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Resumen

n Guatemala, la produccion del cultivo de papa se ve afectada por los nematodos Globodera rostochiensis'y Globo-

dera pallida. La capacidad de ambas especies para formar quistes complica su control y provoca el aumento de sus
poblaciones. En Guatemala se reporta la presencia de ambas especies de nematodos por identificacion morfoldgica, sin
embargo, no se ha realizado una confirmacion molecular. Este es el primer estudio para validar la presencia de ambas
especies de nematodos por PCR multiple y la determinacion de la diversidad y estructura genética de las poblaciones
utilizando marcadores moleculares. Se realizaron muestreos en cuatro departamentos productores de papa del pais. La
identificacion por PCR se realizé con el cebador comun ITSS y los cebadores PITSr3 especifico para G. rostochiensis
y PITSp4 para G. pallida. La caracterizaciéon molecular se realizo con el marcador AFLP. Se confirmo¢ la presencia
de las dos especies de nematodos en los cuatro departamentos. Los indices de diversidad Shannon y heterocigosidad
esperada revelaron mayor diversidad genética en G. rostochiensis (H = 0.311, He = 0.301) que en G. pallida (H = 0.035,
He = 0.223). Los métodos NJ, DAPC y PCA exhibieron una débil estructura entre las poblaciones de ambas especies de
nematodos. Los resultados sugieren un patrén de dispersion desde Quetzaltenango hacia el resto del pais, atribuido a
la comercializacion de semilla contaminada con nematodos. Se sugiere promover programas de socializacion sobre los
beneficios del uso de semilla certificada, ademas de constantes monitoreos moleculares para un diagndstico certero de
ambas especies de nematodos.

Palabras clave: PCR multiple, nematodos formadores de quistes, diversidad genética, flujo genético, AFLP

Abstract

In Guatemala, potato crop production is affected by the nematodes Globodera rostochiensis and Globodera pallida. The
ability of both species to form cysts complicates their control and causes an increase in their populations. In Guatemala,
both species of nematodes have been reported by morphological identification; however, molecular confirmation has not
been carried out. It is the first study to validate the presence of both nematode species by multiplex PCR and determine
the diversity and genetic structure of the populations using molecular markers. Sampling was carried out in four pota-
to-producing departments of the country. PCR identification was performed with the common primer ITSS and the primers
PITSt3 specific for G. rostochiensis and PITSp4 for G. pallida. We performed molecular characterization with the AFLP
marker. We confirmed the presence of the two nematode species in the four departments. Shannon diversity and expected
heterozygosity indices revealed higher genetic diversity in G. rostochiensis (H=0.311, He = 0.301) than in G. pallida (H
=0.035, He = 0.223). The NJ, DAPC, and PCA methods exhibited weak structure among populations of both nematode
species. The results suggest a dispersal pattern from Quetzaltenango to the rest of the country, attributed to the commer-
cialization of seed contaminated with nematodes. We suggest promoting socialization programs on the benefits of using
certified seeds and constant molecular monitoring for an accurate diagnosis of both species of nematodes.

Keywords: Multiplex PCR, cyst-forming nematodes, genetic diversity, gene flow, AFLP
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Introduccion

Después del maiz, arroz y trigo, la papa (Sola-
num tuberosum L.) es uno de los cultivos alimenticios
mas importante a nivel mundial y mas de la mitad de la
produccion proviene de paises en desarrollo (Devaux
et al., 2014). En Guatemala, la produccion de papa es
llevada a cabo principalmente por pequeiios agriculto-
res, quienes, en su mayoria, la destinan al autoconsumo
y mercado nacional. Para el 2015, la distribucion de la
produccién por departamentos se encontraba organi-
zada entre Huehuetenango 32%, Quetzaltenango 23%,
San Marcos 21%, Guatemala 6%, Solola 4% y el resto
de departamentos 14% abarcando un total de 30,000
manzanas y una produccion de 11,872,600 quintales,
generando 12,793 empleos permanentes (Ministerio de
Agrigultura Ganaderia y Alimentacion [MAGA], 2016).

El cultivo de la papa es el principal hospedero de
las especies de nematodos parasitos formadores de quis-
tes Globodera rostochiensis (Woll) Behrens y G. pallida
(Stone) Behrens (Flores-Choque et al., 2017; Santos et
al., 1995). Estas dos especies de nematodos pueden ser
devastadoras en los campos de produccion del cultivo
de la papa si no se controlan a tiempo, pudiendo llevar
a los productores al abandono de los campos de culti-
vo (van de Vossenberg et al., 2014). Ambas especies
de nematodos son consideradas entre las plagas mas
importantes en el cultivo de la papa por las pérdidas
econdmicas generadas, las cuales alcanzan hasta el 12%
de la produccion mundial (Madani et al., 2010).

Las especies de nematodos G. rostochiensis 'y
G. pallida son endoparasitos sedentarios que inducen
sitios de alimentacion modificados llamados sinci-
tios cerca del tejido vascular en las células de la raiz
(Sobczak et al., 2005). Se considera que ambas especies
tienen capacidad de sobrevivir hasta por 30 afios, inclu-
so en ausencia de hospederos, debido a su capacidad de
formar quistes (Ramirez-Suarez, 2014). La infeccion
generada por ambas especies de nematodos causa cre-
cimiento deficiente, amarillamiento, marchitamiento,
deficiencias de nutrientes en campos muy infestados y
acortamiento del sistema radicular (Gitty et al., 2011;
Hajihassani et al., 2013).

En cuanto al centro de origen de ambas especies,
se ha reportado a la region de los Andes al sur de Peru,
desde donde se ha extendido hacia la mayoria de zonas
productoras de papa alrededor del mundo (Grenier et
al., 2010). Ambas especies de nematodos son conocidas
por el dafio que pueden causar al cultivo de papa, pero
también por su alto potencial de dispersion (Alenda
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et al., 2014; Plantard et al., 2008). Su capacidad de
resistir la desecacion, en la etapa de quiste, mejora
considerablemente su capacidad de dispersion. Dadas
las fuertes pérdidas econdomicas que pueden llegar a
ocasionar, la especie G. rostochiensis ha sido cuarente-
nada en 106 paises, mientras que la especie G. pallida
ha sido cuarentenada en 52 paises (Gamel et al., 2017).

Debido al impacto economico de estas especies
de nematodos, es crucial un diagnostico acertado a
través de una identificacion precisa. La identificacion
morfoldgica, basada en algunas caracteristicas del se-
gundo estado juvenil (J2) y del area perineal del quiste,
ha sido utilizada, aunque con incertidumbre sobre la
efectividad de los resultados (Seesao et al., 2016; Tirchi
et al., 2016). A causa de la variabilidad de las princi-
pales caracteristicas morfolégicas y el traslape de los
parametros de diagnostico en estas dos especies de
nematodos, la identificacion molecular por PCR es el
método mas recomendado (Powers, 2004; Quader et
al., 2008). Actualmente, se han desarrollado variantes
al PCR convencional a través del uso de PCR en tiem-
po real (Camacho et al., 2017; Nakhla et al., 2010), asi
como la identificacion de patotipos mediante secuen-
ciacion (Mulyadi et al., 2014).

En el presente, existe un amplio interés por en-
contrar alternativas al uso de nematicidas, debido a sus
impactos negativos al medio ambiente y salud humana
(Kaur et al., 2016). Una de las alternativas es la utili-
zacion de genotipos de papa con resistencia genética,
sin embargo, ambas especies de nematodos tienen di-
ferentes espectros de virulencia que afectan de diversas
formas los genes de resistencia (Da Conceigdo et al.,
2003). Conocer la diversidad genética de las poblacio-
nes de nematodos es imprescindible para advertir sobre
variantes genéticas que pueden superar la proteccion
que brindan los genes de resistencia introgresados a
través de los programas de mejoramiento. Para esto, se
han realizado estudios con diversos marcadores mole-
culares como RAPD (Chrisanfova et al., 2008), AFLP
(Manduric & Andersson, 2003), SSR (Plantard et al.,
2008), secuenciacion de region ITSI e ITS2 del rDNA
(Nowaczyk et al., 2011) y secuenciacion de genes nu-
cleares para aproximaciones filogenéticas y (Tirchi et
al., 2017) filogeograficas (Thevenoux et al., 2020).

En Guatemala existen registros morfologicos de
la presencia de G. rostochiensis 'y G. pallida, reportan-
dose densidades de hasta 5 quistes/g suelo en la region
occidental. Esta situacion representa un grave proble-
ma para los productores nacionales. Sin embargo, no
se ha desarrollado un estudio de diversidad genética
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de las poblaciones de ambas especies en las principales
regiones de produccion de papa a nivel nacional. Esta
informacion es de vital importancia para el desarrollo
de programas de mejoramiento en papa y para deter-
minar como ha sido la dispersion de los nematodos,
planteando asi estrategias para su control. Por tanto,
el objetivo de esta investigacion fue realizar una con-
firmacion molecular de la presencia de las especies G.
rostochiensis 'y G. pallida por medio de la Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR) y determinar la
diversidad y estructura genética de las poblaciones de
ambas especies de nematodos en las principales regio-
nes productoras de papa del pais.

Materiales y Métodos

Toma de muestras y extraccion de quistes
de G. rostochiensis 'y G. pallida

Durante los meses de abril a septiembre del 2019
se colectaron un total de 80 muestras de suelo distribui-
das de la siguiente manera: departamento de Quetzalte-
nango, municipios de Concepcion Chiquirichapa (diez),

Figura 1

Palestina de los Altos (cinco), La Esperanza (siete),
San Juan Ostuncalco (tres) y San Martin Sacatepé-
quez (cinco). Departamento de San Marcos, municipios
de Tajumulco (cuatro), Ixchiguan (tres), San Marcos
(ocho) y San Pedro Sacatepéquez (tres). Departamento
de Huehuetenango, municipios de Chiantla (siete), San
Juan Ixcoy (cuatro), San Pedro Soloma (cuatro) y Todos
Santos Cuchumatan (cinco). Departamento de Guate-
mala, municipio de Palencia (doce) (Figura 1). Cada
muestra fue tomada a una profundidad de 10 - 15 cm en
el area de la rizoéfera del cultivo de papa empleando una
pala previamente desinfectada con etanol al 70%. El
suelo colectado fue depositado en bolsas plasticas esté-
riles y transportado al laboratorio de Biotecnologia de
la Facultad de Agronomia, USAC en donde se realizé
la extraccion de los quistes por el método del flotador
de Fenwick (1940). Posteriormente fueron secados y
colocados en un tubo de 1.5 mL para ser almacenados
a temperatura ambiente (Figura 2).

Extraccion de ADN

Para la extraccion del ADN se emple¢ el kit co-
mercial Gentra® siguiendo la metodologia propues-

Mapa de ubicacion de las muestras colectadas en las zonas productoras de papa de la region occidental en los de-
partamentos de Quetzaltenango, San Marcos y Huehuetenango, y la region central en el departamento de Guatemala
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ta por el fabricante. Las extracciones se realizaron
tomando 20 quistes por cada muestra. La calidad e
integridad del ADN se determiné con el fluorometro
Quantus (Promega) y electroforesis en gel de agarosa
al 0.8% con tampon Tris-Borato-EDTA (TBE) (1.0 M
Tris-Borato, 20mM EDTA, pH 8.3) visualizado en
transiluminador (Smart Blue E4000) con luz UV.

Identificacion molecular de G. rostochiensis 'y
G. pallida

Para la identificacion molecular se realizé una
PCR mutiple con el cebador comun ITSS (5'-GGAA-
GTAAAAGTCGTAACAAGG-3") y el cebador espe-
cifico para G. rostochiensis PITSr3 (5-AGCGCAGA-
CATGCCGCAA-3") y el cebador especifico para G.
pallida PITSp4 (5'-ACAACAGCAATCGTCGAG -3")
por su alta especificidad en la identificacion de ambas
especies de nematodos (Bulman & Marshall, 1997). La
PCR multiple fue preparada para un volumen total de
25 pL conteniendo 20mM Tris HCI (pH 8.3), 50mM
KCI, 2mM MgCl,, 0.16mM de cada dNTP, 0.25uM
de cada cebador, 0.6 unidades de Taq polimerasa y

Figura 2

40 ng de ADN. Las condiciones para la PCR fueron
las siguientes: 94 °C por 2 min, seguido de 35 ciclos
a 94 °C por 30 s, 60 °C por 30s, 72 °C por 30 s y una
extension final de 72 °C por 5 min.

Las muestras se amplificaron en un termocicla-
dor Bio Rad® PTC-200. Todos los productos de PCR
generados fueron visualizados por electroforesis en
gel de agarosa al 1.5% tefiidos con bromuro de etidio
(0.1 pg/mL) en amortiguador TAE 1X, empleando un
transiluminador de luz UV. Para la determinacion del
tamaifio de los fragmentos obtenidos se utiliz6 un mar-
cador de peso molecular de 3 kb (SibEnzyme Ltd.*).
Las reacciones que generaron un fragmento de 434 pb
fueron clasificadas como positivas para G. rostochien-
sis. Las reacciones que generaron un fragmento de 265
pb fueron clasificadas como positivas para G. pallida.
Las reacciones que generaron un fragmento de 434 y
265 pb fueron clasificadas como positivas para ambas
especies (Figura 3).

Las muestras de ADN que resultaron positivas
para ambas especies en una misma PCR multiple, fue-
ron descartadas para el protocolo de AFLP para evitar
que existiera mezcla de ADN de dos especies en una
misma muestra.

Quistes de G. rostochiensis y G. pallida extraidos de campos de produccion del cultivo de papa en el departamento
de Quetzaltenango. Quistes remarcados dentro de cuadrados son ejemplos de G. rostochiensis. Quistes remarcados

dentro de circulos son ejemplos de G. pallida

Ciencia, Tecnologia y Salud, 9(2) 2022, 166-181
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Figura 3

Productos amplificados por PCR con el cebador comun ITS5 y el cebador PITSr3 especifico para G. rostochiensis y

el cebador PITSp4 especifico para G. pallida

Nota. Carriles 1 —4 muestras positivas para G. rostochiensis provenientes de Quetzaltenango, San Marcos, Huehuete-
nango y Guatemala respectivamente. Carriles 5 — 6 muestras positivas para G. rostochiensis y G. pallida provenientes
de Quetzaltenango y Huehuetenango. Carriles 7 — 8 muestras positivas para G. pallida provenientes de San Marcos
y Quetzaltenango. CP = control positivo para G. rostochiensis. CP+ = control positivo para G. pallida. CN = control
negativo (agua bidestilada estéril). MP = marcador de peso molecular DNA Ladder 3 Kb (SibEnzyme Ltd.®).

Protocolo de AFLP para analisis de
diversidad genética

Para realizar el genotipado de las muestras se
utilizo el marcador molecular AFLP (Vos et al., 1995)
siguiendo el protocolo descrito por Marché y colabora-
dores (2001) utilizando los cebadores E-TC + M-CAG
durante la amplificacion selectiva. Los productos de
la PCR selectiva se visualizaron en un gel de polia-
crilamida al 5% para poder observar las bandas am-
plificadas. La tincion del gel se realizo con nitrato de
plata (Karam et al., 2006). El gel se dejo6 secar por 2
dias y posteriormente se realizé la lectura del perfil
de las bandas.

Analisis de datos

Delimitacion molecular de G. rostochiensis y
G. pallida

Para confirmar la presencia de ambas especies
de Globodera, se creo una matriz binaria de presencia
(1) ausencia (0) para cada uno de los loci amplifica-
dos a partir del perfil de bandas obtenido del gel de
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poliacrilamida. La matriz se exporto al programa Pa-
leontological Statistics Software Package for Education
and Data Analysis Past v3.18 (Ryan et al., 2001) para
generar un dendrograma tipo Neighbor-Joining (NJ)
(Saitou & Nei, 1987) basado en la distancia genética
de Dice y visualizado con el programa FigTree v1.4.3
(Rambaut, 2008).

La delimitacion molecular de G. rostochiensis y
G. pallida obtenida por el método NJ, se corrobord con
un analisis discriminante de componentes principales
(DAPC) (Jombart et al., 2010). El procedimiento uti-
lizo6 la funcion find.cluster para identificar el numero
optimo de grupos genéticos (K) con el método del codo
a través del Criterio de Informacion Bayesiana (BIC)
empleando el paquete adegenet v.2.1.6 (Jombart, 2008).
Los grupos obtenidos se visualizaron con un diagrama
de densidad sobre la primera funciéon discriminante
y un grafico de barras exhibiendo el grado de ascen-
dencia genética a cada grupo dado por la probilidad
posterior del DAPC.

Diversidad genética inter e intra-especifica

La matriz binaria fue convertida en un objeto
de clase genind utilizando el paquete poppr v.2.9.3

Ciencia, Tecnologia y Salud, 9(2) 2022, 166-181
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(Kamvar et al., 2014) implementado en el programa R
v.4.2.0 (R Core Team, 2022). Para determinar la diver-
sidad genética inter e intra-especifica se calcularon los
indices de diversidad de Shannon (H), Simpson (A) y
heterosigosidad esperada (He) (diversidad de Nei) con el
paquete poppr. El porcentaje de loci polimoérficos (PLP)
y mimero de alelos diferentes (Na) fueron estimados con
el programa GenoDive v3.0 (Meirmans, 2020).

Estructura genética de las poblaciones

Para explorar la estructura de las poblaciones de
cada especie, se generaron dendrogramas de tipo NJ
de cada una de las especies de nematodos siguiendo la
metodologia antes descrita. Para comparar la estruc-
tura genética obtenida con el NJ se realiz6 un analisis
de componentes principales (PCA) con el paquete ade4
v.1.7 (Bougeard & Dray, 2018). También se emple6 un
DAPC con la informacion a priori de los sitios de mues-
treo utilizando la funcion dapc del paquete adegenet.
El nimero correcto de componentes principales y fun-
ciones discriminantes retenidas se confirmé con una
funcion de validacion cruzada (Xval.dapc).

Diferenciacion poblacional

La diferenciacion genética de las poblaciones de
cada especie se exploré mas a fondo mediante el ana-
lisis de varianza molecular (AMOVA) implementado
en el paquete poppr. Los componentes de covarianza
se utilizaron para calcular los indices de fijacion @ y la
diferenciacion de poblaciones (Griinwald & Hoheisel,
2006). La significancia se evalud con una prueba de
aleatorizacion utilizando 10,000 permutaciones. Para
evaluar el aislamiento por distancia, se aplico la prueba
de mantel sobre las matrices de distancias genéticas y
geograficas utilizando 10,000 permutaciones con el
paquete ade4 v.1.7 (Bougeard & Dray, 2018). La dife-
renciacion de poblaciones por pares se examind con
el indice @, con 10,000 permutaciones en el paquete
mmod v.1.3.3 (Winter, 2012).

Resultados

De las muestras analizadas para la identificacion
molecular de las dos especies de nematodos con la PCR
multiple, 47 fueron positivas solo para G. rostochiensis,
18 fueron positivas solo para G. pallida y 15 fueron
positiva para ambas especies. Las muestas positivas
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para G. rostochiensis amplificaron bandas de 434 pb y
para G. pallida las bandas amplificadas fueron de 265
pb (Figura 3). En el departamento de Quetzaltenango
16 muestras fueron positivas solo para G. rostochien-
sis, 9 fueron positivas solo para G. pallida y 5 fueron
positivas para ambas especies. En el departamento de
San Marcos 13 muestras fueron positivas solo para G.
rostochiensis, 2 fueron positivas solo para G. pallida y
3 fueron positivas para ambas especies. En el departa-
mento de Huehuetenango 12 muestras fueron positivas
solo para G. rostochiensis, 3 fueron positivas para G.
pallida y 4 fueron positivas para ambas especies. En
el departamento de Guatemala 6 muestras fueron po-
sitivas solo para G. rostochiensis, 4 fueron positivas
solo para G. pallida y 3 fueron positivas para ambas
especies.

El analisis de delimitacion molecular permitié
identificar dos grupos principales a partir del dendro-
grama NJ, los cuales correspondieron a cada una de
las especies de nematodos en este estudio. El grupo
G.r. reunio6 a todas las muestras correspondientes a
G. rostochiensis, mientras que el grupo G.p. reunio6 a
todas las muestras de G. pallida (Figura 4A). El méto-
do DAPC fue consistente con los resultados obtenidos
con el dendrograma NJ al sugerir la presencia de dos
grupos (K = 2) que se ajustaron a las dos especies de
nematodos (Figura 4B). Las probabilidades posteriores
de ascedencia a cada grupo corroboraron la presencia
de ambas especies y la efectividad del DAPC para la
delimitacion de las dos especies (Figura 4C). En ambas
especies de nematodos, el dendrograma NJ mostr6 una
tendencia a la asociacion de las muestras provenientes
del occidente del pais. También se observd una tenden-
cia similar con las muestras provenientes del municipio
de Palencia. Para el caso de las muestras provenientes
del departamento de Quetzaltenango, se observé mayor
grado de dispersion en comparacion a los otros depar-
tamentos (Figura 4A).

La exploracion de la diversidad genética de las
especies de nematodos mostrd que G. rostochiensis
presenta mayor diversidad que G. pallida. La especie
G. rostochiensis exhibid valores de PLP, Na, H, A y
He de 86, 1.720, 0.311, 0.970 y 0.301, respectivamente.
La especie G. pallida mostro6 valores de PLP (64), Na
(1.30), H (0.035), A (0.941) y He (0.223) (Tabla 1). A
nivel de G. rostochiensis la poblacion de Quetzalte-
nango mostréd el mayor valor de Na (1.120) y A (0.938),
mientras que la poblacion de San Marcos presento el
mayor valor de H (0.357) y He (0.358). La poblacion de
palencia mostrd los valores mas bajos para todos los
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Figura 4

Delimitacion molecular de la especies G. rostochiensis y G. pallida a partir de la caracterizacion con el marcador
molecular AFLP
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Nota. Basada en Panel A: Dendrograma Neighbor-Joining (NJ). Panel B: Diagrama de distribucion de densidades del
analisis discriminante de componentes principales (DAPC). Panel C: Grafico de barras que exhibe la probabilidad
posterior de asignacion a cada especie identificada por el DAPC. Al nombre de cada muestra se antepuso el sitio de
colecta para facilitar su ubicacion geografica, Quet = Quetzaltenango, SnMc = San Marcos, Hue = Huehuetenango,
Pal = Palencia; y la terminacion G.r o G.p para indicar G. rostochiensis o G. pallida, respectivamente.

Tabla 1

Medidas de la diversidad genética de las especies G. rostochiensis y G. pallida y sus respectivas poblaciones

N PLP Na H A He
Especie G. rostochiensis 47 86 1.720 0.311 0.979 0.301
G. pallida 17 64 1.300 0.252 0.941 0.223
Total 64 75 1.510 0.340 0.984 0.291
Poblacion
Palencia 7 54 0.580 0.273 0.857 0.301
G. rostochiensis Quetzaltenango 16 66 1.120 0.281 0.938 0.291
San Marcos 13 80 0.360 0.357 0.923 0.358
Huehuetenango 12 60 0.460 0.247 0.917 0.252
Total 48 65 0.630 0.289 0.979 0.301
Poblacion
Palencia 8 20 1.120 0.012 0.575 0.204
. uetzaltenango 3 54 1.600 0.245 0.867 0.308
G. pallida San Marcos ‘ 3 14 1304 0.085 0.5 0219
Huehuetenango 3 20 1.200 0.108 0.667 0.248
Total 17 27 1.315 0.137 0.938 0.298

Nota. N= niimero de muestras analizadas, PLP = porcentaje de loci polimorficos, Na = numero de alelos diferentes,
H = indice de diversidad de Shannon, A = indice de diversidad de Simpson, He = heterocigosidad esperada (diversidad
genética de Nei)
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indices de diversidad genética (Tabla 1). A nivel de G.
pallida 1a poblacion de Quetzaltenango presentd los
valores mas elevados de PLP (54), Na (1.6), H (0.245),
A (0.867) y He (0.308). Por otra parte, la poblacion de
Palencia exhibié los menores valores de Na (1.12), H
(0.012), A (0.575) y He (0.204).

Respecto a la estructuracion genética de las
poblaciones de G. rostochiensis, se indentificaron 3
grupos principales en el dendrograma NJ (Figura 5A).
El grupo I incluy6 once muestras. La mayor parte de
estas provinieron del municipio de Palencia, con la pre-
sencia de algunas muestras de la region occidental. El
grupo Iy III incluyeron 36 muestras provenientes de
la region occidental con los departamentos de Quet-
zaltenango, San Marcos y Huehuetenango. La excep-
cion fueron 2 muestras provenientes del municipio de
Palencia. El DAPC exhibi6 una baja estructuracion en
las poblaciones al identificar que la probabilidad pos-
terior de ascendencia de cada muestra esta compuesta
por una considerable mezcla de las diferentes pobla-
ciones geograficas (Figura 5B). En el PCA, los dos

Figura §

Estructura genética de las poblaciones de G. rostochiensis
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primeros ejes acumularon 28.4% de la variacion total
y las muestras se agruparon independientemente del
origen geografico (Figura 5C) confirmando el patron
identificado con el dendrograma NJ y DAPC.

De igual manera, en el analisis NJ para G.
pallida también se identificaron 3 grupos principales
(Figura 6A). El grupo I se conform6 de cuatro mues-
tras provenientes del municipio de Palencia y algunas
muestras de Quetzaltenango. Los otros dos grupos in-
cluyeron nueve muestras del occidentes del pais con
los departamentos de Quetzaltenango, San Marcos y
Huehuetenango. La probabilidad posterior de asce-
dencia de cada muestra a su poblacion geografica de
origen identificada por el DAPC, nuevamente mostrd
una débil estructuracion de las poblaciones analiza-
das (Figura 6B) al igual que el dendrograma NJ. Los
dos primeros ejes del PCA acumularon el 35.7% de la
variacion total y la mayoria de las muestras no mostra-
ron un patrén de asociacion hacia su origen geografico
(Figura 6C) reafirmando la disposicion identificada en

el dendrograma NJ y DAPC.
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Nota. Basada en Panel A: Dendrograma Neighbor-Joining (NJ). Panel B: Asignacion de probabilidades de cada muestra
obtenida con el analisis discriminante de componentes principales (DAPC). Panel C: Diagrama de dispersion del anélisis
de componente principales (PCA). Los grupos diferenciados dentro del dendrograma estan identificados como I, 11 y I11.
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Figura 6

Estructura genética de las poblaciones de G. pallida
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Nota. Basada en Panel A: Dendrograma Neighbor-Joining (NJ). Panel B: Asignacion de probabilidades de cada mues-
tra obtenida con el analisis discriminante de componentes principales (DAPC). Panel C: Diagrama de dispersion del
analisis de componente principales (PCA). Los grupos diferenciados dentro del dendrograma estan identificados

como I, IT 'y IIT

La baja estructura de las poblaciones en ambas
especies fue confirmada con el analisis de diferencia-
cion poblacional a través del AMOVA. Para el caso de
G. rostochiensis el AMOVA indic6 que la diversidad
genética ocurre mayormente dentro de las poblaciones
(98.6%) y solamente 1.4% de la variacion se presenta
entre las poblaciones. El estadistico @, utilizado para
estimar la divergencia entre poblaciones, mostr6 un
valor bajo (0.001) y no significativo (p >.05) (Tabla 2).
El analisis de diferenciacion genética por comparacion
pareada confirm6 la ausencia de divergencia poblacio-
nal en G. rostochiensis ya que ninguna comparacion
fue estadisticamente significartiva (p > .05) (Tabla 3).

En cuanto a G. pallida, el AMOVA indico6 que la
diversidad genética también se presenta mayormente
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dentro de las poblaciones (96%) y solamente 4% de la
variacion es exhibida entre las poblaciones. Al igual
que G. rostochiensis, el analisis de diferenciacion gené-
tica por comparacion pareada confirmo la ausencia de
divergencia poblacional en G. pallida ya que no hubo
comparacion estadisticamente significativa (p > .05)
(Tabla 4). Esta situacion sugiere un alto flujo genético
entre las poblaciones en ambas especies de nematodos.
El analisis de aislamiento por distancia a través de la
prueba de mantel no mostrd una correlacion significa-
tiva (p > .05) entre la distancia geografica y genética
para las poblaciones en ambas especies de nematodos,
confirmando la ausencia de estructura poblacional y el
alto flujo genético entre poblaciones.
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Tabla 2

Detalle del analisis molecular de varianza AMOVA

Niveljerirquico codrado ot aracion O P ;
G. rostochiensis
Entre poblaciones 19.285 0.03 1.4 @, =0.001 .502
Dentro de poblaciones 284.798 6.473 98.6
G. pallida
Entre poblaciones 16.317 0.218 4 @, =0.045 .266
Dentro de poblaciones 60.389 4.645 96

Tabla 3

Analisis de diferenciacion por comparacion pareada de poblaciones de G. rostochiensis. Valores por debajo de la
diagonal indican la magnitud de diferenciacién (®,,). Valores por encima de la diagonal indican el valor de probabili-
dad

Poblacion Palencia Quetzaltenango San Marcos Huehuetenango
Palencia -- 0.430 0.428 0.337
Quetzaltenango 0.000 -- 0.452 0.464
San Marcos 0.000 0.000 -- 0.260
Huehuetenango 0.012 0.000 0.051 --

Tabla 4

Analisis de diferenciacion por comparacion pareada de poblaciones de G. pallida. Valores por debajo de la diagonal
indican la magnitud de diferenciacion (®,,). Valores por encima de la diagonal indican el valor de probabilidad

Poblacion Palencia Quetzaltenango San Marcos Huehuetenango
Palencia -- 0.157 0.079 0.090
Quetzaltenango 0.075 -- 0.367 0.483

San Marcos 0.259 0.000 -- 0.466
Huehuetenango 0.341 0.000 0.000 --
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Discusion

El marcador molecular AFLP fue utilizado debi-
do a la alta capacidad en la identificacion de regiones
polimérficas en estudios de diversidad genética de am-
bas especies de nematodos (Marché et al., 2001; Qin et
al., 2000). Por otra parte, con los datos obtenidos en la
identificaciéon molecular, se confirma la presencia de
ambas especies de nematodos en el pais, las cuales ha-
bian sido previamente descritas mediante caracteriza-
cion morfologica. Con esto se valida la eficiencia de los
cebadores especificos para la identificacion precisa de
las dos especies de nematodos (Gorgadze et al., 2019).

Los resultados moleculares de la investigacion,
replican las experiencias reportadas en otros estudios
donde se ha confirmado la presencia de ambas especies
de nematodos como Costa Rica (Garcia et al., 2009)
Venezuela, (Casanova et al., 2012), Canadad (Mimee
et al., 2017) y Portugal (Camacho et al., 2017) entre
otros ejemplos. Cabe mencionar que, la identificacion
molecular para ambas especies de nematodos, dada su
importancia a nivel mundial, es recomendada por la
Organizacion Europea y Mediterranea de Proteccion
Vegetal (EPPO, 2017).

Los resultados mostraron que 15 de las 80
muestras analizadas manifiestan la presencia de am-
bas especies de nematodos. Esto se relaciona con la
problematica que viven los agricultores ya que, al
no ser especies antagonistas, cada una desarrolla su
ciclo, incrementando el nimero de quistes hasta el
punto de infestacion completa de las areas (Douda et
al., 2014; Gamel et al., 2017). Cuando esto sucede, el
tubérculo de papa experimenta una reduccion severa
en su tamafio, por lo que no es posible su comerciali-
zacion y genera pérdidas econdmicas significativas a
los productores. Ademas, la presencia de poblaciones
de ambas especies, supone una fuerte problematica al
emplear variedades de papa con resistencia a solo una
de las especies (Tirchi et al., 2017). A nivel nacional,
se dispone de materiales resistentes unicamente a G.
rostochiensis, lo que representa una debilidad en la
estrategia de control de G. pallida.

Los diferentes indices de diversidad revelaron
que existen una alta diversidad genética en cada una
de las especies analizadas, asi como una mezcla de
alelos entre las poblaciones, deducido a partir de la
débil estructuracion genética identificada. La diver-
sidad genética en las poblaciones G. rostochiensis
(He = 0.252 - 0.358, PLP = 54 - 80) fue similar a la
reportada en poblaciones rusas (He = 0.14 - 0.23,
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PLP =44 - 96) (Chrisanfova et al., 2008), lo cual coin-
cide con el hecho de que en ambos casos la especie ha
sido introducida y los valores de diversidad son propios
de un efecto fundador. Por otra parte, las poblaciones
de G. pallida exhibieron valores de diversidad genética
(He =0.204 - 0.308) menores a la reportada en pobla-
ciones peruanas (He = 0.59 - 0.70) (Montarry et al.,
2019). Esta situacion se explica debido a que el centro
de origen de G. pallida se ubica en la regién andina
entre Peru, Chile y Bolivia (Grenier et al., 2010) por lo
que los indices de diversidad son mayores debido a la
existencia de una mayor cantidad de variantes alélicas.

El analisis de estructura poblacional permitié
establecer algunos patrones y escenarios sobre la dis-
persion de las especies de nematodos en las poblacio-
nes de estudio. En ambas especies se observo una alta
similitud genética y tendencia al agrupamiento de las
muestras de la region central, aunque con inclusion de
muestras del occidente del pais. Por otra parte, la mayo-
ria de las muestras de occidente de los departamentos
de Huehuetenango y San Marcos mostraron cercania
genética. Sin embargo, las muestras del departamento
de Quetzaltenango fueron las mas dispersas, encon-
trandose relacionadas con los otros departamentos, lo
que significa que existen alelos que han sido compar-
tidos desde este punto hacia el resto de las poblacio-
nes debido al flujo genético. Respecto a esta situacion,
cabe mencionar que la habilidad de dispersion de los
nematodos por si solos, es baja (Cantalapiedra-Nava-
rrete et al., 2014; Roux et al., 2016). Esto deja al factor
humano como el principal responsable de la dispersion
de ambas especies de nematodos (Alenda et al., 2014).
Este escenario se confirmo a través de los analisis de
aislamiento por distancia, el cual indicé la ausencia de
una correlacion significativa entre la distancia genética
y geografica, asi como el analisis de diferenciacion
poblacional que mostro la falta de divergencia genética
entre las poblaciones de ambas especies de nematodos.
Esto sugiere que las poblaciones analizadas de ambas
especies de nematodos pueden considerarse como me-
tapoblaciones.

El alto grado de mezcla en los sitios de proceden-
cia de las muestras propone una débil estructura po-
blacional debido a un constante flujo genético entre las
poblaciones analizadas, evidenciando la dispersion de
los nematodos entre las zonas muestreadas (Picard et
al., 2004). Para ambas especies fue comin observar la
presencia de muestras de Quetzaltenango en los grupos
formados por los dendrogramas, DAPC y PCA. Esto
se debe a que Quetzaltenango es el mayor distribuidor
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de semilla a nivel nacional, no obstante, basado en las
observaciones de campo durante la toma de muestras,
es frecuente el incumplimiento de las normas y regu-
laciones fitosanitarias para la produccion de semilla
certificada. De este modo, la distribucion de semilla
contaminada con nematodos, desde este punto al resto
del pais, es el principal mecanismo de dispersion de G.
rostochiensis 'y G. pallida. Esto es lo que ha ocasionado
la escasa diferenciacion genética de las poblaciones
identificada en los analisis de estructuracion.

Esta situacion aumenta el riesgo del incremento
en la diversidad genética de las poblaciones de ambos
nematodos, ya que ademas de la mutaciéon como fuente
de incremento de diversidad, el flujo genético introdu-
ce alelos nuevos a las poblaciones. Por esta razon, es
fundamental reducir al minimo la conectividad gené-
tica entre las poblaciones con el objetivo de evitar el
desarrollo de variantes genéticas mas virulentas y con
el potencial de superar la resistencia de los genotipos
de papa. Este hecho también resalta la importancia de
apoyar los programas de mejoramiento de papa a nivel
nacional, ya que los genotipos desarrollados en otros
paises pueden ser susceptibles a la variantes genéticas
de G. rostochiensis y G. pallida desarrolladas en las
poblaciones guatemaltecas.

El fendmeno de dispersion, entre las poblaciones
de estas dos especies de nematodos, también ha sido
reportado en otros estudios con marcadores molecu-
lares en poblaciones de América del Sur, Reino Unido
y Turquia (Hoolahan et al., 2012; Toktay et al., 2020).
Es imporante mencionar que las principales zonas de
produccién de papa en Guatemala se ubican en las re-
giones occidental y central, las cuales estan geografi-
camente distantes por aproximadamente 200 - 300 km.
Esto remarca la accion antropogénica en la dispersion
de G. rostochiensis y G. pallida

La determinacion de la diversidad genética en
las poblaciones de nematodos es un factor determi-
nante para el planteamiento de programas de mejora-
miento de papa que, en conjunto con otras practicas de
control, ayudan a mitigar el dafio de estos nematodos
(Bhardwaj et al., 2012; Lopez et al., 2015). Tras confir-
mar la presencia y determinar la estructura y diversi-
dad genética de las poblaciones de G. rostochiensis y
G. pallida en el pais, es importante realizar esfuerzos,
a través de instituciones especializadas, para capacitar
a los productores de semilla en la implementacion de
tecnologias que mejoren los estandares fitosanitarios.
Con esto se reducira el riesgo de la comercializacion
de semilla de papa contaminada con las especies de
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nematodos formadores de quistes. Por ultimo, es fun-
damental remarcar que el flujo genético entre las pobla-
ciones de nematodos promueve el aumento de la diver-
sidad genética al propiciar el intercambio de alelos que
pueden dar origen a nuevas variantes genéticas mas
agresivas y dificiles de controlar. Ante esta situacion,
es fundamental minimizar la dispersion de los nema-
todos y para esto se sugiere el desarrollo de programas
que promuevan el uso de semilla de papa certificada
libre de nematodos. Ademas, para garantizar que se
estan estableciendo medidas que eviten la dispersion
de los nematodos y otras enfermedades asociadas al
cultivo de papa, se debe continuar con los monitoreos
moleculares para evaluar los patrones de dispersion.
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