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Resumen
En los ultimos afos, los cultivos de arroz en el Ecuador, principalmente en la regién Costa, se
han visto afectados por la enfermedad viral Rice stripe necrosis virus (RSNV) que ha provocado
daios parciales y, en ciertos casos, totales de los sembrios, causando pérdidas econdmicas a los
agricultores. Dicha enfermedad es transmitida mediante el plasmodiofdérido Polymyxa gramnis
L., un patdgeno obligado, que al infectar las raices de Oryza sativa L., induce varios sintomas,
siendo el mas comun la necrosis (amarillamiento) de las raices, tallos y limbo de la planta.
Ademas, produce un entorchamiento en las hojas, evidente para identificar la enfermedad,
provocando la muerte de la planta. El presente estudio caracterizé molecularmente al vector P.
gramnis a partir de muestras de raices de plantas enfermas y suelo. Se usaron para la
amplificacidn de los fragmentos mediante PCR dos pares de cebadores especificos del vector
Psp1-Psp2rev y ITS5-Pxrev7 para finalmente realizar el andlisis filogenético de las secuencias
obtenidas. Las secuencias corresponden al ribotipo V forma especial colombiana con una
distancia de 0.02 entre Meta y Afr2; secuencias aisladas de arroz que presentan un porcentaje

del 98% de identidad.

Palabras Clave:

. POLYMYXA GRAMINIS L.

U FORMA ESPECIAL COLOMBIANA
° RIBOTIPO

U RSNV

U ENTORCHAMIENTO
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Abstract
In recent years, rice crops in Ecuador, mainly in the Costa region, have been affected by a viral
disease: Rice stripe necrosis virus (RSNV) that has caused partial and in certain cases, total
damage to crops, causing economic losses to farmers. This disease is transmitted by the
plasmodiophorid Polymyxa gramnis L., an obligate pathogen that, when infecting the roots of
Oryza sativa L., induces several symptoms, the most common being necrosis (yellowing) of the
roots, stems and limb of the plant, as well as an entorchamiento in the leaves being the most
evident symptom to identify the disease causing the death of the plant. The present study
molecularly characterized the vector P. gramnis from samples of roots of diseased plants and
soil. Two pairs of specific primers of the vector Psp1-Psp2rev and ITS5-Pxrev7 were used for the
amplification of the fragments by PCR to finally carry out the phylogenetic analysis of the
sequences obtained, reporting that they correspond to the ribotype V, special form colombian
with a distance of 0.02 between Meta and Afr2 isolated sequences from rice showing 98%

percent identity.

Key words.

. POLYMYXA GRAMINIS L.

U SPECIAL FORM COLOMBIANA
° RIBOTYPE

U RSNV

° TWISTING
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Capitulo I: Introduccién
Antecedentes
Polymyxa graminis L. es un parasito obligado que infecta las raices de gramineas en
diferentes partes del mundo. Inicialmente se lo describid a partir del trigo por Ledingham en
1939. Los plasmodioféridos se consideraban como hongos patdgenos pero el analisis de sus
secuencias de ADNr de subunidades pequefias ha demostrado que probablemente deberian
clasificarse dentro de los protistas y que no estdn estrechamente relacionados con los hongos

verdaderos u otros parasitos de las plantas zoospéricas (Ward et al., 2004).

Sin embargo, P. graminis no puede hacer dafio mesurable a su planta huésped, pero es el
vector de varios virus muy importantes, incluidos los Bymovirus y Furovirus causantes de
enfermedades en los diferentes tipos de hospederos. La identificacion morfoldgica ha permitido
la distincion entre dos especies parecidas P. graminis y P. betae aisladas de trigo y remolacha

azucarera, respectivamente (Thompson et al., 2011).

Legréve y colaboradores, en el 2002, reportaron el amplio rango de hospederos a los cuales
infecta P. graminis. Segun los requisitos de temperatura, es decir, zonas templadas o cdlidas,
ademas del origen geografico, se pueden encontrar cinco ribotipos de P. graminis o formas

especiales, siendo la forma especial colombiana proveniente Unicamente del arroz.

Justificacion

El arroz (Oryza sativa L.) es el cultivo mas extenso del Ecuador, se cultiva principalmente en
las provincias de Guayas, Manabi, Los Rios, El Oro y Loja. El rendimiento nacional para el 2020
fue de 4.53 t/ha siendo Loja la provincia que presentd la tasa de productividad mas alta con 9.27
t/ha. El informe presentado por el SIPA 2020, en el primer ciclo, detecté como principal

problema fitosanitario, con un 44%, a la presencia de las plagas y enfermedades vy, para el
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segundo ciclo del 2020, aumentd al 50%. Las enfermedades mas comunes y reportadas son el
vaneamiento del grano, el manchado del grano, caracol manzana y entorchamiento (SIPA,

2020).

En el Ecuador, en el afio 2003, se reportd el entorchamiento del arroz, una enfermedad viral
provocada por el Rice stripe necrosis virus (RSNV) y transmitida por el plasmodioforomycete
Polymyxa graminis L. que ha causado grandes pérdidas econémicas de hasta el 70% del total de

la produccion (Diaz, 2018).

P. gramnis ha sido reportado como un importante vector de virus, el cual dafian los cultivos
de cereales en diferentes partes del mundo. Puede sobrevivir en el suelo por largos periodos de
tiempo a través de las estructuras complejas denominadas cistosoros, estos dan origen a
zoosporas moviles transportadoras del RSNV de plantas enfermas a plantas sanas de arroz y,
una vez que alcanzan las raices de una planta huésped, penetran y dan origen a nuevos

cistosoros aumentado la transmisibilidad del virus (Xu et al., 2018).

Sin embargo, por el amplio rango de hospedadores de los diferentes cereales, los requisitos
de temperatura y el origen geografico se han reconocido formas especiales, siendo las mas
significativas para el estudio P. gramnis f. sp. tropicalis, P. graminis f. sp. subtropicalis, P.
graminis f. sp. colombiana ya que temperaturas mayores a 23°C, caracteristica de zonas calidas,

favorecen el desarrollo de estos grupos (Legréve et al., 2002).

Objetivos del Proyecto de Grado

Objetivo General
e Caracterizar molecularmente a Polymyxa graminis L. en suelos dedicados al cultivo de

arroz y raices de Oryza sativa L. en invernadero.



Objetivos Especificos
o Detectar Polymyxa graminis L. mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

de las raices de Oryza sativa L. y de los suelos dedicados al cultivo de arroz.

e Realizar la secuenciacidn de los fragmentos amplificados de Polymyxa graminis L.
mediante Sanger.
e Elaborar el andlisis filogenético de las secuencias de los amplicones de Polymyxa

graminis L. mediante programas bioinformaticos.

Capitulo 2: Revision Bibliografica
Generalidades
Polymyxa graminis L.
Taxonomia y Morfologia
Polymyxa graminis L. es un organismo eucariota (protista), perteneciente al orden
Plasmodiophorales y familia Plasmodiophoraceae; existen 10 géneros en los que se incluye a
Polymyxa. Se considera a P. graminis la principal especie que infecta a cereales y gramineas.
Ademas, debido a los estudios filogenéticos y andlisis de secuencias de ADNr de subunidades
pequefias, se demostrd a Polymyxa como un grupo monofilético dentro de los protistas, sin

relacién con hongos o con otros parasitos de las plantas zoospéricas (Kanyuka et al., 2003).

Dentro de las principales caracteristicas morfoldgicas de esta especie, se tiene un
mecanismo de division nuclear conocido como cruciforme, basado en el alargamiento del
nucleolo perpendicularmente a la cromatina dentro de la metafase. Poseen en las zoosporas
dos flagelos anteriores a la longitud, de manera desigual; también se caracterizan por ser
multinucleados. Es un parasito intracelular obligatorio y sus esporas o quistes tienen la

capacidad de sobrevivir en lugares hostiles como el medio ambiente (Fonseca & Perez, 1997).

20
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Durante las cinco primeras semanas en las cuales se desarrolla este parasito, los
plasmodios esporogénicos y las esporas en reposo tienen una morfologia muy similar. A medida
que se desarrollan, existen cambios en los esporogénicos ya que infectan las células epidérmicas
de la raiz del huésped (Figura 1). Otra de las diferencias en su morfologia se observa en las
células infectadas pues se encuentran separadas del citoplasma de la célula hospedera por una

capa membranal (Kanyuka et al., 2003).

Figura 1.

Morfologia de P. graminis en raices (zoosporas maduras).

Nota: Tomado de Plant Protect. Sci. (p. 68), por Ketta et al., 2012.

Ciclo de vida

Los plasmodioféridos en los cuales se encuentra Polymyxa graminis L., tiene un ciclo de
vida bifdsico, esporogénico y esporangial. En el caso del esporogénico o primera fase, resulta en
la produccidn de esporosori la cual contiene esporas en reposo que producen zoosporas
primarias y la fase esporongial, que resulta en la produccidn de zoosporangios y zoosporas

secundarias (Cox et al., 2014).
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En el inicio de la fase, se da la unién o acoplamiento de las zoosporas y el proceso de
penetracidn de las células ciliadas radiculares o epidérmicas. Como primer paso es el
enquistamiento de la zoospora en la superficie de la célula hospedadora. El segundo aspecto es
el desarrollo de una estructura tubular o rohr en la zoospora enquistada, contiene un cuerpo

III

conocido como “stachel”, similar a una daga. La zoospora enquistada genera una adhesién
(adhesorium), por donde se inserta el cuerpo stachel y las zoosporas en el interior de la pared

de la célula huésped y, de igual manera, en la membrana plasmatica en el citoplasma de las

células de la raiz (Kanyuka et al., 2003).

En la célula se llevan a cabo distintos procesos de division nuclear mitética
(cruciformes), que resultan en la disminucidn de su tamafio, generando la transformacion a un
plasmodio esporangial multinucleado, separado del citoplasma de las células hospedadoras
gracias a una pared celular diferente. La siguiente fase se basa en la formacion de septos en los
zoosporangios, se dividen en |6bulos que aumentan su volumen, se dan varios ciclos de divisidn

mitética no cruciformes y forman tubos de salida hacia la célula del huésped (Tyagi et al., 2016).

En este proceso se originan zoosporas secundarias, las cuales se dividiran y resultaran en
células redondas y sin tabiques presentes en los segmentos de los zoosporangiales, generando
asi una maduracidn en las mismas. Las zoosporas ya maduras son liberadas al exterior de la raiz
o dentro de células cercanas la raiz, mediante el mecanismo de tubos de salida especializados en
la disolucion y generacidn de una abertura dentro de la pared de la célula huésped. En cuanto a
las zoosporas secundarias inician una nueva fase esporangial, de la cual resultan una generacion

de zoosporas y se transformaran en esporas en reposo o en plasmodios (Ratti et al., 2004).
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Polymyxa graminis L. y su Mecanismo de Adquisicion de Virus

Si bien el pardsito intracelular ha sido categorizado como un organismo infeccioso de la
cosecha de los cereales y otros productos de consumo humano, seguin investigaciones
realizadas, se conoce que de manera natural no afecta a ninguin cultivo. Sin embrago, ciertos
virus de plantas infectan al plasmodio y es usado como un vector para las futuras infecciones en
plantas; los principales géneros de virus reportados son: Furovirus, Bymovirus, Benyvirus, BaYMV
(virus del mosaico amarillo de la cebada), Pecluvirus y otros patégenos que interfieren

directamente en la produccidn y calidad de los cereales (Kanyuka et al., 2003).

Durante varios afios se ha investigado el mecanismo de adquisicion o infeccién del virus
en Polymyxa graminis L. y como llega a la célula de la planta que serd infectada; sin embargo, no
se han realizado estudios especificos de dicho fendmeno. Varias hipétesis planteadas sugieren
que las zoosporas transfieren su contenido genético dentro de la célula hospedera, el virus
puede penetrar con el material genético del vector. También es posible la adquisicién durante el
desarrollo de los plasmodios esporogénicos de P. graminis, por la membrana que separa el

plasmidioforido del exterior (Thompson et al., 2011).

Diversidad Genética de Polymyxa graminis L.

Estudios de las regiones de ADN ribosémico nuclear (ADNr) 18S, 5.8S y espaciadores
transcritos internos (ITS 1 e ITS2) han demostrado la existencia de varios subgrupos (ribotipos)
de Polymyxa graminis L. en diferentes formas especiales debido a la correlacion con el rango de

hospedadores, los requisitos de temperatura y el origen geografico (Legréve et al., 2002).

Legréve et al. (2002) en su estudio propone diferenciar los subgrupos de P. graminis en

cinco formas especiales que se detallan a continuacién, cada una con una combinacion



24

especifica de rango de hospederos, requisitos de temperatura y caracteristicas del genoma para

los aislados de Polymyxa que parasitan especies monocotiledéneas.

P. graminis f. sp. temperata Legré ve, Delfosse & Maraite, f. sp. nov.
Forma especial aislada de gramineas especialmente en cebada o trigo, fue detectada
infectando la remolacha azucarera, favorecido por temperaturas de 15 a 20°C en regiones

templadas, gen ITS1-5.8S-ITS2 secuencia tipo Pg-I (ribotipo I).

P. graminis f. sp. tepida Legréve, Delfosse & Maraite, f. sp. nov.
Subtipo aislado de cebada, avena y trigo, favorecido por temperaturas de 15 a 20°C en

regiones templadas, gen ITS1-5.85-ITS2 secuencia tipo Pg-Il (ribotipo Il).

P. graminis f. sp. tropicalis Legréve, Delfosse & Maraite, f. sp. nov.
Ribotipo aislado a partir de sorgo, mijo perla y maiz. Algunos estudios lo han identificado
en trigo y cebada, favorecido por temperaturas superiores a 23°C, de regiones tropicales, gen

ITS1-5.8S ITS2 secuencia tipo Pg-lll, 6 p (ribotipo lll).

P. graminis f. sp. subtropicalis Legréve, Delfosse & Maraite, f. sp. nov.
Aislado de sorgo y mijo perla, pero también en trigo y cebada ocasionalmente en maniy
remolacha azucarera, favorecido por temperaturas superiores a 23°C, de regiones subtropicales,

gen ITS1-5.8S ITS2 secuencia tipo Pg-IV, é , (ribotipo V).

P. graminis f. sp. colombiana Legréve, Delfosse & Maraite, f. sp. nov.
Forma especial aislada a partir de arroz, favorecido por temperaturas superiores a 23°C,

gen ITS1-5.8S ITS2 secuencia tipo Pg-V (ribotipo V).
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Oryza sativa L.

Cultivo de Arroz en el Ecuador

El arroz es uno de los cultivos mas extensos del Ecuador, se lo considera como un
producto transitorio. En términos sociales y productivos, el cultivo de arroz es la produccidn mas
importante del pais, la mayor drea sembrada del cereal estd en la regién litoral en las provincias
de El Oro, Guayas, Los Rios y Manabi; sin embargo, la provincia de Loja ha tenido un alto
rendimiento nacional durante el primer ciclo del 2020 de 9.27 t/ha, en comparacion a las
provincias de la region litoral que no superan el 5.02 t/ha (SIPA, 2020). Ademas, a nivel mundial
se lo considera como una graminea con mayor aporte nutricional de todos los cereales (FAO,

2018).

Requerimientos Edafoclimdticos del Cultivo de Arroz

Suelo.
El suelo donde se puede desarrollar el arroz exhibe diferentes caracteristicas, la textura
varia desde franco arcilloso a franco limoso, con buen drenaje superficial y el pH oscila entre 6.5
y 7.5. El contenido de materia organica es mayor al 5%, el contenido de arcilla es de 40% y se

requiere de una topografia plana (INIAP, 2014).

Temperatura.
Las zonas arroceras del pais presentan una diversidad de condiciones ambientales que
varian desde un clima trépico humedo hasta el trépico seco, con temperaturas que oscilan entre
20°Cy 30°C, precipitaciones maximas de 2500 mm y minimas de 500 mm por afio con humedad

relativa alta (INIAP, 2014).
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Taxonomia y Morfologia del Arroz

Oryza sativa L. estd clasificada dentro de la familia Poaceae de las gramindaceas. Esta
especie tiene su origen en Asia y una gran importancia econémica ya que su semilla es uno de
los principales alimentos para la mayoria de la poblacién humana. O. sativa L. es un tipo de

Espermatofitas y subtipo Angiospermas, planta monocotiledénea (Beltramo et al., 2010).

En cuanto a su morfologia, las raices se caracterizan por ser fasciculadas, delgadas y
fibrosas. Pueden existir dos clases de raices, las seminales con origen en la radicula y son
temporales; las adventicias secundarias, con una ramificacion libre originada de los nudos
inferiores del tallo en desarrollo. En cuanto al tallo de la planta, esta formado por entrenudos y
nudos de forma alternada, tiene forma de cilindro que puede llegar a medir de 60 a 120 cm de

longitud (Rodriguez, 2013).

Las hojas estdn organizadas de forma alterna, constan de un limbo lineal, largo, plano y
agudo, la ligula de la hoja se encuentra en el borde inferior entre el punto de la vaina y el limbo,
se caracteriza por ser membranosa, erguida y bifida. Las flores de O. sativa L., tienen un color
verdoso blanquecino y estdn presentes en forma de espiguillas uniflorales. La inflorescencia es
una panicula localizada sobre el vastago terminal y constituida por dos lemmas estériles que son
la raquilla y el flésculo; finalmente, el grano es el ovario maduro de la planta, el grano con su
envoltura lleva el nombre de paddy, mientras que al grano expuesto se le llama arroz café

(Beltramo et al., 2010).

Enfermedades y Plagas del Arroz
Si bien Oryza sativa L. es de gran importancia comercial, existen varios factores que
intervienen en la pérdida de la cosecha, como las enfermedades de la planta y las posibles

plagas causando grandes pérdidas econémicas, no solo debido a la inversidn para el control,



27

sino a la existencia de enfermedades virales de las cuales aiin no se conoce un método de

control. Se ha reportado que la pérdida puede llegar hasta el 33% de su produccién (Paz, 2019).

En cuanto a plagas, se encuentran “Gusanos rojos y blancos del arroz”, géneros de las
especies Ortocladius sp. y Cricotopus sp. respectivamente, afectan a las raicillas de la plantula
porque es la principal alimentacidn de dichas larvas. Otra plaga es el gusano de los planteles del
arroz o larvas de dipteros como Chironomus, Ephydra y Ortocladius. El chinche del arrozal es
otra plaga causada por heterdpteros Eusarcoris inconspicuus y Eusarcoris perlatus, sus larvas

pueden alimentarse de las espigas de arroz (Ramoén & Rodas, 2007).

Entre las enfermedades mas destacadas se encuentra Pyricularia oryzae, basada en la
produccién de piricularia, sustancia téxica producida por los micelios del hongo, este compuesto
inhibe el desarrollo de los tejidos y produce una alteracién en los mismos. Por otra parte,
Rhizoctonia solani es otra de las enfermedades que afecta a la produccidn de arroz, el dafio se
direcciona a la vaina que interfiere en el desarrollo de su forma ovoide, causando la muerte de

las hojas o incluso de la planta (Bernis & Pamies, 2004).

La podredumbre del tallo es otra enfermedad, en la cual los hongos Fusarium
moniliforme y Sarocladium oryzae producen la putrefaccion de las hojas de la planta que
envuelven a la panicula, puede extenderse a toda la hoja y llegar a una podredumbre parcial. El
entroncamiento del arroz acaba con los cultivos de arroz, dada por la acciéon de un endoparasito
del suelo que afecta directamente a las raices del arroz y otros cereales, el mismo sirve como un
vector para la introduccion de varios virus que afectan al desarrollo y productividades del arroz

(Marys & Carballo, 2007).

En el afio 2000, se detectd en el Ecuador por primera vez un reporte de la enfermedad

del entorchamiento del arroz, provocada por el Rice stripe necrosis virus (RSNV) perteneciente al
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género Benyvirus, el cual es transmitido mediante el vector Polymyxa graminis L., un parasito
obligado de las raices de plantas susceptibles. La erradicacidn de P. graminis resulta imposible
una vez que infesta todo el campo de produccidn, los tratamientos quimicos para la semilla no
son eficientes para combatirlo, sin embargo, se estd probando un control biolégico mediante la

accion antagonista con microorganismos (Morales, 2001).
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Capitulo 3: Metodologia

Participantes

La parte experimental de este trabajo se realizé en el Laboratorio de Fitopatologia del
Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias -INIAP Litoral Sur, bajo la direccién del Dr.
Lenin Paz, Ph.D. Ademas, tutorias a cargo del MSc. Alma Koch y la colaboracién de Sebastian

Ger.

Zona de Estudio

El presente trabajo se ejecutd en el Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias
INIAP-Litoral sur, en el Laboratorio de Fitopatologia, ubicado en el Km 26 Duran-Tambo Virgen
de Fatima, del Cantén Yaguachi de la provincia del Guayas, localizado en las coordenadas

2°15'15"S 79°30'40"W.

Periodo de Investigacion
El trabajo de titulacidn se inicié en el mes de octubre de 2021 y se culminé en enero

2022.

Recoleccién de muestras de suelo contaminado con Polymyxa gramnis L.
Las muestras de suelo para el cultivo de plantas de arroz fueron tomadas en el cantén
Vinces, provincia de Los Rios, de dos localidades diferentes, suelo S: 1°21°50.4"’S

79°36’31.8”W y suelo R: 1°20'46.0”’S 79°35'19.1”W.

Siembra de plantas de arroz
Se inocularon cinco semillas de arroz variedad ELITE por en vasos de siembra para cada
uno de los suelos Sy R, se realizaron cinco repeticiones. Para el control absoluto negativo se

inocularon semillas de la misma variedad en suelo proporcionado por el INIAP LITORAL SUR.
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Evaluacidn de infeccién de las plantas de arroz

Después de 25 dias de la siembra, algunas plantas empezaron a presentar sintomas
como necrosis en el tallo y limbo, banda clordtica en el limbo, separacién de macollas desde la
base, pérdida de la masa del sistema radicular y entorchamiento de las hojas, por lo que se

procedio a elegir los individuos mas afectados para el estudio.

Caracterizacidn molecular

Para la caracterizacién molecular, se llevéd a cabo la extraccidon y purificacion de ADN
para posterior amplificacién del vector Polymyxa graminis con dos pares de primers especificos,
a través de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) punto final y finalmente la

secuenciacién Sanger que permitid realizar el andlisis bioinformatico del amplicon obtenido.

Preparacion de las raices de Oryza sativa L.
Se realizaron tres lavados con agua destilada para retirar la tierra de las raices y otras

impurezas. Se dejaron secar a temperatura ambiente.

Extraccion ADN de raices de Oryza sativa L.

Para la extraccién de ADN, se empled el protocolo establecido previamente por el
Laboratorio de Fitopatologia con modificaciones. Se pesé 30 g de muestra fresca, se maceré el
tejido en presencia de nitrogeno liquido y se agregd 800 pL del buffer de extraccion CTAB (Tris
HCI 100 mM, EDTA 25 mM, NaCl 1.4 M CTAB 2%, PVP 2% Y 2-B-mercaptoetanol 2%) se mezcld y
se transfirié a un tubo eppendorf. Luego se incubd la muestra a 65°C por una hora mezclando
por inversién cada 20 min, se agitd y se agregoé 800 pL de la solucidn cloroformo- alcohol
isoamilico, después se centrifugd a 14000 rpm por 10 min. Se recuperd el sobrenadante y se
agregd 0.6 volumenes de isopropanol helado. La muestra fue incubada a -20 °C por 30 miny

luego se centrifugd a 14000 rpm por 10 min. Para el lavado del pellet, se usé etanol al 70%



31

centrifugando a 14000 rpm por 5 min. Finalmente, el ADN fue resuspendido en agua ultra puray

almacenada a -20°C.

Extraccion de ADN de suelo

Se realizé la extraccién de ADN de suelo en el Laboratorio de Microbiologia de la
Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, a cargo del PhD. Andrés Izquierdo, en colaboracién con
Nicole Soria. Se extrajo el ADN de muestras de suelo siguiendo el protocolo del kit PowerSoil DNA

Isolation.

Cuantificacion de ADN

La cuantificacién de ADN obtenido a partir de raices de Oryza sativa L. se realizé
mediante espectrofotometria cuyo blanco fue el agua ultra pura donde fue resuspendido el
ADN, mientras que el ADN de suelo se cuantificé a través del equipo NanoDrop (ThermoFisger)
del Laboratorio de Inmunologia y Virologia de la Universidad, cuyo blanco fue el buffer de
elucidn del Kit. Para ambas cuantificaciones se midié la concentracion de DNA y los radios

260/280.

Electroforesis para evaluar integridad
Para la observacién de la presencia o ausencia de DNA luego de las extracciones, se llevé
a cabo la electroforesis. Se utilizaron geles de agarosa al 1.7% (v/w) los cuales se prepararon

empleando ciclos de agitacidn-calentamiento.

Para el caso de extraccion de DNA, se emplearon 2ulL de azul de bromofenol en 3 pL de
muestra como marcador de avance. Finalmente, para la visualizacién del gel se aifadio el
reactivo Diamond en una dilucién 1:10000 con TBE 1X en agitacidn por 35 min y se visualizd las

bandas en el transiluminador.
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PCR punto final para la amplificacion de los fragmentos de Polymyxa graminis

Para la PCR se empled el kit GoTaq Flexi Polymerase (Promega). En las siguientes tablas

1, 2 y3, se detalla la concentracidn inicial y final de cada componente necesario para la realizar

la PCR con un volumen final de 25 pL tomando como base la informacién otorgada por

(Promega, 2018).

Tabla 1

Componentes de la PCR con primer Psp1-Psp2 rev

Concentracién Volumen
Componente Concentracidn final
inicial (uL)
5X Green GoTaq FlexiBuffer 5X 1X 5
MgCl, 25 mM 2,5 Mm 2,5
dNTPs 10 mM 0,3 Mm 0,75
Primer Pspl 40 uM 0,4 uM 0,25
Primer Psp2 rev 40 uM 0,4 uM 0,25
GoTag Polymerase 5 u/uL 0,125 u/ul 0,125
DNA 20 ng/uL 10 ng/uL 2,5
Agua 13,625
\%i 25




Tabla 2

Componentes para la PCR con primer ITS5- Pxrev7

Concentracién Volumen
Componente Concentracidn final
inicial (uL)
5X Green GoTaq FlexiBuffer 5X 1X 5
MgCl, 25 mM 2,5mM 2,5
dNTPs 10 mM 0,3 mM 0,75
Primer ITS5 40 uM 0,4 uM 0,25
Primer Pxrev7 40 uM 0,4 uM 0,25
GoTaq Polymerase 5 u/uL 1,25 u/ul 0,125
DNA 20 ng/uL 1 ng/ulL 2
Agua 14,125
\%i 25

Para la estandarizacidn del programa se siguieron los pardmetros establecidos por

Legrevé (2003) y se modificaron en dependencia del par de cebadores.
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Tabla 3

Programa PCR para Psp1-Psp2rev

Paso Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Denaturacion inicial 94 2 min 1
Denaturacion 94 30s
Annealing 60 1 min 35
Extension 72 35s
Extension final 72 7  min 1

Tabla 4

Programa PCR para ITS- Pxrev

Paso Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Denaturacion inicial 94 2 min 1
Denaturacion 94 30s
Annealing 52 1 min 35
Extension 72 30s
Extension final 72 7  min 1

La presencia de los fragmentos amplificados se comprobé mediante electroforesis en gel
de agarosa 2%, la corrida se realizé6 empleando 3 pL del producto amplificado, por 90 min a 90

voltios. El fotodocumentador empleado fue ANADIR.
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Purificacion de productos de PCR.

Aguellas muestras que presentaron bandas claras y sin inespecificidades fueron
sometidas al proceso de purificacion con el Kit de Invitrogen: PureLink® PCR Purification Kit™.
Para esto, por cada 10 pL de muestra, se colocaron 40 uL de Binding Buffer B3 con isopropanol
prelavado previamente como lo indica el kit y se homogenizé bien. Se cargd las muestras en el
centro de una columna de purificacidon dentro de un tubo colector y rotulada. Se centrifugd a

10000 g por 1 min. Se descarté el remanente presente en el tubo colector.

Se colocé 650 pL de Wash Buffer (W1) con etanol preparado previamente en cada
columna, se centrifugd a 10000 g por 1 min, y se descartd el residuo del tubo colector. Se
centrifugd a 21000 g por 3 min para remover el residuo del buffer en la columna. En un tubo
eppendorf de 1.5 mL debidamente etiquetado, se colocé la columna y se afiadieron 50 pL de
Elution Buffer y se incubd por 1 min a temperatura ambiente. Se centrifugé a 21000 g por 2 min.
El ADN purificado se encontraba en el tubo de elucién. Las muestras se almacenaron a 4°C para

uso inmediato o a -20° para almacenamiento a largo tiempo (Life technologies, 2011).

Secuenciacion Sanger de los productos de PCR
La secuenciacion Sanger de los amplicones obtenidos de dos muestras para Psp1-
Psp2rev e ITS5-Pxrevy7 se realizd en el exterior mediante convenio con el laboratorio IDGen, a

las cuales se las denomind EcuGQ y EcuGQITS5 respectivamente.

Analisis Bioinformatico
Curacioén de secuencias

Empleando los archivos obtenidos en formato. ab1l, se emplearon los softwares
Geneious Prime 2020.0.4 y SnapGene para realizar la curacion de las secuencias. Se eliminaron

los extremos utilizando la herramienta “Trim Ends” con un limite de probabilidad de error de
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0.05, es decir se eliminaron las regiones con mas de 5% de probabilidad de tener un error por

base.

Secuencias consenso

En el programa Geneious Prime 2020.0.4, en la pestafia “Chromatogram”, se pudo
visualizar los extremos que tenian exceso de error por base, en “sequence view” se seleccioné
los extremos a borrar, se dio clic derecho “delete select bases” y finalmente “save” para

exportar la nueva secuencia consenso. Esto se realizé para cada una de las secuencias crudas.

Identificacion de las secuencias consenso

El nimero de accesién correspondiente a cada secuencia se obtuvo comparando la
misma con la base de datos The Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) disponible en
National Center for Biotechnology Information (NCBI) donde se pudo identificar el porcentaje de
identidad con otras secuencias reportadas. Luego de este paso, se descargaron los nimeros de
accesiones en la base de datos y usando el software Geneious Prime 2020.0.4 se los alinearon
con las secuencias de la muestra mediante la herramienta MUSCLE ALIGNMENT, de tal manera
se confirma la identidad de las secuencias y los nucleétidos divergentes. Ademas, se emplearon

dos secuencias del ribotipo V y una secuencia por cada clase de ribotipo.

Andlisis filogenético

Para la filogenia del estudio, se emplearon las secuencias obtenidas por cada par de
cebador, ademas de las secuencias con un alto nivel de porcentaje de identidad y secuencias
pertenecientes a ribotipos diferentes, ademas de un grupo externo con el fin de alinearlos
mediante la herramienta MUSCLE en MEGA-X. Seguidamente, se empled la herramienta

MODELS para determinar el mejor modelo de sustitucién nucleotidica para cada caso y se
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crearon ocho arboles en total con el método estadistico de maxima verosimilitud (ML) y 10000

Bootstraps (Cox, Luo, & Jones, 2014) .

Capitulo 4: Resultados

Raices de Oryza sativa L. infectadas con Polymyxa gramanis L.
Las raices de plantas que presentaron sintomas relacionadas al entorchamiento tuvieron
una apariencia de necrosis por el color amarillo caracteristico en comparacién con las raices de

las plantas control (Figura 2).

Figura 2.

Raices de Oryza sativa L.

Nota: C: planta control, 1,2,3,4 y 5 son las plantas que presentan algun sintoma relacionado a la

enfermedad del entorchamiento del arroz.

Extraccién de ADN de raices de Oryza sativa L.
Los valores de concentracidn en pug/mL, los radios 260/280 de las muestras empleadas y

sus duplicados se presentan en la Tabla 5.



Tabla 5.

Valores de cuantificacion obtenidos luego de la extraccion de ADN de raices de Oryza sativa L.

Muestras 260/280 Concentracion
(ug/ml)

SUELO S 1 1,9 311,6
2 1,7 854,3

3 2,2 2211

4 1,6 371,8

5 1,9 683,4

6 1,8 804,0

SUELOR 1 2,0 301,5
2 1,9 371,8

3 1,7 260,8

4 1,8 280,9

5 1,8 260,9

6 1,9 271,4

CONTROL 1 2,1 220,4
2 2,4 250,9

3 2,2 290,8

Extraccion de ADN de suelo
Los valores de concentracién en ng/ulL, los radios 260/280 y 260/230 de las muestras de suelo

con P. graminis y suelos control con sus duplicados se presentan en la Tabla 6.
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Tabla 6.

Valores de cuantificacion obtenidos luego de la extraccion de ADN de suelo.

Muestra  Concentracién 260/280 260/230

(ng/uL)
c1 33,3 2,25 7,39
c2 31,0 2,20 9,06
s1 30,9 2,21 9,43
S2 31,5 2,17 4,54
R1 31,9 2,29 7,16
R2 32,7 2,17 3,94

Integridad del ADN extraido de muestras de suelo
Una vez cuantificado el ADN se procedi6 a realizar una electroforesis para observar la integridad

del ADN.

Figura 3.

Integridad de ADN de muestras de suelo.

S1 S2 R1 R2 Cc1 C2 C1A C2A

Nota: suelo S: 1°21'50.4”’S 79°36°31.8"’W, suelo R: 1°20°46.0”’S 79°35’19.1”"W y C suelo control

C: 2°15'15"S 79°30'40"W.
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Amplificacidn de los fragmentos de Polymyxa graminis L.
Los fragmentos amplificados por PCR para cada tipo de muestra estan en

correspondencia al par de cebador utilizado Psp1-Psp2rev e ITS5-Pxrev7.

Resultados de la PCR

Figura 4.

Amplicones obtenidos de muestras de raices de Oryza sativa L. sembradas en suelos S para

cebador Psp1-Psp2rev

1200

600
500

400

Nota: PCR en gel de agarosa 2%. M*: Marcador molecular 100 pb ;1-6: Muestras; C-: Control

negativo. Tamafio de los amplicones: 500 pb aproximadamente para el primer Psps1-Psp2rev.
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Figura 5.

Amplicones obtenidos de muestras de raices de Oryza sativa L. sembradas en suelos S para

cebador ITS5-Pxrev7.

1000
750

500

250

Nota: PCR en gel de agarosa 2%. M*: Marcador molecular 1 kb ;1-5: Muestras; C-: Control

negativo. Tamaio de los amplicones 350 pb aproximadamente para primer ITS5-Pxrev7.

Figura 6.
Amplicones obtenidos de muestras de raices de Oryza sativa L. sembradas en suelos R para

cebador Psp1-Psp2 rev7.

1200 —

600
500
400

Nota: PCR en gel de agarosa 2%. M*: Marcador molecular 100 pb ;1-6: Muestras; C-: Control

negativo. Tamafio de los amplicones 500 pb aproximadamente para primer Psps1-Psp2rev
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Figura 7.
Amplicones Amplicones obtenidos de muestras de raices de Oryza sativa L. sembradas en suelos

R para cebador ITS5-Pxrev?7.

400

300

100

Nota: PCR en gel de agarosa 2%. M*: Marcador molecular 100 pb ;1-6: Muestras; C-: Control

negativo. Tamafio de los amplicones 350 pb aproximadamente para primer ITS5-Pxrev7.

Figura 8.

PCR de las raices de las plantas control para cebador ITS5-Pxrev7.

M C 1 2 3
1200

500

100

Nota: PCR en gel de agarosa 2%. M*: Marcador molecular 100 pb ;1-3: Muestras; C-: Control

negativo.
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Figura 9.

Amplicones de muestras de suelo amplificados con par de cebador ITS5-Pxrev?7.

M C SC SS SR

1200

500

100

Nota: PCR en gel de agarosa 2%. M*: Marcador molecular 100 pb; C-: Control negativo; SC: suelo

control; SS: suelo S; SR: suelo R.

Secuenciacién Sanger
Las secuencias se obtuvieron en formato .ab1 y los cromatogramas de las mismas junto

con sus valores de calidad se exportaron ademds como PDF para su analisis posterior.

Figura 10.

Secuencia obtenida de la muestra de raiz amplificada con Psp1-Psp2rev (EcuGQ)

A ANAN AMA AMANN

VYVAVVYY YWV MV
GTCCCGGTGAACAATCGGGAGGGCGCGCGCCAG
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Figura 11.

Secuencia obtenida de la muestra de raiz amplificado con ITS5-Pxrev7 (EcuGQIT5)

/N >
NN ] \LA/ NN

A \NES N~ L o

Alineamiento
Las secuencias correspondientes al cebador Psp1-Psp2rev se alinearon en el programa
Geneious Prime 2020.0.4 con las secuencias reportadas en la base de datos de aislados de arroz

de Colombia (META) y Cote d’ Ivoire (Afr2) cuyo nimero de accesién es AJ010424 y AM075820

respectivamente.



Figura 12.

Alineamiento de la secuencia consenso EcuGQ con AJ010424 (Meta)

Consensus
AJ010424.1

GQ2RP_PS5F1.

Consensus
LJ010424.1

GQ2RP_PS5Fl.

Consensus
AJOl0424.1

GQZRF_FSP1.

Consensus
AJ010424.1

GQZRP_P5F1.

Consensus
LJ010424.1

GQ2RP_P3SP1.

Consensus
AJ010424.1

GQ2RP_PS5F1.

Consensus
LJ010424.1
GQ2RP_P5P1

TGARCRRTCGLGAL CRLTC 300
TTGETCGTCCCGGT GRACRRT CGEGAGGECGCGLGCCAGETCAGCRATGECCGELGOGIG 300
abl TTGGICGTCCOGETGALCARTCGGGERAGEECGCGCGCCAGGTCAGCRAATGECCGECIGCGE a0

GALCTTTTGIARATTTGGACGACTAGAGGRARGRARGRRGTCGTARCARGETTT i 3E0
TCCGARCTTTTGTARATTTGGACGACT AGAGGARGRAGARAGTCGTRAACRAGGTITICCGTA 360
abl TCOGRACTITIGTARATITGGACGACTAGAGGRAGARGRAGTCGTRACARAGGTTICCGTA 140

GETGRRCCTGOGERAGEATCATTAGCGTITGRATGETIGTTGOCATTICTATCARRARATGT 420
abl GETGRRCCTGCGEARGGATCATTAGCGTITGRATGGTIGTTGOCATTICTATCARARTGT 200

abl
AITTGTTGCGRATTGRRT CACACTTGECTARRGTCEATTATTACAR R AR CMA R CAL
abl
RCTCTYRGCRATGGATATCTTGGTTLY
abl

GTRATGCGARTTGCAGAATTCAGTGARTCATCGAATCTTTGARCGCARGTTGOGCTTICE 660
.abl GTAATGCGRATTGHREGARETCHGTGRARTCATCERRATCTTTGARCGCARGTTECGCTTHN 438
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Figura 13.

Alineamiento de la secuencia consenso EcuGQ con AM075820 (Afr2)

Consensus
AMO75520.1
GQ2RP_PSFl.abl

Consensus
AMOT7SE820.1
GQ2RP_P5Pl.abl

Consensus
AMO75220.1
GQZRP_PSPl.abl

Consensus
AM075820.1
GQ2ZRP_PSPl.abl

Consensus
AM075820.1
GQ2RP_PSPl.abl

Consensus
AMO75520.1
GQ2RP_PSFl.abl

Consensus

AMOT75220.1
GQ2RP_P5FPl.abl

Andlisis filogenéticos

Con el fin de evaluar las relaciones filogenéticas entre todos los ribotipos o formas

especiales, se analizaron las secuencias consenso de los fragmentos de PCR, para construir

TTGETCETC { A
TTGETCGTCCCGET GRACRRTCGGGAGGGCGCGCGCCAGEGTCAGCRAATGECCGEOGLGEG

TTEETCGTCCCGET GARCAATCGEGAGEECGCGCGCCAGETCAGCAATGECCGECGCGEGE

GRACTTTTGTRARATTTGGACGACTAGAGGARGARGALGTCGTARCARGGTTTCCGTA
TOCGARCTTITGI AR R T TTGEACGRCTAGAGGARGRRGRRGTOGTRRCARGGTTTCCGTR
TCCGRRCTTTTGT AR AT TTGEACGACTAGAGGALGAAGARGTOGTARCARGETTTCCOGTR

GRAGGATCRATTAGCGTTTIGRATGGTTGTTGCCATTTCTATCRRRATGT
TR T GEA L GERTCATTAGC T TTGARTGETTGTIGCCATTTCTATCARRRTGT
GETGARC TGO GERRGGRATCATTAGCGTTTGARTGGTTGTTGCCATTTCTATCARRATGET

GGATTGICGGETITG GAI GITCTTCIGG
GGATTGTCGETTGCGCGRAGCGAGCGCGCECGCGCGETTCTTCTGGACCCOGCOGCGLCC
GGATTGICGETTECGCGRAGCGAGCGCGCECGCGCGETTCTICIGEACCCOGLOGOGOCC

CATTTGITGOGRATTGERT CACACTTGECTARAGTCERTTATTACARARRCCARCRCRAC
CATTTIGTITGCGARTTGERTCACACTTGGCTARAGTCERTTATTACRARARRCCARCACART
CATTTGITGOGRATTGH

TCRCACTTGGCTARAGT O TTATTACARRRRCCRRCRCRAC

TCTYAGCARTGEATATCTTGETTCCCACRACGATRARRARMGYASCEARATGCEATACET,
TCTMAGCAATGGATATCTTGGTICCCACALCGAT) .JM.JM.:’FTH.J GALATGCGATACGT
TCIMAGCAATGGATATCITGGT TCCCACARCGATHARMA m!:d \CGARATGCGATACGT

AATGCOGARTTGCAGAATTCAGTGRATCATCGAATCTTTGARCGCARGTTGCGCTTTOGAG

AATGOGR R T TGO AGAR T TCRAGTGARTCATCGARTCTTTGARCGCARGTTGOGCTTICGRG

AATGCERATTGIECANNT G TGAATCATCEARTCTTTGAACGCARETTECCCT T I
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arboles filogenéticos se utilizd6 MEGA utilizando el método de maxima verosimilitud compuesta.

Las secuencias utilizadas para establecer identidades de secuencia y para analisis filogenético se

detallan en la Tabla 7.
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Tabla 7

Secuencias de ADNr de Polymyxa graminis L. utilizadas para establecer identidades de secuencia

y para andlisis filogenético.

Numero de Nombre del Localizacién Fuente del aislado
accesion aislado geografica
AJ311579 P1 Pakistan Sorgo
AJ010424 Meta Colombia Arroz
AMO075820 Afr2 Cote d’lvoire Arroz
AMO075823 Garden UK Trigo
AJ311577 19 India Sorgo
EU244488 Ag Suiza Desconocido
FN393969 CoWill UK Arabidopsis
HE565475 Se-141 Senegal Desconocido
HE565476 BF-207 Burkina Faso Sorgo
HE860051 3Gerl Germania Centeno
HE565477 BF-209 Burkina Faso Sorgo
KF535917 NorP5B Australia Centeno
KF535919 NorP38 Australia cebada
KF535920 SP2 Australia Trigo
KF535921 SP1 Australia Trigo
KF535922 QldB Australia Cebada
Y12827 F67 P. betae Paises bajos Remolacha azucarera




Figura 14.

Arbol filogenético para EcuGQ

100

84.19

96.77

100

— HEBGO051 3Ger
b

a7 8

100

100

99.76

a7 B7

——— KFE535920 P2

——— AMOTSE23 Garden
Ila

————— KF535917 MorP5B

AJINIETT IS

— AJI15TI P

—@ EcuGQ

8283

100

99 88

75.26

—— AMOTSBE20 Afr2

AJD1D424 Meta

—— HES65477 BF- 209

KF535922 QldEB

EUZ44488 Ag

93,68

Y¥12827 P. betae

FN393969 Cowill

L krs35921 SP1 |Ia

HESGE5475 Se-141

HESE65476 BE-207
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Vi

Nota: Arbol de relaciones de unién de vecinos para las secuencias de nucleétidos espaciadores

transcritas internas del ADNr de 16 aislamientos de Polymyxa graminis L. de GenBank y una de

este estudio (EcuGQ). Ademas, se incluye una secuencia de Polymyxa betae como grupo

externo. Los detalles de las secuencias se dan en la Tabla 7 Las ramas de los arboles se

arrancaron con 10.000 repeticiones (bootstraps). Los nimeros en los nodos indican

puntuaciones de arranque> 60%. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de

maxima verosimilitud compuesto (Maximum Composite Likelihood) (Cox et al., 2014). La barra
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de escala representa una distancia genética de 0.02 para la longitud de la rama horizontal. El

arbol filogenético se generd utilizando el programa Geneious.

Figura 15.

Arbol filogenético para EcuGQITS5

AMOTES822

E AMOT5821 Oc12

MF115609 PgMALI-SK1

70
AMOV5820 C133h
AJO10424 Meta
100
MT116436 PSSS
100
KLU1B2475 SA 48
83

—— @ EcuGQITS5

¥12827 P. betae

0.7

Nota: Arbol de relaciones de unién de vecinos para las secuencias de nucleétidos espaciadores
transcritas internas del ADNr de cinco aislamientos de Polymyxa graminis L., dos de
Spongospora subterrdnea f. sp. subterrdnea de GenBank y una del estudio (EcuGQITS5).
Ademas, se incluye una secuencia de Polymyxa betae como grupo externo. Las ramas de los

arboles se arrancaron con 10.000 repeticiones (bootstraps). Los nimeros en los nodos indican



50

puntuaciones de arranque> 60%. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de
maxima verosimilitud compuesto (Maximum Composite Likelihood) (Cox et al., 2014). La barra
de escala representa una distancia genética de 0.7 para la longitud de la rama horizontal. El

arbol filogenético se generd utilizando el programa Geneious.

Capitulo 5: Discusién

En este estudio se confirmd la presencia de Polymyxa graminis L. por primera vez en el
Ecuador en la region Costa, provincia de los Rios. Se detectd a P. graminis mediante PCR en
raices de 16 plantas de arroz cultivadas en suelos de dos localidades diferentes en condiciones
de invernadero. La secuenciacion del ADN ribosémico de las muestras de raices reveld la
presencia de aislado de P. graminis genéticamente distintos con una amplia diversidad de
nucledtidos en sus regiones espaciadoras transcritas internas (Tyagi et al., 2016). El porcentaje
de identidad es del 97.01% y 96.57% para las secuencias Afr2 y META respectivamente,
correspondientes a aislados de arroz provenientes de Cote d’lvoire y Colombia. El andlisis
filogenético con 14 secuencias del GenBank pertenecientes a otros ribotipos, mas las dos
secuencias propias del ribotipo V forma especial colombiana, produjeron arboles similares a los
ya reportados por Cox et al., (2014), pero con la inclusidn de la nueva secuencia que expone la
diversidad de P. graminis dentro de un mismo ribotipo. En ambos arboles se pueden distinguir
los clados con fuerte soporte de bootstrap, los clados del | a V corresponden a las cinco formas
especiales reconocidas; el clado VI auin no reconocido, es el reportado por Cox et al., (2014). Los
dos aislamientos con par de cebadores Pspl-Psp2rev e ITS5-Pxrev7 utilizados en investigaciones
realizadas por Legreve et al., (2013) compartieron identidades de secuencia con los aislamientos
de sp. colombiana. Sin embargo, la diferencia de nucleétidos entre la secuencia consenso
(EcuGQ) y las reportadas en la base de datos con nimero de accesion AJ010424 y AMO075820 es

del 4% mostrando el alto grado de diversidad genética del P. graminis. Por otra parte, al realizar
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el andlisis filogenético para la secuencia del cebador ITS5-Pxrev7, aparte de P. graminis se
incorpora Spongospora subterranea f. sp. subterrdnea con un porcentaje de identidad del
91.4%. Esto se debe a que la secuenciacion de la muestra se realizé para foward ITS5, el cual es
un cebador no especifico comunmente utilizado en micologia para estudiar el ADNr nuclear y en
combinacion con el cebador Pxrev7 hibrida con una parte del gen 5.8S especifico para Polymyxa
(Legréve et al., 2003). De tal manera se lo puede detectar con una longitud de fragmento
amplificado entre 307 y 361 pb, como se visualiza en la electroforesis de la PCR (Figura 5y

Figura 7).
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Capitulo 6: Conclusiones
Los productos amplificados de la PCR para Psp1-Psp2rev tienen un tamafio de banda

entre 490 a 500 pb, mientras que para el cebador ITS5-Pxrev7 entre 307 a 361 pb.

Las secuencias de nucleétidos analizadas por bioinformatica de los amplicones

correspondieron a Polymyxa graminis L.

El analisis filogenético permitié determinar que las secuencias obtenidas difieren en
nucledtidos con las secuencias reportadas de aislados de arroz en otras partes del mundo, por lo
gue se puede aseverar la diversidad genética de Polymyxa graminis L. dentro de un mismo
ribotipo. La secuencia obtenida en el estudio se denomind EcuGQ que pertenece a la forma

especial colombiana (ribotipo V).

Capitulo 7: Recomendaciones
Utilizar un mayor nimero de juego de cebadores para determinar la diversidad genética

de Polymyxa graminis L. dentro de un mismo lugar geografico.

Los andlisis deben abarcar la distribucidon geografica requerida para estudiar la
diversidad genética de Polymyxa graminis L. dentro del pais, debido a que solamente se estudio

una provincia.
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