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RESUMEN

La cebada es el cuarto cereal mas importante del mundo con alto valor
nutricional después del arroz, el maiz y el trigo. La cebada es la principal materia
prima para la industria panadera y cervecera. En el Perl, actualmente, la
produccién de cebada se debe en su mayoria a cultivos de pequefios agricultores,
en zonas andinas, que utilizan el grano y sus derivados como alimento diario para
su subsistencia.

La roya amarilla, es la mayor enfermedad que afecta los cereales y tiene
una importancia econémica a nivel mundial. Ademas de ser el principal motivo
del retiro de variedades resistentes, a medida que aumenta el nivel de
susceptibilidad de las mismas. En los Gltimos afios a nivel mundial se ha avanzado
en la resistencia a patdgenos, a través del mejoramiento genético. No obstante,
cabe sefialar que la alta virulencia de este patdgeno sigue causando inquietud, por
ende, ha aumentado su estudio e importancia.

Esta tesis tiene como objetivo identificar molecularmente poblaciones
diferenciales de Puccinia striiformis y determinar una primera aproximacion de la
diversidad genética y estructura poblacional de este patdgeno de cebada para el
Per0. Para este estudio, se colectaron 84 muestras de Roya Amarilla de Cebada de
5 provincias de la Zona Norte de Ayacucho, Peru, fueron examinados usando
polimorfismos en secuencias de ADN. Se utilizo6 como marcador molecular
secuencias de las regiones espaciadoras internas de transcripcion (ITS) a partir de
los genes ribosomales (ADNr). Se encontraron 6 haplotipos distribuidos en 2
poblaciones diferenciales: a) sub-poblacion Norte agrupé 2 haplotipos y b) sub-

poblacién Centro agrupd 4 haplotipos.



Palabras Clave: Hordeum vulgare L., Puccinia striiformis, Diversidad Genética,

Estructura Poblacional, internal trancribed spacer (ITS)



ABSTRACT

Barley is the fourth most important cereal in the world with high
nutritional value after rice, maize and wheat. Barley is the main raw material for
baking and brewing industry. In Peru, currently, the production of barley is mostly
realized by small farmers in Andean areas, which using the grains and its
derivatives as daily food for their subsistence.

Yellow rust, is the largest disease that affects cereals and has an economic
importance worldwide, besides being the main reason for the withdrawal of
resistant varieties, as it increases the level of susceptibility of them. In recent
years, there have been major progresses in pathogen resistance by genetic
improvement. However, it should be noted that the high virulence of this pathogen
continues causing concern; therefore, increasing their study and importance.

The present study aimed to identify differential populations of Puccinia
striiformis, as first approximation of genetic diversity and population structure of
the pathogen of barley for Peru. For this study, were used 84 samples of barley
yellow rust collected in 5 provinces of the north of Ayacucho (Peru) and were
examined the polymorphism in the internal transcribed spacer (ITS) regions of the
ribosomal DNA (rDNA). Six haplotypes were found in 2 differential populations:
a) North sub-population grouping 2 haplotypes and b) Center sub-population

grouping 4 haplotypes.

Key Words: Hordeum vulgare L., Puccinia striiformis, Genetic Diversity,

Population Structure, Internal Trancribed Spacer (ITS)



I. INTRODUCCION

La cebada (Hordeum vulgare L.) fue uno de los primeros cereales en ser
domesticados, originarios de la antigua Mesopotamia y Persia hace ya 10.000
afios. Hoy en dia representa el cuarto cereal mas abundante en la superficie
cultivable y se siembra en regiones agroecoldgicas tan disimiles como el centro de
Europa, Norte y sur de América y en regiones de Asia, Africa y Australia. (FAO,
2013). Aproximadamente tres cuartas partes de la produccién mundial se utiliza
para la alimentacion animal, el 20% es malteada para su uso en bebidas
alcohdlicas y no alcohdlicas, y un 5% se usa como ingrediente en una amplia
gama de productos alimenticios (IBGSC et al., 2012).

Los cultivos de cebada son ampliamente adaptados a diversas condiciones
ambientales y es mas tolerante al estrés que sus parientes mas cercanos, por lo que
es una fuente importante de alimento en los paises mas pobres (IBGSC et al.,
2012). En paises del primer mundo, se ha clasificado recientemente como un
verdadero alimento funcional. El grano de cebada tiene un contenido de fibra
particularmente alto, lo que reduce significativamente el riesgo de enfermedades
humanas graves, incluyendo diabetes tipo Il, enfermedades cardiovasculares y
canceres colorrectales que afligen a cientos de millones de personas en todo el
mundo (IBGSC et al., 2012).

Los cultivos de trigo (Triticum aestivum L.), cebada (Hordeum vulgare L.)
y quinua (Chenopodium quinoa Willd), son sembrados en las zonas altoandinas
del Per(, y son de gran importancia en términos de seguridad alimentaria para las

familias campesinas ya que son utilizadas principalmente para cubrir sus



necesidades alimenticias (Pastor S, 2004). Ademas, constituyen una pequefia
fuente de ingresos al comercializar los excedentes (Pastor S, 2004). Los cereales
(como el trigo y la cebada) y granos andinos, (como la quinua, cafilhua y kiwicha)
en el Per( son de gran importancia economica, social y cultural; durante el 2010
se cosecharon alrededor de 351,130 hectareas, alcanzando una produccion de
483,400 toneladas y generando en campo mas de 17 millones de soles en jornales
(MINAGRI, 2011).

La produccién de cebada, ha estado en aumento duplicandose en los
ultimos 20 afios; de 68816 t en el afio 1992 a casi 201 237 t en el afio 2012, debido
principalmente al incremento en 82% del area cosechada (81766 ha en 1992 y
148078 ha en el afio 2012). El rendimiento promedio nacional de la cebada se ha
incrementado en 75%, de 8416.21 Hg/Ha a 13589.93 Hg/Ha en este periodo
(FAO, 2013). La mayor parte de las importaciones de cebada, en el Perd, se
destinan a la industria cervecera y ha crecido en los ultimos afios. Las compafiias
cerveceras prefieren la cebada importada, ya que la producida en el pais no
alcanza los estdndares minimos de calidad para la elaboracion de cerveza (INIA,
2013).

Las condiciones ambientales y climaticas en la zona de los andes del Peru
son altamente favorables para el desarrollo de enfermedades en el cultivo de
cebada (INIA, 2013). Entre uno de los mayores problemas para la produccion de
cebada, se encuentran la susceptibilidad de las variedades a enfermedades
fangicas, como la roya amarilla de cebada (Puccinia striiformis) causante de

pérdidas en los cultivos. En este contexto, los trabajos de investigacion en cebada



han sido dirigidos hacia la seleccion y desarrollo de nuevas variedades con
mayores rendimientos, mayor adaptabilidad y con resistencia a enfermedades.

La roya amarilla (roya rayada), es una enfermedad de las plantas que
comUnmente afecta cereales y pastos, causada por Puccinia striiformis, que
pertenece a un grupo de hongos bidtrofos obligados infectando el trigo, la cebada,
el centeno, y mas de 18 géneros de hierbas. Estos hongos se propagan por esporas
en el aire a través de largas distancias (Liu M y Hambleton S, 2010).
Histéricamente, las epidemias por roya amarilla se produjeron principalmente en
las zonas de clima templado, con veranos humedos y frescos, o en zonas calidas
de gran altitud con noches frescas (Rapilly F, 1979).

El control de Roya Amarilla de Cebada, se ha realizado mediante la
aplicacion de productos quimicos (como los fungicidas), obteniendo resultados
eficaces. Sin embargo, este método de control, nunca ha sido considerado
practico, debido principalmente a los efectos negativos tanto en el hombre como
en el medioambiente. Ademas, el fungicida perdura poco tiempo en la planta,
comparado con el largo periodo de susceptibilidad del cultivo a la infeccion
(Fernandez, 1979). En este contexto una alternativa econémica y ambientalmente
favorable para el control de Roya amarilla de Cebada es el mejoramiento genético
mediante la generacion de variedades resistentes. (Roelfs et al., 1992).

Teniendo en cuenta el desarrollo de variedades mejoradas, es esencial
conocer la epidemiologia de las enfermedades que afectan el cultivo, la virulencia
(razas existentes) y la agresividad del patogeno sobre el cultivo (Roelfs et al.,
1992). Existen intentos continuos no solo nacionales, sino internacionales, por

desarrollar variedades resistentes y durables a enfermedades como roya amarilla.



Muchas variedades liberadas han demostrado mantener un nivel de resistencia a
Royas por muchos afios, sin embargo, a la larga dicha resistencia se pierde. Casos
como la variedad Dorada, en Ecuador, que fue liberada en 1971 y afios mas tarde
perdio su resistencia. Asimismo, en el 2000 fue liberada la variedad Shyri y un
afio mas tarde termind perdiendo también su resistencia. (Rodriguez D. 2007)

Estos rompimientos de la resistencia en variedades mejoradas se deben a la
virulencia del patégeno, que esta en constante evolucion, dando lugar a nuevas
razas que son cada vez mas agresivas. Por esta razon es imprescindible realizar un
seguimiento constante de la enfermedad, para buscar adecuadas fuentes de
resistencia que sirvan para futuros trabajos de mejoramiento del cultivo de cebada.
Ya que, se conoce que las fuentes de resistencia tienen relacion directa con la
virulencia del patdgeno. (Roelfs et al., 1992)

Es por tales motivos, que estudios que aporten datos sobre la diversidad
genética en roya Amarilla de Cebada en el Per(, ayudarian a desarrollar futuras
variedades resistentes que sean mas duraderas. Con este proyecto se espera
confirmar la existencia de clusters de Puccinia striiformis que se diferencian a
nivel molecular, de manera que se brinde una primera aproximacién de la

variabilidad genética de este patdgeno en el Perd.



Il. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

2.1.  Planteamiento del Problema

Puccinia striiformis es el agente causal de la roya lineal o roya amarilla de
la cebada. Es uno de los méas destructivos en los cereales de invierno. Este
patdgeno se extendid por las principales regiones de cultivos de cebada. Los
primeros reportes de aparicion de Roya Amarilla de Cebada en América fueron en
1975 en Colombia (Brown et al., 2001). La enfermedad se diseminé rapidamente
hacia el sur, llegando al Per, entre 1978 y 1979 (Dubin H y Stubbs R, 1986).

Esta enfermedad es una de las mas devastadoras. Se presenta con mayor
incidencia en los climas frio-templado, razén por la cual se suele encontrar en la
zona andina del Perd. Asimismo, se encuentra en Ecuador, Colombia, Bolivia,
Chile, México y Estados Unidos. (Ayo MR, 2015; Roelfs AP et al., 1992) En las
areas donde las condiciones climaticas son favorables para el desarrollo del
hongo, se reproducen casi exclusivamente en forma asexual por medio de
urediosporas producidas sobre el mismo cultivo. (Chen W et al., 2014)

El control de Roya Amarilla de Cebada, se ha realizado mediante la
aplicacion de productos quimicos (como los fungicidas), obteniendo resultados
eficaces. Sin embargo, este método de control, nunca ha sido considerado
practico, debido principalmente a los efectos negativos tanto en el hombre como
en el medioambiente. Ademas, el fungicida perdura poco tiempo en la planta,
comparado con el largo periodo de susceptibilidad del cultivo a la infeccion

(Fernandez, 1979). En este contexto una alternativa econdémica y ambientalmente



favorable para el control de Roya amarilla de Cebada es el mejoramiento genético
mediante la generacion de variedades resistentes. (Roelfs et al., 1992).

Es asi que denodados esfuerzos se han realizado en el campo del
mejoramiento genético, en busca de generar variedades resistentes y durables a
estos patogenos. Sin embargo, los estudios actuales se enfocan en cereales de
mayor importancia como el Trigo, lo cual ha hecho que los estudios pertinenetes
en Cebada hayan quedado relegados

Esto es un fuerte problema en paises del tercer mundo, que es donde el
cultivo de cereales como la Cebada son mucho mas importantes que el Trigo. Ya
que, en paises alto andinos como el Per(, Bolivia y Ecuador, la principal fuente de
ingresos y fuente de alimentos para los pobladores mas pobres de estas zonas, es
la Cebada.

Otro factor que contribuye a esta brecha de conocimiento es que la cebada
no recibe tanta atencién local de investigacion como de otros cultivos como el
maiz, el arroz y la papa. Si bien las iniciativas internacionales de investigacion
han arrojado luz sobre la variabilidad genética de Roya Amarilla del Trigo
utilizando AFLP (Villareal et al., 2002), y los AFLP y RAPD (Becerra et al.,
2007) No existen estudios que se hayan realizado especificamente para Roya
Amarilla de cebada. Y aun mas que se necesitan muchos estudios que puedan
aportar con la distribucion espacial y la diversidad genética de estos hongos

patogenos en el Per(

2.2. Marco Tebrico

2.2.1. Cebada (Hordeum vulgare L.):




Origen v distribucion:

La cebada fue uno de los primeros cereales en ser domesticado y cultivado
en los inicios de la agricultura (IBGSC et al., 2013; Ayo MR, 2015; Rodriguez D,
2007; Von Bothmed y Jacobson N, 1985). Originario de la antigua Mesopotamia
y Persia, domesticado hace ya 10000 afios, se expandié rapidamente hasta Asia,
India, Etiopia y a finales del siglo XIV fue introducida en América (Ayo MR,
2015, AGOGTR, 2008).

La cebada cultivada deriva de su progenitor silvestre Hordeum vulgare
ssp. spontaneum mucho antes de haber sido domesticada (IBGSC et al., 2013;
Ayo MR, 2015). Debido a su alta adaptabilidad a diferentes condiciones, el
cultivo de cebada actualmente posee una amplia distribucion geografica a nivel
mundial. Existen datos que demuestran que es cultivada en regiones
agroecoldgicas tan disimiles como el centro de Europa, norte y sur de América y
en regiones de Asia, Africa y Australia (Ayo MR, 2015; FAO, 2013; Robredo A,

2011).

Descripcién boténica:

La cebada es una planta herbacea anual que puede llegar a medir entre 60
a 120cm de altura. Posee 2 tipos de sistemas de raices, seminal y adventicia. La
profundidad que alcanzan sus raices depende de la textura, estructura del suelo y
la temperatura del ambiente. Las raices mas profundas por lo general son de
origen seminal, sin embargo, en las capas superiores presentan raices adventicias.
Si el grano es sembrado profundamente se formara un tallo “rizomatoso”, el cual

luego daré inicio a las hojas una vez alcancen la superficie. EI rizoma puede ser de



1 o varios entrenodos de longitud, el cual luego puede generar raices adventicias
(AGOGTR, 2008; Gonzélez A, 2001).

Los tallos son erectos y compuestos entrenodos cilindricos, y esta
separado por los nodos, los cuales soportan las hojas. Una planta de cebada adulta
consiste de un tallo central y entre 2 - 5 ramas, Ilamadas macollos. El apice del
tallo principal y cada uno de los macollos fértiles dan lugar a una espiga. Cerca de
la superficie del suelo, la parte de la base del tallo que lleva las hojas, forma una
especie de corona. A partir de esta corona se desarrollan los macollos y las raices
adventicias (AGOGTR, 2008; Gonzalez A, 2001).

Las hojas de cebada son lineales de 5 - 15 mm de ancho, y crecen en los
lados alternos del tallo. La estructura de la hoja se compone de la vaina, lamina,
auricula y ligula. La vaina rodea completamente el vastago. La ligula y la auricula
sirven para distinguir cebada de otros cereales (AGOGTR, 2008; Gonzéalez A,
2001; Rodriguez D, 2007).

La inflorescencia en cebada es referida como la espiga. Las unidades de
floracion y las espiguillas, estan unidos directamente al eje central, o raquis, que
es la extensién del tallo que soporta la espiga. Hay tres espiguillas en cada nodo,
Ilamados tripletes, intercalados en lados opuestos de la espiga. Cada espiguilla se
compone de dos glumas, que son bracteas vacias, y un flosculo que incluye el
lema, la pélea y los componentes reproductivos encapsulados. Dependiendo de la
variedad, cada lema se extiende como una arista, 0 raramente como una capucha.
Las glumas estériles en algunas variedades también pueden ser aristas. También

se conocen variedades sin aristas (AGOGTR, 2008).



Taxonomia:
La cebada presenta la siguiente clasificacion taxonomica:
REINO: Plantae
PHYLUM:  Streptophyta
DIVISION:  Tracheophyta
CLASE: Liliopsida
ORDEN: Poales
FAMILIA:  Poaceae
TRIBU: Triticeae
GENERO:  Hordeum

ESPECIE:  vulgare

2.2.2. Roya amarilla de cebada (Puccinia striiformis)

Origen v distribucion:

La roya amarilla o roya lineal, es una enfermedad que produce muchas
pérdidas en los cultivos de cebada. Cuyo agente causal es un hongo Puccinia
striiformis, que es uno de los méas destructivos en los cereales de invierno. Este
patogeno se extendid por las principales regiones de cultivos de cebada. Los
primeros reportes de aparicion de Roya Amarilla de Cebada en Ameérica fueron en
1975 en Colombia (Brown et al., 2001). La enfermedad se diseminé rapidamente
hacia el sur; en 1976 llegé a Pert y Ecuador, entre 1978 y 1979 se encontrd en
Bolivia, a fines de 1980 en Chile (Dubin H y Stubbs R, 1986), finalmente en 1990
se extendid hasta México y al afio siguiente ya se encontraba en Estados Unidos

(Marshall y Sutton, 1995)



Esta enfermedad que es una de las mas devastadoras. Se presenta con
mayor incidencia en los climas frio-templado. Razon por la cual se suele encontrar
en la zona andina del Perd. Asimismo, se encuentra en Ecuador, Colombia,

Bolivia, Chile, México y Estados Unidos. (Ayo MR, 2015; Roelfs AP et al., 1992)

Taxonomia:

La Roya Amarilla de Cebada, presenta la siguiente clasificacion

taxondmica:

REINO: Fungi
PHYLUM: Basidiomycota
CLASE: Urediniomycetes
ORDEN: Uredinales
FAMILIA: Pucciniaceae
GENERO: Puccinia
ESPECIE: striiformis

Morfologia y Biologia:

El hongo que causa la roya amarilla en diferentes cereales, es un parasito
biotrofo obligado. El cual posee un ciclo de vida heteroico, es decir que precisa
disponer de 2 hospederos diferentes para completar su ciclo de vida, se describe
mas adelante con detalles (Chen W et al., 2014). Esta enfermedad se transmite por
las esporas (urediniosporas) que se encuentran al interior de las pustulas que son
transportadas por el viento pudiendo movilizarse cientos de kilometros (Ayo MR,

2015) Para la germinacion de las esporas es necesaria la presencia de rocio sobre

-10 -



las hojas y una alta humedad, condiciones altamente determinantes (Roelfs et al.,
1992).

Las urediniosporas se desarrollan en series lineales y alargadas, llegando a
medir mas de 8 cm, sobre la superficie de la hoja, generando de esta manera areas
comunmente amarillentas; con esporas de 25 — 30 x 14 — 26 micras, con paredes
incoloras finamente equinuladas, de color amarillo, presentan de 8 a 10 poros
germinativos dispersos. Los Telios estan distribuidas en la superficie de las hojas,
tallos e incluso en las espigas, siendo de color café oscuro, formando lineas largas
y delgadas, que permanecen por mucho tiempo cubriendo la epidermis (Chen W
etal., 2014).

En las areas donde las condiciones climaticas son favorables para el
desarrollo del hongo, se reproducen casi exclusivamente en forma asexual por
medio de urediosporas producidas sobre el mismo cultivo. Una vez que las hojas
se comienzan a secar el hongo forma telios de color negro que contiene

teleosporas. (Chen W et al., 2014)

Ciclo de Vida de Puccinia striiformis:

Puccinia striiformis (Ps), en la etapa asexual de urediniosporas, infecta una
gama de hierbas dentro de la familia Poaceae. Colecciones de Ps de ciertas hierbas
mostraron evidencia de especializacion por hospedero, que sirvio para proponer
cinco formas especiales (en latin, formas especiales) a partir de los géneros
originarios del huésped. (Eriksson J, 1894)

Teniendo de esta manera: P. striiformis f. sp. tritici (Pst) especializada en

el trigo, P. striiformis f. sp. hordei (Psh) en cebada, P. striiformis f. sp. secalis en

-11 -



centeno, P. striiformis f. sp. elymi en Elymus spp., P. striiformis f. sp. agropyri en
Agropyron spp. Asimismo, se tiene informes de formas especiales adicionales: P.
striiformis f. sp. dactylidis (Psd) en pasto ovillo (Dactylis glomerata L.), P.
striiformis f. sp. poae (Psp) en el pasto azul de Kentucky (Poa pratensis L.), P.
striiformis f. sp. leymi en Leymus secalinus y P. striiformis f. sp. pseudo-hordei
(Psp-h) en Hordeum spp. en Australia. (Chen W et al., 2014)

Desde que se identificd a Berberis spp. como hospedero alternativo de la
Roya Amarilla del Trigo, se evidencié que este patdgeno tiene un ciclo de vida
heteroico (Figura 4) (Jin et al., 2010). Asimismo, se demostrd que la uva de
Oregon (Mahonia aquifolium) es tambien un hospedero para la fase sexual de la
Roya Amarilla del Trigo (Wang MN y Chen XM., 2013). Las urediniosporas son
principalmente dicaridticas (n+n) y mantienen su estado asexual dentro de su
hospedero primario. Esta fase es la responsable a gran escala de las epidemias de
roya lineal reportadas en cultivos de cereales. (Chen W et al., 2014)

Sin embargo, estas ultimas investigaciones fueron desarrolladas y
descubiertas para Roya amarilla del trigo y hasta la fecha ain no se conoce el
hospedero alterno en caso de Roya Amarilla de cebada. Pero es muy probable que
se trate de una planta del genero Berberis spp 0 una estrechamente cercana a
dicho género.

A medida que la temperatura aumenta al final de la fase de infeccion,
Puccinia striiformis produce tipicamente teliosporas de 2 células. Cada célula de
una teliospora madura contiene un nucleo diploide (2n) formado por cariogamia,
es decir, por fusion de dos células haploides. Esta capacidad de formar teliosporas

varia segun las condiciones ambientales. A continuacion, la meiosis produce
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entonces un solo nacleo haploide que forma una basidiospora (48h). Estas
basidiosporas germinan y son las que infectan al hospedero alterno (Berberis
spp.). Son necesarios aproximadamente unas 40h para la infeccidn de las hojas del
hospedero. Finalmente, estos reservorios de basidiosporas son dispersados a
través del viento en su hospedero final (cereales como trigo o cebada) (Figura 01)

(Chen W. et al., 2014; Hovmgller MS. et al., 2011)

Uredia £ M -

Mini cycle of reinfection
by urediospores

A Teliospore

2n

. ’ ; Basidiospores *
Aeciospores infection

on wheat

Pycnial nectar

Figura 01: Ciclo de vida de Puccinia striiformis (Chen W et al., 2014). Uredios
infectando hojas de cereales y formando urediniosporas (n+n). Telios tipicamente
formados en la epidermis de las hojas necrosada, luego de la temporada de
infeccion y producen Teliosporas (2n). Basidios, son las teliosporas desarrolladas
y producen basidiosporas (n). Picnios, son las basidiosporas que infecta al

hospedero alternativo (Berberis spp.) formando el néctar picneal, estructura que

-13-



luego produce picniosporas (n). Ecios, Se agrupan formando copas eciales las

cuales producen aeciosporas (n+n)

Sintomatologia de la enfermedad:

La Roya Amarilla, es un hongo que ataca a cualquier parte de la planta de
cebada, pero principalmente se encuentran en las hojas. En las hojas, el hongo
produce pustulas de color amarillo y aspecto pulverulento, dispuestas en forma de
estrias lineales y paralelas al sentido de las nervaduras. Los sintomas se pueden
presentarse en cualquier hoja de la planta, pero preferentemente en las hojas del
tercio medio de la planta, con pustulas visibles y formando lineas de 2-4 cm o
méas. El desarrollo de la infeccibn puede ser muy agresivo, dafiando
completamente las hojas entre 12-15 dias, incluso hasta las vainas foliares. (Ayo

MR, 2015)

2.2.3. Marcadores Moleculares para Estudios de Diversidad Genética

Un marcador genético es una porcion de acido nucleico (ADN) o el
producto de una porcién de &cido nucleico (proteina) del organismo en estudio.
Para realizar inferencias bioldgicas, se estudia la variacion de la misma porcion de
ADN en individuos diferentes. Es importante que dicha porcion de ADN se
encuentre en el mismo lugar en el genoma de cada individuo (es decir, en el
mismo lugar en el mismo cromosoma), lo cual se indica usando el término locus.
Para que un locus sea informativo debe ser variable (es decir, polimorfico). Esto
significa que la secuencia de ADN debe ser diferente entre los individuos y dicha

diferencia en las secuencias son denominados alelos.
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Existen diferentes tipos de marcadores (Barker, 2002; Singh, 1997). Entre
los més usados se encuentran los genes mitocondriales, las regiones espaciadoras
internas de transcripcion de 4&cidos ribonucleicos ribosomales (rRNA),
repeticiones en tandem, los cuales incluyen a los minisatélites y microsatélites, y

las mutaciones puntuales de secuencia (SNP).

Genes mitocondriales

La diversidad genética se basa en las diferencias encontradas en los genes
mitocondriales especificos siendo la mas empleada el citocromo oxidasa (COX)
(Vogler RE, 2013). Los genes mitocondriales evolucionan mas rapido que los
genes nucleares, esta caracteristica los hace méas variables y adecuados para
diferenciar los organismos cercanamente relacionados (Singh, 1997). Ademas, el

ADN mitocondrial es circular y mas resistente a la degradacion.

Regiones espaciadoras internas de transcripcion (ITS)

Son regiones variables distribuidas al azar en el genoma que usualmente
son analizadas con la técnica de RFLP, pero también con RAPDs. El ITS esta
compuesto de regiones ITS1 e ITS2, separados por el gen 5.8S que contiene
secuencias repetidas en tandem. Dicha caracteristica permite utilizarlas para la

diferenciacion entre diferentes individuos.

Microsatélites:

Los microsatélites son repeticiones en tandem de 1-6 nucledtidos

encontrados con alta frecuencia en los genomas nucleares de muchos taxa. Se
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conocen también como repeticiones de secuencia simple (SSR), repeticiones en
tandem en numero variable (VNTR) o repeticiones pequefias en tandem (STR).

(Li YC et al., 2002).

2.2.4. Estimacion de la diversidad genética

Distancias Genéticas:

Cuando dos individuos derivan de un ancestro en comun, las secuencias
descendientes gradualmente divergen por sustituciones de nucledtidos (Nei M y
Kumar S, 2000). Una medida simple de la cantidad de divergencia esta dada por
la proporcién (p) de sitios nucleotidicos en las cuales ambas secuencias son
diferentes. Esta proporcion puede ser calculada a partir de la ecuacion:

p = nd/n

Donde nd y n son, el nimero de nucleétidos diferentes entre las dos
secuencias y el numero total de nucleétidos examinados, respectivamente. Esta
medida de la divergencia entre secuencias es llamada distancia p.

Dado que los cambios mutacionales del ADN no necesariamente ocurren
de manera azarosa (e.g. en secuencias codificantes los patrones de sustitucion en
la primera, segunda o tercera posicion del codén no son los mismos; Nei M y
Kumar S, 2000), otra manera de calcular la divergencia entre secuencias es a
partir del uso de modelos matematicos de sustitucion de nucleotidos.

Estos modelos asumen diferentes posibilidades para las sustituciones de
nucleotidos, incluyendo por ejemplo tasas transicionales (cambio entre bases
puricas i.e. A<—G, o pirimidinicas i.e. T<—C) vy transversionales (i.e.

purina<>pirimidina). Entre estos modelos se encuentran el de Jukes-Cantor (JC),
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el de Jin-Nei (JN), el de Tajima-Nei (TN84), el de Kimura dos Parametros (K2P)
(Nei & Kumar, 2000). A partir del uso de modelos de sustitucion nucleotidica, es

posible calcular distancias genéticas corregidas.

2.2.5. Parametros Genético Poblacionales

Variabilidad genética (Polimorfismos de ADN):

Secuencias de ADN variables en un locus dentro de una especie,
representan los diferentes alelos que pueden estar presentes en toda la poblacion.
Puesto que las secuencias de ADN estan compuestas por muchos sitios variables
de nucledtidos, definir un alelo es algo mas complejo que si los alelos fueran
discretos (i.e. A or a). Es por ellos que es importante tener pardmetros que puedan
estimar la variabilidad genética (Polimorfismos de ADN) de una poblacion. Para
ello existen indices de medicion de la variabilidad genética tales como: la
diversidad haplotipica (Hp), la diversidad nucleotidica () y el estimador de
Watterson (0).

La diversidad haplotipica (Hp) considera la probabilidad de que dos
haplotipos elegidos al azar en una poblacion sean diferentes (Nei M, 1987). La
diversidad nucleotidica (pi, m) computa el numero promedio de diferencias
nucleotidicas por sitio entre dos secuencias elegidas al azar (Nei M y Li WH,
1979). El estimador de Watterson (teta, 6) da cuenta del numero de sitios
segregantes (= polimorficos) en una muestra de secuencias por sitio (Watterson

GA, 1975).
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Andlisis Demografico:

Durante décadas la genética de poblaciones se ha ocupado del problema de
cuantificar la contribucion relativa de la seleccion natural en el modelado de la
variacion genética observada entre los organismos vivos (Nielsen R, 2005). Para
la Teoria Neutral de Evolucion Molecular la mayor parte de la variacion
molecular dentro y entre las especies es selectivamente neutral, es decir, no afecta
la aptitud de los organismos (Kimura M, 1968, 1983; Nei M et al., 2010). Asi, el
destino evolutivo de esta variacion en la poblacion puede ser explicado
adecuadamente a través de factores estocasticos, aun cuando no proporcionan
ninguna ventaja a la aptitud de sus portadores. En este contexto, el proceso por el
cual cambian las frecuencias alélicas en las poblaciones debido a factores
aleatorios es referido como deriva genética. Una segunda Teoria, la Seleccionista,
sostiene gue una gran proporcion de la variacion observada si afecta la aptitud de
los organismos y esté sujeta a seleccion Darwiniana (Gillespie JH, 1991).

Suponiendo un modelo poblacional clasico con dos alelos A y a, se habla
de seleccion si la aptitud (W) de los tres posibles genotipos (Waa, Waa, Waa) N0 €s
igual. Ejemplo de ello serian: Waa>Waa>Waa; Waa<Was<Waa 0 Waa<W ag>Wa,.
En organismos haploides, se habla de seleccion si Wa # W,. Contrariamente, si
una nueva mutacion no afecta la aptitud del individuo en el que surge (Waa = Waa
= W,,; en el caso de haploides Wa = W,), se dice que es neutra.

En términos generales, la neutralidad describe la condicion donde los loci en
consideracion no se ven afectados por la seleccion (Nielsen R, 2005). Un método
estadistico destinado a rechazar un modelo de evolucion neutral es denominado

prueba de neutralidad (Nielsen R, 2005).
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Hasta el presente, un nimero creciente de pruebas de neutralidad han sido

desarrolladas y se ha demostrado que los desvios de la hipétesis nula no sélo

pueden ser consecuencia de seleccion sino también de eventos demograficos, dado

que los cambios de tamafio poblacional pueden dejar huellas particulares que

podrian, eventualmente, ser detectadas (Ramirez-Soriano et al., 2008).

Existen varios estimadores frecuentemente utilizados en el analisis de la

estructura poblacional y filogeografia, para detectar huellas de posibles eventos

demogréficos, entre ellos las pruebas de neutralidad de Tajima (D) (Tajima F,

1989) y Fu (Fs) (Fu YX, 1997).

Prueba de Tajima:

Se basa en la deteccion de las diferencias entre los estimadores  y
0 con la determinacion de la D de Tajima, calculada a partir de la siguiente

ecuacion:

\Var (x - 0)

Si Dt es igual a cero, no existe diferencia alguna entre ambos
estimadores indicando evolucion neutral (Tajima F, 1989). Los valores
negativos de Dt sugieren un exceso de variantes de baja frecuencia o
alelos raros y son cominmente interpretados como evidencia de barrido
selectivo reciente, seleccion purificadora, migracion, expansion
poblacional, o cuello de botella severo en el pasado remoto (Schmidt D y
Pool J, 2002; Pool J y Aquadro CF, 2006). Contrariamente, valores

positivos indican un exceso de variantes intermedias y son interpretados
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como evidencia de alguna forma de seleccién equilibradora, reduccion
poblacional, subdivision poblacional, cuello de botella reciente o

migracion (Schmidt D y Pool J, 2002).

e Prueba de Fs de Fu: (Fu, 1997)

Este estadistico se basa en la probabilidad de observar una muestra
al azar con un niimero de alelos igual o menor que el valor observado de =,
bajo la suposicion de que todos los alelos son selectivamente neutrales. Es
decir, se evalla la probabilidad de observar no menos de k haplotipos en
una muestra de n secuencias dado un cierto valor de 0, estimado a través
de 7. Si se denomina a esta probabilidad S, entonces:

Fs=(S/1-S)

Un valor negativo de Fs indica un nimero de alelos raros excesivo,
y es interpretado como evidencia de expansion poblacional (Pilkington
MM et al., 2008) o seleccion, mientras que valores positivos sugieren
poblaciones estables (Bell KC et al., 2010). Simulaciones realizadas por
Fu, sugieren que el estimador Fs es mas sensible a la expansion
poblacional y hitchhiking que la prueba de Tajima. Asimismo, y a partir de
simulaciones se demostro que Fs debe ser considerado como significativo

si p <0,02.

2.2.6. Estructuray Diversidad Genética

En la actualidad existen numerosos métodos estadisticos disponibles para

medir el grado de diferenciacion espacial, los patrones espaciales de variacion
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genética, y el significado de la variacion entre las poblaciones. La medicion de los
patrones espaciales tiene una amplia gama de aplicaciones para probar hipotesis
tales como si la variacion genética se encuentra idénticamente distribuida entre las
poblaciones o si por el contrario existe aislamiento genético a consecuencia de la
distancia geogréafica, entre otros muchos procesos (Epperson BK, 2003). A
continuacion, se detalla el analisis de varianza molecular (AMOVA) utilizado en
el presente trabajo para entender como esta distribuida la variacion genética en las

muestras.

Andlisis de la Varianza Molecular (AMOVA):

El andlisis de la varianza molecular o AMOVA (del inglés Analysis of
Molecular Variance) es un procedimiento estadistico que permite un
particionamiento jerarquico de la variacion genética entre poblaciones y regiones
(Peakall R y Smouse PE, 2009) asi como la estimacion de los estadisticos F (y/o
sus analogos los estadisticos ®) ampliamente utilizados en genética de
poblaciones (Excoffier L et al., 1992). Los estadisticos F (Fis, Fir, Fst) fueron
presentados primeramente por Wright (Wright S, 1951) como una manera de
describir la estructura genética poblacional en organismos diploides (Avise JC,
2004).

En la actualidad estos estadisticos son ampliamente utilizados para
caracterizar la estructura genética de las poblaciones y existen numerosas
aproximaciones matematicas (e.g. Nei M, 1973, 1977; Weir BS. Cockerham CC,

1984) para su calculo a partir de diversos datos empiricos. En términos generales,
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en un AMOVA la variacion genética se descompone en los siguientes niveles
jerarquicos:

®cr: diferenciacion genética entre regiones (grupos) en relacion con la poblacién
total.

®sc: diferenciacion genética entre poblaciones dentro de las regiones (grupos).
®s7: diferenciacion entre los individuos dentro de las poblaciones.

Vale aclarar que los valores de los estadisticos ® en el AMOVA son
variables aleatorias y pueden tomar tanto valores positivos como negativos, caso
este Gltimo en el que deben ser interpretados como 0 (Tzeng TD et al., 2004). En
cualquiera de los niveles, es importante tener en cuenta cuales son las hipétesis
evaluadas, siendo Hp = ausencia de diferencias genéticas (e.g. ®st = 0) y H; =
diferenciacion genética (e.g. ®st > 0). Asi, para un AMOVA si se definiera en
principio varias subpoblaciones (e.g. por localidades geogréaficas) sin considerar
regionalizacion, la hipdtesis nula serd que las subpoblaciones pueden ser
consideradas como parte de una gran poblacion genética. De ser verdadera la Ho,
cualquier grupo subpoblacional definido sera arbitrario y representara meramente
una muestra del pool génico, por lo que se encontraran pocas diferencias genéticas
entre las subpoblaciones arbitrarias (Peakall R y Smouse PE, 2009).

Al aleatorizar las muestras para el conjunto de datos y calcular el AMOVA
para cada aleatorizacion, se obtienen valores cercanos a los esperados por azar. Al
realizar maltiples aleatorizaciones se puede obtener una buena estimacion del
valor esperado si la Hy fuera cierta y es la razon por la que la significancia
estadistica del AMOVA es evaluada mediante permutaciones al azar (Peakall R y

Smouse PE, 2009).
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2.3.  Justificacion del Estudio:

Desde tiempos antiguos la cebada ha sido cultivada ampliamente en el
mundo, debido a que es uno de los cereales con alto valor nutricional después del
arroz, el maiz y el trigo. La cebada al igual que el trigo es un alimento esencial en
la industria de la panaderia, sin embargo, su principal uso es en la industria
cervecera.

La cebada es un cultivo de secano que estd adaptado a zonas altas de la
sierra, debido a su ciclo vegetativo corto y esta adaptado a suelos con bajos
niveles de fertilidad. Las condiciones agroecoldgicas para el cultivo de cebada son
aquellas comprendidas entre 2 400 a 3 300 msnm, un clima que incluya una
precipitacion de 400 a 600 mm a lo largo del ciclo de cultivo, un suelo franco
arenoso, profundo con buen drenaje y con un pH que oscile entre 6.5 a 7.5 (Ayo
MR, 2015).

En las Gltimas décadas la produccién de cereales a nivel mundial llegé a
un volumen promedio anual cercana a los 2750 millones de toneladas (Figura 02)
(FAO, 2013). Hoy en dia representa el cuarto cereal méas abundante en la
superficie terrestre, con aproximadamente tres cuartas partes de produccion
mundial utilizados para la alimentacion animal, 20% es malteada para su uso en
bebidas alcohdlicas y no alcoholicas, y un 5% como ingrediente en una amplia

gama de productos alimenticios (IBGSC et al., 2013).
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Figura 02: Produccién de Cereales totales a nivel mundial (1983-2013)

En el Perd la produccién de cebada, ha estado en aumento, duplicandose la
produccion en los altimos 20 afios; de 113000 toneladas en el afio 1993 a casi
225000 toneladas en el afio 2013 (Figura 03) (FAO, 2013). Mientras que el
rendimiento promedio nacional de la cebada se ha incrementado en 30%, de
11000 Hg/Ha a 14500 Hg/Ha en este periodo. EI motivo de su importancia como
cultivo radica tanto en la diversidad de usos que posee como en su amplia

adaptacion ecologica (Figura 04) (FAO, 2013; Canal G, 2012)
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Figura 03: Produccion de cebada en el Pera (1993-2013)
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Figura 04: Rendimiento de Cebada en el Pert (1993 - 2013)

Actualmente, la produccion nacional se debe en su mayoria a cultivos de
pequefios agricultores que utilizan el grano y sus derivados como alimento diario
para su subsistencia (FAO, 2013). Sin embargo, desde el punto de vista de
seguridad alimentaria la cebada es un rubro esencial para todo el pais.

Existen tres principales hongos que ocasionan los mayores dafios
econdmicos en los cultivos de cebada (Tabla 01). Estas enfermedades son
provocadas por Royas, las cuales pertenecen al género Puccinia spp. Entre ellas,
la roya amarilla y de la hoja son dos enfermedades de gran importancia econémica
a nivel mundial, ademas de ser el principal motivo del retiro de variedades
resistentes, a medida que aumenta el nivel de susceptibilidad de las mismas. En
los Ultimos afios a nivel mundial se ha avanzado en la introduccion de resistencia
en este cultivo, a través del mejoramiento de los genotipos. No obstante, cabe
sefialar que debido a la alta virulencia de las royas este patdgeno sigue causando

inquietud, por ende, su estudio e importancia aumentan. (Ayo MR. 2015).
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Tabla 01: Enfermedades en Cebada por Royas

Enfermedad Hongo Patdgeno Hospedero

Roya Amarilla o Roya Estriada | Puccinia striiformis | Cebada

Roya Parda o Roya de la Hoja | Puccinia hordei Cebada

Roya Negra o Roya del Tallo Puccinia graminis Cebada

Una alternativa para lograr mayor durabilidad de la resistencia a roya
amarilla es mediante la formacion de genotipos que posean resistencia durable,
basada en genes menores que confieren resistencia para el desarrollo lento de la
enfermedad (slow rusting); el efecto de un gen de resistencia para el desarrollo
lento en el progreso de la enfermedad fluctia de pequefio a moderado, pero la
combinacion de dos 0 mas genes de efectos aditivos resulta en un alto nivel de
resistencia (Villasefior O et al., 2009).

Los conocimientos adquiridos por este proyecto contribuiran a la solucién
de los problemas fitosanitarios por Roya Amarilla de Cebada (Puccinia
striiformis). Ya que al conocer la estructura poblacional y la diversidad de este
patdgeno en el Per( favorecera al inicio de un programa de mejoramiento en
cebada adecuado, trajando en una resistencia durable con inoculos de poblaciones

diferenciales de Roya Amarilla del Peru.
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2.4.

Objetivos:

Obijetivo general:

Con este proyecto se espera confirmar la existencia de clusters de Puccinia

striiformis que se diferencian a nivel molecular.

Obijetivos especificos:

e Evaluar la diversidad genética del patdgeno (Roya Amarilla) en el
Ayacucho.

e ldentificar clusters de Puccinia striiformis mediante métodos de
agrupamiento basados en analisis de secuencia.

e Mapear geograficamente la distribucién de los clusters identificados.
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I11. METODOLOGIA

3.1. Material Bioldgico:

3.1.1. Colecta de Muestras:

Se realiz6 viajes a Ayacucho con la finalidad de hacer colectas de las
muestras, con la colaboracion de la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga (UNSCH). La colecta se realiz6 abarcando 5 diferentes provincias de
la region norte de Ayacucho, que son las zonas donde hay mayor incidencia de
Roya Amarilla.

Las muestras fueron colectadas en viales en completa esterilidad, para
evitar contaminacion entre muestras. Se tomaron las hojas de cebada con la mayor
cantidad de lesiones (pustulas), producida por infecciones de Roya Amarilla

(Figura 05).

Figura 05: Sintomas de infeccion por roya amarilla
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3.1.2. Clasificacion de las Muestras:

Todas las muestras colectadas se llevaron a Lima para ser almacenados a -
80°C en el laboratorio hasta su procesamiento. Adicionalmente se utilizaron
también muestras colectadas afos anteriores por el Laboratorio de la Unidad de
Genomica (2010 al 2012), conservados a -80°C. Finalmente se clasificaron y
rotularon las muestras por fecha de colecta y por su lugar de procedencia;
adicionalmente se les asigné un cédigo para poder contabilizarlas dentro del
laboratorio. Las muestras fueron colectadas de un total de 30 diferentes

comunidades pertenecientes a 11 distritos y 5 provincias (Tabla 02)

Tabla 02. Representacién de las muestras colectadas en provincias

N° de Muestras | Distrito Provincia
1 Los Morochucos | Cangallo

1 Carmen alto Huamanga
13 Chiara Huamanga
15 Quinua Huamanga
12 Socos Huamanga
8 Vinchos Huamanga
1 Acocro Huamanga
4 Ayahuanco Huanta

15 Huamanguilla Huanta

10 San Miguel La Mar

4 Vischongos Vilcashuaman
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3.2. Procedimiento Experimental

3.2.1. Aislamiento de esporas:

Teniendo ordenadas y clasificadas las muestras de hojas de cebada
infectadas con Roya Amarilla, se procedié a separar las urediniosporas (Figura
06) del tejido vegetal. Se estandarizd un método disefiado en el laboratorio para
separarlas por centrifugacion sin dafar el tejido vegetal. En tal sentido se ide6 el
siguiente protocolo de aislamiento de esporas:

En primer lugar, se esterilizd con etanol una placa Petri, un portaobjeto y
un bisturi. Después, con ayuda de un estereoscopio, se enfocaron las muestras de
hojas colocadas en portaobjetos ubicando las pustulas hacia el enfoque y se
verificd que haya una buena cantidad de pustulas abiertas (caso contrario se
utilizé una aguja esterilizada para poder abrir las pastulas y dejar expuestas las
esporas).

Luego se pasO la hoja a una placa Petri para cortarla en fragmentos
pequefios, tratando de tomar la mayor cantidad de pustulas, y se traspasaron en
tubos de 1.5mL, se agregd6 NFW con sumo cuidado hasta cubrir todas las hojas,
para luego centrifugarlas a maxima velocidad (14000 rpm) por 10-20 minutos
hasta que se obtuvo un pellet de esporas.

Se elimino el sobrenadante y el tejido vegetal tratando de no dejar
residuos, y sin perturbar el pellet de esporas, para finalmente realizar la extraccion

de ADN.
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Figura 06: Hojas infectadas conteniendo urediniosporas del hongo

3.2.2. Extraccion de ADN:

Se realizé la extraccion de ADN gendmico a partir de los 84 aislamientos
de urediniosporas de Puccinia striiformis. Para dicho procesamiento de muestras
se estandariz el protocolo de CTAB/NaCl, con ligeras modificaciones para
esporas.

Se colocaron los aislamientos de urediniosporas del patdégeno en tubos de
1.5mL a los que previamente se afiadié 100uL de buffer de extraccién (CTAB 2%,
Tris 0.2M pH 8, EDTA 0.02M pHS8, NaCl 1.4M y B-mercaptoetanol 0.2%). A
continuacién, se introdujo un pilon de pléastico para moler las esporas
mecanicamente. Luego de triturar por completo las esporas se agregd 20 pL de
Proteinasa K (20 ng/ uL) y 500uL de buffer de extraccion, luego se colocd los
tubos en bafio Maria a 65°C por espacio de 2 horas en agitacion. Después de
transcurrida la incubacion, se dejo enfriar a ambiente y se agregd 600uL de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y se centrifugd a maxima velocidad (14000
RPM) por 5 minutos. El sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo de 2mL, se
adiciono 50uL de CTAB 10X y se mezcld. Luego se repitid, la separacion con

cloroformo:alcohol isoamilico, y la centrifugacion. Para la precipitacion de ADN,
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el sobrenadante se pasé a un nuevo tubo de 1.5mL y se agregdé 2 volimenes de
isopropanol frio y se puso a -20°C por una noche.

Posteriormente se centrifugd a maxima velocidad por 20 minutos y se
descartd el sobrenadante. Se procedié luego a lavar el pellet con 1mL de etanol
80% frio por 1 minuto y se centrifugd a maxima velocidad por 20 minutos. Se
descartd el sobrenadante y se realizd un nuevo lavado con etanol 90% frio, se
centrifugd y se dejé secar el pellet por 1 hora a temperatura ambiente. Para
resuspender el ADN se utiliz6 100uL de buffer TyoE; (Tris-HCI 10mM y EDTA
1mM), y se incubaron las muestras a 37°C por 1 hora conteniendo 2uL de RNAsa

10mg/mL. Finalmente, estas muestras fueron almacenadas a -20°C hasta su uso.

3.2.3. Cuantificacion, visualizacién y dilucion del ADN gendmico:

Para determinar la pureza y las concentraciones de ADN extraido de las
muestras, se utilizO un Biofotometro D30 Eppendorf®, el cual es un
espectrofotdmetro de amplio rango de longitud de onda. Las muestras de ADN
fueron atemperadas en caso de congelacion y se colocaron alicuotas de 2uL en la
camara de medicién (cubetas de 1mm). En el equipo se tuvieron varias
consideraciones como:

e La concentracién en ng/uL en base a la absorbancia a la longitud de onda
adecuada (260nm).

e La relacion de absorbancias 260/280, para determinar el nivel de pureza de
las muestras y la contaminacién de tipo proteica y/o por alcoholes.

e La relacion de absorbancias 260/230, para determinar la contaminacion

por sales.
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Una vez cuantificadas todas las muestras y determinados sus niveles de
pureza, se procedio a realizar una corrida de electroforesis para visualizar y
determinar si el ADN estaba degradado. Se prepard un gel de agarosa 1% en
buffer TBE 1X (Tris-HCI 1M, Acido Bérico 1M, EDTA 0.02M pHS8) tefiido con
Bromuro de Etidio 0.5 ng/uL de acuerdo al protocolo propuesto por Sambroock et
al. (1989) La corrida se llevo a cabo a 90 voltios por espacio de 1 hora en una
camara horizontal Cleaver Scientific Ltd®. La visualizacion se realizé bajo luz
UV en un fotodocumentador que genero las fotografias para observar la calidad de
ADN.

Una vez evaluada la calidad, pureza y concentracion de los ADN
gendmicos se realizo la dilucion de las mismas. Las muestras fueron diluidas con
agua libre de nucleasas (NFW, Nuclease-Free Water) hasta obtener la

concentracion final ptima para su trabajo posterior.

3.2.4. PCR para amplificacion del gen ITS:

Se utilizaron primers universales para poder amplificar la region
espaciadora I1TS1, la subunidad ribosomal 5.8S y la regién espaciadora ITS2. Esta
region es muy utilizada en estudios de diversidad genética y filogenia, ya que se
trata de un gen ampliamente conservado entre especies.

Los primers universales 1TS1, ITS1F, ITS2, ITS2R, ITS3, ITS4 e ITS5
fueron probados para amplificar ADN de los aislamientos mediante PCR (White
et al., 1990), hasta encontrar los mas adecuados. Luego de las pruebas respectivas,
se decidi6 elegir los primers ITS1F (Gardes M y Bruns TD, 1993) e ITS2R, ya

que este par mostré una mejor calidad en las bandas discretas. (Tabla 03)
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Tabla 03. Cebadores Especificos para ITS

Primer (Cebador) | Secuencia N bases

ITS1F (forward) 5" CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 3" | 22bp

ITS2R (reverse) 5° TGTGTTCTTCATCGATG 3’ 17bp

Estandarizacion de las condiciones de PCR

Antes de poder amplificar el gen en todos los individuos se estandarizaron
las condiciones mas adecuadas para la reaccion de PCR. En tal sentido los
parametros principales que se evaluaron, fueron los siguientes:

e Concentracion de ADN
e Temperatura de hibridacion Th
e Concentracion de MgCl, (Cloruro de magnesio)

Se prepar6 una gradiente de ADN donde las concentraciones finales,
expresadas en peso neto de ADN, estuvieron entre 20ng y 200ng por reaccion.
(Ver Tabla 04)

Para determinar la temperatura de hibridacion de los cebadores se hizo ensayos
con varias muestras al azar (se probaron unas 10 en total). Se elaboré una
gradiente de temperatura entre 50°C - 65°C. (Ver Tabla 04).

Al mismo tiempo que se determinaba la Temperatura de hibridacion, se
estandarizd también la concentracion de MgCl,. Entonces, se establecieron 4
repeticiones (grupos) con las mismas gradientes antes mencionadas. Cada grupo
se probo con una concentracion diferente de MgCl, siendo estas de 1.5mM, 2mM,

2.5mM y 3mM por reaccion. (Ver Tabla 04)
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Tabla 04. Reactivos del master mix para la PCR:

Concentracion

Concentracion

Reactivo
Inicial Final
NFW -- --
Buffer de PCR 5X 1X
MgCI2 25mM 1.5mM - 3mM
dNTPs 10mM 0.2mM
Primer Forward (ITS1F) 10uM 0.4uM
Primer Reverse (ITS2R) 10uM 0.4uM
Taq DNA Polimerasa 5U/uL 1U/reaccion
ADN 20ng/uL 20ng — 200ng

Volumen Total Final

25uL por reaccion

Todos los ensayos de PCR fueron realizados en termocicladores Mastercycler®
Pro de Eppendorf®. Se utilizaron los cebadores para ITS (Tabla 03) siguiendo las
condiciones mostradas debajo (Tabla 05), cabe mencionar que estas condiciones

se utilizaron a partir del protocolo descrito por Wang (Wang Y et al., 2009) con

ligeras modificaciones.
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Tabla 05. Condiciones de las reacciones de PCR

Ciclos | Temperatura Tiempo
Pre-Desnaturalizacion 1 95°C 5 minutos
Desnaturalizacion 94°C 30 segundos
Hibridacién 34 50°C - 65°C | 40 segundos
Elongacion 72°C 1 minuto
Elongacion Final 1 72°C 10 minutos
Conservacion 1 15°C Indefinido

Amplificaciéon del gen ITS en todos los individuos:

Una vez que se lograron estandarizar las condiciones de la temperatura de
hibridacién, concentracion de ADN y MgCl,. Se procedi6 a realizar la
amplificacion de ITS por PCR, a partir de las 84 muestras de ADN diluidas. Los
productos de PCR fueron visualizados en geles de agarosa al 2% en TBE 1X y se
corrieron a 90V por 1 hora. Se us6 como marcador de peso molecular GeneRuler
Scientific™. Finalmente fueron

100bp DNA Ladder de ThermoFicher

fotografiados mediante el fotodocumentador. (Figura 10)

3.2.5. Clonamiento y secuenciamiento del gen ITS:

A pesar de que se optimizaron las condiciones de PCR con los primers
ITSIF e ITS2R, para obtener una banda discreta, las secuencias obtenidas en su
mayoria resultaron en electroferogramas con demasiado ruido y/o con presencia
de posiciones ambiguas multiples (Vogler RE, 2013). La primera explicacion que

se establecio fue que el fragmento de ITS purificado luego de la PCR, tenia
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insuficiente concentracion y no alcanzaba al minimo recomendado por el servicio
de secuenciamiento de 20ng/uL. Sin embargo, aun en el 50% de las muestras se
observo todavia electroferogramas con ruido, posiblemente por el mismo
problema antes detallado. Es asi que la mejor manera para eliminar este problema
fue clonar los fragmentos de ITS, ya que el clonamiento nos ayudaria a obtener un
fragmento de ITS mas limpio y con una concentracidn superior.

Dicho clonamiento se realizé con la finalidad de obtener una secuencia de
buena calidad y concentracién adecuada. EI clonamiento de los productos de PCR
se llevd a cabo mediante transformacion bacteriana por electroporacion. Y se
utilizo el sistema pGEM® - T Easy Vector Systems de Promega® como vector de
clonamiento, junto con células electrocompetentes (E. coli MAX Efficiency®

DH50™ de Invitrogen, genotipo de alta eficiencia de transformacion).

Amplificacién de ITS:

Las 84 muestras fueron nuevamente amplificadas, pero en volumenes de
50uL, para obtener mayor cantidad de producto. Se realizo la separacién de dichos
productos mediante geles de agarosa al 3% en TBE 1X y teniendo pocillos méas
grandes. La visualizacion se realizo en una cdmara de luz UV para poder observar

facilmente las bandas.

Purificacion de los Productos:

Las bandas correspondientes al gen ITS (700bp) fueron cortadas a partir
del gel y transferidas a tubos de 1.5mL estériles. Los geles cortados fueron

purificados mediante el kit comercial Wizard® SV gel and PCR Clean-Up System
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de Promega®, siguiendo el protocolo del fabricante. Finalmente, se
resuspendieron los ADN en 50uL de NFW y se congelaron a -20°C hasta su

posterior uso.

Ligacion de los productos de PCR (ITS):

Se realizd la ligacion a partir de los productos de PCR purificados. En
primer lugar, los productos de PCR fueron ligados al vector pPGEM® - T segun las
condiciones del fabricante (Tabla 06). Finalmente, las muestras fueron

conservadas a 4°C por toda la noche para una ligacion exitosa.

Tabla 06: Condiciones de reaccion de Ligacion:

Reaccién Control Control

Estandar Positivo | Negativo

Buffer de ligacion 2X 5uL SuL SuL
Vector pGEM® - T luL luL luL
Producto de PCR XuL (*) - -
DNA Control de Inserto - 2uL -
T4 DNA Ligasa luL lulL lulL

NFW hasta el volumen
10uL 10uL 10uL
final:
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(*) el producto de PCR de las muestras se calculard teniendo en cuenta una

proporcion 1:5

Preparacion de células electrocompetentes:

Se prepararon las células (E. coli DH5a™) partiendo de un stock madre.
Se hizo incrementos siguiendo un protocolo para preparar células
electrocompetentes. (Sambrock et al., 2009)

Se utilizd un stock de células congeladas de la cepa DH5a'™. Para
reactivarla se sembrd por agotamiento 5 - 10uL en una placa con Medio LB solido
(Triptona 10g/L, Extracto de Levadura 5g/L, NaCl 10g/L y Agar 20g/L). Luego
se incubo la placa a 37°C por una noche.

Después de incubar se procedio a picar una UFC (Unidad Formadora de Colonias)
y se traspasé a un tubo de cultivo con 3mL de Medio LB liquido (Triptona 10g/L,
Extracto de Levadura 5g/L, NaCl 10g/L). De igual manera se incub6 el tubo a
37°C en agitacion por toda una noche.

Al mismo tiempo se prepararon 2 matraces erlenmeyer estériles con 250mL de
Medio LB liquido. A continuacion, se inoculé cada matraz con 1mL del cultivo a
partir del tubo. Nuevamente se incubaron ambos matraces a 37°C en agitacion a
200RPM hasta obtener un ODggonm) entre 0.5 - 0.7. Para evitar que el OD se pase
del establecido se realiz6 mediciones por espectrofotometria cada hora.

Una vez alcanzado el ODoonm) Necesario, se dividio el cultivo de cada
matraz en 4 viales de 50mL. Luego se procedié a centrifugar los 8 viales a
4800RPM por 15 minutos a 4°C. Luego se eliminé el sobrenadante, con cuidado

de no perturbar el pellet.
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Seguidamente procedié a realizar los lavados (3 repeticiones en total) de las
células con 25mL de Glicerol 10% estéril y frio. Por cada lavado se centrifugé los
viales a 4800RPM por 15 minutos a 4°C y se descarto el sobrenadante entre cada
repeticion.

Finalmente, los pellets de cada vial se resuspendieron en 200uL de glicerol
10% estéril y frio, para luego hacer alicuotas de 80uL en tubos de 0.6mL. Todos

estos tubos fueron congelados y almacenados a -80°C hasta su uso.

Transformacién Bacteriana y Seleccion de Colonias:

La transformacion bacteriana, se llevo a cabo por electroporaciéon en un
equipo Electroporator 2510 de Eppendorf®, segun las especificaciones del
fabricante. Este equipo nos permitié dar una descarga eléctrica sobre las bacterias
a fin de que los pldsmidos recombinantes (vector pPGEM®-T mas el inserto de
ITS) puedan entrar en las células. Para este fin se utilizd el siguiente método
segun Sambrock (Sambrock et al., 2009)

En primer lugar, se descongel6 las células electrocompetentes sobre hielo
(Alicuotas de 80uL), que se prepard un dia antes. Se colocd sobre el hielo tambien
el porta cubetas del electroporador y las cubetas que se usen.

Una vez que las células electrocompetentes fueron descongeladas por
completo se coloco toda la alicuota (80uL) sobre los 10uL de plasmido
recombinante. La mezcla fue homogenizada y se caloca dentro de la cubeta del
electroporador y se incuba en hielo por 1 minuto.

Mientras se programan las condiciones de electroporacion en el equipo

(cubeta de 0.1cm, 1.8KV, 2000hm y 25uF), se coloco la cubeta, con la mezcla en
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el porta cubetas. El porta cubetas se secé cuidadosamente y se coloco dentro del
equipo para dar inicio al pulso eléctrico que dur6 aproximadamente 5ms.

Una vez electroporada la muestra, se retird la cubeta del equipo y se le
agregd inmediatamente 1mL de medio SOC (Triptona 20g/L, Extracto de
Levadura 5¢/L, NaCl 1M, KCI 1M, Glucosa 20mM y MgCIl 20mM) previamente
calentado a 37°C. Se mezcl6é suavemente y se paso el contenido completo de la
cubeta a un tubo limpio de 1.5mL. Los nuevos tubos conteniendo las muestras
fueron incubados en shaker para incubarlos por 1 hora a 37°C, en agitacion lenta.

Luego del periodo de incubacion las muestras fueron centrifugadas a
14000 RPM por 5 minutos. Se elimind los sobrenadantes y se resuspendid los
pellets de células en 200uL Medio LB liquido con ampicilina (100ug/mL).
Finalmente se prepar6 placas de Medio LB/Amp/IPTG/X-gal (Sambrock et al.,
2009), y se procedio a sembrar las muestras resuspendidas en LB sobre dichas
placas con ayuda de un asa de Digralsky. Luego todas las placas se incubaron a
37°C por 1 dia.

Estas placas nos ayudardn a seleccionar entre las bacterias que hayan
incorporado exitosamente los plasmidos (colonias Blancas) y descartar las que no
contiene ningun plasmido (colonias Azules). Para buscar los clones que contenian
el vector con el inserto, a partir de las placas, se tomo con un asa estéril 1 UFC
blanca, y otra azul como control, las cuales fueron sembradas en 5 ml de medio

LB por 18 horas.
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Extraccion del ADN plasmidico:

Después de ser incubadas las UFC en los tubos de cultivo, se llevé a cabo
una purificacién del ADN plasmidico mediante el kit comercial Zyppy™ Plasmid
Miniprep Kit de ZYMO RESEARCH, siguiendo las instrucciones del fabricante.
Una vez obtenidos los plasmidos recombinantes de cada muestra se realiz6 una
visualizacion por electroforesis, antes de ser enviados a secuenciar. Esta
visualizacion se realiz6 con la finalidad de poder comprobar que el plasmido
incorpor6 o no el inserto de interés (ITS). Si el plasmido tiene el inserto, se
observa una banda mas grande (700bp més grande) y si el plasmido no tiene el

inserto, se observa una banda mas pequefia (3000bp).

Secuenciamiento y Obtencién de Secuencias Consenso:

Una vez que se comprobd que los plasmidos habian incorporado los
insertos adecuados (gen ribosomal ITS), las 84 muestras fueron enviadas a
Macrogen Korea para brindarnos el servicio de secuenciamiento. Los plasmidos
fueron secuenciados en ambos sentidos para cada muestra. Los electroferogramas
y las secuencias fueron analizados mediante los programas MEGA v 6.1 (Tamura
K et al., 2013) y ClustalX (Larkin MA et al., 2007) para obtener las secuencias
consenso. La especificidad de las secuencias se comprobd por comparacion con
secuencias depositadas en GenBank, provisto por la NCBI, (Nacional Center for
Biotechnology Information;) mediante el algoritmo BLASTn (Altschul et al.,

1990).
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3.2.6. Andlisis bioinformatico:

El andlisis bioinformatico fue hecho a partir de las secuencias consenso
obtenidas para la region parcial del gen de ribosomal ITS, de las 84 muestras. Se
considerd aquellas muestras que mostraban un electroferograma con excelente
calidad. Para todos los analisis subsecuentes en este apartado se elabord un
archivo de entrada (.txt), el cual contenia las secuencias de las 84 muestras en

formato .FASTA.

Estimacion de las Distancias Genéticas:

El calculo de las distancias se realizd mediante la comparacion de pares de
haplotipos, utilizando en primera instancia la distancia p, y posteriormente los
siguientes modelos de sustitucién nucleotidica: Jukes-Cantor (JC), Jin-Nei (JN),
Kimura dos Parametros (K2P) y Tajima & Nei (TN84). Los calculos de las
distancias fueron ejecutados en DARwin 6.0.1.0 (Perrier et al., 2003) y también
en MEGA v 6.1 (Tamura et al., 2013)

La construccién de los dendrogramas en base a las distancias genéticas se
hizo con ayuda del programa MEGA 6.1 (Tamura et al., 2013) Para observar qué
tan relacionados estan las muestras, se utilizo un andlisis inferido por el método de

UPGMA.

Estimacion de la Variabilidad Genética:

La variabilidad genética de las secuencias obtenidas a partir de las

urediniosporas de Puccinia striiformis, se caracterizo a través del calculo de tres
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indices con ayuda del programa DnaSP v5.10 (Librado P. Rozas J, 2009):

diversidad haplotipica, diversidad nucleotidica y estimador de Watterson.

Estimacion de Parametros Demogréfico:

El analisis demogréafico se realizd mediante 2 pruebas de neutralidad
diferentes:

e Prueba de Tajima (Dr):

En el presente trabajo el calculo de la prueba de Tajima se realizd

mediante DNAsp 5.10 (Librado P. Rozas J, 2009). La significancia

estadistica de la D de Tajima se obtuvo en este programa a partir del

método analitico original de Tajima (Tajima F, 1989) y utilizando

simulaciones coalescentes (5.000 réplicas) basandose en el numero de

sitios segregantes (S). A partir de estas simulaciones, se obtuvo el

intervalo de confianza del 95% para el valor de Dr.

e Prueba de Fu (Fs):

El célculo de la prueba FS de Fu, en el presente trabajo, se realiz6

mediante DNAsp 5.10 (Librado P. Rozas J, 2009). La significancia

estadistica se obtuvo utilizando simulaciones coalescentes (5.000 réplicas)

sobre la base del nimero de sitios segregantes (S).

Analisis de VVarianza Molecular (AMOVA):

La existencia de estructura geneética entre poblaciones de Puccinia

striiformis se infirio6 mediante un AMOVA realizado en el programa Arlequin

-44 -



3.5.1.3 (Excoffier L. Lischer HEL, 2010). Este analisis se corrié para ambas sub-
poblaciones de P. striiformis (n= 2).

Se realiz6 una comparacién pareada entre ambas sub-poblaciones (zonas
geograficas) utilizando el estadistico Fst a los efectos de determinar las

poblaciones con mayor diferenciacion genética.
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IV. RESULTADOS

4.1. Colecta de Material Bioldgico

Una vez que se realizo las colectas, se elabor6 una tabla conteniendo todos
los datos de las muestras como la distribucion geogréafica y se asign6é un codigo

para cada muestra. (Tabla 07)

Para poder facilitar el estudio se prepard un mapa con las diferentes zonas

de muestreo (Figura 07)

Huanta

Huamanga
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b e

!
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A @

Figura 07: Mapa de Colecta de Muestras. Muestra los principales lugares (5

provincias diferentes) de colecta de la region norte de Ayacucho

Tabla 07. Ubicacion geografica de las muestras utilizadas en el estudio:

Muestra Provincia Distrito Pueblo
GRUO001 Huanta Huamanguilla Ccochachin
GRUO002 Huanta Ayahuanco Vista Alegre
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GRUO003 Huanta Ayahuanco Vista Alegre
GRUO004 Huanta Ayahuanco Vista Alegre
GRUO005 Huanta Ayahuanco Vista Alegre
GRUO006 Huanta Huamanguilla Ccochachin
GRUO007 Huanta Huamanguilla La Vega
GRUO008 Huanta Huamanguilla La Vega
GRUO009 Vilcashuaman Vischongos Pueblo Libre
GRUO010 Vilcashuaman Vischongos Pueblo Libre
GRUO011 Vilcashuaman Vischongos Vischongos
GRUO012 Huanta Huamanguilla La Vega
GRUO013 Huamanga Chiara Chupas
GRUO014 Huamanga Vinchos Vinchos
GRUO015 Huamanga Socos Rancha
GRUO016 Huamanga Socos Socos
GRUO017 Huamanga Socos Socos
GRUO018 Huamanga Socos Socos
GRUO019 Huamanga Socos Socos
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GRUO020 Huamanga Socos Socos
GRUO021 Huamanga Socos Socos
GRU022 Huamanga Quinua Vista Alegre
GRUO023 Huamanga Socos Huascahura
GRUO024 Huamanga Socos Huascahura
GRUO025 Huamanga Socos Rancha
GRUO026 Huamanga Acocro Matara
GRUO027 Huamanga Carmen Alto Yanama
GRU028 Huamanga Chiara Chiara
GRU029 Huamanga Chiara Chupas
GRUO030 La Mar San Miguel Pariahuanca
GRUO031 La Mar San Miguel Pariahuanca
GRUO032 Huamanga Quinua Muruncancha
GRUO033 Huamanga Quinua Muruncancha
GRU034 La Mar San Miguel Llaghuapampa
GRUO035 La Mar San Miguel Pariahuanca
GRUO036 La Mar San Miguel Yatanccasa
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GRUO037 Vilcashuaman Vischongos Chaucococha
GRUO038 Huamanga Quinua Muruncancha
GRUO039 Huamanga Quinua Muruncancha
GRUO040 Huamanga Quinua Muruncancha
GRU041 Huamanga Quinua Muruncancha
GRU042 Huamanga Quinua Muruncancha
GRU043 Huamanga Quinua Muruncancha
GRUO044 Huamanga Socos Socos
GRUO045 Huamanga Socos Socos
GRUO046 Huamanga Vinchos Arizona
GRU047 Huamanga Vinchos Casacancha
GRU048 Huanta Huamanguilla La Vega
GRUO049 Huanta Huamanguilla La Vega
GRUO050 Huanta Huamanguilla Marayniyoq
GRUO051 Huanta Huamanguilla Marayniyoq
GRUO052 Huanta Huamanguilla Marayniyoq
GRUO053 Huanta Huamanguilla Marayniyoq
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GRUO054 La Mar San Miguel Cuypampa
GRUO055 Huamanga Chiara Huallgaoukro
GRUO056 Huamanga Chiara Huallgaoukro
GRUO057 Huamanga Quinua Muruncancha
GRUO058 Huamanga Quinua Muruncancha
GRUO059 Huamanga Chiara Huallgaoukro
GRUO060 Huamanga Chiara Esquinera
GRUO061 Huamanga Chiara Huallgaoukro
GRU062 Huamanga Chiara Huallgaoukro
GRU063 Huamanga Chiara Huayqo
GRUO064 Huamanga Chiara Huayqo
GRUO065 Huamanga Chiara Pampa Chupas
GRUO066 Huamanga Quinua Muruncancha
GRUO067 Huamanga Chiara Pampa Chupas
GRUO068 Cangallo Morochucos Suca
GRU069 Huanta Huamanguilla La Vega
GRUQ70 Huanta Huamanguilla La Vega
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GRUO071 Huanta Huamanguilla La Vega
GRUQ72 Huanta Huamanguilla La Vega
GRUQ73 La Mar San Miguel Llaghuapampa
GRUO074 La Mar San Miguel Llaghuapampa
GRUQ75 La Mar San Miguel Llaghuapampa
GRUQ76 La Mar San Miguel Llaghuapampa
GRUQ77 Huamanga Vinchos Vinchos
GRUQ78 Huamanga Vinchos Ccayhuapampa
GRUO079 Huamanga Vinchos Chillka Orcco
GRUO080 Huamanga Vinchos Suyruccpata
GRUO081 Huamanga Vinchos Suyruccpata
GRU082 Huamanga Quinua Muruncancha
GRUO083 Huamanga Quinua Muruncancha
GRU084 Huamanga Quinua Muruncancha

4.2. Amplificacion del Gen ITS en los Individuos:

4.2.1. Aislamiento de urediniosporas

La cantidad de urediniosporas que se logré obtener, mediante el

aislamiento, fue de 10 a 50ug, por muestra de tejido foliar. Las muestras que
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dieron baja cantidad de urediniosporas fueron repetidas para generar mayor
indculo. Se estableci6 como minimo 50ug de in6culo por muestra antes de

proceder a la extraccion de ADN.

4.2.2. Extraccion, cuantificacion, v dilucién del ADN gendmico:

La extraccion de ADN resultd ser bastante eficiente. Se logré obtener
concentraciones de rangos entre 40 y 150ng/uL a partir de los aislamientos de
esporas. Las medidas de las absorbancias fueron determinadas por
espectrofotometria. También se evaluaron las relaciones de absorbancias a
260nm/280nm y 260nm/230nm para determinar la posible contaminacion de las
muestras.

Con respecto a la relacion A260/A280 se aceptaron como muestras de
buena calidad, aquellas cuyos valores estuvieron entre 1.70 a 1.99. Las muestras
con valores menores de 1.7 nos indican contaminacién con proteinas por lo que se
descartaron y se repitid la extraccion. Mientras que las muestras con valores
mayores de 1.99, indican contaminacion por alcoholes, de igual forma fueron
eliminadas y repetidas. EI 80% de las muestras obtuvieron ADN de buena calidad
con valores entre 1.75 y 1.95. El otro porcentaje de las muestras (20%) fue
reprocesado ya que tenian contaminacion proteica o por alcoholes. Aquellas
muestras contaminadas con proteinas se volvieron a extraer hasta obtener un valor
aceptable, pero las muestras contaminadas con alcoholes simplemente fueron
precipitadas y lavadas nuevamente hasta entrar en el rango aceptable.

Por otra parte, en la relacion de absorbancias A260/A230 se tomo en

cuenta valores de 1.8 a 2.0 como aceptables. En este caso los valores por debajo
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de 1.8 son un indicativo de contaminacion por sales o restos organicos. En este
caso las muestras en su totalidad tuvieron valores entre 1.8 y 2.0. Por lo tanto, las
muestras no tuvieron que descartarse y repetirse segun este parametro.

Cabe resaltar que estas acciones se tomaron para evitar que los
procedimientos subsecuentes (como las reacciones de PCR) sean inhibidos por
algun tipo de contaminante. Después de ser cuantificadas las 84 muestras, y
evaluado su nivel de pureza y calidad, estas fueron diluidas con NFW hasta llegar
a una concentracion de 20ng/uL.

Finalmente, las muestras diluidas fueron visualizadas mediante electroforesis para
poder observar posibles problemas de degradacion del ADN. En ninguna muestra
se observo signos de fragmentacion del ADN (Figura 08). Por lo tanto, las

muestras quedaron listas para los siguientes ensayos.

Figura 08: Gel de electroforesis (referencial) mostrando las muestras de ADN
purificadas. Electroforesis en gel de agarosa al 1%: se observan algunas

muestras de ADN diluidas aproximadamente en 20ng/uL, con sus respectivos
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gradientes de concentracion en los marcadores, siendo M1: 20ng/uL, M2:

50ng/uL y M3: 100ng/uL.

4.2.3. Amplificacion de ITS:

Se amplifico ITS con las condiciones adecuadas (Figura 09), y se puede
observar una banda unica y bien definida a unos 700bp aproximadamente
dependiendo de la muestra. Se reamplifico las muestras que amplificaron
correctamente ITS, pero en un volumen de 50uL para poder obtener una mayor
cantidad de producto que luego pueda ser purificado, clonado y secuenciado.

Antes de proceder con el clonamiento, los productos de PCR fueron
visualizados por electroforesis en un gel de agarosa, para evidenciar las bandas

discretas para cada muestra. (Figura 10)
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Figura 09: Condiciones Estandarizadas de la PCR para amplificar regiones ITS
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Figura 10: Gel de electroforesis (referencial) mostrando productos de ITS
amplificados por PCR. Electroforesis en gel de agarosa al 2%: Se observan
los fragmentos de ITS (700bp), las muestras corresponden a algunas de las 84

muestras. Como marcador se utilizé 100bp ladder.

4.3. Clonamiento, transformacion y secuenciamiento:

4.3.1. Purificacioén, ligacion y transformacion de ITS:

Una vez que se amplifico el gen ITS en todas las muestras considerando
un volumen final de reaccién de 50uL, el producto resultante, una banda de ADN
de 700bp, se purifico y ligo con el vector pPGEM®-T. A partir de esta ligacion se
transformaron células electrocompetentes de E. coli DH5a™ en las placas de

LB/Amp/IPTG/X-gal.

4.3.2. Seleccion de UFC transformadas:

Cada muestra fue sembrada en 2 placas LB/Amp/IPTG/X-gal con
diferentes concentraciones del indculo, a fin de poder aislar bien las colonias. Una
vez las colonias crecieron, se seleccioné 1 sola UFC (unidad formadora de
colonia) blanca y otra colonia azul.

Cada colonia fue picada y sembrada en tubo de cultivo con 5mL de medio

LB y Ampicilina. Inmediatamente se incubaron los tubos en el equipo MaxQ™
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8000 Incubated Stackable Shakers de Thermo Scientific™ a 37°C con 220RPM

de agitacion por 24 horas (figura 11).

Figura 11: Placas de LB/Amp/IPTG/X-Gal con las muestras transformadas
sembradas. Se puede observar placas referenciales de 2 muestras al azar en donde
se ve la diferencia entre colonias blancas de azules, donde las colonias blancas son
las que tiene el inserto de interés (ITS) dentro de las bacterias, esto gracias al

marcador de seleccion LacZ.

4.3.3. Extraccion de plasmidos y secuenciamiento:

Después que fueron incubados los tubos con las muestras en medio LB, se
procedié a extraer los plasmidos recombinantes (i.e. plasmidos que contenian el
inserto de interés). La extraccion o purificacion de los plasmidos se realizo
mediante el kit comercial Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit de ZYMO
RESEARCH, siguiendo las instrucciones del fabricante. Para comprobar la
concentracion y la calidad se prepard un gel de electroforesis al 1.5% en TBE 1X,

para visualizar las bandas correspondientes al ADN plasmidico (Figura 12).
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Figura 12: Gel de electroforesis (referencial) de las muestras de ADN
plasmidico purificadas. Electroforesis en gel de agarosa al 1%: Se observan
los plasmidos que se purificaron, las muestras 1 — 16 corresponden a las muestras
cuyos plasmidos fueron purificados con un peso de 3700bp, mientras que el

marcador que se utilizo fue 1Kbp ladder.

Finalmente, para confirmar la naturaleza del fragmento clonado se procedi6 con el

secuenciamiento (Figura 13), antes de proceder a la parte bioinformatica.
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Figura 13: Electroferograma de una muestra de ITS. Ejemplo del archivo
correspondiente a un electroferograma de buena calidad de una muestra de

plasmido recombinante conteniendo el fragmento de ITS.

4.4. Andlisis Bioinformatico:

4.4.1. Alineamiento y composicion de las secuencias:

Las secuencias se editaron manualmente con ayuda del programa MEGA
6, dejando las secuencias consenso de 696bp para todos los individuos, no se
observaron gaps, pero si sustituciones nucleotidicas. Los resultados del BLAST
determinaron que las 84 muestras, alinean correctamente con ITS de Puccinia
striiformis del Genebank.

La composicion nucleotidica de las 84 secuencias estuvo determinada

mediante el programa MEGA 6 y se mostraron en la siguiente tabla determinando
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también el porcentaje de sustitucion (transiciones o transversiones) y su

probabilidad de sustitucion. (Tabla 08)

Tabla 08: Composicidn de las sustituciones nucleotidicas en las secuencias

Maximum Composite Likelihood Estimate of the Pattern of Nucleotide Substitution

A T C G
A - 6.24 3.32 14.52
T 6.23 - 6.66 3.19
C 6.23 12.52 - 3.19
G 28.34 6.24 3.32 -

4.4.2. Estimacion de las distancias genéticas:

Luego de los alineamientos se analizd las distancias genéticas
perteneciente a la regién ITS (700bp), de los 84 individuos de Roya amarilla de
cebada. En primer lugar, se determinaron los sitios polimoérficos, para poder
encontrar los diferentes haplotipos presentes en la poblacion. Con ayuda del
programa DARwin, se convirtieron los datos de secuencia en una matriz que
pueda ser leida por el programa. Luego dicha matriz fue utilizada para generar los
dendogramas en base a las distancias genéticas, segun los diferentes modelos
matematicos.

Se realizd la matriz pareada a partir de las distancias genéticas estandar y a
continuacion se generd un dendograma mediante el método de UPGMA (Figura
15) Claramente se muestran en dicho dendograma 2 grupos genéticos bien
marcados, inferidos a partir de las 84 muestras en base a los SNPs encontrados.

El primer grupo estd representado por muestras mayoritariamente de la

zona mas al norte de Ayacucho (Figuras 14 y 15). Mientras que el grupo 2 se
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distribuye en las provincias de Huamanga, La Mar, Vilcashuaman y Cangallo,
situados en el centro de Ayacucho (Figuras 14 y 15). En total se logro determinar
6 diferentes haplotipos, de los cuales 2 de ellos se les denominaron como
Subpoblacion Norte, mientras que se encontraron 4 diferentes haplotipos, que se

denominaron como Subpoblacion Centro (Figura 14).

1
\

Vileashuaman
A )

Figura 14: Distribucion Geografica de las muestras de Roya Amarilla de
Cebada. Esta distribucion se realizd en base a las distancias genéticas que nos dio

el Dendograma.
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Figura 15. Dendograma inferido mediante el enfoque UPGMA de todas las

muestras de roya amarilla de cebada
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Figura 15. Dendograma inferido mediante el enfoque UPGMA de todas las

muestras de roya amarilla de cebada (continuacién)
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4.4.3. Estimacion de la variabilidad genética:

Los valores de Diversidad haplotipica (HD), diversidad nucleotidica (m),
por subpoblacion y totales para Puccinia striiformis se presentan en la siguiente
tabla (Tabla 09). Asimismo, se determinaron las frecuencias haplotipicas de cada
uno de los haplotipos encontrados en las 2 subpoblaciones. (Tabla 10 y Figura 16)

Una vez que se determinaron los 6 diferentes haplotipos también se
ubicaron los 9 diferentes sitios polimérficos que se encontraron en las 84

secuencias, dentro de las regiones del gen correspondientes. (Figura 17)

Tabla 09. Estadisticos obtenidos de las secuencias ITS

N h Hpx DS T S |6s Dt Fs

Norte 24 |2 |0.228+0.102 | 0.00066 |2 |[0.00077 [-0.32459* | 1.333*

Centro |60 |4 |[0.498+0.067 |0.00080 |3 |0.00092 |-0.26784* |-0.458*

Total 84 |[6 |0.684+0.038 | 0.00317 |9 |0.00259 |0.57807* |2.280*

N: tamafio de la muestra; h: nimero de haplotipos; Hp: diversidad haplotipica; =:
diversidad nucleotidica; S: nimero de sitios polimorficos; 0s: theta calculado a
partir de S; Dt: D de Tajima (x vs. 0); Fs: Fs de Fu; DS: Desviacion estandar; *

valores NO significativos.
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Tabla 10: Frecuencias haplotipicas dentro de las 2 Sub-Poblaciones

Sub Poblaciones Haplotipo Frecuencia
Haplotipica
Sub Poblacion Haplotipo 1 (n=41) 68%
Centro (n=60) Haplotipo 2 (n=3) 5%
Haplotipo 3 (n=5) 8%
Haplotipo 4 (n=11) 19%
Sub Poblacion Haplotipo 5 (n=3) 12%
Norte (n=24) Haplotipo 6 (n=21) 88%

Frecuencias Haplotipicas en la Poblacién

49%
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Figura 16: Frecuencias Haplotipicas en la poblacién de Puccinia striiformis en

Ayacucho
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Figura 17: Ubicacion de los Sitios Polimorficos dentro del gen ribosomal

4.4.4. Analisis demografico:

Ninguna de las pruebas de neutralidad evaluadas (i.e. Dt de Tajimay Fs de
Fu) resultd estadisticamente significativa, por lo cual no fue posible detectar
huellas de posibles eventos demograficos a partir de estos estimadores. Los

resultados de las pruebas se presentan en la Tabla 09.

4.45. Andlisis de varianza molecular (AMOVA):

La poblacion fue dividida en dos grupos (Sub-Poblacion Norte y Sub-Poblacion
Centro), teniendo en cuenta la regionalizacion geografica, a partir del resultado de
las distancias geneticas. (Ver Figura 14 y 15). Los resultados obtenidos en este
estudio indicaron que existe una variacion leve (11.52%) que se encuentra dentro
de las Subpoblaciones. Mientras que existe una mayor variacion (88.48%) entre

los grupos del Norte y Centro. (Tabla 11)
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Tabla 11. Andlisis de Varianza Molecular para las 2 Sub-poblaciones de Roya

Amarilla de Cebada

Fuentede | Gradosde| Sumade | Componentes | Porcentaje

Variacion Libertad | Cuadrados | de Varianza | de Variacion

Entre 1 69.845 2.02945 88.48
Poblaciones
Dentro de 82 21.667 0.26423 11.52
Poblaciones
Total 83 91.512 2.29367

indice de Fijacion Fst:  0.8848
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V. DISCUSION

El analisis genético en poblaciones de patdgenos es fundamental para el
entendimiento de los mecanismos que gobiernan, la variacion genética, la
coevolucion hospedero-patogeno y el manejo de resistencia. (Aradhya et al.,
2001) En este contexto los marcadores moleculares han sido utilizados
ampliamente para caracterizar las poblaciones de hongos patdgenos de plantas, en
particular para la evaluacion de la diversidad genética, relaciones filogenéticas y
la caracterizacion de patotipos. (Majer et al. 1996, Arenal et al., 1999).

El presente estudio, muestra la primera aproximacion de la variabilidad
genética de Roya amarilla de cebada (Puccinia striiformis) en el Perd. Existen
pocos antecedentes, sobre estudios en variabilidad genética en royas de cereales.
Sin embargo, los pocos estudios apuntan a investigar la variabilidad de royas en
trigo. (Hovmgller MS et al., 2011) Dichos resultados muestran la existencia de
niveles altisimos de diferenciacion genética entre grupos de especies. (Keiper FJ
et al., 2003) Este grado alto de diversidad genética podria estar explicado por el
tipo de reproduccion sexual que tiene la roya amarilla en su ciclo de vida. (Chen

W et al., 2014; Hovmgller MS et al., 2011)

5.1. Extraccién, Concentracion Y Pureza Del Material Genomico
En los estudios moleculares, cuyo objeto de estudio sean hongos, un paso
fundamental es la obtencidn de un material genético adecuado, de buena calidad y
en la concentracion adecuada. Mas aun si se desea trabajar con hongos patdgenos

de plantas, como las royas. Las royas en general, tales como la roya amarilla, roya
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de la hoja o roya del tallo, son patdgenos de cereales y pastos, los cuales son
biotrofos obligados. (Hovmeller MS et al., 2011) Esta caracteristica los hace
complejos de aislarlos y propagarlos, ya sea en medios sélidos o liquidos en
laboratorio (Roelfs et al., 1992)

Es por ello que obtener indculos abundantes de esporas de roya amarilla es
casi imposible. Esto limita el acceso al ADN de estos hongos, ya que al no haber
indculo suficiente la purificacion de ADN suele ser poco eficiente e insuficiente.

Las posibles soluciones frente a este problema, serian realizar la extraccion
mediante kits comerciales o utilizar métodos de cultivos mono-pustulares,
también conocidos como monosporicos. La adquisicion de kits comerciales los
cuales se basan en el método de amplificacion de genomas enteros (WGA, whole
genome, amplification) a partir de una sola espora o célula, son una buena opcion,
aunque es muy costosa. (Wang Y et al., 2009)

Otra solucidn seria utilizar métodos de cultivos mono-pustulares, que se
basan en aislamiento y propagacion de esporas a partir de una sola pustula. Sin
embargo, este método demanda demasiado tiempo, y obtener las plantas de
cebada que sean altamente susceptibles a roya no es facil en el Peru. Por otro lado,
se debe contar con ambientes especiales, lo suficientemente amplios como los
invernaderos o cuartos de cultivo, para la propagacion. Sumado a esto el hecho
que propagar unas 5 muestras demandarian al menos 30 dias. Si bien este método
es muy usado en patdgeno biotrofos obligados, por su eficiencia de aislamiento, se
convierte en un arma de doble filo, ya que todo el proceso puede ser laborioso y
altamente demandante, convirtiéndolo en otra limitante y no una solucion. (Roelfs

etal., 1992)

- 68 -



Por los motivos antes expuestos es que se tuvo que idear un método mas
sencillo, practico y que no demande tanto tiempo, para el aislamiento de esporas
de Roya, antes de proceder con la extraccion de ADN. En un inicio se realizo la
extraccion de ADN directamente de las hojas de cebada que presentan pustulas de
roya amarilla. Sin embargo, este método no resultd adecuado, debido a que al
amplificar la region ITS, los primers al ser universales amplificaban con mayor
especificidad ITS de cebada y no el de roya.

Finalmente se ided aislar las esporas de roya a partir de las pastulas que
presentaban las hojas mediante centrifugacion, tal como se describe en la
metodologia. Este método resultd ser eficaz, rapido y barato. Pese a todo, el
inconveniente que se tuvo fue que, algunas muestras solo contaban con una unica
hoja de colecta o las pustulas por hoja eran minimas (aproximadamente 10-20).
Entonces luego de la centrifugacion, se obtuvieron pellets que contenian pocas
esporas, de los cuales la extraccion de ADN, resulté en concentraciones bajisimas
y de mala calidad.

Otro punto que cabe resaltar con respecto a este método fue que las
muestras de hojas con lesiones (pustulas), tenian que ser lo mas frescas posibles.
Ya que las muestras de 2 o méas afios aunque estuvieran bien conservadas,
presentaban el tejido vegetal en buen estado, pero las pustulas estaban secas con
las esporas muertas. (Rodriguez D, 2007)

En conclusion, este metodo tuvo resultados satisfactorios ya que, de un
total de 120 muestras, 84 terminaron en una purificacion de ADN exitosa, de

buena concentracion y buena calidad. Las otras 36 muestras no se incluyeron en el
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estudio, debido a que: a) el material fungico estaba deteriorado por el tiempo; b) la

extraccion del material genético tuvo baja concentracion y baja calidad.

5.2. Amplificacion Y Clonamiento De ITS
Teniendo ya un buen material genético, de buena calidad y con una
dilucion adecuada. Se estandarizé correctamente las condiciones de la PCR y se
amplificaron los ITS en la poblacion completa. Cabe mencionar que si bien los
primers elegidos, son ampliamente utilizados como universales para hongos, se
decidi6 estandarizarlos para corroborar las condiciones de la PCR descritas en la

literatura. (White et al., 1990; Wang Y et al., 2009)

5.3. Alineamiento e Identificacion de Secuencias

La region ITS del gen nuclear del ARNr ha sido utilizada como blanco
para la identificacion de especies microbianas porque es lo suficientemente
variable para ser usada como regién especifica de especie. (Slemmons et al. 2013)

Si bien los ITS son utilizados ampliamente para la identificacion
molecular a nivel de género (Liu M. y Hambleton S, 2010), en este estudio se
pudo realizar la identificacion de las muestras hasta el nivel de especie debido que
todas las muestras colectadas procedian Unicamente de cultivos de Cebada
infectados con roya amarilla. Es decir que las muestras sufrieron una
identificacion previa durante la colecta, en base a su sintomatologia en la planta.
Sin embargo, muchas veces los signos de la enfermedad por roya amarilla y roya
de la hoja suelen confundirse en sus etapas tempranas de infeccion. Este caso se

encontrd en algunas de las muestras ya que al realizar la identificacion molecular
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alrededor de 20 muestras resultaron tener un porcentaje de similitud del 100% con
Puccinia hordei, que es el hongo causal de Roya de la Hoja en cereales.

Las secuencias completas de las regiones 1TS1-5.8S-1TS2, se obtuvieron
para todas las muestras. Pero cabe aclarar que estos fragmentos contienen 62 pares
de bases del extremo final del gen 18S y 60 pares de bases del extremo inicial del
gen 28S. El tamafio de la regién amplificada obtenido concuerda con los datos
obtenidos por otros autores para el género Puccinia (Liu M. Hambleton S, 2010)

Estas secciones iniciales y terminales, respectivamente, de las subunidades
pequefia (18S) y grande (28S) de los genes ribosomales, no se eliminaron, pese a
ser lo recomendado en muchos estudios con marcadores ribosomales similares.
Esto se hizo para poder evidenciar que en dichas subunidades permanecen
conservadas dentro de la especie, y no se encontraron sitios polimérficos en
dichas regiones. (Nilsson et al. 2008).

La identificacion de las muestras mediante el BLAST mostr6é que las 84
muestras incluidas en el estudio obtuvieron una cobertura entre el 97 - 100% vy
una similitud del 80 - 100% con secuencias del genebank pertenecientes a
Puccinia striiformis (Roya Amarilla).

De las 84 secuencias que se lograron identificar, que mostraron una
correspondencia con Roya amarilla de cebada, al ser alineados se observaron
variaciones de un nucleétido (SNPs) en las regiones que corresponden al ITS1y la
region ITS2, pero no se encontraron variaciones en las regiones de las 3 diferentes
subunidades también analizadas: 18S, 5.8S y 28S. Esto estaria fuertemente
apoyado por estudios que afirman que las regiones ITS1 e ITS2 son regiones que

evolucionan a través del tiempo rapidamente entre especies. Lo contrario ocurre
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con las regiones correspondientes a las subunidades ribosomales, las cuales son

altamente conservadas entre especies. (Liu M. y Hambleton S. 2010).

5.4. Variabilidad Intraespecifica y Composicion Nucleotidica De Puccinia

Striiformis

La eleccion de la region méas apropiada del material genético para realizar
un andlisis de variabilidad en un determinado nivel taxonémico, es una decision
critica para obtener resultados informativos. En el presente estudio de variacién
intraespecificas, los espaciadores internos (ITS) se muestran como la mejor
opcidn, dado el nivel elevado de variacion descrito para esta region en la literatura
(Bruns TD et al., 1991; Samuels GJ y Seifert KA, 1995). Sin embargo, el grado de
variabilidad dentro de cada especie es distinto en funcidn de las fuerzas evolutivas
a las que se encuentre sometida y el tiempo transcurrido desde su divergencia a
partir de su ancestro.

En la literatura se suelen encontrard muchos estudios en hongos del filo
Ascomycota (Fusarium spp.) que dan como resultado un porcentaje alto de
variabilidad intraespecifica dentro en esta region ITS (O’Donnell K, 1992; Yan
ZH et al., 1995; Pramateftaki et al., 2000). En contraste para otras especies, de las
familias Sclerotiniaceae o Colletotridhum (ambas del Filo Ascomycota) el
resultado es una variabilidad minima (Carbone | y Kohn LM, 1993;
Sreenivasaprasad et al., 1993)

Normalmente, entre dos 0 mas secuencias, la tasa de cambios del tipo
transiciones (A<—G; C«<T) es mayor que la del tipo transversiones (A o G «» C o

T). Sin embargo, a medida que aumenta la divergencia genética entre las
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secuencias, el numero de transiciones observadas con relacion a las transversiones
puede decrecer en funcion de la saturacion. (Schneider H, 2007)

La variabilidad observada en la region ITS1-5.8S-1TS2 de las 84 muestras
de Puccinia striiformis, se debe en su mayoria a mutaciones por transicion de
bases, probablemente derivadas de errores espontaneos no corregidos en el
proceso de replicacion. Entre los individuos no se encontraron situaciones donde
las transversiones fueron mayores a las transiciones. Las transiciones son mas
comunes y pueden ocurrir por conversion quimica directa de una base por otra.
(Lewin B, 2000), o por la presencia de formas tautoméricas de las bases que
modifican el numero de hidrogenos libres e inducen su apareamiento con bases
incorrectas (Griffiths et al., 2008).

Los fendmenos de transversion son menos frecuentes y sus mecanismos de
mutacion son mas drasticos quimicamente. Estas diferencias en la frecuencia de
aparicion en cada tipo de mutacion entre secuencias homélogas, proporciona una
fuente de informacion filogenética. Las transiciones, al ser fendmenos mas
comunes sugieren procesos evolutivos proximos, mientras que las transversiones
son fendmenos mas raros cuya presencia indica una mayor divergencia evolutiva.

(Vinuesa MA, 2002)

5.5. Diversidad Genética, Historia Demografica y Estructura Genética
El alineamiento contiene un total de 696 pares de bases de las cuales se
han encontrado en total 9 sitios polimorficos (S) o variables (mutaciones). La
mayoria de estos sitios variables se localizan en las regiones ITS1 e ITS2 (Figura

17). Se observa también la existencia de 6 diferentes haplotipos en diferentes
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frecuencias (Tabla 10, Figuras 16 y 17) que nos estaria dando una evidencia de
que existe una diversidad genética alta. De estos 6 diferentes haplotipos se mostro
que 2 de ellos se encuentran fuertemente ligados a la zona mas alejada hacia el
norte de Ayacucho, mientras que los otros 4 haplotipos estuvieron concentrados
en la zona del centro de la region. (Figura 14 y 15)

En términos de diversidad genética, las estimaciones efectuadas
evidenciaron niveles altos de diversidad haplotipica (HD = 0.68), mientras que la
diversidad nucleotidica, no fue tan alta (x = 0.0032) dentro de Puccinia
striiformis. Por tratarse de un estudio pionero en esta especie (Ps), por el
momento, no es posible realizar comparaciones, con otros estudios similares. Sin
embargo, valores altos de diversidad genética (0 moderados), han sido
encontrados en diferentes investigaciones en el género Puccinia spp. (Bahri B. et
al., 2009; Duan X. et al., 2010; Mboup M. et al., 2009)

Para nuestro gen marcador (ITS) se observo que los haplotipos 1 y 6
fueron los mas frecuentes en toda la poblacion (Figura 17). Los mismo haplotipos
que fueron observados ser los mas frecuentes dentro de cada sub poblacién Centro
y Norte respectivamente. (Tabla 10 y Figura 16)

Estos resultados nos proporcionan informacion sobre la distribucién de los
6 haplotipos encontrados por este estudio. Como se puede observar el Haplotipo 1
se encuentra mucho més frecuente en la Sub Poblacion Centro, con 41 muestras.
Mientras que para la Sub Poblacion Norte, el Haplotipo 6 fue el mas frecuente
encontrado en las 21 muestras.

Nuestros resultados muestran una alta tasa de fijacion de nuestro marcador

en la poblacion, dado por el indice de fijacion (Fst=0.8848). Asimismo, se
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evidencia una alta fijacion de los haplotipos (1 y 6), debido principalmente a su
frecuencia en las Sub Poblaciones correspondientes. Futuras investigaciones a
nivel del genoma y no solo de un locus, serian necesarias para determinar y
entender mejor si dicha fijacion encontrada, pueda deberse al azar o una muy alta
frecuencia de dichos haplotipos en la poblacion fundadora, la cual pudo tener un
tamarfio efectivo reducido.

Estos estudios son una gran evidencia y prueba consistente que las
poblaciones de royas (género Puccinia spp.), tienen un creciente incremento en su
agresividad, ya que genotipicamente son tan variables, debido a su habilidad de
causar enfermedades cada vez con mayor severidad y rapidamente sobre sus
plantas hospederas. (Priestley RH. Doling DA. 1974)

Las estimaciones de la diversidad haplotipica y nucleotidica pueden
proveer una primera aproximacion sobre la historia de las poblaciones. Es asi que,
patrones caracterizados por una baja diversidad haplotipica (< 0.5) y nucleotidica
(< 0.5%) pueden ser explicados a través de eventos demogréficos tales como la
ocurrencia de un cuello de botella reciente o un efecto fundador (Grant WAS.
Bowen BW, 1998)

En este contexto, los resultados obtenidos para Puccinia striiformis
parecen ser bastante consistentes con un modelo de seleccion balanceadora. Si
bien no se encontraron evidencia a favor de este modelo en las pruebas de
neutralidad de tajima (DT = 0.578) y Fu (Fs = 2.28) ya que hubo una carencia de
resultados estadisticamente significativos. Los valores positivos de Tajima nos
estarian dando una evidencia pequefia que nuestra poblacién se encuentra en

alguna forma de seleccion equilibradora, reduccion poblacional, subdivision
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poblacional, cuello de botella reciente 0 migracion (Schmidt D y Pool J, 2002). Es
muy posible que los datos no hayan resultado estadisticamente significativos
debido que en ciertos distritos las muestras no fueron representativos por tratarse
de s6lo 1 muestra colectada.

En cuanto a la posible influencia de fuerzas extrinsecas en el modelado de
la distribucion espacial de la variabilidad genética en Puccinia striiformis, nuestro
estudio permiti6 evidenciar la posibilidad de que exista una barrera geografica en
la poblacién. Cuando se realizaron los dendogramas en base a las distancias
genéticas existentes entre las muestras (figura 14 y 15) las muestras fueron
regionalizadas como sub poblaciones del norte y centro. Este proceso se realizé
teniendo en cuenta que ambas subpoblaciones estuvieron divididas por una urbe,
gue en este caso es la Ciudad de Ayacucho.

La ciudad de Ayacucho que se encuentra dentro de los valles de los rios
Huatatas y Chacco. En este sentido, es muy probable que dicho valle esta
actuando como nuestra barrera geografica de la poblacion. Las muestras fueron
colectadas de las provincias aledafias a la ciudad de Ayacucho que son sitios con
una altitud mayor, entonces se puede inferir que nuestras 2 subpoblaciones estaria
fuertemente separadas por este valle.

A partir del analisis de la distribucion geografica de los haplotipos y con
respaldo en los valores de diferenciacion obtenidos en el AMOVA (Fst =
88.48%), se puede decir que la mayor diversidad genética de Puccinia striiforms
se ajusta a un modelo de zonacion longitudinal. Teniendo en cuenta como punto

de partida a la ciudad de Ayacucho, tendriamos la zona norte y la zona centro (la

-76 -



cual, si bien se encuentra al sur de la ciudad de Ayacucho, abarcaria también
muestras cercanas hacia oeste y este de la ciudad)

Para nuestro material en estudio, se observd que la mayor diversidad
genética se encuentra en la zona centro, que posee 4 de los 6 diferentes haplotipos
encontrados en toda la poblacion. Histéricamente toda la zona centro ha sido
siempre considerada como la de mayor indice de infeccion por Roya amarilla de
cebada.

Finalmente cabe mencionar, que los resultados obtenidos representan una
vision parcial de la situacion que, en otros momentos, representaba el modelo de
la diversidad existente de este patdgeno en la naturaleza. Otro punto a mencionar
es que el conocimiento de roya amarilla en el Per( es relativamente reciente
debido a su introduccion en Colombia, América del Sur y en Europa en 1975.
(Brown et al., 2001)

Por ser la primera aproximacion de diversidad genética de este patdgeno
en el Perd, es importante continuar con investigaciones que apunten a trabajar
mayor cantidad de genes evaluados por todo el genoma. También se debe
considerar abarcar mayores lugares de muestreo para que el analisis de diversidad

geneética sea nacional.

5.6. Factores Que Influyen En La Diversidad Genética Detectada
La estructura genética se ve afectada por varios factores que establecen
diferencias en las frecuencias alélicas y genotipicas de una region a otra, entre los
mas comunes se encuentran los procesos genéticos como el flujo genético, la

mutacion, los modos de reproduccion y la seleccion natural. Dado que nuestros
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resultados son preliminares en Puccinia striiformis, no han mostrado ser
estadisticamente significativos, esto debido a los motivos que ya se discutieron.
Sin embargo, al ser una aproximacion a la diversidad genética en el Per( se puede
sospechar la influencia de estos factores o procesos evolutivos que estan
gobernando la estructura poblacional de este patégeno.

La dinamica de frecuencias de genes y genotipos en una poblacion local,
esta sujeto a fuerzas evolutivas tales como la seleccién, migracién y deriva génica
al azar en el caso de poblaciones con un tamafio pequefios de poblacion efectiva.

(Hovmgller MS et al. 2011)

Mutacion:

Se propone a la mutacion como el mecanismo de formacion de nuevas
razas en Puccinia striiformis. (Gassner G. y Straib W. 1993) La primera raza de
roya amarilla fue encontrada en Australia en 1979 (Wellings CR. y Mcintosh RA.
1990) Aproximadamente 20 afios después una serie de nuevas razas habrian
surgido, a menudo con genes de virulencia adicionales, pero con la diversidad
molecular limitada. (Steele KA. et al., 2001) Este hallazgo de hace 15 afios atras
seria una evidencia fuerte de lo encontrado en nuestros resultados, ya que de igual
forma se encontr6 una diversidad molecular limitada, visto en nuestros
estimadores de diversidad. A su vez se ha encontrado estudios de poblaciones en
Europa y Estados Unidos revelando nuevas razas que evolucionan constantemente
con un aumento en la complejidad de la virulencia. (Bayles RA et al., 2000; Chen
X.y Penman L. 2005; de Vallavieille-Pope C. y Line RF. 1990; Enjalbert J. et al.,

2005; Justesen AF. et al., 2002; Line RF. y Qayoum A. 1992).
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Sin embargo, todos estos estudios fueron realizados en roya amarilla del
trigo, asi que con esta evidencia se espera un comportamiento similar en roya
amarilla de cebada. La constante evolucién que tienen los hongos para adquirir
nueva virulencia, y su desarrollo de nuevas razas, podria explicar, en gran medida
por qué la resistencia a razas especificas de Roya es frecuentemente
comprometida dentro de pocos afios luego de haber sida implantada en la
agricultura. (Bayles RA et al., 2000; Enjalbert J. et al., 2005; Hovmgller MS. y

Henriksen KE. 2008; Line RF 2002)

Recombinacion:

Los recientes descubrimientos del hospedero alternativo de Roya amarilla
del trigo, enfatizan el potencial rol de la recombinacién sexual en generar
diversidad en Puccinia striiformis. (Chen W. et al., 20014)

Sin embargo, cabe resaltar que aln se desconoce el huésped alternativo de
roya amarilla en cebada. Se podria especular la siguiente posibilidad: que el
huésped alternativo es una variedad similar al encontrado (Berberis spp.) en roya
amarilla del trigo. De cualquier manera, es necesario estudios que demuestran la
naturaleza del ciclo de vida de la roya amarilla en cebada para entender mejor el
rol de la recombinacion en la diversidad genética.

Cuando se logre identificar el hospedero alternativo de Roya Amarilla de
cebada, se podra establecer bien el rol de este huésped en su funcion de generar
diversidad a traves de su fase sexual (por la recombinacion). Este hallazgo
también ayudara en conocer la dinamica epidemioldgica de este patdgeno ya que

tendria evidencias del posible responsable de iniciar las epidemias. Tal como se
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conoce en el caso de Puccinia graminis, que estd ampliamente estudiado, donde
dicho hospedero alternativo es el responsable de iniciar las epidemias por Roya
del Tallo. (Burdon JJ. et al., 1985; Roelfs AP. 1982)

Recientemente se ha descubierto una alta diversidad en poblaciones de
Puccinia striiformis tanto en virulencia como con marcadores moleculares, en
China (Duan X. et al., 2010; Mboup M. et al., 2009) y en Oriente Medio (Bahri B.
et al., 2009). Esto es consistente con la hipdtesis de la existencia de la frecuente
recombinacion en estas areas, a pesar que los mecanismos no estan bien claro y
establecidos. Sin embargo, observaciones en aislamientos de China que
produjeron mas rapidamente teliomorfos (fase sexual del hongo), que aislamientos
de Europa, sugieren gue la alta diversidad encontrada en China, es debido a la
reproduccion sexual. (Ali S. et al., 2010)

De esta manera queda claro que la recombinacion en Puccinia striiformis
podria ser diferente entre regiones y depende mucho de la oportunidad de
reproduccion sexual que tenga. En el caso de Puccinia striiformis, es muy
probable que la recombinacién juegue un rol importante en la diversidad del
patdgeno, sin embargo, ain son necesario estudios que encuentren al huésped
alternativo y otros estudios que demuestren la velocidad de formacion de

Telemorfos (fase sexual).

Migracién, Deriva Génica y Seleccidn:

Se han encontrado reportes que demuestran la espectacular propagacion a largas
distancias e incluso intercontinentales de Puccinia striiformis, adicionalmente la

migracion de urediniosporas aerotransportadas a pequefia escala, la interaccion de
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la deriva génica y la seleccién, también juegan un rol importante en la biologia de
los hongos. (Hovmgller MS. et al., 2011)
La caracteristica biotrdfica del ciclo de vida de estos hongos, implican que la
prevalencia de este patdgeno esté cercanamente asociada con la distribucion
apropiada de su planta huésped. Por ejemplo, la ausencia del huésped alternativo y
una desfavorable condicion climatica podria dar lugar a tamafios poblacionales
bajos fuera de temporadas o inclusive llevar a la extincién local, lo cual podria
resultar en una deriva genética. Eventualmente la poblacion podria
subsecuentemente llegar a restablecerse por migracion de urediniosporas a partir
de areas cercanas vecinas.
Se han reportado recolonizaciones anuales de roya amarilla del trigo en Norte
América y la India (Hamilton LM. y Stakman EC. 1967; Nagarajan S. y Singh
DV. 1990) Generalmente siguieron un patron predecible de royas desde sur hacia
el norte, junto con el avance de los nuevos campos de cultivo de trigo y los
vientos predominantes.
En otras areas como Europa, donde la diversidad de cultivos hospederos podria
ser mucho mas extensa, el resultado de recolonizacién es menos predecible, por
ejemplo, cuando nuevas razas virulentas son propagadas dentro de cultivares
previamente resistentes. (Hovmgller MS. 2001; Hovmgller MS. y Henriksen KE.
2008; Justesen AF. et al., 2002)

Es asi que tanto la migracion, en interaccion con la deriva génica y la
seleccion podrian estar tambien jugando un rol importante en la diversidad del
patogeno. En el caso de nuestros resultados aun es muy prematuro enfatizar o

inferir, si dichos procesos evolutivos gobiernan la diversidad ya que este trabajo
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es preliminar y ain no se tiene conocimiento de la expansion total a nivel nacional
que tiene la poblacion global de este patdgeno. Sin embargo, queda claro que
muchos de estos procesos evolutivos estan influenciando de alguna manera al
comportamiento y la dindmica poblacional de la roya amarilla de cebada en el
Per(. Y aun son necesarios muchos estudios complementarios no solo nacionales
sino también a nivel de Sudamérica para contrastar los reportes que se tiene en

otros continentes.
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VI.

CONCLUSIONES

Se identificaron 2 diferentes clusters de Puccinia striiformis dentro
de las 5 provincias de Ayacucho. El primer cluster, esta presente en
la zona mas hacia el norte de la ciudad Ayacucho y comprende las
provincias de Huanta y una pequefia zona de Huamanga (distrito de
Quinua). El segundo cluster, esta presente en la zona centro a los
alrededores de la ciudad de Ayacucho, comprendiendo las provincias
de Cangallo, Huamanga, La Mar y Vilcashuaman.

Se encontraron 6 diferentes haplotipos dentro de las 84 muestras de
Puccinia striiformis. De los cuales 2 corresponden a la Sub-
Poblacion Norte, mientras que los 4 restantes se encontraron en la
Sub-Paoblacion Centro.

La Sub-Poblacion Centro mostro los indices mas altos de diversidad
con respecto a la Sub-Poblacion Norte, y esto se contraste con la
evidencia de haplotipos encontrados.

Los resultados indican una fuerte estructura poblacional, lo cual
demuestra que hay una baja tasa migracion entre poblaciones y una

fuerte deriva génica en cada Subpoblacion.
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VII.

RECOMENDACIONES

Si bien nuestro método de aislamiento de urediniosporas resulto
bastante efectivo para este estudio, se recomienda el uso de cultivos
monopustulares, que son ampliamente usados para estudios de
diversidad y/o caracterizacion molecular.

Realizar una identificacion de clusters en otras regiones del Peru,
donde se sabe que haya una produccién de cebada, que ayude a dar
una mejor aproximacion de la diversidad de este patdégeno a nivel
nacional.

Se sugiere evaluar polimosfismo de secuencias a partir de otros
genes, como los genes mitocondriales, factores de elongacion, beta
tubulina, external transcribed spacer (ETS), de manera que la
estimacion de la diversidad se vea reflejada por todo el genoma y no

solo en un solo locus.
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IX. ANEXOS

Anexo 01: Flujograma de Trabajo
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Cuantificacion, Visualizacion y
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Clonamiento y Transformacion
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Secuenciamiento

Analisis Bioinformatico




Anexo 02: Ejemplo de Identificacion por Alineamiento mediante BLAST:

Se realiz6 el alineamiento entre las secuencias forward y reverse para cada
muestra con el fin de obtener una secuencia consenso (tener en cuenta que para el
reverse, se utilizara el reverso complementario y alinearlo con el forward), se
utilizara la muestra GRUO0O1 como ejemplo.

Secuencia Consenso de la muestra GRUO0O01:

>GRUO0O01 (abarca ITS1 +5.8S + ITS2)

TTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACC
TGCGGAAGGATCATTATTAAAAGAACTAGAGTGCACTTTATTGTGGCT
CGACCCCTTTTAAAAATCTCACCCAAACTTTTAAGACTTGGTTGCGTGA

TTTGAAAGAATCATTGCAATTGAGTAGACGTAACTTCTTTATTGAATGT

TGCATTACCCTCCCTTTTTTTTTTTTTTTATTAAAAATTACACAAAACAC

AAGTTTAAATGAATGTAACCAAACCTTTAATTATAAATAACTTTTAAC

AATGGATCTCTAGGCTCTCACATCGATGAAGAACACAGTGAAATGTGA

TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACG

CACCTTGCGCCTTTTGGTATTCCAAAAGGCACACCTGTTTGAGTGTCAT

GAAACCCTCTCATTAAATAATTTTGATTAATTATTTTCAATGGATGTTG

AGTGCTGCAGTAATTAGCTCACTTTAAATATATAAGTCACTTTTCTATA

AGTTGGATTGACTTGGTGTAATAATTTTATCATCACATCAAGGATTGTA

GCAATACTGCCATCTTATTTAAGGGAGACTCCCAAAAACCCAATTTTA

ACCTTAAGACCTCAAATCAGGTGGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATA

TCAATAAGCGGAGGAA



Ahora que se tiene la secuencia consenso de la muestra GRUOQO1, se
procede a realizar el anélisis del BLAST con toda la base de datos del genebank
para identificarla, para lo cual realizamos en alineamiento desde la pagina del
nchi:

(http://blast.nchi.nim.nih.gov/Blast.cqi?PROGRAM=blastn&PAGE TYPE=Blast

Search&L INK_LOC=blasthome) Se utiliza los parametros que se ven en la

imagen y se realiza el andlisis:

BLASTH programs search nucleotide database:
Enter Query Sequence

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange &

ATCGARTCTTTGAACECACCTTECECCTTTTEETATTCCARARCECACACCTETITGAGTET E

CATGRR A CCCTCTCAT T AR A T A A TTTTCATTARTTATTITTCARTCCATCITCACTIGCTICGCAR L

TAATTAEGCTCACTTTARATATATAACTCACTITICTATARCTTICERTTCACTICETCTAATA

ATTTTATCATCACATCARGEATTCTACCARTACTECCATCTTATTTARCGECACACTCCCARR To

AACCCAATTTTAACCTTAACACCTCAAATCACETCECACTACCCECTEZAACTTARGCATATC ™

RRTRRCCCEREER

Or, upload file Examinar_ | Mo se ha seleccionado ningdn archivo. &

Job Title
Enter a descriptive title for your BLAST search &

[T] Align two or more sequences &

Choose Search Set

Database ©)Human genomic + transcript ) Mouse genomic + transcript @ Others (nr etc.):
Mucleotide collection (nr/nt) r 8

Organism — — - - -

Optional Puccinia striiformis f. sp. hordei (taxid-376348) [ Exclude '+
Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown &)

Exclude [T] Models (xMXP) [C] Uncultured/environmental sample sequences

Optional

Limit to [7] Sequences from type material

Optional )

Entrez Query Youllll} Create custom database

Optional Enter an Entrez query to limit search &

Program Selection
Optimize for @ Highly similar sequences (megablast)
©) More dissimilar sequences (discontiguous megablast)
©) Somewhat similar sequences (blastn)
Choose a BLAST algorithm &

'_.— BLﬁS]’ x'_1 Search database Nucleotide collection (nr/nt) using Megablast (Optimize for highly similar se
| S 4

D Show results in a new window


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome

Dissributian of 4 Blast Hits on the Ouery Sequence 14

Mouse-mver 1o shaw dedine and scores_ click ton show alignments

Telor key for alignment scores

[ZDescriptions

alect Selacted 1
Alignments o
Max  Totsl CQuery E

Descnption Ident  Accession
=core sCOre ooer | vale

e 1258 1258 99% 00O

1258 1256 99% 00

e, [

| Fuscinia smesemis t 5 hardal 5 entinmalranserined 1253 1253 99% 0.0

8ne. partial Aaguan

1246 1296 90% 0.0

1 Pusin gl geguen

[ g, Perided o

ignments
Download ~ GenBank Graphics ¥ Next 4 Descriptions

Puccinia striformis f. sp. hordei strain PSH13 183 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.83 ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence 10: gblDQA417408.1] Length: 1300 Number of Matches: 1

Related Information
Range 1: 6 to 698 GenBank Graphics

score Expect Tdentities Gaps strand
1258 bits(681) 0.0 690/694(99%) 1/694(0%) Plus/Plus
Query 2 GITTCCGTAGGTGARCCTGCGGARGE
H\\\\\HIH\H\\HH\H\\HIHH\\\HHHHHIIHHHHIIH
spict 4 GTTTCCGTAGGTS
Query 62 TIATT GAGTGC GCICGACCCCTTIT TCICACCCA 121
IHHHHIHHHHIHHHHIIIH\\\\HHHHHIIHHHHIIH
Sbjct 66  TIATT GAGTGC TCBACCCCTTTT TCICACCCA 125
Query 122 CITTTARGACTTGGITGCGIC TTGCAATIGAGT C 181
[y HHHIIHHHHIHHHHIIHHHHIIH
Sbjct 126 RACTTTTAAGACTTGGTTGC TTGCAATTGAGT CIT 185
Query 182 CITTATIG TGCATTACCCT TT TTACAC! 241
N
Sbjct 186 CITTATIGARTGTTGCATTACCCTCCC-TTTTTITITITTITATT TTACAC 244
Query 242 CACAAGTTTAARTGAATGT TAATTATARRTARCTTITAACBATGGAICT 301
IHHHHIHHHHIHHHHIIIH\\\\HHHHHIIHHHHIIH
Sbjct 245 GITT I TTAT (CTTTTAAC IGGAICT 304
Query 302 GCTCTCACATCGAT TGTGAT 381
H\\\\\HIH\H\\HH\H\\HIHH\\\HHHHHIIHHHHIIH
Sbjet 305 GCTCTCACATCC TGTE 364
Query 382 TCE TT TGCGCCTTTIGGTAT 421
H\\\\\HIH\H\\HH\H\\HIHH\\\HHHHHIIHHHHIIH
Sbjct 365 TCS 1 TGCGCCTTITGRT 424
Query 422 CCIGITIGAGTGICATG TCICATIARATAATTITGATTAATIATITICARTGGE 481
HHHHIIHHHHIIH VLU LT
Sbjct 425 CCTGTTIGAGTGTCATGARACCK TTARATAATTTIGATTRATTATTTTCAATGGA 484
Query 482 TGTTGAGTGCTGCAGTAATTAGCTCACTTTARATATATAAGTCACTITICTATAAGITGE S41
N S NIy
Sbjct 485 TGITGAGIGCTGCTGTRATTAGCTCACTTTARATATATAAGTCACTITICTATAAGTTIGE 544
Query 542 ATTGACTTGGIGT CATCARGGATTGTAGCAAT §01
A T
Sbjct 545 ATTGACTIGETGTAATRATTTTATCATCACATCARGGRTTGTAGCRATACTGCCATCTITA 604
Query €02 TIT TTTTAACCTTAAGACCTC 661
VTN \HH\\\\\HIIH\\\HIIHHHHIHHHHIIH
spjct 605 TIT CCT TTTTRACCTTAAGACCTC 64

Query 662 CCCGCTGRACTT;
H\\\\\HIHHHHIHHHHIIIHH

sbjct 665

Como se puede observar la muestra GRUOO1 alinea con un 99% de
identidad y 99% de cobertura total con las Unicas 4 secuencias anotadas en el
genbank, correspondientes al gen de ITS del ADNr de roya de cebada (Puccinia

striiformis).



