 259
TG2 Globodera pallida 100 100 MT872310.1 488 29.91 87 63 82 255
TG4 Globodera pallida 99 99.76 MT872310.1 416 31.01 71 55 74 216
TG12 Globodera pallida 99 99.38 MT872310.1 480 29.16 86 58 82 254
TG15 Globodera pallida 100 99.15 MT872310.1 472 29.23 85 56 82 249
TG16 Globodera pallida 100 99.36 MT872310.1 469 29.64 84 58 81 246
TG17 Globodera pallida 99 99.60 MT872310.1 496 29.83 88 66 82 260
TG18 Globodera pallida 100 99.08 MT872310.1 434 30.64 80 54 79 221
TG19 Globodera pallida 100 99.58 MT872310.1 477 29.14 86 558 81 258

Nota. %GC: Porcentaje guanina-citocina; A: Adenina; C: Citocina; G: Guanina; T: Timina.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT872310.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CBV6RH1Y01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT872310.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CBV6RH1Y01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT872310.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CBV6RH1Y01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT872310.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CBV6RH1Y01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT872310.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CBV6RH1Y01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT872310.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CBV6RH1Y01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT872310.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CBV6RH1Y01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT872310.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CBV6RH1Y01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT872310.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CBV6RH1Y01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT872310.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CBV6RH1Y01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT872310.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CBV6RH1Y01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT872310.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CBV6RH1Y01N
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El analisis de la secuenciacion del gen mitocondrial citocromo b revelé6 como Unica
especie a Globodera pallida en las 25 muestras analizadas, debido al 99% de similitud que tuvo

con el acceso MT872310.1

En comparacién a los marcadores ribosomales (D2A/D3B) usados para la identificacion
de Globodera spp., la caracterizacién basada en el gen citocromo b del ADN mitocondrial brinda
una mayor variabilidad genética, lo que implica una mayor precisién en la identificacién de
especies relacionadas. Esto se debe a que la estructura del ADN mitocondrial de Globodera
spp. estd compuesta por varios fragmentos de ADNmt circulares (Armstrong et al., 2000). El
gen Cyt b, utilizado para este estudio se encuentra presente en los fragmentos de ADNscmt |
y ADNscmt Ill, lo que garantiza una identificacion precisa y adecuada. De igual manera, debido
a los polimorfismos intraespecificos presentes en el gen Cyt b, es posible distinguir entre G.

pallida de G. ellingtonae y G. rostochiensis (Perry et al., 2018).

Pylypenko et al., (2014) en su estudio identific6 40 haplotipos del gen citocromo b de
Globodera pallida, debido a una variacién polimérfica. Este autor concluyo que a pesar de que
estas poblaciones de nematodos eran similares no eran idénticas. Estos hallazgos son
similares a los obtenidos en este estudio, donde se observé un alto porcentaje de identidad de

especies, aungque no eran 100% idénticas.

Los Metazoa, que pertenecen al filo Nematoda, presentan un contenido promedio de
A+T superior al 70% (Formaggioni et al.,, 2021) y un porcentaje de timina mayor al 50%
(Pylypenko et al., 2014), lo cual es una caracteristica distintiva de este grupo. Esto coincide
con los resultados obtenidos en este estudio, ya que el aumento en el contenido de A+T,
posiblemente se debe al proceso de replicacion del ADN mitocondrial, que conlleva la

desaminacion de las bases nitrogenadas de adenina y citocina (Formaggioni et al., 2021).

El andlisis de las secuencias alineadas revelé la presencia de 17 sitios con
polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs). El aislamiento MC15 mostr6 el mayor porcentaje
de SNPs (30,4%). Los polimorfismos de un solo nucleétido que se identificaron a partir del

alineamiento de las 25 secuencias se resumen en la Tabla 17.
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Tabla 17

Polimorfismos de un solo nucle6tido presentes en las muestras analizadas

SNPs
1(T) 5(A) 17(T) 72(A) 128(T) 344(T) 346(T) 351(T) 364(T) 369(C) 398(G) 406(G) 432(A) 445(T) 453(T) 456(T) 472(T) % SNPs
MC2 A T - - - - - - - - - - - - - - - 8,7
MC4 A - - - - - - - - - - - - - - - - 4.3
MC5 - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,0
MC8 A - - - - - - - - - - A - - - - G 13,0
MC15 A T - - - - - - A - T A - - A C - 30,4
MC16 - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,0
MC17 - - - - - - - - - - - - - A - - - 4,3
MC20 - - - - - A - - - - - - - - A - - 8,7
CcTT, - - - - - - - - - - - - - - A - - 4,3
CT6 - - - - - - - - - - - - - - A - - 4,3
Cc1T9 - T - - - - - - - - - - - - - - - 4,3
CT11 - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,0
CT13 - - - - - - C - - - - - - - - - - 4,3
CT18 - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,0
CT24 A T - - - - C - - - - - G - - - - 17,4
CT26 - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,0
TGl - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,0
TG2 - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,0
TG4 - - - T - - - - - - - - - - - C - 8,7
TG12 - - - - - - - - - - - - - - - C - 4.3
TG15 - - - - - - - - - T - A - - - - - 8,7
TG16 - - G - - - - - - - - - - - - - - 4,3
TG17 A T - - - - - - - - - - - - - - - 8,7
TG18 - - - - T - - C A - - A - - - - - 17,4
TG19 - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,0

Nota. SNPs: Polimorfismos de un solo nucleétido; (): Nucleétidos.
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Los aislamientos MC2, MC8, MC15, MC17, MC20, TG15y TG16, presentaron un mayor
porcentaje de polimorfismos de un solo nucleétido (Tabla 17). Un mayor % de SNPs podria
estar relacionado con el desarrollado de mecanismos de adaptacion (inDels o SNPs), que
favorecen su virulencia. Estos mecanismos podrian haber surgido como respuesta a la presion
de seleccidon ejercida por la interaccion que existe con el hospedador, asi como por las

condiciones ambientales en las que se desarrolla este nematodo (Varypatakis et al., 2020).

Segun Wu et al. (2015), en los genomas mitocondriales es mas comun encontrar
variaciones genéticas como los inDels (deleciones e inserciones) y SNPs, en lugar de
reordenamientos estructurales e inversiones. Esto concuerda con los resultados que obtenidos
en este estudio (Tabla 17), ya que no se observaron cambios en la estructura de las secuencias

del ADN que correspondan a las inversiones o al reordenamiento estructural.

En resumen, todas las especies identificadas mediante los métodos moleculares son
congruentes con los datos obtenidos en la caracterizacion morfolégica — morfométrica de las
muestras recolectadas de los cultivos de papas en las provincias de Pichincha, Cotopaxi y
Tungurahua. Esto resultados confirman que los aislamientos pertenecen a la especie de
Globodera pallida. Ademas, estos datos concuerdan con las investigaciones previas realizadas
por Gutiérrez et al. (2021), Mejia & Valverde (2011) y Revelo (1997) en estas provincias,

quienes también reportan a G. pallida como la Unica especie dominante en estas areas.
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Capitulo V: Conclusiones

Las técnicas moleculares basadas en la amplificacion del gen citocromo b, lograron
caracterizar las secuencias analizadas, lo cual permitio identificar a Globodera pallida en todas
las muestras recolectadas de los cultivos de papas en las provincias Pichincha, Cotopaxi y

Tungurahua.

El protocolo estandarizado en este estudio, permitié identificar a Globodera pallida en
todas las localidades muestreadas, a través de la amplificacion del ADN mitocondrial del gen

citocromo b utilizando los primers Het-cytbF2 y Het-cytbR3.

La caracterizacion de las secuencias del gen mitocondrial citocromo b, mostraron un
contenido promedio de GC de 29,8% y de AT de 70,2%, una longitud promedio de secuencia
de 472 pb y un porcentaje de identidad superior al 98% en relacion con la secuencia

perteneciente al numero de acceso MT872310.1.

La identificacion de Globodera pallida a través de la amplificacién del ADN mitocondrial
del gen citocromo b y la caracterizacion morfolégica permiten tener un enfoque integral,

resultados confiables y precisos en la distincion entre las especies de Globodera.
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Capitulo VI: Recomendaciones

Con el fin de distinguir entre especies del mismo género, se sugiere evaluar la mayor
cantidad de individuos y parametros morfolégicos del cuerpo de la hembra (quiste y region
perineal), del estadio juvenil j2 y machos, para garantizar una mayor robustez y validez de los

resultados.

En futuros analisis, se debe realizar tanto pruebas moleculares como morfolégicas para
evitar errores en la identificacion de especies de nematodos pertenecientes al género

Globodera y asi obtener resultados confiables y precisos.

Las pruebas morfologicas deben ser realizar por personas con experiencia en la
identificacion de nematodo, para evitar confusiones con nematodos pertenecientes al género

Heterodera, Pratylenchus, Meloidogyne, etc.

Para obtener una vision completa de la diversidad genética de este nematodo, es
fundamental llevar a cabo estudios filogenéticos, que permitan tener mayor informacién sobre
las relaciones e historias evolutivas del nematodo, asi como informacion precisa acerca de su

clasificacion taxonémica.
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