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RESUMEN

El cultivo de sacha inchi es uno de los pilares en la actividad agricola del departamento San
Martin. Sin embargo, presenta una alta susceptibilidad a Meloidogyne spp. lo que provoca
una reduccion del rendimiento y muerte de la planta. Ante la necesidad de buscar una
estrategia de manejo de la plaga es necesario una identificacion de las especies de
Meloidogyne asociadas al cultivo. En el presente estudio se trabajo con 190 muestras de
raices obtenidas de 21 parcelas productivas. A partir de las cuales se realizaron analisis de
grado de nodulacién, dindmica poblacional de nematodos (J2/10 gr raiz) e identificacion de
especies de Meloidogyne mediante métodos morfologicos y técnicas moleculares como el
PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) usando ADN gendmico de especimenes
hembras (10 especimenes). También se obtuvieron datos edafoldgicos, agronémicos y
topogréficos de cada parcela, ademéas de datos climaticos de la zona de estudio. Los
resultados demuestran que la densidad poblacional de nematodos (J2) esta relacionados
directamente con el grado de nodulacion en las raices. Ademas, variables como la presencia
de cultivos secundarios como el cacao en la parcela, altitud y el porcentaje de materia
organica en el suelo tienen un efecto negativo sobre los valores de nematodos Jz, contrario
al efecto de la variable edad de cultivo. La identificacion de especies mediante cortes
perineales muestra resultados de incidencia donde el 87 % pertenecen a Meloidogyne
incognita, 8 % a Meloidogyne arenaria y 4 % a Meloidogyne javanica. Mientras que la
identificacion molecular muestra productos de amplificacion para: M. incognita
(Mi2F4/Mi1R1-300 pb) en el 96 % de muestras, M. arenaria (NN-420 pb) en el 39 %,
Meloidogyne exigua (exD15F/exD15R-562 pb) en el 15 % y M. javanica (Mjav/Mjav-517
pb) en el 10 % de muestras evaluadas.

Palabras clave: M. incognita, M. arenaria, M. javanica, M. exigua, PCR, patron perineal



ABSTRACT

The sacha inchi crop is one of the pillars of agricultural activity in the department of San
Martin. However, it is highly susceptible to Meloidogyne spp. which causes yield reduction
and plant death. In view of the need to find a pest management strategy, it is necessary to
identify the Meloidogyne species associated with the crop. In the present study, 190 root
samples obtained from 21 productive plots were used. From these samples, analyses of the
degree of nodulation, nematode population dynamics (J2/10 gr root) and identification of
Meloidogyne species were carried out by morphological methods and molecular techniques
such as PCR (Polymerase Chain Reaction) using genomic DNA from female specimens (10
specimens). Edaphological, agronomic and topographical data were also obtained for each
plot, as well as climatic data for the study area. The results show that the population density
of nematodes (Jz) is directly related to the degree of nodulation in the roots. In addition,
variables such as the presence of secondary crops such as cocoa in the plot, altitude and the
percentage of organic matter in the soil have a negative effect on J, nematode values,
contrary to the effect of the variable crop age. Species identification by perineal sections
shows incidence results where 87 % belong to Meloidogyne incognita, 8 % to M. arenaria
and 4 % to M. javanica. While molecular identification shows amplification products for:
M. incognita (Mi2F4/Mi1R1-300 bp) in 96 % of samples, M. arenaria (NN-420 bp) in 39
%, M. exigua (exD15F/exD15R-562 bp) in 15 % and M. javanica (Mjav/Mjav-517 bp) in 10
% of samples evaluated.

Keywords: M. incognita, M. arenaria, M. javanica, M. exigua, PCR, perineal pattern



I. INTRODUCCION

El cultivo de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) en la regiéon amazénica peruana ha venido
adquiriendo en los ultimos afios un papel muy importante en el area de investigacion y
produccidn en el marco de nuestra agricultura. Sin embargo, dentro del mercado nacional e
internacional, la participacion de este producto solo se remonta a la Ultima década,
alcanzando altos volimenes de ventas en los mercados de la Union Europea y Estados
Unidos (Calero, 2013).

El potencial agroindustrial de este cultivo esta basado en su alto contenido de &cidos grasos
esenciales como el &cido linolénico, lindleo y oleico, conocidos también como omega 3, 6y
9 respectivamente; los cuales forman parte de la composicion de las semillas en mayor
proporcion a las reportadas en otros cultivos oleaginosos (Castafio, 2012). Asimismo, cuenta
con propiedades que permiten el control de los radicales libres presentes en el cuerpo,

previniendo asi ciertas enfermedades en el organismo humano (Risco et al., 2010).

El conocimiento de las virtudes y apertura de mercado de este fruto propicio el desarrollo de
su cultivo en algunas zonas de nuestro pais. Entre las zonas productoras de esta oleaginosa
tenemos al departamento de San Martin, el cual posee el 3.9 % del area agricola de todo el
pais desarrollando cultivos con un alto valor agroindustrial, concentrando el 61 % de area de
produccion de sacha inchi a nivel nacional (MIDAGRI, 2022). A pesar de esto, se ha
detectado una disminucion de su rendimiento promedio del cultivo en los ultimos afios,
desde 4,2 tn/ha en el afio 2014 hasta 1,1 tn/ha en el afio 2021 (MIDAGRI, 2015y MIDAGRI,
2022).

Una de las causas de la disminucién de rendimiento se debe a los problemas fitosanitarios,
y entre ellos encontramos la susceptibilidad a Meloidogyne spp., conocida como el nematodo
del nédulo radicular, que causa agallamiento y atrofia de las raices, perjudicando la ejecucion
correcta de los procesos fisiolégicos mas importantes en la planta, como son los de la
respiracion y fotosintesis, afectando también el transporte de agua y nutrientes desde el suelo

hacia la planta y causando una disminucion del rendimiento del cultivo (Santa Cruz, 2017).



Las especies del género Meloidogyne cuentan con un amplio rango de hospedantes y a su
vez una sola especie de este género tiene la capacidad de infectar a un gran nimero de
hospedantes. Por otro lado, se ha reportado también que un mismo hospedante puede
albergar a mas de una variante de este género, causando asi un solapamiento de especies

patdgenas (Cossio, 2018).

En tal sentido, el conocimiento de las especies de Meloidogyne, asi como su patron de
distribucion en diferentes condiciones edaficas y climaticas, permitiran una mejor precision
del status fitopatoldgico de este género. Ademas, cabe resaltar que la labor de identificacion
tiene un papel muy importante para algunas areas de estudio como la sistematica (taxonomia
y filogenia), la genética de poblaciones, ecologia y epidemiologia, etc. De igual forma es
fundamental para el desarrollo de medidas de control de patdgenos: al realizar el
reconocimiento de la especie que causa la infeccidn se podria utilizar un cultivar resistente
0 una rotacién de cultivo adecuada y en casos mas estrictos la proposicion de medidas

cuarentenarias (Vera, 2014).

Existen diferentes métodos para la identificacion de los nematodos. ElI método morfoldgico
constituye el método tradicional para lo cual se consideran caracteristicas como la de los
patrones perineales de especimenes hembras. Sin embargo, estos criterios tienen ciertas
limitaciones al no ser tan precisos y necesitan de métodos complementarios y confirmatorios.
Es por eso que se viene implementando mas el uso de métodos moleculares mediante PCR,
los cuales nos permiten la amplificacién de ADN gendmico a partir de fragmentos de genes

muy pequefios, caracterizandose como un proceso altamente sensible y especifico.

El presente trabajo se orienta a desarrollar la caracterizacion de poblaciones del género
Meloidogyne presentes en las zonas productoras de sacha inchi dentro del departamento de

San Martin, para lo cual se vio necesario plantear los siguientes objetivos:

1. Cuantificar la densidad poblacional de Meloidogyne spp. y determinar su relacion con
el indice de nodulacion en raices del cultivo de sacha inchi.

2. Determinar la relacion de la densidad poblacional de Meloidogyne spp. con las
condiciones edéficas, climaticas, topogréaficas y caracteristicas de las parcelas.

3. Caracterizar morfologicamente los disefios perineales de nematodos hembras de
Meloidogyne spp. aisladas del cultivo de sacha inchi.

4. ldentificar especies de Meloidogyne en poblaciones de nematodos aisladas de raices del

cultivo de sacha inchi, mediante analisis molecular usando primers especificos SCAR.



II.  REVISION DE LITERATURA

2.1. SACHA INCHI

2.1.1. Origen y distribucion

Se considera una posible zona de origen en la selva amazénica o atlantica de Brasil en la
época del Oligoceno (28.7 millones de afios), dispersandose posteriormente entre las

regiones de América Central y México en todo el Mioceno (Cardinal- McTeague et al., 2019)

Posteriormente en Ameérica del Sur, se tienen registros de Plukenetia volubilis L. en las zonas
amazonicas de paises como Bolivia, Indias occidentales y Per( (Macbride, 1951; Correa y
Bernal, 1992); siendo descrita por primera vez en el afio 1753. También ha sido reportado
en Malasia, Nueva Guinea, Bordeo, México (Biblioteca Conmemorativa Orton, 1987).

El sacha inchi es una Euphorbiaceae de la que se han encontrado registros en huacos de las
culturas Chimd y Mochica, dejando evidencia de su uso en culturas pre-incas nor-orientales,

como lo evidencian ceramicos encontrados en tumbas de estas culturas (Pariona, 2008).

En la actualidad el cultivo de sacha inchi en nuestro pais esta distribuidos principalmente en
los departamentos de San Martin, Amazonas y Loreto (Chirinos et al., 2009) (Figura 1), y
en menor proporcion en los departamentos de Piura, Huanuco, Ucayali y Junin (Brako y
Zarucchi, 1993). En el departamento de San Martin se cuenta con areas productivas
distribuidas en siete de sus provincias: Lamas, Bellavista, Picota, El Dorado, San Martin,

Moyobamba y Rioja.
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204 jiﬁ\ DEPARTAMENTO SUP(E_I:F)'C'E
SAN MARTIN 1006
LORETO 380
HUANUCO 29
AMAZONAS 42
JUNIN 182

Figura 1: Zonas productoras y superficie instalada de sacha inchi a nivel nacional
Fuente: MIDAGRI (2022)

2.1.2. Taxonomia

La clasificacién botanica para sacha inchi o mani del monte proporcionada por USDA
(United States Department of Agriculture ) es la siguiente:

Reino: Plantae
Divisién: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Malpighiales
Familia: Euphorbiaceae
Género: Plukenetia
Especie: Plukenetia volubilis L.

2.1.3. Importancia del cultivo

El cultivo de sacha inchi en el departamento San Martin constituye uno de los productos
agricolas de exportacion mas promisorios en la generacién de divisas, en el 2015 generé US
$ 0.1 millon de ddlares, llegando a US $ 0.5 millones de dolares solo hasta mitad de afio del
2017 (MINCETUR, 2019). Mientras en el &mbito de exportaciones a nivel nacional, viene
adquiriendo un rapido crecimiento desde el afio 2005 hasta la actualidad, obteniendo valores
de US $ 8.9 millones de ddlares en el afio 2017, siendo los principales importadores paises
como: Corea del Sur, Estados Unidos, Japdn, Francia, Canada, etc. (SIICEX, 2018).

Su importancia comercial viene sustentada por el alto valor nutricional de sus semillas ya
gue cuentan con una composicion elevada de sustancias vitales para el ser humano como las

proteinas, aminoacidos, acidos grasos esenciales (omegas 3, 6, y 9) y vitamina E (tocoferoles


https://www.usda.gov/

y tocotrienoles) (Gutiérrez et al., 2011 y Chirinos et al., 2013), lo cual la diferencia de otros
productos oleaginosos como son el mani, palma, soya, maiz, colza y girasol (Manco, 2006).

Estas propiedades ayudan en la disminucion del riesgo de enfermedades cardiovasculares y
niveles altos de colesterol, haciendo posible que el sacha inchi cuente con altas expectativas
comerciales, similares a las observadas en el mercado global de productos como el café,

cacao y la madera (Chirinos et al., 2009).

Su gran acogida en el mercado internacional ha provocado un incremento exponencial en las
areas de produccion a nivel nacional, segin MIDAGRI (2016) en el afio 2015 se contaban
con 723 hectareas de sacha inchi, incrementandose el valor en mas del doble para el afio
2021, alcanzando las 1639 hectareas (MIDAGRI, 2022). Particularmente en la regién San
Martin, en el afio 2021 se registraron 1006 hectareas las cuales cuentan con un rendimiento
promedio de 1 121 kg/ha (MIDAGRI, 2022).

Asimismo, el cultivo de sacha inchi, presenta un gran valor como cultivo alternativo frente
a cultivos ilegales presentes en la zona, como lo es el cultivo de coca y también constituye

una gran opcion en la recuperacién de zonas deforestadas.

2.1.4. Morfologia

Segun la descripcidn realizada por Manco (2006), la planta de sacha inchi es trepadora y de
crecimiento indeterminado, presentando también un tallo semilefioso. Sus hojas presentan
posicion alterna y tienen bordes aserrulados y nervadura pinnitinervia, son de color verde
oscuro y pueden alcanzar tamafios de 6-13 cm de largo y 4-10 cm de ancho, ademas tienen

un apice es puntiagudo y un area basal plana o semiarrifionada (Dostert et al.,2009).

Con respecto a su estructura floral, Arévalo (1999), menciona que la planta cuenta con una
inflorescencia hermafrodita, conteniendo flores masculinas y pistiladas; las primeras son
blanguecinas y de tamafio pequefio, dispuestas en racimos, mientras las flores femeninas

estan ubicadas en el area lateral de la base del racimo.

Posteriormente producto de la fecundacion de las flores se obtienen los frutos los cuales son
capsulas, de 3,5 a 4,5 cm de diametro, divididos en cuatro lébulos (tetralobados)
generalmente, conteniendo en cada uno una sola semilla (Manco, 2006). Dependiendo del

ecotipo 0 accesion se pueden encontrar capsulas con cinco a siete lébulos.



La semilla esta contenida en cada l6bulo, la cual presenta forma ovalada, de 1.5 a 2 cm de
diametro, ligeramente abultada en el centro y aplastadas hacia los bordes, con un hilum bien
diferenciado; el color es marron oscuro; posee nervaduras notorias y su peso varia entre de
48 a 100 g. Al abrirlas encontramos los cotiledones a manera de almendras y cubiertos de

una pelicula blanquecina (Valles, 1990; Arévalo, 1999).

2.1.5. Fenologia

Las etapas fenoldgicas del cultivo de sacha inchi presenta la siguiente distribucion (Tabla
1):

Tabla 1: Etapas fenologicas del cultivo de sacha inchi

Fase Dias Descripcion
11 a 14 DDA Germinacioén
Almécigo 16 a 20 DDA Ler. par de hojas
verdaderas
45 259 DDA 3er. par de hojas
verdaderas
20241 DDT Inicio de emisién de guia
86 a 139 DDT Inicio de floracién
Campo
1192182 DDT Inicio de fructificacion
202 a 249 DDT Inicio de cosecha

*DDA: dias después del almacigado, DDT: dias después del trasplante
Fuente: Manco (2006)

2.1.6. Fisiologia

a. Crecimiento vegetativo

La planta del sacha inchi al ser una liana y presentar un crecimiento indeterminado, con la
formacion abundante de ramas y hojas; requiere la implementacion de un sistema de soporte
que facilite su manejo durante un sistema de cultivo, dicho soporte no debe presentar una

altura mayor a dos metros para permitir la cosecha de frutos (Arévalo, 1999).



Figura 2: Planta de sacha inchi

b. Floracion

Segun Arévalo (1999), la etapa de floracion se desarrolla luego de tres meses de la labor de
trasplante, desarrollandose primero las flores masculinas y luego de un periodo de 7 a 19
dias se observa el desarrollo de primordios florales femeninos.

¢. Fructificacion

La formacion de frutos se desarrolla inmediatamente luego de la floracién, logrando su
completo desarrollo cuatro meses después; posteriormente inicia la etapa de maduracion de
frutos. Durante esta etapa el fruto presenta una variacion de pigmentacion que va desde el
color verde al marrén oscuro o0 negro cenizo, que se observa como indicador de que el fruto

esta seco y listo para cosecharse.

La etapa de fructificacion para el sacha inchi sucede entre los 119 y 182 dias después del
trasplante. Finalmente, la cosecha de frutos ocurre a los 7,5 meses después de la siembra
aproximadamente, obteniendo una produccidon continua desde ese momento (Arévalo,
1999).



2.2.  EL NEMATODO Meloidogyne spp.
2.2.1. Taxonomia
La clasificacion taxondmica proporcionada por ITIS (Integrated Taxonomic Information

System) se muestra a continuacion:

Phylum: Nematoda
Clase: Chromadorea

Orden: Tylenchida
Suborden: Tylenchina
Superfamilia: Tylenchoidea
Familia: Meloidoginidae
Subfamilia: Meloidogyninae
Género: Meloidogyne, Goldi 1892.

2.2.2. Ciclo de vida

Los nematodos del genero Meloidogyne son considerados como patdgenos endoparasitos
sedentarios, los cuales tienen la capacidad de movilidad e infeccion solo durante sus

primeros estadios, parasitando generalmente plantas vasculares.

Su ciclo de vida empieza con la ovoposicién de la hembra adulta, en esta etapa el nematodo
almacena los huevos dentro de una membrana 0 masa gelatinosa, la cual es secretada por las
glandulas rectales de la hembra. Esta masa compuesta por glicoproteinas tiene la funcién de
preservacion y proteccion de los huevos en condiciones ambientales extremas o depredacion

por otros organismos (Moens et al., 2009).

Luego de la ovoposicién empieza el desarrollo de los huevos con la multiplicacién de células
hasta poder observar los diversos estados J. (juvenil). Es asi donde el primer estado juvenil
que se presenta de forma enrollada dentro del huevo, muestra movimiento limitado y cuenta
con un estilete. Al final este estado se produce la primera muda del nematodo, la cual ocurre
dentro del huevo. Luego de este proceso surge el juvenil del segundo estadio (J2) el cual
rompe la membrana de huevo mediante pinchazos que realiza con su estilete (Taylor y
Sasser, 1983; Karssen y Moens, 2006).

La invasion del segundo estadio juvenil en la raiz generalmente se encuentra en la region de
elongacion, cerca de la zona meristeméatica. La migracion hacia adelante siempre es

intercelular, el cambio de la invasion intracelular inicial a la migracion intercelular se logra


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=119089&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=315429&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock

mediante movimientos concentrados del estilete y la cabeza en las uniones celulares. Esta
actividad finalmente da como resultado la separacion de las células y permite que el

nematodo J2 ingrese a la lAmina media (Wyss et al.,1992).

Como resultado de la infeccion, el nematodo juvenil (J2) de la segunda etapa induce la
formacion de células de alimentacion en la planta huésped a través de sefiales inductivas,
como las proteinas secretadas por las células de la glandula esofagica (Vovlas et al.,2005;
Rutter et al.,2014).

En condiciones favorables, la etapa J. se traslada al juvenil de tercera etapa (J3) después de
aproximadamente 14 dias, luego al juvenil de cuarta etapa (J4) y finalmente a la etapa de
adulto. El tiempo combinado para las etapas Jz y J4 es mucho mas corto que para el J2 0 el
adulto, generalmente de 4 a 6 dias. Ademas, los estadios J3 y Ja carecen de un estilete

funcional y no se alimentan (Moens et al., 2009).

Después del establecimiento de sitios de alimentacion permanentes y que el nematodo
experimenta varias mudas, este se vuelve sedentario, a excepcion del nematodo macho
adulto que es mavil, tiene forma vermiforme y migra fuera de la planta, mientras que una
hembra adulta es globosa, tiene forma de pera con un pequefio pico, que ayuda a la ingestion
de alimentos (Wyss et al., 1992).

2.2.3. Parasitismo

El nematodo del género Meloidogyne cuenta con la capacidad para sobrevivir a condiciones
desfavorables durante sus primeros estadios, debido a que cuenta con varias adaptaciones
fisiologicas y bioquimicas, que incluyen embriogénesis tardia, quiescencia, diapausa y
reservas de lipidos; estas caracteristicas permiten asegurar la viabilidad hasta que se

produzca la infeccion del huésped (Evans y Perry, 2009).

Luego de haber alcanzado el segundo estadio (J2), la infeccion de los nematodos puede
provocar una fuga de metabolitos en el huésped y una mayor susceptibilidad al ataque de
otros patdgenos que dan como resultado plantas débiles y de bajo rendimiento (Bird y
Kaloshian, 2003).

Después de la penetracidn, los juveniles de la segunda etapa migran intercelularmente en la
corteza a la region de diferenciacion celular donde se asientan y comienzan a alimentarse.
Los sitios de alimentacién preferidos son el floema primario o las células similares a

parénguima no diferenciadas adyacentes del periciclo (Eisenback y Triantaphyllou, 1991)



Segun Shukla et al. (2016), a pesar que los nematodos J. logren penetrar la raiz con ayuda
de su estilete, estos dependen de moléculas efectoras para parasitar con éxito a su huésped.
Estas moléculas efectoras secretadas por las glandulas esofagicas del nematodo en la célula
infectada, modulan la respuesta del huésped en su propio beneficio para que puedan vivir
dentro del tejido del huésped. Las diversas funciones atribuidas a las moléculas efectoras de
nematodos incluyen:

e Lamodificacion de las paredes celulares de la planta, la supresion de las respuestas de

defensa de la planta.
e Laalteracion de la sefializacion de la auxina y la poliamina.
e La imitacion de las moléculas de la planta para evitar las respuestas de defensa y la

regulacion de la sefializacion de estrés.

En la Figura 4, se puede observar el ciclo bioldgico completo del nematodo del género

Meloidogyne.
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Fuente: Agrios, 2005
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2.2.4. Reproduccion

Diferentes estudios han demostrado que los nematodos de los nudos de las raices han
experimentado una amplia diversificacion citogenética, probablemente sin paralelo a la de
cualquier otro grupo animal (Triantaphyllou, 1985). Sin embargo, como la mayoria de
nematodos del suelo, muchas especies de Meloidogyne son partenogenéticos. Algunos son
partendgenos meioticos facultativos, y varias de las especies mas extendidas y
econdémicamente importantes son los partendgenos mitoticos obligados. Es asi que podemos
encontrar poblaciones de la misma especie de este género que puede desarrollar diferentes
formas de reproduccion. Es por esto que se pueden diferenciar tres tipos de reproduccion
dentro del género: (Chitwood et al., 2009)
o La anfimixis, en la cual los espermatozoides de losnematodos machos fertilizan
los ovocitos en las hembras ocurriendo luego la meiosis.
o La partenogénesis meiotica facultativa, en la cual puede desarrollarse la anfimixis
0 en el caso de no estar presentes los machos.
o La partenogénesis mitética obligada, donde no hay participacion de los machos
(apomixis o amixis), ademas solo uno de nucleos generados por mitosis se

convierte en embrion.

Las especies como M. hapla se reproducen por partenogenesis facultativa u obligatoria.
Mientras que la tendencia de la reproduccion anfimictica a la apomixis se asocia
generalmente con ciclos de vida mas cortos, tasas reproductivas mas altas y mayor
importancia como patégenos de cultivos. Solo una pequefia cantidad de especies se
reproducen por anfimixis (por ejemplo, M. carolinensis, M. microtyla, M. pini). Siendo la
reproduccion apomictica la correspondiente en las especies que presentan la mayor

distribucion geografica y de mayor impacto agronémico. (Moens et al., 2009)

La fertilizacién cruzada obligatoria también ocurre en algunas formas diploides y poliploides
(por ejemplo, M. kikuyensis y M. megatyla), mientras que la meidtica facultativa (automixis)
(por ejemplo, M. exigua, M. chitwoodi y M. graminicola) y la partenogénesis mitdtica
obligatoria (apomixis) (por ejemplo, M. incognita, M. enterolobii y M. oryzae) prevalecen

en la mayoria de las formas poliploides y aneuploides (Triantaphyllou, 1985)

Dentro de los géneros de Meloidogyne, como en Globodera y Heterodera no se presentan
cromosomas sexuales, por lo cual la proporcion de especimenes hembras o machos estan

relacionadas directamente con factores ambientales. Por otro lado, situaciones adversas
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como escasez de alimento temperaturas extremas u otros factores ambientales pueden
ocasionar la inversién sexual para la formacion de nematodos macho. Sin embargo, estos
nematodos no logran fecundar al ovocito, generandose finalmente una embriogénesis sin
fusion. (Chitwood et al., 2009).

2.2.5. Dimensiones

La caracterizacion morfométrica para los especimenes macho especifica que cuenta con una
longitud de 1,2 a 1,5 milimetros y un didmetro de 30 a 36 milimetros, mientras que las
hembras adultas presentan con una longitud de 0,40 a 1,30 milimetros y 0,27 a 0,75
milimetros de diametro (Agrios, 2005).

2.2.6. Sintomas

Las plantas hospedantes de Meloidogyne spp., muestran dafio radicular propiciando un
desarrollo deficiente, lo cual influye también en la produccién de hojas, floracion y frutos.

Conllevando a una reduccion en la produccion del cultivo. (Agrios, 2005 y Talavera, 2003).

El sintoma caracteristico causado en las raices se observa en forma de agallamiento o
engrosamiento de la raiz, las cuales pueden variar en tamafio dependiendo de la cantidad de
hembras que albergue dicha estructura (Talavera, 2003). Por otro lado, el momento de
infeccion de este patdgeno a la planta es determinante para el efecto que cause, por lo que
las plantulas infectadas pueden presentar dafios considerables y puede llegar a ocasionar la
destruccion total del cultivo, mientras que si la infeccion sucede en planta adultas solo puede
presentarse efectos leves o en algun caso puede llegar a ocasionar una disminucion en la

produccién (Agrios, 2005).

El dafio ocasionado por los estiletes de los juveniles al momento del ingreso a la raiz suele
tener un efecto leve, lo cual puede cambiar cuando ocurre una penetracion de un gran nimero
de especimenes en un mismo espacio (invasion masiva). Siendo el mayor efecto post
infeccion del nematodo con la secrecion inyectada a través del estilete durante su
alimentacion, ocasionando un crecimiento desmedido de las célula y deformacion de la raiz.
(Saboya, 2015).
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2.2.7. Distribucioén

El género Meloidogyne cuenta con una amplia distribucién debido a que cuenta con la
capacidad de adaptacion a condiciones adversas, alto indice reproductivo, y capacidad de
conservacion en material vegetativo, implementos o maquinarias para su infeccion en nuevas
areas (Cepeda. 1996).

Al tratarse de un género polifago con capacidad de infeccion en muchos cultivos y también

malezas, se le considera el principal nematodo en nuestro pais.

2.2.8. Importancia

El género Meloidogyne es considerado el nematodo de mayor importancia para el sector
agricola en todo el mundo ya que puede llegar a ocasionar graves dafios en el sistema
radicular de una gran diversidad de cultivos entre frutales, hortalizas, leguminosas, etc.
(Torres, 2003).

Su dificil erradicacion puede llegar a causar pérdidas econdmicas de hasta un 20% en una

amplia gama de cultivos (Padgham et al., 2004).

2.3.  IDENTIFICACION DE ESPECIES EN NEMATODOS

Los nematodos fitoparasitos son un grupo poco estudiado por lo que en la actualidad solo se
encuentra una descripcion del 3 % de la nematofauna (Barker et al., 1994). Aunque ya se
cuenta con una gran cantidad de especies descritas, las Ultimas investigaciones le dan
relevancia a menos de una docena de especies fitoparasitas de las principales especies

agricolas (Powers y Harris, 1993).

Normalmente los estudios utilizados para la determinacién de la diversidad bioldgica de
nematodos estan basados en caracteristicas morfoldgicas o morfométricas de individuos o

poblaciones de interés.

Tal es asi que, dentro de la identificacion morfoldgica se considera a los patrones perineales
de especimenes adultos hembras como el caracter mas (til para la identificacion de especies.
Por otro lado, el uso de las caracteristicas morfométricas como la forma o tamafio de la
region labial, estilete o la cola de especimenes machos o J; ayudan con el diagnostico de

estos individuos (Hunt y Handoo, 2009).
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Sin embargo, este proceso de identificacion de especies en el género Meloidogyne puede
llegar a ser dificil, debido a la amplia variacion de estas en relacion a su morfometria o
morfologia. Este hecho puede ser ocasionada por efectos del hospedero o la existencia de
una amplia gama de especies cripticas o0 nuevas que no cuentan con una descripcién (Torres,
2018).

Ante esta dificultad, diversas investigaciones empezaron a desarrollar metodologias
bioquimicas y moleculares. Para ello se ha optado por el uso de isoenzimas o0 anticuerpos
como métodos bioquimicos. Sin embargo, existen limitantes en el desarrollo de estos
procesos, ya sea por una gran variacion intraespecifica para lo cual se requiere el uso de mas
de un sistema de enzimas o en el caso del uso de anticuerpos limitdndolos a un pequefio

namero de especies (Blok y Powers, 2009).

Mientras que los métodos moleculares basados en el estudio de acidos nucleicos tienen la
ventaja de poder realizar la identificacion de especies de todos los estadios de vida del
nematodo. Ademas de esto, es posible almacenar la solucion de ADN utilizada para futuros
analisis, como también realizar el analisis de ADN de poblaciones mixtas (Powers, 2004).
Motivos por los cuales este método ha sido ampliamente utilizado en sistemaética de
nematodos (Karajeh et al., 2010).

Asimismo, dentro de las técnicas moleculares par la identificacion de especies del género
Meloidogyne se esta optando por el uso de iniciadores o primers especificos o el desarrollo

de secuanciamiento de genes (Vera, 2014; Murga-Gutierrez et al., 2012).

La gran diversidad de especies y la similitud que puede existir entre estas hace necesario el
uso de diferentes técnicas de identificacion para una mejor obtencién de informacion en el
estudio de especies o poblaciones. Combinando técnicas morfoldgicas, bioquimicas y

moleculares (Hunt y Handoo, 2009).
2.3.1. Identificacion morfolégica

Antiguamente se consideraban a los caracteres morfoldégicos o morfométricos para la
identificacion de las especies del género Meloidogyne. Siendo la caracterizacion morfologica

el método mas usado por ser un proceso rapido y préctico.

Inicialmente, el patrén perineal de la hembra adulta se convirtié en la caracteristica
morfolégica mas importante utilizada para la identificacion de especies de este género

(Eisenback et. al, 1983). Debido a que las hembras adultas son mas numerosas que los
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machos y més féciles de encontrar en los tejidos infectados. La region perineal comprende
el extremo de la cola, los fasmidos, las lineas laterales, el ano y la vulva rodeados de estrias
0 pliegues cuticulares, siendo este el rasgo mas caracteristico de las hembras (Eisenback y
Triantaphyllou, 1991).

Chitwood (1949), determind que existen variaciones en las caracteristicas morfologicas
(patrones perineales) en poblaciones de M. incognita y M. javanica bajo la influencia del
hospedante infectado. En tal sentido, se vio necesario considerar también las caracteristicas
morfolégicas de la region cefélica y estilete de la hembra, macho y segundo estado juvenil;
asi como la forma y tamafo de la cola del segundo estado juvenil. (Hirschmann, 1985;
Eisenback, 1985 y Eisenback y Triantaphyllou, 1991)

Sin embargo, es necesario tener en cuenta que la identificacion de especies basada en
medidas o formas no es determinante ya que estas pueden ser variables e incluso pueden
coincidir entre especies (Eisenback et al., 1983). Considerando que existe un grado de
variabilidad de una poblacién o especie en particular por lo que muchas identificaciones no
son concluyentes. Por ello, es necesario considerar otros métodos de identificacion
complementarios a las metodologias tradicionales y se realice una caracterizacion rapida y

precisa (Peraza et al., 2013).

2.3.2. ldentificacion molecular

Los altimos trabajos realizados en el diagnostico molecular de nematodos, nos permiten
definirlas como métodos especificos, sensibles y muy fiables en la identificacion de diversas
especies del género Meloidogyne a comparacion de los métodos tradicionales (morfoldgicos

y bioguimicos) que se han venido utilizando anteriormente (Onkendi et al., 2014).

La base de las técnicas moleculares es la amplificacion de ADN para su posterior analisis,
ya sea mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) o por la amplificacion
isotérmica mediada por lazo (LAMP). Estas técnicas utilizan diferentes marcadores
moleculares encontrados dentro del ADN nuclear ribosomal (ADNr) (Figura 4), estos
marcadores incluyen a las sub unidades 18S y 28S, y las altamente variables regiones
espaciador transcrito interno (ITS) y espaciador inter genico (IGS), las cuales son las mas

empleadas en la sistematica del género Meloidogyne.
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Figura 4: Diagrama del cistron ribosomal en Meloidogyne spp.

Fuente: Vera (2014)

A. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Este método permite la multiplicacion exponencial de un fragmento minimo de ADN para
de ese modo obtener cantidades detectables para la identificacion de la secuencia. Para el
desarrollo de este proceso se requieren componentes como: un molde de ADN (material de
partida), iniciadores o cebadores que delimitan la region de ADN que se quiere amplificar,
el ADN polimerasa termoestable (Tag polimerasa) y cuatro trifosfatos desoxinucleétidos
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), los cuales intervienen en la sintesis de las cadenas

complementarias, cofactores como el Mg 2+ y un amortiguador (Garcia, 2006).

Segun Subbotin y Moens (2006), un iniciador o primer estd conformado por una pequefia
secuencia de oligonucleotidos (15-30 nucle6tidos), la cual se intercepta y complementa en
una de las bandas molde para iniciar la extension o elongacion de la molécula de ADN con
la participacion de la Taq polimerasa. Estos primers pueden ser especificos a una secuencia

de ADN o pueden ser universales.

Segun el procedimiento ejecutado en laboratorio se consideran tres fases en las condiciones
de temperatura para el proceso:

(a) desnaturalizacion (94-96 °C durante 3-4 min.)

(b) alineamiento o unidn del iniciador (55-60 °C durante 1-2 min.)

(c) extensidn o elongacion de la cadena de ADN (70-72 °C durante 1-2 min.)

Pudiendo ejecutarse durante 30-40 ciclos, dando como resultado una molécula de ADN se

amplificada en mas de un billén de copias.

Finalmente, este producto amplificado resultantes se puede visualizar mediante el proceso
de electroforesis, segun su tamario en geles de poliacrilamida o agarosa. Para que mediante
la interaccion con un agente colorante como el TAE o bromuro de etidio pueda producir

fluorescencia bajo rayos ultravioleta (Subbotin y Moens, 2006).
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Este proceso es bastante utilizado en la identificacion de especies del género Melodogyne,
por ello lo encontramos en la ejecucion de métodos como: amplificacion aleatoria de ADN
polimorfico (RAPD), polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP),
polimorfismo en la longitud de fragmentos amplificados (AFLP), iniciadores especificos de
secuencias caracterizadas de la region amplificada (SCAR), analisis de alta resolucién de
fusion (HRM) y PCR en tiempo real .ElI PCR en tiempo real presenta una mayor sensibilidad
y especificidad de la identificacion, ademas de permitir una identificacién simultaneas de

varias especies en menor tiempo (Onkendi et al., 2014).
i. Uso de primers especificos para la identificacion de especies de Meloidogyne

Dentro de los métodos moleculares utilizados para la identificacion de especies del género
Meloidogyne se menciona el uso de iniciadores especificos SCAR (secuencias caracterizadas
de la region amplificada) (Randing et al., 2002). Zijlstra et al., (2000) utilizaron estos
iniciadores, los cuales fueron disefiados a partir de la identificacion y secuenciacion de
fragmentos RAPD de M. chitwoodi, M. fallax, M. hapla, M. incognita, M. javanica y M.

arenaria.

Dicho marcador molecular es obtenido de la conversion del producto de ADN polimorfico
amplificado de forma aleatoria en un sitio de secuencia fijada. Estos iniciadores especificos
han sido desarrollados por diferentes investigadores para su uso en la identificacién
molecular de las principales especies del género Meloidogyne (Randing et al., 2002; Dong
etal., 2001; Meng et al., 2004).
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I1l. METODOLOGIA

3.1. LUGAR DE EJECUCION

El presente trabajo se realizé en las instalaciones del Laboratorio de Biologia y Genética de
la Facultad de Agronomia de la Universidad Nacional San Martin (UNSM)-Tarapoto, donde
se caracterizaron las poblaciones de Meloidogyne spp. obtenidas de parcelas productivas de
sacha inchi, mediante una identificacion morfoldgica por medio de cortes perineales y una

identificacion por técnicas moleculares.

3.2. MATERIAL DE ESTUDIO

La especie Plukenetia volubilis cuenta con 72 ecotipos o accesiones, debido a la alta
variabilidad genética de este material, se seleccionaron los ecotipos: Pinto Recodo, Tambo
Yaguas, Muyuy y Rio Putumayo, que alcanzaron los mas altos rendimientos de semilla en
el primer afio de evaluacion, segun trabajos realizados por la Estacion Experimental El

Porvenir-Tarapoto.

Debido a que el cultivo de sacha inchi se desarrolla de forma rastica dentro de la region, no
hay un control en la pureza de la semilla utilizada para la instalacion de nuevas areas de
cultivo. Por lo cual es dificil identificar los ecotipos de sacha inchi presentes en cada area de

estudio del presente trabajo.

3.3. COLECCION DE MUESTRAS EN CAMPO

3.3.1. Zonas de muestreo

La colecta de muestras se realiz6 en las diferentes areas de produccién del cultivo de sacha
inchi (siete provincias) en el departamento de San Martin. Estas muestras consistieron en
raices y suelo. En el Tabla 2 y Figura 5, se muestra los lugares donde se realizé la colecta de

las muestras.



3.4.

MUESTREO DE SUELO Y RAICES

La toma de muestras se realiz6 utilizando la siguiente metodologia:

Se seleccionaron al azar diez plantas de sacha inchi en cada parcela muestreada, se
eliminaron las malezas alrededor de cada planta retirando la capa superficial del suelo.
De cada planta se tomaron dos sub-muestras de raices y suelo en extremos opuestos de
cada planta, las cuales fueron obtenidas a 50 centimetros del tallo y a una profundidad
de 30 centimetros.

Se gener0 en total 10 muestras individuales de raiz y una muestra compleja de suelo de
un kilogramo de toda la parcela, las muestras fueron debidamente codificadas y
almacenadas; las raices fueron colocadas dentro de un cooler que contenian bolsas de
hielo (gel pack) para mantener la muestra hidratada y fresca.

Asimismo, se realizo el registro de las coordenadas geograficas mediante una unidad
portéatil de posicionamiento global, y se tomd la informacidn de campo respectiva.
Finalmente, las muestras fueron trasladadas al Laboratorio de Biologia y Genética
Molecular de la Facultad de Agronomia de la Universidad Nacional San Martin, para su

analisis, identificacion y cuantificacion poblacional de nematodos.
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Tabla 2: Lugares de colecta de muestras raiz y suelo de parcelas de sacha inchi

L . ) Coordenadas
N° Provincia Distrito Localidad
X Y
1 Lamas Pinto Recodo Bellavista 326744 9298924
2 Lamas Lamas Pamashto 364263 9304792
3 Lamas Caynarachi Pongo de 364246 9304793
Caynarachi
4 El Dorado Santa Rosa Santa Rosa 320043 9255682
5 El Dorado San José de Sisa Santa Cruz 308036 9266833
6 El Dorado '\A";";g” g Cashnahuasi 204275 9288349
7 El Dorado San Joseé de Sisa Huaja 311348 9267909
8 Picota Shamboyacu Shamboyacu 375777 9225363
9 Picota Tingo de Ponasa  Tingo de Ponasa 360507 9228421
10 Picota Buenos Aires Buenos Aires 353132 9249259
11 Picota Picota San Antonio 366525 9226748
12 Bellavista Bellavista Limén 329589 9219564
13 Bellavista San Pablo Consuelo 326533 9246512
14 Bellavista San Pablo Santa Victoria 3211471 9249779
15 San Martin Chazuta Tununtunumba 377177 9274187
16 SanMartin  DBandade Bello Horizonte 349403 9281229
Shilcayo
17 San Martin Morales Morales 347524 9282591
18 Rioja Elias Soplin Segunda Jerusalen 249116 9337612
Vargas
19 Moyobamba  Moyobamba Rafael Belaunde 252022 9361071
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Figura 5: Ubicacion geogréafica de los lugares de colecta de muestras en parcelas de

sacha inchi en siete provincias del departamento de San Martin, para la identificacion

de especies de Meloidogyne spp.




3.5. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS RADICULARES

3.5.1. Lavado y seleccion de raices

Se realiz6 el lavado de raices para eliminar los restos de tierra impregnados, evitando el
desprendimiento de las masas de huevos. Posteriormente se descartaron las raices
pertenecientes a malezas u otros cultivos de la zona y finalmente se pesaron 10 gramos
(Figura 6) y se almacenaron en envases de plastico cubiertas de papel toalla himeda a

temperatura ambiente, para luego proceder con los siguientes procedimientos.

Figura 6: Lavado y pesado de raices de sacha inchi obtenidas de campo.

3.5.2. Evaluacion de nivel de nodulacién de Meloidogyne spp. en raices

Coyne et al. (2007) detalla que es posible hacer estimaciones visuales de dafios por
nematodos en raices obtenidas en muestreos de campo, usando un procedimiento de
categorizacion visual. Para lo cual es necesario desarrollar una escala de nodulacion en raices

para el cultivo en especifico.

Es por ello, que para el presente trabajo y con el objetivo de determinar el nivel de dafio en
las raices muestreadas, se desarrolld un indice porcentual de raices con nodulacién
ocasionado por Meloidogyne spp. en sacha inchi (Figura 7). Con la escala propuesta se pudo
evaluar 10 raices de cada muestra con una longitud de 10 centimetros las cuales fueron

seleccionadas aleatoriamente.

Finalmente se obtuvieron datos categoricos del nivel de nodulacién por cada planta

muestreadas en cam po.
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Figura 7: Escala de nivel nodulaciéon de Meloidogyne spp. en raices de sacha inchi.



3.5.3. Extraccion de hembras adultas de Meloidogyne spp.

La extraccion de hembras adultas de las raices noduladas se realizd para desarrollar la
identificacion morfoldgica e identificacion molecular de las diferentes especies de

Meloidogyne que podrian estar presentes en las muestras obtenidas de campo.

Para ello se requirio el uso de un microscopio estereoscopico y agujas de diseccion, los
cuales permitieron la ruptura del tejido afectado y la extraccion intacta de los nematodos

hembra para su posterior almacenamiento (Figura 8A).

En el caso de la identificacion morfoldgica por medio de cortes perineales, se requirio 10
nematodos hembra de cada muestra obtenida de campo los cuales fueron almacenados a
temperatura ambiente en tubos Eppendorf de 0.5 ml con acido lactico al 45 %, donde

permanecieron por al menos 24 horas (Figura 8B).

Mientras que para la identificacién molecular por técnica de PCR se requirié 10 nematodos
hembra de cada muestra los cuales fueron colocados en tubos Eppendorf de 0.5 ml con 5 ul
de agua ultrapura estéril, dichos tubos fueron almacenados inmediatamente en el

ultracongelador a -80 °C hasta su posterior uso (Figura 8C).

Figura 8: Extraccion de especimenes hembras de Meloidogyne para su identificacion

morfoldgica e identificacion por técnica molecular. A y B: Diseccion de raiz para la
extraccion de las hembras adultas, C: Almacenamiento de hembras adultas en tubos

Eppendorf segun el proceso a los que estan destinados.
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3.5.4. Procesamiento y extraccion de especimenes del segundo estadio (J2) de

Meloidogyne spp. de raices

Se evaluo la poblacion de nematodos J» de cada muestra de raiz (10 gramos), para esto se

desarroll6 la combinacion de dos métodos de extraccion de nematodos: Método de

Hipoclorito de sodio al 0.5 por ciento (Coolen, 1979; Stetina et. al, 1997; Rojas y Salazar,

2013) seguido por el método de bandeja o método del embudo de Baerman modificado

(Hooper, 1990) los cuales se desarrollaron con los siguientes pasos (Figura 9):

1.

Se procedi6 a picar finamente las raices en trozos pequefios aproximadamente de 2 cm

de longitud.

. Seguidamente estos tejidos fueron colocados en una solucién de 100 ml de hipoclorito

de sodio al 0.5 % y licuados durante tres repeticiones de 15 segundos cada una.

. Luego se colocé la solucién generada en un tamiz de malla de 250 micras, recibiendo

la suspension de huevos en un tamiz de malla de 38 micras; los especimenes retenidos
en el tamiz se juntaron y se vaciaron a un vaso Beaker.

La solucién obtenida fue colocada sobre un filtro de malla y papel toalla sostenidos
por una placa Petri; se mantuvo este sistema durante 2 dias, periodo en que demora la

eclosién de huevos para obtener juveniles del estadio 2 (Jz).

. Luego con ayuda de un estereoscopio se cuantifico la concentracién de Jz, para lo cual

se complet6 la solucion con agua hasta alcanzar 100 ml y se homogenizo usando un
agitador magnético para después tomar tres alicuotas de 3 ml cada una, transfiriéndolas

a placas de conteo.

. Los datos obtenidos de las tres lecturas se promediaron y se determiné finalmente la

cantidad de juveniles (J2) en la solucién total (100 ml).
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Figura 9: Método de extraccion de juveniles del segundo estadio (J2) del género
Meloidogyne presentes en raices de sacha inchi. A y B: Picado y licuado de raices en
solucion de hipoclorito de sodio al 0.05 %, C: Método de la bandeja para obtener
especimenes J> de Meloidogyne, D y E: Homogenizacion de solucion final y conteo de

nematodos Js.



3.6. IDENTIFICACION MORFOLOGICA DE ESPECIES DE Meloidogyne spp.
3.6.1. Montaje de hembras de Meloidogyne spp.

La identificacion morfologica de los nematodos presentes en las raices noduladas se
desarroll6 mediante el método basado en la morfologia de patrones perineales de las hembras

adultas.

Se realizaron los cortes de los patrones perineales (Figura 10) siguiendo la metodologia
propuesta por Sasser y Carter (1985) con algunas modificaciones como se detalla a

continuacion:

1. Con la ayuda del microscopio se ubico el disefio perineal en la hembra madura y se
procedio a cortarlo en forma rectangular hasta donde sea posible.

2. Se realizo la limpieza del corte obtenido con &cido lactico al 45 % para eliminar
completamente los restos viscerales.

3. Luego se utilizo tinta Parker al 5 % para lograr la tincion de los cortes.

4. Finalmente, los cortes perineales se colocaron en un portaobjetos conteniendo una
pequefia gota de PVLG (alcohol polivinilico lactoglicerol), orientando la parte
interna hacia abajo dejando la vulva del disefio en contacto con el cubreobjetos para

luego codificar la muestra.
3.6.2. Identificacion de patrones perineales

Para la evaluacion de cada corte perineal (Figura 11) montado se usd un microscopio
trilocular. La interpretacion de estas observaciones se realizé segun las caracteristicas e
ilustraciones descritas por varios autores (Taylor y Sasser, 1983; Eisenback, 1985; Hunt y
Handoo, 2009).

Los caracteres morfoldgicos del patrén perineal usados en la identificacion fueron: arco
dorsal (alto, bajo redondeado, aplanado), lineas laterales (presentes o ausentes), forma de las
estrias (finas, gruesas, cortas, quebradas, lisas, onduladas, en zigzag) y region perivulvar.
Estos caracteres particulares que permitieron llegar a una identificacion de especies se
mencionan en el Tabla 3 y Figura 12. Asimismo, se puede observar el modelo de patron

perineal de las especies en estudio en la Figura 13.
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Figura 10: Corte del patréon perineal en nematodos hembra del género Meloidogyne
para realizar su identificacion morfolégica. A: Hembra adulta conservada en acido
lactico al 45 %, B y C: Ubicacion del patrén perineal y corte en forma rectangular
alrededor de este, D y E: Limpieza del corte perineal con una gota de acido lactico al

45 % y posterior tincion con tinta Parker al 5 %

Figura 11: Visualizacion e identificacion microscépica de especies de Meloidogyne

segun patrén perineal.



Tabla 3: Caracteristicas usadas para la identificacion de Meloidogyne incognita, M. javanica, M. arenaria y M. exigua basadas en el

patron perineal

Campo lateral

Estrias Regidn perivulvar

Especie Arco
P dorsal
M. Altoy

incognita  cuadrado

M. Bajoy
javanica  estrecho

M. Bajoy
arenaria  aplanado

Bajoy
redondead

exigua
g 0

Las lineas laterales no estan
claramente visibles pero el campo
lateral puede estar marcado por
roturas y horquillas en las estrias

Contienen crestas o lineas laterales
que dividen las estrias dorsales y
ventrales

Cresta lateral ausente. Las estrias
dorsal y ventral a menudo se
encuentran en angulo en las lineas
laterales

Son generalmente discretos y solo
se bifurcan indistintamente. Las
regiones de la linea lateral interna
pueden tener estrias gruesas,
elevadas, en bucle y plegadas.

Son gruesas y ampliamente
espaciadas, a veces en zigzag. A menudo, algunas estrias se doblan
hacia los bordes de la vulva.

Son lisas a ligeramente onduladas, Algunas estrias pueden doblarse hacia
moderadamente finas los bordes de la vulva.

Son gruesas y lisas a onduladas.
Las estrias dorsales con
ondulaciones pronunciadas,
formando una “hombrera” en el
arco.

Algunas estrias pueden inclinarse
hacia la vulva.

Son gruesas y ampliamente
espaciadas, lisas, rotas y plegadas
en regiones laterales.

Algunas estrias pueden doblarse hacia
los bordes de la vulva.

Fuente: Descripcion realizada por Eisenback et. al, 1981; Eisenback et. al, 1985; Eisenback y Triantaphyllou, 1991; Hunt y Handoo, 2009.
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Figura 12: Esquema del patron perineal de hembras de Meloidogyne spp.
Fuente: Eisenback et al. (1981)

Figura 13: Modelos perineales de Meloidogyne spp. reportadas por Eisenback et. al
(1981) y Eisenback y Triantaphyllou (1991). A: Patron perineal de M. incognita, B: M.

javanica, C: M. arenariay D: M. exigua.



3.7.

3.7.1.

IDENTIFICACION MOLECULAR DE POBLACIONES DE Meloidogyne spp.
MEDIANTE PCR

Extraccion de ADN de especimenes hembras de Meloidogyne spp.

El procedimiento de extraccion de ADN genomico de especimenes hembras del género

Meloidogyne (Figura 14) fue desarrollado con el Método de bromuro de cetil-trimetil

amonio (CTAB) propuesto por Doyle y Doyle (1987) modificando las cantidades de los

reactivos. A continuacion, se detalla la metodologia utilizada:

*

3.7.2.

a.

Se trituraron los 10 nematodos hembras en una solucién del Mix CTAB en un tubo
Eppendorf de 0.5 ml, hasta conseguir una solucidn rojiza uniforme.

Se agreg6 proteinasa K (-20 °C) para luego vortecear la muestra e incubarlo en bafio
Maria a 60°C durante 4 horas.

Se agreg6 cloroformo, se mezclé suavemente por inversion durante 5 minutos y se
centrifug6 a 8000 rpm durante 5 minutos.

Se tomo el sobrenadante y se coloc6 en un nuevo tubo Eppendorf de 0.5 ml.

Se agreg6 isopropanol (-20 °C), se mezclé suavemente por inversion durante 2
minutos. Congelar durante 8 horas a -20 °C.

Se centrifugd a 13 000 rpm durante 5 minutos. Se desechd el liquido sin perder el
pellet (ADN).

Se agreg0 etanol al 70 % (-20 °C) y se centrifugo a 13 000 rpm durante 15 minutos.
Se desecho la solucion y se repitié una vez mas.

Se secO el pellet a temperatura ambiente durante 2 a 3 horas.

Finalmente, se re-suspendid el pellet en agua miliQ para almacenarlos a 4 °C durante

2 horas. Luego se almaceno definitivamente a -80 °C hasta su posterior uso.
Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Controles positivos

Los controles positivos que fueron necesarios para la identificacion de Meloidogyne

incognita, M. javanica, M. arenaria y M. exigua fueron obtenidos a partir de la extraccion

de ADN de nematodos hembras provenientes de cultivos puros instalados en el invernadero

de la Facultad de Agronomia de la Universidad Nacional San Martin. Dichos cultivos puros

se obtuvieron fruto a anteriores trabajos de investigacion desarrollados en el cultivo de sacha

inchi y café.
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Figura 14:  Meétodo de extraccion de acidos nucleicos CTAB a partir de nematodos
hembra del género Meloidogyne. A: Trituracion de nematodos hembras con Mix de
CTAB, B: Incorporacion de Proteinasa K e incubacion en bafio maria a 65 °C por 4
horas, C: Incorporacion de cloroformo y centrifugacion (se observan dos fases), D:
Incorporacion de Isopropanol, incubacion a — 20 °C y centrifugacion, E: Lavado de
pellet con etanol al 70% y centrifugacion (dos veces), F: Secado de pellet a temperatura
ambiente, G: Suspension de pellet en agua miliQ y almacenamiento a -20 °C.



b. Cuantificacion y dilucion de ADN

Se evalud la concentracion y calidad de ADN gendmico (Figura 15) obtenido de las muestras
para determinar la posibilidad de uso y dilucion necesaria de cada muestra para generar una

homogenizacion en las concentraciones. Para esta labor se hizo uso de un NanoDrop OneC.
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I

Figura 15: Medicion de concentraciony calidad de ADN. Ay B: Colocacion de muestra

de ADN y visualizacion de espectro de absorbancia.

c. Estandarizacion de condiciones de PCR para la amplificacion de los iniciadores
SCAR

Para la determinacion de primers especificos SCAR a utilizar en la identificacion de especies
de Meloidogyne se realizé un analisis de trabajos de investigacion relacionados al disefio y
validacion de primers SCAR para la deteccion de especies de Meloidogyne. Los primers

seleccionados se indican en el Tabla 4 y Figura 16.

En el establecimiento de las condiciones Optimas para lograr una amplificacion adecuada del
segmento de ADN especifico (segmento diana) con cada primer, fue necesario realizar varias
pruebas, en las cuales se evalué temperaturas de alineamiento de los primers y
concentraciones de reactivos para la generacion de un protocolo bajo las condiciones de
laboratorio existentes. Dichas pruebas se realizaron en el termociclador ProFlex™
compuesto por tres bloques con 32 pocillos cada uno. Las condiciones finales se muestran

en la Figura 17.
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Una vez estandarizado el protocolo se procedio a desarrollar las pruebas de PCR para cada
muestra de ADN de nematodos obtenidos, para lo cual inicialmente se preparaba un mix de
reactivos mencionados en la Tabla 5 afiadiéndose posteriormente la muestra de ADN para

luego ser colocados en el termiciclador (Figura 18).

Tabla 4: Iniciadores utilizados para la identificacion de Meloidogyne spp.

Especie Nombre Secuencia de iniciadores (5°-3”) Fuente Frag_m_ento
amplificado
Kiewnick
M. Mi2F4/  ATGAAGCTAAGACTTTGGGCT/  (2013) 300 ob
incognita  MilR1 TCCCGCTACACCCTCAACTTC P
M. TCGGCGATAGAGGTAAATGAC  Zijlstra et
. Far/Rar 420 pb
arenaria ITCGGCGATAGACACTACAACT  al. (2000)
M ACGCTAGAATTCGACCCTGG/ ~ Menget
o - al. 517 pb
javanica GGTACCAGAAGCAGCCATGC (2004)
M exD15-F CATCCGTGCTGTAGCTGCGAG/ Randing et
' 562 pb

exigua  /exDI5-R  CcTCCGTGGGAAGAAAGACTG  al- (2002)

Tabla5: Concentracion final de reactivos para PCR

Reactivo [F]
Buffer 1X
dNTPs 0.2mM
Primer-Fv 0.4 uM
Primer-Rv 0.4 uM
Agua PCR -
GO taq 0.025 U/ pl
Volumen de reaccion 15 pl
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Figura 16:  Patrones de amplificacion de cuatro especies de Meloidogyne generados
con los cebadores especificos del SCAR. A: Amplificacién de primer Mi2F4 / Mi1R1 (300
pb) especifico para M. incognita, B: Amplificacion de primer -/- (420 pb) especifico para
M. arenaria, C: Amplificacion de primer Mjav / Mjav (517 pb) especifico para M.
javanica y D: Amplificacion de primer exD15F/ exD15R (562 pb) especifico para M.
exigua.

Fuente: Kiewnick (2013), Zijlstra et al. (2000), Meng et al. (2004) y Randing et al. (2002)
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Figura 17: Condiciones para PCR para 4 primers SCAR especificos para especies del
género Meloidogyne. A: Utilizando el primer Mi2F4-Fv / MilR1-Rv para M. incognita,
B: Utilizando el primer para identificar M. javanica, C: Utilizando el primer Far-
Fv/IRar-Rv para M. arenaria, D: Utilizando el primer exD15-Fv /exD15-Rv para M.

exigua.



Figura 18: Técnica de PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa). A: Reactivos
necesarios para la elaboracion del Mix PCR y su distribucion para cada muestra de
ADN obtenido de nematodos hembra, B: Colocacion de tubos Eppendorf (reactivos

+ADN) en el termociclador programando las condiciones para cada primer utilizado.

d. Visualizacién de ADN amplificado por electroforesis

Se tomd 12 pl de producto amplificado por reaccion y se analizaron en un gel de agarosa al
1.2 por ciento, en amortiguador TAE 1X. Se utilizé un marcador de peso molecular de 1500
pb. La electroforesis fue llevada a cabo en una cubeta electroforética horizontal a 90 voltios
y 180 mA por 30 minutos, para luego revelar el gel por medio de un fotodocumentador
OmniDOC (Figura 19).

Figura 19: Siembra de producto PCR en gel de agarosa al 1.2 % y posterior
visualizacion de amplificacion de productos PCR en el fotodocumentador.
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3.8. VARIABLES EVALUADAS

Las variables de evaluacion consideradas para esta investigacion se dividieron en cinco
grupos: datos agronomicos de la parcela, datos climaticos de la zona, datos edaficos de la
parcela, datos topogréficos y datos de nematodos del género Meloidogyne obtenidos en

campo. En la Tabla 6 se puede observar las variables evaluadas correspondientes a cada

grupo.

Tabla 6: Grupos de clasificacion de las variables evaluadas a nivel de campo y

laboratorio

Datos Agronémicos Datos climéticos

Temperatura atmosférica maxima
Temperatura atmosférica minima
Humedad atmosférica (%)
Precipitacion (mm/mes)

Cultivos asociados

Sistema de cultivo (sin/con tutor)
Edad del cultivo

Cultivo anterior

Datos edéficos Datos Topograficos

pH e Altitud (msnm)
CE (Conductividad eléctrica)
CIC (Capacidad de intercambio cationico)

Datos Nematoldgicos

e K (potasio) e Densidad poblacional de
e P (fosforo) nematodos(Jz)
e Arena, Limo, Arcilla (%) e Nivel de nodulacion en raices

Cationes (Mg, CaCO3, K2, Ca, Na, Al.H)
MO (materia organica)

3.9.  ANALISIS ESTADISTICO

Debido a las caracteristicas de los datos obtenidos en campo y laboratorio, el presente trabajo
de investigacion no se adecud a un disefio experimental especifico. Sin embargo, con el fin
de dar una buena interpretacion de los datos se utilizaron algunas técnicas estadisticas que
se adecuaron a la naturaleza de nuestros datos.

Para analizar las diferencias entre los valores de densidad poblacional de nematodos de cada
parcela muestreada en cada provincia de estudio se realizd una prueba no paramétrica
Kruskal-Wallis para determinar las diferencias entre las categorias (distritos). Cuando se
encontraron diferencias significativas entre las categorias se utilizO una prueba de
comparaciones multiples (Test de Dunnet) para determinar entre qué categorias existian

dichas diferencias. Se considerd un grado de significancia de 0.05 para estas pruebas.
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Por otro lado, para examinar los efectos de varios factores o variables predictoras (datos
agronémicos, datos climaticos, datos topograficos y datos edaficos) mostrados en la Tabla
6, sobre la variable respuesta densidad poblacional de nematodos (J2

en 10 g de raiz) se utilizaron modelos lineales generalizados 0 GLMs por sus siglas en inglés.

Para la generacidn de estos modelos se vio necesario estandarizar las variables numéricas ya
que presentaban una gran diferencia en su magnitud. Por otro lado, se realizd la
transformacion de los predictores categéricos a variables ficticias para poder realizar el
andlisis en conjunto. Ademas, para el caso de las variables numéricas dentro de cada
conjunto de datos se realizo una prueba de colinealidad basada en el factor de inflacion de
varianza (VIF), mediante el cual se excluyeron las variables que presentaron un VIF valor >

3 buscando minimizar los efectos de colinealidad sobre el modelo final.

Teniendo en cuenta, que el estudio realizado considero veinticuatro posibles variables
predictoras divididas en cuatro grupos, se opto6 por desarrollar un procedimiento de seleccion
de variables mediante la regresion Stepwise, el cual nos permite obviar las variables que no

tengan un efecto estadisticamente significativo sobre la variable respuesta.

Obteniendo finalmente un modelo reducido con las variables predictoras necesarias para
explicar la fluctuacion poblacional de nematodos (J2) en las zonas de estudio.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. ESTUDIO DE LA DENSIDAD POBLACIONAL DE NEMATODOS DEL
GENERO Meloidogyne Y LA RELACION CON EL GRADO DE DANO EN RAICES
DE SACHA INCHI
A continuacién, se muestran los resultados obtenidos de la evaluacion de densidad
poblacional de nematodos del género Meloidogyne spp. y el grado de dafio que presentaron
las raices de sacha inchi obtenidas de campo, para cada parcela muestreada agrupadas por
provincia de estudio.
Para la comparacién de medias de la densidad poblacional se utilizd la Prueba no
paramétrica Kruskal-Wallis con un nivel de significancia (p>0.05), asimismo se realizaron
pruebas de comparaciones mdltiples para los datos obtenidos en cada distrito si fuese
necesario. Adicionalmente se crearon tablas en las que se muestra el promedio, valor
maximo y minimo de J. de la evaluacién de 10 plantas en cada parcela o distrito. Mientras
que para la determinacion de la relacion de la densidad poblacional y grado de dafio en raices
se hizo uso de un Modelo lineal generalizado (GLM).
La totalidad de datos originales de la evaluacién de densidad poblacional en cada planta se
presentan en el Anexo 1,2,3,4 5y 6.
4.1.1. Densidad poblacional (J2) por provincia

a. Lamas
Para esta provincia solo se realizaron muestreos en 3 localidades y los datos obtenidos se
muestran en la Tabla 7 ahi se observa que la localidad de Pongo de Caynarachi del distrito
de Barranquita alcanzo la mayor densidad poblacional de nematodos juveniles del segundo
estadio (J2) con valores promedio de 311 + 74 J,/10 gr raiz, mientras que por lo contrario la
localidad de Pamashto distrito Lamas presento el menor valor promedio de poblacién de
nematodos con 85 + 42 J2/10 gr raiz.
A pesar de esto la prueba de Kruskal-Wallis (Anexo 7) determind que no existen diferencias
significativas entre las densidades poblacionales de J. promedio del género Meloidogyne

spp. en las diferentes localidades de estudio de esta provincia obteniendo un p= 0.1224.



Tabla 7: Numero de nematodos (Jz2) en 10 gr de raices de sacha inchi en parcelas de le

provincia de Lamas

Distrito Localidad min. max. Promedio + Error estandar
Barranquita Pongo de Caynarachi 0.0 617 311+ 74
Pinto Recodo Bellavista 0.0 628 148 + 60
Lamas Pamashto 0.0 426 85+42
b. El Dorado

En la provincia ElI Dorado se obtuvo los datos poblacionales de nematodos (J2) de cuatro
localidades, los cuales se muestran en la Tabla 8, donde se observa que la parcela que obtuvo
el mas alto nivel poblacional de nematodos (J2) fue la perteneciente a la localidad de Huaja
con 506 + 78 J»/10 gr raiz, seguida por un valor cercano, la localidad de Santa Rosa con 485
* 40 J»/10 gr raiz. Mientras que las localidades de Santa Cruz y Cashnahuasi mostraron los
niveles mas bajos de poblacion, con valores de 175 + 49 J,/10 gr raiz y 124 + 88 J2/10 gr

raiz respectivamente.

Tabla 8: Numero de nematodos (J2) en 10 gr de raices de sacha inchi en parcelas de

la provincia El Dorado

Distrito Localidad  min. max. Promedio + Error estandar
San José de Sisa Huaja 133 967 506 + 78
Santa Rosa Santa Rosa 333 717 485 + 40
San José de Sisa Santa Cruz 0 412 175+ 49
San Martin de Alao  Cashnahuasi 0 825 124 + 88

Asimismo, se encontro diferencias significativas entre los valores de densidad poblacional
de nematodos (J) de las cuatro parcelas de sacha inchi muestreadas (Prueba de Kruskal —
Wallis, p=0.0003). Por lo cual se realiz6 pruebas de comparaciones maltiples usando el Test
de Dunnet (Anexo 8), en donde comprueba estadisticamente no existen diferencias entre las
dos parcelas con mayor promedio de J> (Localidad de Huaja y Santa Rosa), los mismo que

ocurre con ambas parcelas de menor promedio (Localidad de Santa Cruz y Cashnahuasi).
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c. Picota

En la provincia Picota se obtuvieron valores de densidad poblacional de nematodos (J2) en
cuatro localidades, como se muestra en la Tabla 9 en la localidad San Antonio se encontrd
el valor més alto con 1441 + 342 J»/10 gr raiz y el menor valor en la localidad Tingo de
Ponaza con 297 + 96 J»/10 gr raiz.

Al encontrar diferencias en los valores se optd por realizar una Prueba de Kruskal — Wallis
(Anexo 9). Sin embargo, los resultados mostraron que los valores obtenidos en las cuatro

localidades no cuentan con diferencias estadisticamente significativas (p= 0.149).

Tabla 9: Numero de nematodos (J2) en 10 gr de raices de sacha inchi en parcelas de
provincia Picota

Distrito Localidad min. max. Promedio + Error estandar
Picota San Antonio 0 2693 1441 + 342
Shamboyacu Shamboyacu 0 1544 664 + 201
Buenos Aires Buenos Aires 0 2689 647+ 296
Tingode 00 de Ponasa 0 822 207 + 96
Ponasa

d. Bellavista

Los valores de densidad poblacional de nematodos obtenidos en las tres parcelas
muestreadas en la provincia de Bellavista plasmadas en la Tabla 10 muestran que la parcela
ubicada en la localidad de Limon presenta el mayor valor con 1128 + 182 J»/10 gr raiz,

mientras que el menor valor se encuentra en la localidad Bellavista con 367 + 87 J2/10 gr
raiz.

Tabla 10: Numero de nematodos (Jz2) en 10 gr de raices de de sacha inchi en parcelas
de la provincia Bellavista

Distrito Localidad min. max.  Promedio + Error estandar
Bellavista Limoén 0 1817 1128 + 182
San Pablo Consuelo 0 983 487 + 105
San Pablo Santa Victoria 0 900 367 = 87

42



Con estos valores se realiz6 una Prueba de Kruskal — Wallis, en la que se obtuvo que existen
diferencias estadisticas entre los valores de densidad poblacional de nematodos de las tres
parcelas muestreadas, obteniendo un p= 0.0064, posteriormente se desarrollé también una
prueba de comparaciones mdltiples (Test de Dunnet) para identificar las diferencias
especificamente. El resultado de esta Gltima prueba evidencia que los valores de densidad
poblacional de nematodos de las localidades Consuelo y Santa Victoria presentan diferencias

significativas frente a los valores reportados en la localidad de Limén (Anexo 10).
e. San Martin

En la Tabla 11 se visualiza el valor de J> alcanzados en las tres parcelas muestreadas en la
provincia San Martin; la parcela ubicada en la localidad Morales logra alcanzar el mayor
valor de J> con 1678 + 478 J./10 gr raiz y por otro lado el menor valor de J> fue observado

en la localidad Tununtunumba con 185 + 61 J2/10 gr raiz.

Con estos valores también se realiz6 una Prueba de Kruskal — Wallis con la que se determind
que existen diferencias estadisticamente significativas (p= 3.1 x 107°) entre los valores
encontrados en las tres localidades muestreadas. Ademas de esto se realiz6 una prueba de
comparaciones multiples (Test de Dunnet), a partir de esto se puede afirmar que los valores
de J> en las parcelas de las localidades de Tununtunumba y Bello Horizonte presentan
diferencias significativas frente a los resultados obtenidos en la parcela de la localidad de
Morales (Anexo 11).

Tabla 11: Numero de nematodos (Jz2) en 10 gr de raices de sacha inchi en parcelas

de la provincia San Martin

Distrito Localidad min. max. Promedio £ Error estandar
Chazuta Tununtunumba 0 563 185+ 61

Banda de Shilcayo Bello Horizonte 0 735 372+ 70
Morales Morales 711 2200 1678 £ 478

f. Riojay Moyobamba

En ambas provincias solo se obtuvieron datos de poblacion de nematodos en una parcela por
lo que no se realizaron pruebas estadisticas, sin embargo, en la Tabla 12 se muestra la
densidad poblacional promedio de la parcela muestreada en la localidad Segunda Jerusalén

(1138 + 152 J,/10 gr raiz) perteneciente a la provincia de Rioja.

43



Tabla 12: Numero de nematodos (J2) en 10 gr de raices de sacha inchi en parcelas

de la provincia Rioja

Distrito Localidad min. max. Promedio + Error estandar
Elias Soplin Vargas Segunda Jerusalén 578 2133 1138 + 152

Por ultimo, en la Tabla 13 se muestra el Unico valor de densidad poblacional obtenido en la

provincia de Moyobamba localidad Rafael Belaunde.

Tabla 13: Numero de nematodos (J2) en 10 gr de raices de sacha inchi en parcelas de

la provincia Moyobamba

Distrito Localidad min. max. Promedio

Moyobamba Rafael Belaunde 0 822 82

Finalmente, en la Figura 20 se aprecia el diagrama Box Plot para los datos de densidad
poblacional de nematodos J2 en las siete provincias muestreadas, en la cual se muestra que
las provincias Picota y San Martin presentan los mas altos valores de nematodos J en raices,

asi como también la mas amplia variabilidad de datos.
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Figura 20: Diagrama de cajas representando la densidad poblacional de nematodos
(J2) /10 gr de raiz de sacha inchi en las diferentes zonas de estudio del departamento de

San Martin.
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4.1.2. Relacién de la densidad poblacional (J2) y el nivel de nodulacion en raices

Otra variable evaluada en el presente estudio fue el nivel de nodulacién en raices, para esto
el muestreo de raices se realizd en las zonas de maximo crecimiento, para usarlas como
medida de incidencia de Meloidogyne spp. en las plantas (nivel de nodulacion) (Diez-Rojo
et al., 2006).

La evaluacion del nivel de nodulacion es un tipo de clasificacion muy sencillo para evaluar
la intensidad de la infeccion o grado de dafio ocasionados por Meloidogyne. Por otro lado,
existen diversas formas para la evaluacion, a nivel de campo y laboratorio, de los niveles de
infestacion de los nematodos de este género, algunas escalas consideran una o la
combinacion dos o méas variables para desarrollar la clasificacion. Entre las mas usadas
tenemos las escalas propuestas por Zeck (1971), Bridge y Page (1980), Barker (1985) y
Escala PIM (International Project Meloidogyne). Sin embargo, sus aplicaciones se reducen
solo a casos donde se evalla el sistema radicular completo de la planta, mas no a muestras

obtenidas de campo.

Es por ello que se vio necesario desarrollar una nueva escala de nodulacion que se adecuen
a raices noduladas obtenidas de muestreos de campo, para lo cual se elaboré una escala
visual de nivel de incidencia de nodulacion en raices, tomando para esto diez raicillas de
diez centimetros de longitud del total de la muestra obtenida en campo (10 gramos), la
mismas que seria utilizadas en el procedimiento de obtencion nematodos del juveniles del
segundo estadio (J2); clasificandolas en cinco niveles (1-5) segun el porcentaje de

nodulacion en las raices como se muestra en la Figura 7 presentada anteriormente.

A pesar de tratarse de un procedimiento simple, préactico y rapido, este esquema de
clasificacion podria proporcionarnos una mayor informacion sobre la susceptibilidad del
huésped, tasa de reproduccion de nematodos, y los niveles de poblacion de nematodos en

raices (Bridge y Page, 1980).

Una vez obtenido los datos de nivel de nodulacion por planta evaluada, segln la escala
propuesta mencionada anteriormente en la Figura 7; se procedid a determinar si existe

relacion entre esta variable y los datos obtenidos de densidad poblacional de nematodos (J2).

Teniendo en cuenta que los valores obtenidos de densidad poblacional no poseen una
distribucion normal, se opto por utilizar un modelo lineal generalizado (GLM) desarrollado

para determinar la relacién entre estas dos variables, donde se considera a la densidad
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poblacional de J> como variable respuesta y la variable nivel de nodulacién como una

variable predictora.

El modelo resultante (Anexo 12) nos muestra el efecto del nivel de nodulacion (2, 3, 4y 5),
son significativos y positivos sobre la variable respuesta (J2), ademas se puede observar que
los coeficientes obtenidos aumenten en cada nivel de la variable predictora; lo que indicaria
que a medida que reportamos un mayor nivel de nodulacion en las raices evaluadas, esto se
reflejaria en una mayor densidad poblacional de especimenes (J2). Esto se puede corroborar
mediante un diagrama Box-plot (Figura 21) en donde se muestra relacion directa entre los

valores (J2) y los diferentes niveles de nodulacion en raices.
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4.2. Efecto de variables climaticas, edéaficas, topogréficas y caracteristicas de la
parcela productiva sobre la densidad poblacional de nematodos de Meloidogyne spp. en

raices.

De acuerdo al andlisis estadistico realizado por medio de Modelos lineales generalizados
(GLM), con el fin de determinar las variables de estudio con un efecto representativo sobre
la densidad poblacional de nematodos en muestras de raices; se encontré que a pesar de la
contar con una gran cantidad de variables explicativas incluidas en cuatro conjuntos de datos,
la variable respuesta s6lo tuvo un efecto significativo por parte de 4 predictores, explicando
estos un tercio de la variacion (36,39 %) de la densidad poblacional de nematodos en raices
(Tabla 14).

El conjunto de datos agronomicos fue el mas influyente, con dos variables significativas
(cultivo asociado-cacao y edad de cultivo), que contribuye en un 14,05% y 12,07% para

explicar la variacién en la densidad poblacional de nematodos, respectivamente.

Por otro lado, cabe resaltar que la presencia del cultivo de cacao como cultivo secundario
en la parcela evaluada tuvo un efecto negativo sobre la incidencia de Meloidogyne en el
cultivo de sacha inchi, mientras que la variable edad de cultivo presento una significancia
positiva, con lo cual se comprueba la alta susceptibilidad del cultivo sacha inchi frente al
nematodo del nudo, presentando un mayor grado de infeccion (nodulacién en raices) al
transcurrir el tiempo, llegando a alcanzar un nivel de dafio critico en el segundo o tercer afio

de su establecimiento en campo.

Dentro del conjunto de datos edafolégicos considerados en este estudio, se obtuvo que la
variable de porcentaje de materia organica del suelo mostro una correlacion negativa con la
poblacién de nematodos en las raices, explicando un 5,96 % de la varianza de la variable

respuesta.

Ensayos realizados por Dias-Arieira et al. ,2021 y Barros et al., 2017 donde se estudi6 la
influencia de la materia organica sobre la poblacion de nematodos fitoparasitos reflejan el
mismo resultado, llegando a concluir que la materia organica es fundamental en los sistemas
agricolas y la adicion de compuestos organicos al suelo es una alternativa para suprimir estos
fitoparasitos, ya que mejora las caracteristicas quimicas y fisicas del suelo, ademés de
generar un equilibrio en la carga microbiana del suelo, debido a que proporciona un mejor

desarrollo de los microorganismos benéficos en el suelo.
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Del mismo modo la variable altitud del conjunto de datos topograficos muestra el mismo
efecto. Siendo estas dos variables las que alcanzaron los menores porcentajes de
contribucion de explicacién de la varianza obtenida en el modelo final. Presentando un 5,96

% y 4,3 % de contribucion, respectivamente.

Tabla 14: Variables representativas del modelo lineal generalizado para la variable

respuesta de densidad poblacional de nematodos (Jy)

Variables R2 R.acum. Rzadj. Cum Varianza explicada (%0)
Edad 0.1254419 0.1208 12.07
cacao 0'04%4800 02600817  0.2613 14.05
altitud DOMSIS 03153426 03043 43
Materia organica 0'06158385 03773926  0.3639 5.96

4.3. Identificacién morfoldgica de las especies del género Meloidogyne segun el patrén
perineal de especimenes hembra

Haciendo uso de las descripciones y claves establecidas por Eisenback et. Al, 1983; Taylor
y Sasser, 1983; Eisenback, 1985; Hunt y Handoo, 2009, se determind las especies:
Meloidogyne incognita, M. javanica y M. arenaria; asimismo cada especie presento

diferentes proporciones en cada localidad de estudio.

A continuacién, se muestran los disefios perineales obtenidos en cada especie, asi como

también el porcentaje de ocurrencia. Alcanzado de cada una en la parcela muestreada.
a. Provincia Lamas

La identificacion de los diferentes disefios perineales de los nematodos hembras obtenidas
de las localidades muestreadas de la provincia de Lamas en las cuales se pudo identificar la
incidencia de las tres especies del género Meloidogyne anteriormente mencionadas. Sin
embargo, se puede observar que existen diferentes porcentajes de ocurrencia de dichas
especies en cada parcela muestreada, los cuales se muestran en la Figura 22. Asimismo, se

observan los patrones perineales encontrados en las diferentes localidades Figura 23.
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Las especies encontradas infectando raices de sacha inchi en la parcela muestreada del
distrito de Pinto Recodo, localidad de Bellavista, presentaron un porcentaje de ocurrencia
muy marcado, obteniendo un 92.9 por ciento de M. incognita, 5.7 por ciento de M. javanica

y 1.4 por ciento de M. arenaria.

Del mismo modo se identificaron las mismas especies en la parcela muestreada del distrito
de Barranquita, localidad de Pongo de Caynarachi, las cuales presentaron los siguientes
porcentajes de ocurrencia: 74.3 por ciento de M. incognita, 21.4 por ciento de M. arenaria
y 4.3 por ciento de M. javanica.

Por otro lado, solo se identifico dos especies en la parcela muestreada del distrito de Lamas,
localidad de Pamashto, presentando porcentajes de ocurrencias de 84 por ciento de M.
incognita y 16 por ciento de M. arenaria.
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Figura 22: Porcentaje de ocurrencia de las especies del género Meloidogyne
identificadas a partir de patrones perineales obtenidas en parcelas de sacha inchi de la

provincia de Lamas.
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Figura 23: Patrones perineales de especimenes hembra obtenidos en la provincia

Lamas, localidad Bellavista (1), Pongo de Caynarachi (II) y Pamashto (IlI). A:
Meloidogyne incognita, B: M. javanica, C: M. arenaria.



b. El Dorado

A partir de los disefios perineales de los especimenes hembra obtenidos en las diferentes
localidades muestreadas pertenecientes a la provincia de ElI Dorado se identifico tres
especies del género Meloidogyne: M. incognita, M. javanica y M. arenaria. Dichas especies
presentan grados de incidencia diferentes en cada parcela de sacha inchi evaluada, los cuales
se visualizan en la Figura 24. Asimismo, se observan los patrones perineales encontrados en

las diferentes localidades Figura 25.

En el distrito de Santa Rosa localidad de Santa Rosa se registraron solo tres especies: M.
incognita, M. arenaria 'y M. javanica . Estas especies presentaron porcentajes de ocurrencia

de 89 por ciento, 6 por ciento y 5 por ciento respectivamente.

Mientras que en el distrito de San José de Sisa en el cual se tuvieron dos zonas de muestreo,
la primera ubicada en la localidad de Santa Cruz en la cual se identificd solo patrones
perineales de M. incognita (Figura 25), la segunda zona ubicada en la localidad de Huaja se
pudo identificar patrones perineales de M. incognita, M. javanica y M. arenaria, con

porcentajes de ocurrencia de 94 por ciento. 4 por ciento y 2 por ciento respectivamente.

Por altimo, en el distrito de San Martin de Alao localidad de Cashnahuasi se pudo identificar

solo patrones perineales de las especies de M. incognita.
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Figura 24: Porcentaje de ocurrencia de las especies del género Meloidogyne
identificadas a partir de patrones perineales obtenidas en parcelas de sacha inchi de la

provincia El Dorado.
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Figura 25: Patrones perineales de especimenes hembra obtenidos en la provincia El
Dorado, localidad Santa Rosa (1), Santa Cruz (I1), Huaja (111) y Cashnahuasi (1V). A:
Meloidogyne incognita, B: M. javanica, C: M. arenaria.



c. Picota

La identificacion de los patrones perineales obtenidos de las zonas muestreadas en la
provincia de Picota permitio registrar la presencia de las siguientes especies: M. incognita,
M. javanica, M. arenaria. Las cuales presentaron grados de incidencia diferentes en cada
parcela de sacha inchi evaluada, Figura 26. Asimismo, se observan los patrones perineales

encontrados en las diferentes localidades Figura 27.

En el distrito de Picota localidad de San Antonio la identificacion de los patrones perineales
evidencio la presencia de tres especies: M. incognita, M. arenaria y M. javanica,
presentando grados de incidencia del 90 por ciento, 5.7 por ciento y 4.3 por ciento

respectivamente.

De igual manera en el distrito de Shamboyacu localidad de Shamboyacu se registro patrones
perineales de tres especies: M. incognita y M. arenaria, presentando grados de incidencia

del 88.6 por ciento y 11.4 por ciento respectivamente.

Por otro lado, los patrones perineales reportados en la parcela muestreada en el distrito de
Tingo de Ponaza localidad de Tingo de Ponaza demostraron la presencia de os especies: M.
incognita, M. arenaria, con grados de incidencia de 90 y 10 por ciento respectivamente.

Por ultimo, en el distrito de Buenos Aires localidad de Buenos Aires solo se registro la

especie M. incognita.
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Figura 26: Porcentaje de ocurrencia de las especies del género Meloidogyne
identificadas a partir de patrones perineales obtenidas en parcelas de sacha inchi de la

provincia Picota.
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Figura 27: Patrones perineales de especimenes hembra obtenidos en la provincia

Picota, localidad San Antonio (I), Shamboyacu (Il), Tingo de Ponasa (I11) y Buenos
Aires (IV). A: Meloidogyne incognita, B: M. javanica, C: M. arenaria.



d. Bellavista
Los patrones perineales obtenidos de los especimenes hembra de tres parcelas productivas
en la provincia de Bellavista permitieron la identificacion de tres especies: M. incognita, M.
javanica y M. arenaria, cuyos grados de incidencia se muestran en la Figura 28. Asimismo,

se observan los patrones perineales encontrados en las diferentes localidades Figura 29.

Se realizo la identificacion de patrones perineales de las especies M. incognitay M. arenaria
en las parcelas el distrito de Bellavista localidad de Limon y el Distrito de San Pablo
localidad Santa Victoria, encontrando en la primera parcela un grado de incidencia del 86.7
y 13.3 por ciento respectivamente y en la segunda parcela con un grado de incidencia del

86.3 y 13.7 por ciento respectivamente.

En otra parcela evaluada en el distrito de San Pablo localidad Consuelo solo se identifico las

especies M. incognita.
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Figura 28: Porcentaje de ocurrencia de las especies del género Meloidogyne
identificadas a partir de patrones perineales obtenidas en parcelas de sacha inchi de la

provincia Bellavista.
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Figura 29: Patrones perineales de especimenes hembra obtenidos en la provincia
Bellavista, localidad Limoén (1), Santa Victoria (I1) y Consuelo (111). A: Meloidogyne

incognita, B: M. javanica, C: M. arenaria.



e. San Martin

En el caso de la identificacion de los patrones perineales obtenidos de las tres parcelas en la
provincia de San Martin se determind la presencia de tres especies: M. incognita, M. javanica
y M. arenaria con diferentes grados de incidencia, los cuales se visualizan en la Figura 30.
Asimismo, se observan los patrones perineales encontrados en las diferentes localidades

Figura 31.

Estas tres especies de presentaron en la parcela muestreada en el Distrito de Tarapoto
localidad de Morales; mostrando los siguientes grados de incidencia, M. incognita 80 por

ciento, M. javanica 18 por ciento y M. arenaria 2 por ciento.

Por otro lado, las parcelas muestreadas tanto en el distrito de Chazuta localidad de
Tununtunumba como en el distrito de La Banda de Shilcayo localidad de Bello Horizonte
solo se registraron las especies M. incognita 'y M. arenaria,. En la primera parcela se obtuvo
grados de incidencia del 95 por ciento y 5 por ciento respectivamente y en la segunda parcela

91,1 por ciento y 8,9 por ciento respectivamente.

100
90
80
70
60
50 B M. incognita

40

F1 M. javanica

30 .
W M. arenaria

20

Porcentaje de ocurrencia de especies

10

- Il

Morales Tununtunumba Bello Horizonte

Localidad

Figura 30: Porcentaje de ocurrencia de las especies del género Meloidogyne
identificadas a partir de patrones perineales obtenidas en parcelas de sacha inchi de la

provincia San Martin.
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Figura 31: Patrones perineales de especimenes hembra obtenidos en la provincia San

Martin, localidad Morales (1), Tununtunumba (IlI) y Bello Horizonte (l11). A:
Meloidogyne incognita, B: M. javanica, C: M. arenaria.



f. Rioja

Lo patrones perineales obtenidos de especimenes hembra extraidos de la parcela del distrito
de Rioja localidad de Segunda Jerusalén pertenecen a tres especies cuya incidencia es
variada, presentando M. incognita un 82 por ciento, M. javanica 16 por ciento y M. arenaria
2 por ciento, Figura 32 y 33.
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Figura 32: Porcentaje de ocurrencia de las especies del género Meloidogyne
identificadas a partir de patrones perineales obtenidas en parcelas de sacha inchi de la

provincia Rioja.

Figura 33: Patrones perineales de especimenes hembra obtenidos en el Distrito de

Rioja localidad de Segunda Jerusalen, A: Meloidogyne incognita, B: M. javanicay C: M.

arenaria.
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g. Moyobamba

La Unica parcela muestreada en la provincia de Moyobamba perteneciente al distrito de
Moyobamba localidad de Rafael Belaunde, solo presento el patrén perineal de M. incognita,

el cual se muestra en la Figura 34.

Figura 34: Patron perineal de especimenes hembra obtenidos en el Distrito de

Tarapoto localidad de Morales: Meloidogyne incognita.

A continuacion, se muestra en la Figura 35 la distribucion de las tres especies del género
Meloidogyne identificadas en base a los patrones perineales de los especimenes hembras.
Observandose también la proporcion de incidencia de cada especie, siendo la especie

Meloidogyne incognita la mas representativa en las siete provincias evaluadas.

Estudios anteriores realizados en el departamento de San Martin enfocados en la
identificacion morfoldgica de las especies del género Meloidogyne, reportaron la incidencia
de solo una especie M. incognita relacionada al cultivo de sacha inchi en las provincias de
El Dorado, Lamas, Picota y Bellavista (Neira, 2018).

Asimismo, Solano (2018) reporté la incidencia de dos especies en el cultivo de café, M.
incognita y M. javanica en las mismas cuatro provincias del estudio anterior. Cabe destacar,
que en el departamento de San Martin normalmente encontramos zonas productoras donde
se presenta la asociacion de ambos cultivos o en otros casos el cultivo sacha inchi viene a
ser un cultivo alternativo al cultivo de café. Por lo cual, es probable que exista la incidencia

de las mismas especies de Meloidogyne en ambas &reas productivas.
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Figura 35: Identificacion morfoldgica y distribucion de especies de Meloidogyne en el

cultivo de sacha inchi de siete provincias del departamento San Martin.



4.4. IDENTIFICACION MOLECULAR DE LAS ESPECIES DEL GENERO
Meloidogyne PRESENTES EN RAICES DE SACHA INCHI

La utilizacion de diversos métodos de identificacion de especies de nematodos del género
Meloidogyne, como la caracterizacion morfoldgica o morfométrica de especimenes
presentaban un enfoque util pero no tan exacto. Esto se debe a la existencia de algunas
variaciones intraespecificas ya sea por cambios en las condiciones geogréaficas o ecoldgicas

que muchas veces impedia una correcta identificacion de cada especie (Siddigi, 2000).

Afortunadamente en los Gltimos afios, se puede observar la aplicacion de biologia molecular
en la identificacion de especies de este género, esto se debe a la alta sensibilidad y precision
de esta metodologia, convirtiéndola en una herramienta Gtil y complementaria a otras

técnicas de identificacion.

Por ello se realizd las pruebas moleculares para la identificacién de especies del género
Meloidogyne presentes en raices de sacha inchi, mediante el uso de ADN gendmico obtenido
de 10 especimenes hembras por cada planta muestreada en una parcela productiva,
desarrollandose este método solo en las plantas que mostraban incidencia de estos nematodos
en las raices (nddulos) obteniéndose finalmente desde una a 10 muestras de ADN de
nematodo por parcela.

a. Lamas

Los resultados obtenidos en las pruebas realizadas para la identificacion de especies
presentes en las tres parcelas muestreadas en la provincia de Lamas, muestran la incidencia
de hasta cuatro especies: M. incognita presente en todas las plantas evaluadas, seguido por

M. arenaria, M. exigua y M. javanica en una menor cantidad de plantas respectivamente

En los resultados de amplificacion de productos PCR obtenidos de la parcela ubicada en la
localidad de Bellavista (Figura 36) se observaron resultados negativos para M. exigua. Sin
embargo, se encontrd la incidencia de hasta 3 de las otras especies mencionadas
anteriormente en una sola planta (N° 4). Por otro lado, en la localidad de Pamashto (Figura
37) las pruebas presentaron resultados negativos para M. javanica, pero la mayoria de plantas

evaluadas presentaron incidencia de hasta dos de las especies.
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Para la parcela estudiada en la localidad de Pongo de Caynarachi (Figura 38) se obtuvieron
resultados de amplificacion positivos hasta para las cuatro especies en una misma planta (N°
4), ademas cabe resaltar que todas las muestras mostraron incidencia de M. arenaria en la

misma proporcion que M. incognita.
b. Dorado

Al igual que la provincia anterior, las cuatro parcelas muestreadas en la provincia de El
Dorado ubicadas en las localidades de Santa Cruz, Cashnahuasi, Huaja y Santa Rosa,
mostraron productos de amplificacion de PCR positivos hasta para cuatro especies del
género Meloidogyne evaluadas, siendo M. incognita la especie presente en todas las plantas

evaluadas.

Los resultados obtenidos en la localidad de Santa Cruz (Figura 39) muestran la incidencia
de hasta dos especies en una misma planta, M. incognita y M. arenaria (N° 10) ademas de
presentar resultados negativos en los productos de amplificacion para las especies M.
javanica y M. exigua. Del mismo modo en la localidad Cashnahuasi (Figura 40) se obtuvo
incidencia de solo dos especies M. incognita y M. exigua en todas las plantas de las que se

obtuvo muestras de ADN de nematodos hembras.

Por otro lado, en la localidad de Huaja (Figura 41) se obtuvieron resultados positivos en la
amplificacion de productos PCR de las cuatro especies de Meloidogyne evaluadas,
encontrandose hasta tres de estas especies, M. incognita, M. arenaria y M javanica en una
misma planta (N° 9).

Por altimo, en la localidad de Santa Rosa (Figura 42) se obtuvieron resultados positivos en
las pruebas para la identificacion de tres de las especies, M. incognita, M. arenaria y M
javanica. Sin embrago, se puede observar que existen plantas que presentan incidencia hasta

de dos de las especies mencionadas anteriormente (N°2, 4, 5, 8 y 10).

Los resultados obtenidos en estas dos provincias (Lamas y El Dorado) pueden resumirse en
la Figura 43 y 44 respectivamente. Donde se muestra la distribucion de especies reportadas

segun la cantidad de muestras en las que se detectaron en cada localidad evaluada.
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Figura 36: Geles de agarosa al 1.2 % mostrando los productos de PCR para
Meloidogyne spp. en 7 plantas de sacha inchi del distrito de Pinto Recodo, localidad de
Bellavista. A: Identificacién de M. incognita usando el primer Mi2F4 / Mi1R1 (300 pb),
un control positivo (+) y un control negativo (-), B: Identificacion de M. javanica usando
el primer Mjav / Mjav (517 pb), un control positivo (+) y un control negativo (-),
C: Identificacion de M. arenaria (420 pb), un control positivo (+) y un control negativo
(-), D: Identificacidon de M. exigua usando el primer exD15F/ exD15R (562 pb). Control
positivo (+) y un control negativo (-).
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Figura 37: Geles de agarosa al 1.2 % mostrando los productos de PCR para
Meloidogyne spp. en 5 plantas de sacha inchi del distrito de Lamas, localidad de
Pamashto. A: Identificacion de M. incognita usando el primer Mi2F4 / Mi1R1 (300 pb),
un control positivo (+) y un control negativo (-), B: Identificacién de M. javanica usando
el primer Mjav / Mjav (517 pb), un control positivo (+) y un control negativo (-), C:
Identificacién de M. arenaria (420 pb), un control positivo (+) y un control negativo (-),

D: Identificacion de M. exigua usando el primer exD15F/ exD15R (562 pb). Control
positivo (+) y un control negativo (-).
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Figura 38: Geles de agarosa al 1.2 % mostrando los productos de PCR para Meloidogyne spp. en 7 plantas de sacha inchi del distrito de
Barranquita, localidad de Pongo de Caynarachi. A: Identificacion de M. incognita usando el primer Mi2F4 / Mi1R1 (300 pb), un control
positivo (+) y un control negativo (-), B: Identificacion de M. javanica usando el primer Mjav / Mjav (517 pb), un control positivo (+) y un

control negativo (-), C: Identificacion de M. arenaria (420 pb), un control positivo (+) y un control negativo (-), D: Identificacion de M.

exigua usando el primer exD15F/ exD15R (562 pb). Control positivo (+) y un control negativo (-).
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Figura 39: Geles de agarosa al 1.2 % mostrando los productos de PCR para
Meloidogyne spp. en 7 plantas de sacha inchi del distrito de San José de Sisa, localidad
de Santa Cruz. A: Identificacion de M. incognita usando el primer Mi2F4 / Mi1lR1 (300
pb), un control positivo (+) y un control negativo (-), B: Identificacion de M. javanica
usando el primer Mjav / Mjav (517 pb), un control positivo (+) y un control negativo (-
), C: Identificacion de M. arenaria (420 pb), un control positivo (+) y un control negativo
(), D: Identificacién de M. exigua usando el primer exD15F/ exD15R (562 pb). Control

positivo (+) y un control negativo (-).



Meloidogyne incognita n Meloidogyne javanica

ik () (+) 3 5 1kKB 3 5 (+) ()

M

517 pb frry
300 pb - e

Meloidogyne arenaria n Meloidogyne exigua

KB 3 5 (+) () ik () (+) 3 5
420 pb .. == P, 562 pb- e - .

Figura 40: Geles de agarosa al 1.2 % mostrando los productos de PCR para
Meloidogyne spp. en 2 plantas de sacha inchi del distrito de San Martin, localidad de
Cashnahuasi. A: Identificacion de M. incognita usando el primer Mi2F4 / Mi1R1 (300
pb), un control positivo (+) y un control negativo (-), B: Identificacion de M. javanica
usando el primer Mjav / Mjav (517 pb), un control positivo (+) y un control negativo (-
), C: Identificacion de M. arenaria (420 pb), un control positivo (+) y un control negativo
(), D: Identificacion de M. exigua usando el primer exD15F/ exD15R (562 pb). Control

positivo (+) y un control negativo (-).
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Figura 41: Geles de agarosa al 1.2 % mostrando los productos de PCR para Meloidogyne spp. en 7 plantas de sacha inchi del distrito de
Santa Rosa, localidad de Santa Rosa. A: Identificacion de M. incognita usando el primer Mi2F4 / MilR1 (300 pb), un control positivo (+)
y un control negativo (-), B: Identificacion de M. javanica usando el primer Mjav / Mjav (517 pb), un control positivo (+) y un control
negativo (-), C: Identificacion de M. arenaria (420 pb), un control positivo (+) y un control negativo (-), D: Identificacién de M. exigua

usando el primer exD15F/ exD15R (562 pb). Control positivo (+) y un control negativo (-).
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Figura 42: Geles de agarosa al 1.2 % mostrando los productos de PCR para Meloidogyne spp. en 7 plantas de sacha inchi del distrito de
San José de Sisa, localidad de Huaja. A: Identificacion de M. incognita usando el primer Mi2F4 / Mi1R1 (300 pb), un control positivo (+)
y un control negativo (-), B: Identificacion de M. javanica usando el primer Mjav / Mjav (517 pb), un control positivo (+) y un control
negativo (-), C: Identificacion de M. arenaria (420 pb), un control positivo (+) y un control negativo (-), D: Identificacion de M. exigua
usando el primer exD15F/ exD15R (562 +pb). Control positivo (+) y un control negativo (-).
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Figura 43: Identificacion molecular y distribucién de especies de Meloidogyne en el
cultivo de sacha inchi en la provincia Lamas
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Figura 44: Identificacion molecular y distribucién de especies de Meloidogyne en el
cultivo de sacha inchi en la provincia EI Dorado



c. Picota

Al igual gque los dos casos anteriores, las pruebas realizadas con el ADN gendmico extraido
de especimenes hembra obtenidos en las cuatro localidades de la provincia de Picota,
generaron amplificaciones de PCR para las especies: M. incognita, M. javanica, M. arenaria
y M. exigua; siendo la primera especie la que presenta incidencia en todas las plantas

evaluadas.

En la localidad de Buenos Aires (Figura 45) solo se obtuvieron amplificaciones de PCR para
dos especies del genero Meloidogyne, M. incognita y M. arenaria, encontrando solo una
planta con incidencia de ambas especies (N° 5); de igual modo las pruebas realizadas en las
muestras obtenidas en la localidad de Tingo de Ponaza (Figura 46) muestran la incidencia
de ambas especies ya mencionadas, con la diferencia que se presentaron en la totalidad de

plantas.

Por otro lado, en la localidad de San Antonio (Figura 47) se obtuvieron productos de
amplificacion de PCR para las cuatro especies de Meloidogyne evaluadas, encontrandose

ademas una planta que presentaba incidencia de hasta tres de las especies (N° 4).

Finalmente, los resultados de las pruebas de PCR obtenidas en la localidad Shamboyacu
(Figura 48) indican la incidencia de M. incognita, M. arenaria y M. exigua, encontrandose

también la incidencia de las tres especies en una misma planta (N° 1, 3y 9).
d. Bellavista

Asi también, los resultados obtenidos de las amplificaciones de PCR obtenidos de la
provincia de Bellavista nos indican la presencia de tres especies: M. incognita, M. arenaria
y M. exigua, la presencia de estas especies difiere segun la localidad, Limén, Santa Victoria

y Consuelo

En las localidades de Limén (Figura 49) y Santa Victoria (Figura 50), los resultados de las
pruebas nos muestran que al menos una de las plantas evaluadas no presenta incidencia de
M. incognita (N° 10 y N° 4 respectivamente) por lo contrario ambas plantas en las distintas
localidades muestran resultados positivos para M. arenaria. Ademas, en ambas localidades
también se observan plantas con incidencia de las tres especies antes mencionadas, planta

N° 9 en la localidad de Limon y planta N° 2 en la localidad Santa Victoria.

Por ultimo, todas las plantas evaluadas en la localidad de Consuelo (Figura 51) presentaron

amplificacion de productos PCR para M. incognita.
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Los resultados obtenidos en estas dos provincias (Picota y Bellavista) pueden resumirse en
la Figura 52 y 53 respectivamente. Donde se muestra la distribucion de especies reportadas

segun la cantidad de muestras en las que se detectaron en cada localidad evaluada.
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Figura 45: Geles de agarosa al 1.2 % mostrando los productos de PCR para
Meloidogyne spp. en 7 plantas de sacha inchi del distrito de Buenos Aires, localidad de
Buenos Aires. A: Identificacion de M. incognita usando el primer Mi2F4 / Mi1lR1 (300
pb), un control positivo (+) y un control negativo (-), B: Identificacion de M. javanica
usando el primer Mjav / Mjav (517 pb), un control positivo (+) y un control negativo (-
), C: Identificacion de M. arenaria (420 pb), un control positivo (+) y un control negativo
(), D: Identificacién de M. exigua usando el primer exD15F/ exD15R (562 pb). Control
positivo (+) y un control negativo (-).
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Figura 46: Geles de agarosa al 1.2 % mostrando los productos de PCR para
Meloidogyne spp. en 7 plantas de sacha inchi del distrito de Tingo de Ponaza, localidad
de Tingo de Ponaza. A: Identificacion de M. incognita usando el primer Mi2F4 / MilR1
(300 pb), un control positivo (+) y un control negativo (-), B: Identificacion de M.
javanica usando el primer Mjav / Mjav (517 pb), un control positivo (+) y un control
negativo (-), C: Identificacion de M. arenaria (420 pb), un control positivo (+) y un
control negativo (-), D: Identificacion de M. exigua usando el primer exD15F/ exD15R

(562 pb). Control positivo (+) y un control negativo (-).
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Figura 47: Geles de agarosa al 1.2 % mostrando los productos de PCR para Meloidogyne spp. en 7 plantas de sacha inchi del distrito de
Picota, localidad de San Antonio. A: Identificacion de M. incognita usando el primer Mi2F4 / MilR1 (300 pb), un control positivo (+) y un
control negativo (-), B: Identificacion de M. javanica usando el primer Mjav / Mjav (517 pb), un control positivo (+) y un control negativo
(), C: Identificacion de M. arenaria (420 pb), un control positivo (+) y un control negativo (-), D: Identificacion de M. exigua usando el
primer exD15F/ exD15R (562 pb). Control positivo (+) y un control negativo (-).
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Figura 48: Geles de agarosa al 1.2 % mostrando los productos de PCR para Meloidogyne spp. en 7 plantas de sacha inchi del distrito de
Shamboyacu, localidad de Shamboyacu. A: Identificacion de M. incognita usando el primer Mi2F4 / MilR1 (300 pb), un control positivo
(+) y un control negativo (-), B: Identificacion de M. javanica usando el primer Mjav / Mjav (517 pb), un control positivo (+) y un control
negativo (-), C: Identificacion de M. arenaria (420 pb), un control positivo (+) y un control negativo (-), D: Identificacion de M. exigua
usando el primer exD15F/ exD15R (562 pb). Control positivo (+) y un control negativo (-).
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Figura 49: Geles de agarosa al 1.2 % mostrando los productos de PCR para Meloidogyne spp. en 7 plantas de sacha inchi del distrito de

Bellavista, localidad de Limon. A: Identificacion de M. incognita usando el primer Mi2F4 / MilR1 (300 pb), un control positivo (+) y un

control negativo (-), B: Identificacion de M. javanica usando el primer Mjav / Mjav (517 pb), un control positivo (+) y un control negativo

(), C: Identificacion de M. arenaria (420 pb), un control positivo (+) y un control negativo (-), D: Identificacion de M. exigua usando el

primer exD15F/ exD15R (562 pb). Control positivo (+) y un control negativo (-).
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Figura 50: Geles de agarosa al 1.2 % mostrando los productos de PCR para Meloidogyne spp. en 7 plantas de sacha inchi del distrito de
San Pablo, localidad de Santa Victoria. A: Identificacion de M. incognita usando el primer Mi2F4 / MilR1 (300 pb), un control positivo (+)
y un control negativo (-), B: Identificacion de M. javanica usando el primer Mjav / Mjav (517 pb), un control positivo (+) y un control
negativo (-), C: Identificacion de M. arenaria (420 pb), un control positivo (+) y un control negativo (-), D: Identificacion de M. exigua

usando el primer exD15F/ exD15R (562 pb). Control positivo (+) y un control negativo (-).
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Figura 51: Geles de agarosa al 1.2 % mostrando los productos de PCR para Meloidogyne spp. en 7 plantas de sacha inchi del distrito de
San Pablo, localidad de Consuelo. A: Identificacién de M. incognita usando el primer Mi2F4 / Mi1lR1 (300 pb), un control positivo (+) y un

control negativo (-), B: Identificacion de M. javanica usando el primer Mjav / Mjav (517 pb), un control positivo (+) y un control negativo

(), C: Identificacion de M. arenaria (420 pb), un control positivo (+) y un control negativo (-), D: Identificacion de M. exigua usando el

primer exD15F/ exD15R (562 pb). Control positivo (+) y un control negativo (-).
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Figura 52: Identificacién molecular y distribucion de especies de Meloidogyne en el
cultivo de sacha inchi en la provincia Picota
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Figura 53: Identificacién molecular y distribucion de especies de Meloidogyne en el
cultivo de sacha inchi en la provincia Bellavista.
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e. San Martin

La Provincia de San Martin presento resultados positivos en las amplificaciones de PCR para
las cuatro especies de estudio: M. incognita, M. javanica, M. arenaria 'y M. exigua, variando
la presencia de cada una segun la localidad de muestreo, Tununtunumba, Bello Horizonte y

Morales.

En las localidades de Tununtunumba (Figura 54) y Bello horizonte (Figura 55), la
amplificacion de resultados de PCR muestra resultados positivos solo para dos especies, M.
incognita 'y M. arenaria. Por otro lado, en la localidad de Morales (Figura 56) los resultados
de las pruebas realizadas nos evidencian la incidencia de las cuatro especies de Meloidogyne
antes mencionadas, en dichos resultados también se observa que la planta N° 6 solo presenta
incidencia de M. javanica y la planta N° 8 con incidencia de hasta tres de las especies

mencionadas.
f. Moyobamba y Rioja

Por altimo, los resultados de las amplificaciones de producto PCR realizados para el ADN
gendmico de especimenes hembra obtenidos en la parcela muestreada en la provincia de
Moyobamba, localidad de Rafael Belaunde dieron positivo solo para la especie M. incognita,
Figura 57. Mientras que, en las muestras obtenidas en la provincia de Rioja, localidad de
Segunda Jerusalén se puede observar resultados positivos para las cuatro especies: M.

incognita, M. javanica, M. arenaria 'y M. exigua (Figura 58).

Los resultados obtenidos en estas tres provincias (San Martin, Moyobamba y Rioja) pueden
resumirse en la Figura 59 y 60 respectivamente. Donde se muestra la distribucion de especies

reportadas segun la cantidad de muestras en las que se detectaron en cada localidad evaluada.

81



Meloidogyne incognita B Meloidogyne javanica

1IKB1 2 4 5 6 8 9 (+) () 1IKB 1 2 4 5 6 8 9 (+) ()
= =

= —

el 517 ph- = -

300 pb -
- - cEe"Sag.

Meloidogyne arenaria n Meloidogyne exigua

1KB 1 2 45 6 8 9 (+) () 1KB 1 2 4 5 6 8 9 (+) ()
— ~——
562 pb - e
420 pb.., = .. o . -
- - - - . N

Figura 54: Geles de agarosa al 1.2 % mostrando los productos de PCR para
Meloidogyne spp. en 7 plantas de sacha inchi del distrito de Chazuta, localidad de
Tununtunumba. A: Identificacién de M. incognita usando el primer Mi2F4 / MilR1
(300 pb), un control positivo (+) y un control negativo (-), B: Identificacion de M.
javanica usando el primer Mjav / Mjav (517 pb), un control positivo (+) y un control
negativo (-), C: ldentificacion de M. arenaria (420 pb), un control positivo (+) y un
control negativo (-), D: Identificacion de M. exigua usando el primer exD15F/ exD15R

(562 pb). Control positivo (+) y un control negativo (-).
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Figura 55: Geles de agarosa al 1.2 % mostrando los productos de PCR para Meloidogyne spp. en 7 plantas de sacha inchi del distrito de
Banda de Shilcayo, localidad de Bello Horizonte. A: Identificacion de M. incognita usando el primer Mi2F4 / MilR1 (300 pb), un control
positivo (+) y un control negativo (-), B: Identificacion de M. javanica usando el primer Mjav / Mjav (517 pb), un control positivo (+) y un

control negativo (-), C: Identificacion de M. arenaria (420 pb), un control positivo (+) y un control negativo (-), D: Identificacion de M.
exigua usando el primer exD15F/ exD15R (562 pb). Control positivo (+) y un control negativo (-).
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Figura 56: Geles de agarosa al 1.2 % mostrando los productos de PCR para Meloidogyne spp. en 10 plantas de sacha inchi del distrito de
Tarapoto, localidad de Morales. A: Identificacion de M. incognita usando el primer Mi2F4 / MilR1 (300 pb), un control positivo (+) y un
control negativo (-), B: Identificacion de M. javanica usando el primer Mjav / Mjav (517 pb), un control positivo (+) y un control negativo
(), C: Identificacion de M. arenaria (420 pb), un control positivo (+) y un control negativo (-), D: Identificacion de M. exigua usando el

primer exD15F/ exD15R (562 pb). Control positivo (+) y un control negativo (-).



Meloidogyne incognita n Meloidogyne javanica

4 (+) () 1kB 4 (+) () 1k

i

——— - w517 pb
— 300 pb
-
Meloidogyne arenaria n Meloidogyne exigua
4 (+) () 1ks 4 (+) () 1kB
— —_——
P 562 pb

e " 420pb

Figura 57: Geles de agarosa al 1.2 % mostrando los productos de PCR para
Meloidogyne spp. en 2 plantas de sacha inchi del distrito de Moyobamba, localidad de
Rafael Belaunde. A: Identificacion de M. incognita usando el primer Mi2F4 / MilR1
(300 pb), un control positivo (+) y un control negativo (-), B: Identificacion de M.
javanica usando el primer Mjav / Mjav (517 pb), un control positivo (+) y un control
negativo (-), C: Identificacion de M. arenaria (420 pb), un control positivo (+) y un
control negativo (-), D: Identificacion de M. exigua usando el primer exD15F/ exD15R

(562 pb). Control positivo (+) y un control negativo (-).
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Figura 58: Geles de agarosa al 1.2 % mostrando los productos de PCR para Meloidogyne spp. en 7 plantas de sacha inchi del distrito de
Rioja, localidad de Segunda Jerusalen. A: Identificacién de M. incognita usando el primer Mi2F4 / Mi1R1 (300 pb), un control positivo (+)
y un control negativo (-), B: Identificacion de M. javanica usando el primer Mjav / Mjav (517 pb), un control positivo (+) y un control
negativo (-), C: Identificacion de M. arenaria (420 pb), un control positivo (+) y un control negativo (-), D: Identificacién de M. exigua
usando el primer exD15F/ exD15R (562 pb). Control positivo (+) y un control negativo (-).
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Figura 59: Identificacién molecular y distribucion de especies de Meloidogyne en el
cultivo de sacha inchi en la provincia San Martin.
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Figura 60: Identificaciobn molecular y distribucién de especies de Meloidogyne en el
cultivo de sacha inchi en la provincia Moyobamba y Rioja




V. CONCLUSIONES

Los mayores valores de densidad poblacional de nematodos (J2) en raices de sacha
inchi se concentran en la provincia de Picota y San Martin. Asimismo, se demostro
que esta variable esta relacionada directamente con el nivel de nodulacion evaluada

en las raices muestreadas.

Los modelos lineales generalizados (GLM:s) utilizados para la identificacion de las
variables predictoras relacionadas a la densidad poblacional de nematodos,
determinaron que las variables cultivo secundario (cacao), edad del cultivo,
porcentaje de materia organica en el suelo y altitud de la zona muestreada explican
la mayor proporcion de la variacion de la poblacion de nematodos del género

Meloidogyne en raices.

La identificacion morfologica de nematodos hembras de género Meloidogyne
mediante patrones perineales nos muestra la presencia de hasta tres especies por
planta muestreada: M. incognita la cual alcanzo el mayor porcentaje de ocurrencia
en todas las parcelas evaluadas seguida por M. arenaria y M. javanica

respectivamente.

La identificacion de especies de Meloidogyne por medio de un analisis molecular
usando primers especificos SCAR, nos da como resultado la presencia de hasta
cuatro especies por muestra de ADN de nematodos hembra obtenidos de cada planta;
encontrandose productos de amplificacion para M. incognita con el primer Mi2F4 /
MilR1 (300 pb), M. arenaria usando el primer (517 pb), M. javanica con el primer
Mjav / Mjav (517 pb) y M. exigua usando el primer exD15F/ exD15R (562 pb).



VI. RECOMENDACIONES

Es necesario ampliar la cantidad de muestreos para obtener un patrén de distribucién
mas consistente de cada especie, en los cuales no solo se considere la evaluacién de
los nematodos presentes en la raiz de la planta sino también los especimenes que se

encuentren en el suelo.

Realizar una seleccion adecuada de primers para identificacion molecular para poder
realizar un PCR multiplex y con eso reducir la cantidad de pruebas moleculares y

poder identificar mas de una especie del género Meloidogyne en una sola prueba.

El presente trabajo permite identificar las especies con mayor incidencia, lo cual nos
permitira realizar proyectos de investigacion para la busca de ecotipos del cultivo de

sacha inchi que presenten tolerancia al nematodo fitoparasito.
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VIIl. ANEXOS

Anexo 1: Densidad poblacional de nematodos del segundo estadio y grado de dafio de Meloidogyne spp. en raices de sacha inchi en la

provincia de Lamas.

N° DE GRADO N° DE GRADO N° DE GRADO
LOCALIDAD JUVENILES DE LOCALIDAD  JUVENILES DE LOCALIDAD JUVENILES (J,) DE
(J2) DARNO (J2) DANO DANO
269 2 617 3 140 2
162 2 450 3 0 1
94 2 450 3 0 1
121 2 347 2 149 2
Bellavista 6(2)8 i sz:i?aiii g 1 Pamashto 906 ;
0 1 350 2 0 1
116 2 333 2 0 1
0 1 567 3 43 2
93 2 0 1 426 3
PROMEDIO 148 1.8 PROMEDIO 311 2.1 PROMEDIO 85 1.6
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Anexo 2: Densidad poblacional de nematodos del segundo estadio y grado de dafio de Meloidogyne spp. en raices de sacha inchi en la
provincia El Dorado.

N° DE GRADO N° DE GRADO N° DE GRADO N° DE GRADO
LOCALIDAD  JUVENILES DE LOCALIDAD  JUVENILES DE LOCALIDAD  JUVENILES DE LOCALIDAD  JUVENILES DE
(J2) DANO (J2) DANO (J2) DANO (J2) DANO
536 3 0 1 0 1 667 3
533 3 0 1 0 1 400 3
383 2 333 2 418 2 333 2
467 3 412 2 0 1 667 3
467 3 0 1 ) 825 4 . 471 3
Santa Rosa Santa Cruz Cashnahuasi Huaja
333 2 150 2 0 1 700 3
717 3 117 2 0 1 967 4
658 3 317 2 0 1 458 3
389 2 300 2 0 1 267 2
367 2 117 2 0 1 133 2
PROMEDIO 485 2.6 PROMEDIO 175 1.7 PROMEDIO 124 1.4 PROMEDIO 506 2.8
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Anexo 3: Densidad poblacional de nematodos del segundo estadio y grado de dafio de Meloidogyne spp. en raices de sacha inchi en la

provincia de Picota.

N° DE GRADO N° DE GRADO N° DE GRADO N° DE GRADO
LOCALIDAD  JUVENILES DE LOCALIDAD JUVENILES DE LOCALIDAD JUVENILES DE LOCALIDAD JUVENILES DE
(J2) DANO (J2) DANO (J2) DANO (J2) DANO
778 3 822 4 1422 4 2693 5
1520 4 711 3 1511 5 1754 5
378 2 0 1 0 1 1797 5
300 2 0 1 0 1 1711 5
1422 4 ) 430 2 Buenos 148 2 San 1372 4
Shamboyacu Tingo de Ponaza . .
1544 4 322 2 Aires 0 1 Antonio 2467 5
0 1 0 1 701 3 2620 5
0 1 345 2 0 1 0 1
0 1 340 2 0 1 0 1
700 3 0 1 2689 5 0 1
PROMEDIO 664 2.5 PROMEDIO 297 1.9 PROMEDIO 647 2.4 PROMEDIO 1441 3.7
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Anexo 4: Densidad poblacional de nematodos del segundo estadio y grado de dafio de Meloidogyne spp. en raices de sacha inchi en la

provincia Bellavista.

LOCALIDAD N° DE JUVENILES (J2) GRIDAAIDIé)ODE LOCALIDAD N DE J(LJJZ\;ENILES GRDAAI}(IJODE LOCALIDAD N" DE J(lJJZ\;ENILES GRISAAIDI%)ODE
883 4 233 2 0 1
467 3 667 3 468 3
1167 4 983 4 538 3
1650 5 0 1 200 2
L, 1817 5 850 3 . . 433 3
Limén Consuelo Santa Victoria
0 1 450 2 900 4
1767 5 200 2 300 2
1033 4 233 2 567 3
1167 4 400 3 0 1
1333 4 850 3 267 2
PROMEDIO 1128 3.9 PROMEDIO 487 25 PROMEDIO 367 2.4
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Anexo 5: Densidad poblacional de nematodos del segundo estadio y grado de dafio de Meloidogyne spp. en raices de sacha inchi en la

provincia San Martin.

N° DE N° DE .
LOCALIDAD  JUVENILES GRDAADNOODE LOCALIDAD JUVENILES GRSEF?ODE LOCALIDAD N" DE J(tJJZ\;ENILES GRDA'ENQODE
(J2) (J2)
350 2 0 1 1644 4
0 1 267 2 1511 4
0 1 735 3 1644 4
167 2 292 2 2200 5
Tununtunumba 250 2 Bello Horizonte 356 2 Morales 1578 4
333 2 542 3 711 3
0 1 242 2 2200 5
563 3 200 2 2711 5
183 2 444 3 933 4
0 1 644 3 1644 4
PROMEDIO 185 1.7 PROMEDIO 372 2.3 PROMEDIO 1678 4.2
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Anexo 6: Densidad poblacional de nematodos del segundo estadio y grado de dafio de

Meloidogyne spp. en raices de sacha inchi en la provincia Rioja y Moyobamba.

Provincia de Rioja Provincia de Moyobamba
N° DE GRADO
N° DE GRADO DE
LOCALIDAD - LOCALIDAD  JUVENILES DE
JUVENILES (J,) DANO ) ARG
750 3 0 1
956 4 0 1
1600 5 0 1
644 3 822 4
Segunda 1278 5 Rafael 0 1
Jerusalén 2133 5 Belaunde 0 1
578 3 0 1
1100 4 0 1
944 4 0 1
1400 4 0 1
PROMEDIO 1138 4 PROMEDIO 82 13

Anexo 7: Prueba no paramétrica Kruskal-Wallis del namero de especimenes J;

obtenidos de raices de sacha inchi en la provincia de Lamas.

Kruskal-wallis rank sum test

Data: J2_L by LUGAR_LAMAS
Kruskal-wallis chi-squared =4.2014, df = 2, p-value = 0.1224

Anexo 8: Prueba no paramétrica Kruskal-Wallis y Analisis de Comparaciones
multiples (Test de Dunnet) del nimero de especimenes J, obtenidos de raices de sacha

inchi en la provincia EI Dorado.

Kruskal-wallis rank sum test

Data: J2_D by LUGAR_DORADO
Kruskal-wallis chi-squared = 18.665, df = 3, p-value = 0.0003206

Comparison z P.unadj P.adj
1 Cashnahuasi - Huaja -3.2481568 0.0011615525 0.006969315
2 Cashnahuasi - Santa Cruz -0.4833567 0.6288425144 1.000000000
3 Huaja - Santa Cruz 2.7648001 0.0056957688 0.034174613
4 Cashnahuasi - Santa Rosa -3.3061596 0.0009458421 0.005675052
5 Huaja - Santa Rosa -0.0580028 0.9537463987 1.000000000
6 Santa_Cruz - Santa Rosa -2.8228029 0.0047605828 0.028563497
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Anexo 9: Prueba no paramétrica Kruskal-Wallis del nimero de especimenes J;
obtenidos de raices de sacha inchi en la provincia de Picota.

Kruskal-wallis rank sum test

Data: J2_P by LUGAR_PICOTA
Kruskal-wallis chi-squared = 5.3319, df = 3, p-value = 0.149

Anexo 10:  Prueba no paramétrica Kruskal-Wallis y Analisis de Comparaciones
multiples (Test de Dunnet) del nUmero de especimenes J. obtenidos de raices de sacha

inchi en la provincia de Bellavista.

Kruskal-wallis rank sum test

Data: 3J2_B by LUGAR_BELLAVISTA
Kruskal-wallis chi-squared = 10.081, df = 2, p-value = 0.00647

comparison P.unadj P.adj
1 consuelo - Limdn -2. 5312475 0. 011365762 0. 03409729
2 consuelo - Santa Victoria 0.3943149 0.693348539 1.00000000
3 Limén - Santa Victoria 2.9255624 0.003438342 0.01031503

Anexo 11:  Prueba no paramétrica Kruskal-Wallis y Analisis de Comparaciones
multiples (Test de Dunnet) del nUmero de especimenes J. obtenidos de raices de sacha
inchi en la provincia de San Martin.

Kruskal-wallis rank sum test

Data: J2_SM by LUGAR_SAN.MARTIN
Kruskal-wallis chi-squared = 20.763, df = 2, p-value = 3.1e-05

Comparison P.unadj P.adj
1 Bello_Horizonte - Morales -3. 132928 1.730722e-03 5. 192165e 03
2 Bello_Horizonte - Tununtunumba 1.299019 1.939375e-01 5.818125e-01
3 Morales - Tununtunumba 4.431946 9.338630e-06 2.801589e-05
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Anexo 12: Modelo lineal Generalizado (GLM) para la determinacion de la relacion de

la densidad poblacional de nematodos (J2) y grado de nodulacion en raices

call:

glm(formula = NJ2 ~ GRADO_DANO1+GRADO_DANO2+GRADO_DANO3+GRADO_DANO4+
GRADO_DANOS5, family = poisson(link = "log"),
data = NEMAF)

Deviance Residuals:
Min 1Q Median 3Q Max
-18.0300 -3.0726 -0.0004 3.0836 14.2489

Coefficients:

Estimate Std. Error z value Pr(>1zl)
(Intercept) 3.088e-04 5.774e-02 0.005 0.996
GRADO_DANO2 1.609e+01 9.023e-02 178.362 <2e-16 ek
GRADO_DANO3 2.430e+01 9.789e-02 248.225 <2e-16 ik
GRADO_DANO4 3.483e+01 1.138e-01 306.055 <2e-16 ik
GRADO_DANO5  4.511e+01 1.343e-01 335.884 <2e-16  *%*

Signif. codes: 0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.” 0.1 “ ’ 1
(Dispersion parameter for poisson family taken to be 1)

Null deviance: 153664.4 on 209 degrees of freedom
Residual deviance: 6972.1 on 205 degrees of freedom
AIC: 8080.9

Number of Fisher Scoring iterations: 10

Anexo 13: Modelo lineal Generalizado (GLM)-reducido para la determinacion de las
variables edaficas explicativas de la densidad poblacional de nematodos en raices de

sacha inchi.

call:
MSUELO <- gIm(formula

: I J J2 ~ PH + CACO3 + K + ARN + K2 + Na,
family = poisson(link

"lTog"), data = NEMATODO)

Deviance Residuals:
Min 1Q Median 3Q Max
-47.508 -24.614 -6.611 13.724 68.828

Coefficients: )
Estimate std. Error z value Pr(>|z|)

(Intercept) 6.137882 0.003739 1641.60 <2e-16 *¥*

PH -0.529096 0.005216 -101.44 <2e-16

CACO3 0.161269 0.004476 36.03 <2e-16

K -0.285407 0.003965 -71.98 <2e-16

ARN 0.033413 0.003337 10.01 <2e-16

K2 -0.524158 0.007152 -73.29 <2e-16

Na 0.304744  0.006048 50.39 <2e-16 ***

Signif. codes: 0 ‘***’ 0,001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.” 0.1 “ 1

(Dispersion parameter for poisson family taken to be 1)

Null deviance: 133003 on 189 degrees of freedom
Residual deviance: 106702 on 183 degrees of freedom
AIC: 107815

Number of Fisher Scoring iterations: 6
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> rsq(modelos9)
[1] 0.2230203

> rsqg.partial (modelos9)
$adjustment
[1] FALSE

$variable
[1] mn PHII IICACO3II IIKII IIARNII IIK2 mn IINaII

$partial.rsq
[1]0.143340875 0.003284351 0.071299164 -0.002170396 0.063327423 0.031235071
> vif(modeTlos9)

PH CACO3 K ARN K2 Na
1.243722 1.693121 1.507037 1.424745 4.821935 4.250579

Anexo 14: Modelo lineal Generalizado (GLM) para la determinacién de las variables
climéaticas explicativas de la densidad poblacional de nematodos en raices de sacha

inchi.

gIlm(formula = NJ2 ~ TMAX + TMIN + PREC, family = poisson(link = "log"),
data = NEMAF)

Deviance Residuals:
Min 1Q Median 3Q Max
-41.205 -25.801 -9.853 9.841 65.971

Coefficients:

Estimate std. Error z value Pr(>|z|)
(Intercept) 6.240336 0.003315 1882.708 <2e-16 ***
TMAX -0.510590 0.005590 -91.334 <2e-16 ***
TMIN -0.309668 0.005732 -54.027 <2e-16 ***
PREC -0.034395 0.003605 -9.542 <2e-16 ***

Signif. codes: 0 ‘***’ (0,001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.” 0.1 “ ’ 1

(Dispersion parameter for poisson family taken to be 1)

Null deviance: 133003 on 189 degrees of freedom
Residual deviance: 122862 on 186 degrees of freedom
AIC: 123969

Number of Fisher Scoring iterations: 6

> rsq(RGLMCTEPWISE)
[1] 0.06619673

> rsq.partial (RGLMCTEPWISE, adj = TRUE)
$adjustment
[1] TRUE

$variable
[1] "TMAX" "TMIN" "PREC"

$partial.rsq
[1] 0.059055974 0.018665877 -0.002127942

> vif(RGLMCTEPWISE)
TMAX TMIN PREC
2.337801 2.856197 1.358426
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Anexo 15: Modelo lineal Generalizado (GLM) para la determinacion de las variables
agrondmicas explicativas de la densidad poblacional de nematodos en raices de sacha

inchi.

gim(formula = J2 ~ EDAD + COMPOSICION_DE_PARCELAcacao + CULTIVO_ANTERIOR
maiz + COMPOSICION_DE_PARCELApapaya + CULTIVO_ANTERIORpapaya + CULTIVO_A
NTERIORcafe + COMPOSICION_DE_PARCELAcafe, family = poisson(link = "log),
data = NEMAF)

Deviance Residuals:
Min 1 Median 3Q Max
-23.5433 -15.9780 0.4547 7.3875 27.1707

Coefficients: _
Estimate Std. Error z value Pr(>|z|)

(Intercept) 6.073914  0.005396 1125.63

EDAD 0.662379  0.002544 260.42
COMPOSICION_DE_PARCELAcacaol -1.173101 0.024018 -48.84
CULTIVO_ANTERIORmaizl -0.323732 0.015804 -20.48
COMPOSICION_DE_PARCELApapayal -1.417537 0.032902 -43.08
CULTIVO_ANTERIORpapayal 1.394898 0.035903  38.85
CULTIVO_ANTERIORcafel 0.733927 0.018324 40.05 W
COMPOSICION_DE_PARCELAcafel -0.660322 0.017793 -37.11 <2e-16 *¥**

Signif. codes: 0 ‘***’ (0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.” 0.1 “ ’ 1
(Dispersion parameter for poisson family taken to be 1)

Null deviance: 133003 on 189 degrees of freedom
Residual deviance: 30442 on 182 degrees of freedom
AIC: 31557

Number of Fisher Scoring iterations: 6

> rsq(dagrred)
[1] 0.8106933

> rsqg.partial(dagrred, adj = TRUE)
$adjustment
[1] TRUE

$variable

[1] "EDAD" "COMP_DE_PARCELAcacao" "CULTIVO_ANTmaiz"

[4] "COMP_DE_PARCELApapaya" "CULTIVO_ANTpapaya" "CULTIVO_ANTcafe"
[7] "comP_DE_PARCELAcafe"

$partial.rsq
[1]0.75049612 0.21173686 0.05650160 0.16544715 0.08883836 0.13003521 0.10324887

> vif(dagrred)

EDAD COMP_DE_PARCELAcacao CULTIVO_ANTMmaiz
1.327101 1.516818 1.124143
COMP_DE_PARCELApapaya CULTIVO_ANTpapaya CULTIVO_ANTcafe
5.302641 4.566043 4.730297
COMPOSICION_DE_PARCELAcafe
4.402075
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Anexo 16: Modelo lineal Generalizado (GLM) para la determinacion de las variables
explicativas (Edéficas, climaticas, agronomicas y topograficas) de la densidad

poblacional de nematodos en raices de sacha inchi.

gIm(formula = NJ2 ~ EDAD + +COMPOSICION_DE_PARCELAcacao + ALTITUD +
Mo, family = poisson(link = "log"), data = NEMAF)

Deviance Residuals:
Min 1Q Median 3Q Max
-48.835 -18.343 -3.922 9.681 58.753

Coefficients: ]
Estimate Sstd. Error z value Pr(>|z|)

(Intercept) 6.182203  0.003970 1557.42 <2e-16 ***
EDAD 0.622928 0.004159 149.78 <2e-16 ***
COMP_DE_PARCELAcacaol -1.892219 0.019943 -94.88 <2e-16 ***
ALTITUD -0.285053 0.003639 -78.33 <2e-16 *¥*
MO -0.237053  0.004165 -56.92 <2e-16 *¥*
Signif. codes: 0 ‘¥*%’ 0,001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 .’ 0.1 * ’ 1

(Dispersion parameter for poisson family taken to be 1)

Null deviance: 133003 on 189 degrees of freedom
Residual deviance: 85546 on 185 degrees of freedom
AIC: 86655

Number of Fisher Scoring iterations: 6

> rsq(regToTl, adj = TRUE)
[1] 0.3639308

> rsq.partial(regToTl, adj = TRUE)
$adjustment
[1] TRUE

$variable
[1] "EDAD" "COMPOSICION_DE_PARCELAcacao" "ALTITUD"
[4] "MO"

$partial.rsq
[1] 0.27544669 0.17945985 0.12417241 0.08571376

> vif(regToTl)
EDAD COMP_DE_PARCELAcacao ALTITUD MO
1.041831 1.045783 1.023425 1.023635
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Anexo 17: Andlisis de Caracterizacion de suelos de parcelas muestreadas

ANALISIS DE SUELOS : CARACTERIZACION

Solicitante UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
: MARTIN
Departamento: SAN
MARTIN Provincia : SAN MARTIN

Distrito
: TARAPOTO Predio
Referencia
: H.R. 69479-097C-19 Fecha 20/08/19

NUmero de Muestra C.E. Analisis Mecanico Clase CIC Cationes Cambiables Suma | Suma| %

+3
Lab Claves pH | (1:1) |CaCO3|M.O.| P K | Arena | Limo | Arcilla | Textural Ca'? |Mg*| K* | Na* f:—ﬁ de de %\é.
(%:1 dS/m| % % |ppm | ppm | % % % meq/100g Cationes | Bases | Bases

6565 Larg:;&:\?;‘gﬁ“ 498 | 031] 000 |3090|40|174| 55 | 25 | 20 |FrArA.|12.48| 499 |1.72|045| 004|060 | 780 | 720 | 58
6566 Lams-Pamashto 757 | 0.64 | 13.20 | 554 |11.4| 389 | 55 | 25 | 20 |Fr.ArA.|2592 | 22.98 | 2.00 | 0.89 | 0.05 | 0.00 | 25.92 | 25.92 | 100
6567 | Lamas-Bellavista | 6.11 | 0.21 | 0.00 | 3.05| 40 | 212 | 43 | 21 | 36 | FrAr. | 1680 | 9.64 | 3.07 | 053 | 0.09 | 0.00 | 1332 | 1332 | 79
6569 Bellavista-Consuelo 7.66 | 0.61 | 520 | 1.45 (114 | 290 37 33 30 Fr.Ar. | 18.40 | 1564 | 1.97 | 0.73 | 0.06 | 0.00 | 18.40 | 18.40| 100
6570 | Bellavista-Limon | 8.08 | 0.55 | 2.20 | 2.37 | 7.4 | 292 | 31 | 45 | 24 Fr. | 1552 | 11.74 | 2.88 |0.74 | 0.16 | 0.00 | 1552 | 15.52 | 100
6571 Be”i‘)?'csttg‘r'iiama 705 | 037 | 000 | 268 |17.4| 244 | 53 | 21 | 26 |FrArA.|18.40/15.06 267|060/ 0.08|0.00| 1840 |18.40| 100
6572 Dorado- Huaja 718 | 097 | 000 | 342 | 84 | 169 | 33 | 23 | 44 Ar. | 2880 | 2594 | 2.45 | 0.36 | 0.05 | 0.00 | 28.80 | 28.80 | 100
6573 | Dorado- SantaCruz | 7.83 | 0.66 | 4.00 | 3.78 | 3.7 | 438 | 31 | 31 | 38 | FrAr. | 2912|2530 2.62 | 1.13| 0.07 | 0.00 | 2912 |29.12 | 100
6574 | Dorado- SantaRosa | 7.87 | 0.66 | 2.20 | 3.06 | 17.3 | 459 | 35 | 23 | 42 Ar. | 26.08 | 21.16 | 3.62 | 1.25 | 0.05 | 0.00 | 26.08 | 26.08 | 100
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Continua..

NUmero de Muestra C.E. Anélisis Mecanico Clase CIC Cationes Cambiables Suma Suma %
+3

Lab Claves pH | (1:1) [CaCOs | M.O.| P K | Arena | Limo | Arcilla | Textural Ca* |Mg*?| K* | Na* A|H++ de de SDaé‘

(])':1 dS/m| % % | ppm | ppm % % % meq/100g Cationes | Bases | Bases

6576 Sal\z‘o'm;g”' 7.79]032| 040 |053| 96| 83 | 81 | 9 | 10 | AFr. |576|5.11|045/0.15|0.05| 000 | 576 | 576 | 100
San Martin-

6577 , 7.26(023| 0.00 [1.07[17.2| 333 | 71 | 13| 16 | FrA. | 832 |6.19 |1.38/0.70|0.05| 0.00 | 832 | 8.32 | 100
Bello Horizonte

6578 SanMartin- |5 2011 19| 000 (3.06| 44 | 189 | 27 | 35 | 38 | FrAr. |21.76|15.77|5.50|0.33|006| 0.10 | 21.76 |21.66| 100
Tununtunumba

6579 Picota- 6.32]0.78| 0.00 [3.31]16.4| 408 | 41 | 21 | 38 | FrAr. [23.20/19.60|2.38|0.70|0.05| 0.00 | 22.73 |22.73| 98
Shamboyacu

6580 P'Cogggér;%c’de 757|067 | 370 |4.46|156| 758 | 35 | 25 | 40 | Ar. |28.16|22.48|3.92|1.70|0.06| 0.00 | 28.16 |28.16| 100

6581 P'COti‘\'irE‘SJe”OS 8.04|0.66|11.20|2.95|26.4]1296| 21 | 31 | 48 | Ar. |26.08|18.77|4.33|2.88|0.10| 0.00 | 26.08 |26.08| 100
Moyobamba-

6582 Rafael 5.12(0.09| 0.00 |0.67|148| 76 | 73 | 15 | 12 | FrA. | 6.40 | 1.80 |0.50|0.14|0.06| 025 | 2.75 | 2.50 | 39
Belaunde

6583 R"f{:ﬁ:ﬁggda 421/015| 000 |284| 42| 57 | 31 | 45 | 24 Fr. |12.00| 1.30 |0.37|0.12|0.04| 325 | 5.08 | 1.83 | 15

A = Arena, A.Fr. = Arena Franca , Fr.A. = Franco Arenoso , Fr. = Franco , Fr.L. = Franco Limoso , L = Limoso , Fr.Ar.A. = Franco Arcillo Arenoso , Fr.Ar. = Franco Arcilloso,
Fr.Ar.L. = Franco Arcillo Limoso , Ar.A. = Arcillo Arenoso , Ar.L. = Arcillo Limoso , Ar. = Arcilloso
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Anexo 18: Caracteristicas climaticas de zonas de muestreo en el departamento de San

Martin

Temperatura Precipitacion
Provincia Localidad Altitud Humedad
(°C) (mm/dia)
Lamas Bellavista 216 22.6 87.6 4.5
Lamas Pamashto 680 24 88.9 5.1
Lamas CF;‘;;%?aiii 719 27.2 88.3 11
El Dorado Santa Rosa 473 26.3 82.4 3.2
El Dorado Santa Cruz 289 26.3 82.4 3.2
El Dorado Cashnahuasi 361 25.9 84.1 1.3
El Dorado Huaja 899 25 84.7 2.3
Picota Shamboyacu 295 25.4 84.2 2.7
Picota Tingo de Ponaza 238 26.7 75.8 1.8
Picota San Antonio 290 25.7 80.5 2.3
Picota Buenos Aires 511 26.7 81.4 2.4
Bellavista Limoén 242 28.1 80.3 3.6
Bellavista Consuelo 212 27.4 78.6 2
Bellavista Santa Victoria 281 27.7 79.4 1.6
San Martin ~ Tununtunumba 266 27.5 89.1 5.2
San Martin  Bello Horizonte 304 26.8 90.3 9
San Martin Morales 191 26.8 88.1 4.5
Rioja Segunda Jerusalén 825 24.9 83.1 3.1
Moyobamba Rafael Belaunde 840 24.3 82.5 3.1
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Anexo 19: Informacién de la parcelas de las zonas de muestreo en el departamento de

San Martin
Provincia Localidad Edad ac's:gtlztizijoo Cultivo anterior
Lamas Bellavista 15 Papaya café
Lamas Pamashto 3 cacao café
Lamas Pongo de_ , ,
Caynarachi 1.5 Café café
El Dorado Santa Rosa 3 cacao cacao
El Dorado Santa Cruz 15 cacao maiz
El Dorado Cashnahuasi 1 café cacao
El Dorado Huaja 2.5 ninguno purma
Picota Shamboyacu 3 ninguno purma
Picota Tingo de Ponaza 3 ninguno maiz
Picota San Antonio 35 ninguno purma
Picota Buenos Aires 25 ninguno purma
Bellavista Limon 3 ninguno purma
Bellavista Consuelo 2 aji purma
Bellavista Santa Victoria 1 papaya papaya
San Martin Tununtunumba 35 cacao cacao
San Martin Bello Horizonte 15 ninguno purma
San Martin Morales 3 yuca purma
Rioja Segunda Jerusalén 35 café café
Moyobamba  Rafael Belaunde 3 café purma
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Anexo 20: Caracterizacion morfolégica por medio de disefios perineales de
especimenes hembra obtenidas de raices de sacha inchi

N° DE M. M. M.

LOCALIDAD PLANTA incognita  javanica arenaria
Pongo de Caynarachi 1 8 0 2
Pongo de Caynarachi 2 5 1 4
Pongo de Caynarachi 3 10 0 0
Pongo de Caynarachi 4 8 0 2
Pongo de Caynarachi 5 10 0 0
Pongo de Caynarachi 6 0 0 0
Pongo de Caynarachi 7 7 0 3
Pongo de Caynarachi 8 8 0 2
Pongo de Caynarachi 9 6 3 1
Pongo de Caynarachi 10 0 0 0
Pamashto 1 6 0 4
Pamashto 2 0 0 0
Pamashto 3 0 0 0
Pamashto 4 9 0 1
Pamashto 5 0 0 0
Pamashto 6 10 0 0
Pamashto 7 0 0 0
Pamashto 8 0 0 0
Pamashto 9 7 0 3
Pamashto 10 10 0 0
Bellavista 1 9 1 0
Bellavista 2 10 0 0
Bellavista 3 9 0 1
Bellavista 4 8 2 0
Bellavista 5 6 4 0
Bellavista 6 0 0 0
Bellavista 7 0 0 0
Bellavista 8 10 0 0
Bellavista 9 0 0 0
Bellavista 10 10 0 0
Santa Cruz 1 0 0 0
Santa Cruz 2 0 0 0
Santa Cruz 3 10 0 0
Santa Cruz 4 10 0 0
Santa Cruz 5 0 0 0
Santa Cruz 6 9 0 1
Santa Cruz 7 10 0 0
Santa Cruz 8 10 0 0
Santa Cruz 9 9 0 1
Santa Cruz 10 10 0 0
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Continua

Santa Rosa
Santa Rosa
Santa Rosa
Santa Rosa
Santa Rosa
Santa Rosa
Santa Rosa
Santa Rosa
Santa Rosa
Santa Rosa
Huaja
Huaja
Huaja
Huaja
Huaja
Huaja
Huaja
Huaja
Huaja
Huaja
Cashnahuasi
Cashnahuasi
Cashnahuasi
Cashnahuasi
Cashnahuasi
Cashnahuasi
Cashnahuasi
Cashnahuasi
Cashnahuasi
Cashnahuasi
Consuelo
Consuelo
Consuelo
Consuelo
Consuelo
Consuelo
Consuelo
Consuelo
Consuelo
Consuelo
Limon
Limon
Limon
Limon
Limon
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Continua

Limon
Limon
Limon
Limon
Limon
Santa Victoria
Santa Victoria
Santa Victoria
Santa Victoria
Santa Victoria
Santa Victoria
Santa Victoria
Santa Victoria
Santa Victoria
Santa Victoria
Shamboyacu
Shamboyacu
Shamboyacu
Shamboyacu
Shamboyacu
Shamboyacu
Shamboyacu
Shamboyacu
Shamboyacu
Shamboyacu
Tingo de Ponaza
Tingo de Ponaza
Tingo de Ponaza
Tingo de Ponaza
Tingo de Ponaza
Tingo de Ponaza
Tingo de Ponaza
Tingo de Ponaza
Tingo de Ponaza
Tingo de Ponaza
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
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Continua

San Antonio
San Antonio
San Antonio
San Antonio
San Antonio
San Antonio
San Antonio
San Antonio
San Antonio
San Antonio
Morales
Morales
Morales
Morales
Morales
Morales
Morales
Morales
Morales
Morales
Bello Horizonte
Bello Horizonte
Bello Horizonte
Bello Horizonte
Bello Horizonte
Bello Horizonte
Bello Horizonte
Bello Horizonte
Bello Horizonte
Bello Horizonte
Tununtunumba
Tununtunumba
Tununtunumba
Tununtunumba
Tununtunumba
Tununtunumba
Tununtunumba
Tununtunumba
Tununtunumba
Tununtunumba
Segunda Jerusalén
Segunda Jerusalén
Segunda Jerusalén
Segunda Jerusalén
Segunda Jerusalén
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Continua

Segunda Jerusalén
Segunda Jerusalén
Segunda Jerusalén
Segunda Jerusalén
Segunda Jerusalén
Rafael Belaunde
Rafael Belaunde
Rafael Belaunde
Rafael Belaunde
Rafael Belaunde
Rafael Belaunde
Rafael Belaunde
Rafael Belaunde
Rafael Belaunde
Rafael Belaunde
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