UNIVERSIDAD NACIONAL PEDRO RUIZ GALLO
RECTORADO

RESOLUCION N° 101-2022-R
Lambayeque, 15 de febrero de 2022

VISTO:

El Oficio N° 069-2022-VRINV, de fecha 10 de febrero del 2022, presentado por el Vicerrector de
Investigacion de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo, Dr. Mauro Adriel Rios Villacoria, sobre la
Ampliacion del Cronograma del Proyecto de Investigacion denominado “Gencfificacion de Diatraea
Saccharalis Fabricius utilizando los microsatélites Dsc2, Dsc13, Dsc14 en cultivo de Saccharum officinarum
L. {(cafla de azticar} de las Regiones Lambayeque y L a libertad Perg — 201 9" {Expediente N°® 622-2022.5G).

CONSIDERANDO:

Que, el articulo 18° de la Constitucién Politica del Pert, sefiala que cada universidad es auténoma
en su régimen normativo, de gobierno, académico, administrativo y sconémico: ¥y que las universidades se
rigen por sus propios estatutos en el marco de la Constitucién y de las leyes.

Que, el arficulo 8° de la Ley N° 30220, Ley Universitaria, y el articulo 9° del Estatuto de la
Universidad, establecen que el Estado reconoce la autonomfa universitaria, la misma que es inherente a
las universidades y se ejerce de conformidad con lo establecido en la Constitucién, la ley universitaria y las
demas normas aplicables.

Que, mediante Resolucién N° 223-2019-VRINV, de fecha de 02 de diclembre del 2019, se aprobd
los resultados del Concurso de Financiacion de Proyectos Unidisciplinarios para estudiantes de la UNPRG,
donde resulté como uno de los ganadores el Proyecto de Investigacién denominado “Genolificacién de
Diatraea Saccharalis Fabricius ufilizando los microsatélifes Dsc2, Dsc13, Dsc14 en cultivo de Saccharum
officinarum L. (cafia de aztcar) de las Regiones Lambayeque v La libertad Pert — 2019”,

Que, mediante Resolucién N° 7566-2020-R, de fecha 12 de octubre del 2020, se resolvié ratificar,
con eficacia anticipada, la Resolucién N° 223-2019-VRINV, de fecha 02 de diciembre de! 2019, en el
extremo que da como ganadores del Concurso de Financiacién de Proyectos Unidisciplinarios para
estudiantes de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo, a los estudiantes que han obtenido los primeros
puestos, cuyo responsable es la Oficina General de Promocién de las Investigaciones VRINY. Asimismo,
se resolvié otorgar la cantidad de $/5000.00 Soles a los ganadores de! Concurso de Financiacién de
Prayectos Unidisciplinarios para estudiantes de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo.

Que, mediante Resolucién N° 107-2020-R, de fecha 27 de enero del 2020, se ratific la Resolucién
N° 228-2019-VRINV, de fecha 12 de diciembre del 2019, que amplfa la Resolucion N° 223-2019-VRINV, de
fecha 02 de diciembre del 2019, en el sentido de incorporar a los equipos ganadores del Concurso de
Financiacin de Proyectos Unidisciplinarios para estudiantes de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo,
que han obtenido los primeros puestos,

Que, mediante Resolucion N° 025-2020-R-E, de fecha 28 de diclembre del 2020, se resueive
ampliar la Resolucion N® 756-2020-R, de fecha 12 de octubre del 2020, en el sentido de precisar el nombre
del responsable que se hara cargo de la subvencitn, a fin de cubrir los gastos que les demande la ejecucién
de los proyectos de investigacion,

Que, mediante escrito, de fecha 04 de febrero del 2022, la Bachiller Julissa Alejandra Barturén
Sandoval, responsable del Proyecto de investigacion "Genofificacion de Diatraea Saccharalis Fabricius
utilizando los microsatélites Dsc2, Dsc13, Dsc14 en cultivo de Saccharum officinarum L. (cafia de azticar)
de las Regiones Lambayeque y La libertad Peni ~ 2019”, solicita la ampliacién del cronograma del citado
Proyecto de investigacion debido a la demora en el desembolso del dinero correspondiente por parte de la
entidad financiadora (UNPRG) y al estado de emergencia que afronta nuestro pais a causa de la COVID-
19, ef cual ha generado que muchos lramites se vean afectados, dificultando el desembolso del
financiamiento y, por ende, la compra de insumos y reactivos necesarios para el desarrollo del proyecto. Al
respecto, precisa la recurrente que, mediante Resolucion N° 243-2021-DGA-UNPRG/NVIRTUAL, de fecha
21 de noviembre del 2021, se aprobo el reconocimiento del adeudo y el pago respectivo a los ganadores
de la subvencion por trabajos de investigacion unidisciplinarios, por lo que el desembolso del dinero por
parte de la entidad financiadora (UNPRG) recién se realizo el dia 14 de diciembre del 2021, Asf las cosas,
la recurrente solicita la aprobacién de la ampliacion del plazo de ejecucién del Proyecto de investigacion
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denominado “Genofificacién de Diatraea Saccharalis Fabricius utilizando los microsatélites Dsc2, Dsc13,
Dsc14 en cultivo de Saccharum officinarum L. (cafia de aziicar) de las Regiones Lambayeque y La libertad
Perd — 2019", considerando que esta demora en el cumplimiento de lo programado son motivos
extraordinarios de fuerza mayor que escapan a la responsabilidad del equipo ejecutor del proyecto.

Que, mediante Oficio N° 061-2022-VRINV, de fecha 04 de febreroc del 2021, el Vicerrector de

' Investigacion de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo, atendiendo a la solicitud de ampliacion dei

cronograma del Proyecto de investigacion denominade “Genotificacién de Diatraea Saccharalis Fabricius
utilizando los microsatélites Dsc2, Dsc13, Dsc14 en cultivo de Saccharum officinarum L. {cafia de azticar)
de las Regiones Lambayeque y La libertad Peri — 2019”, le solicita al Director del Instituto de Investigacion,
Dr. Ernesto Karlo Celi Arévalo, emita su informe y opinion al respecto.

Que, mediante Oficio N° 011-2022-UNPRG/IV/EKCA, de fecha 09 de febrero del 2022, el Director
del Instituto de Investigacion, Ernesto Karlo Celi Arévalo, atendiendo a lo solicitado por la Bachiller Julissa
Alejandra Barturén Sandoval, manifiesta que resulta pertinente atender a lo solicitado por el Semillero de
Investigacién Detectives del ADN, en cuanto a la ampliacién del cronograma de efecucion del Proyecto de
investigacion “Genolificacion de Diatraea Saccharalis Fabricius utilizando los microsatélites Dsc2, Dsc13,
Dsc14 en cultivo de Saccharum officinarum L. (cafia de azicar) de fas Regiones Lambayeque y La libertad
Perti — 2019”,  ya que las razones presentadas son atendibles.

Que, mediante Oficio N° 068-2022-VRINV, de fecha 10 de febrero del 2022, el Vicerrector de
Investigaciones de la Universidad Nacional Pedro Rulz Gallo, Dr. Mauro Adriel Rios Villacorta, solicita se
emita el acto resolutivo de ampliacién del Cronograma de Ejecucién del Proyecto de investigacion
"Genolificacién de Diatrasa Saccharalis Fabricius utilizando los microsatélites Dsc2, Dsc13, Dsc14 en
cultivo de Saccharum officinarum L. (cafta de azicar) de las Regiones Lambayeque y La fibertad Peri —
2019", hasta el mes de diciembre del 2022,

Que, en uso de las atribuciones conferidas al Rector, en el articulo 62.1 de la Ley Universitaria y
el artfculo 24.1 del Estatuto de la Universidad.

SE RESUELVE:

Articulo 1°: Aprobar la ampliacién del Cronograma de Ejecucién del Proyecto de Investigacion
ganador denominado “Genofificacion de Diafrasa Saccharalis Fabricius ulilizando los
microsatélites Dsc2, Dsc13, Dsc14 en cultivo de Saccharum officinarum L. {caria de azdcar} de las
Regiones Lambayeque y La libertad, Perti — 2019” hasta el mes de diciembre del 2022, de
acuerdo al anexo que se adjunta y forma parte de la presente Resolucién.

Articulo 2° Dar a conocer la presente resolucién al Vicerrector Académico, de Investigacién,
Direccidon General de Administracién, Oficina de Planificacién, Planeamiento y Presupuesto,

Unidad de Recursos Humanos, Oficina General de Asesoria Juridica, interesado, Organo da
Control Institucional, interesado y demas instancias correspondientes.

REGISTRESE, COMUNIQUESE Y ARCHIVESE

Poyiz ™ .

Dr. FREDDY WIDMAR HERNANDEZ RENGIFO
Secretario General ()




UNIVERSIDAD NACIONAL PEDRO RUIZ GALLO
VICERRECTORADO DE INVESTIGACION
PROYECTO DE INVESTIGACION

1. AUTORES
Detectives del ADN
2. TITULO DEL PROYECTO
Genotipificacién de Diatraeq saccharalis Fabricius usando los microsatélites Dse2, Dscl3,
Dscl4 en cultivo de Saccharum officinarum L. (Cafia de Azicar) de las regiones Lambayeque

y La Libertad, Pert1 - 2019.

3. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

3.1. Sintesis de la situacion problematica

La cafia de aziicar es considerada uno de los principales cultivos agroindustriales en ¢l Perd, el
cual genera un aporte importante al valor bruto de la produccién agropecuatia y en especial en el
subsector agricola (MINAGRI, 2013). El cultivo cuenta con varias zonas productivas en los
departamentos de Lambayeque (Pomalca, Olmos, Pucal4, Cayalti y Tuman); La Libertad (Casa
Grande, Cartavio y Laredo); Ancash (San Jacinto); Lima (Andahuasi, El ingenio y Paramonga) y
Arequipa (Chucarapi), (MINAGR], 2013)

Dentro de las plagas registradas para el cuitivo de cafia de azicar se encuentra Diafraea
saccharalis Fabricius, una de las plagas de mayor importancia en el cultivo, debido a la
persistente infeccion y disminucion drastica de la produccién de sacarosa. En la Libertad se ha
reportado pérdidas estimadas por cada 1% de infestacién de 0.04 a 0.005 Kg/t de azicar
recuperable. (Villacorta, 2015)

El control de la infeccién se ha venido dando a través de la ejecucion de un manejo integrado de
plagas (Santisteban, 2015); que requiere informacion més detallada sobre la estructura y dindmica
de las poblaciones de Diatraea saccharalis Fabricius, Esta informacién se obtiene en forma
eficiente mediante la utilizacién de marcadores moleculares (Espinoza, Fuentes-Contreras, &

Ramirez., 2007), Entre ellos tenemos los microsatélites y RADPs,

En el Perti son escasos los antecedentes de estudios que emplean marcadores microsatélites para
la genotipificacion de Diatraea saccharalis Fabricius. Este es el motivo principal para la
gjecucion del presente trabajo, tomando como base el trabajo de (Pavinato, y otros, 2013)

realizado en Brasil, en el que se reporta locus microsatélites especificos para Diafraea

saccharalis.




La finalidad del presente proyecto es genotipificar Diatraea Saccharalis Fabricius para los
distintos genotipos de larva de polilla que infectan la cafia de azlicar, base para estudios

especificos de determinados plaguicidas.

3.2.Formulacién del problema de investigacién
;,Cudles son los genotipos de las poblaciones de Diatraea Saccharalis Fabricius en los cultivos

de Saccharum officinarum L. (Cafia de Azlicar) de las regiones de Lambayeque y La Libertad?

3.3. Objetivos
Objetivo General
Genotipificar poblaciones de Diatraca saccharalis Fabricius del cultivo de Saccharum
officinarum L. (Cafia de Azlcar) usando tres microsatélites Dsc2, Dscl3, Dscl4, de las regiones
Lambayeque y La Libertad. |
Objetivos Especificos
- Determinar los alelos y sus frecuencias de los alelos de los microsatélites Dsc2, Dsci3 y
Dscl4,
= Determinar la variacién genética entre y dentro de las poblaciones de Diatraea saccharalis
Fabricius en el cultivo de Saccharum officinarum L. (Cafia de Azicar) de las regiones

Lambayeque y La Libertad.

4. ANTECEDENTES Y BASES TEORICAS
4.1, Antecedentes
La Biologia Molecular durante los tlltimos afios ha tenido un gran apogeo con respecto a
la caracterizacion y variabilidad molecular en plagas claves de cultivos, una de ¢llas es
Diatraea Saccharalis, plaga de gran importancia econdmica en ¢l cultivo de cafia de
azucar.
(Neto, Barros, Morais, & Loreto., 2017) analizando la secuencia intergénica de los ARN
5.88 y 285 en el espacio transitorio (ITS 2) de Diatraea Saccharalis v Diatraea
Flavipennella, encontrd ocho secuencias de microsatélites diferentes, de las cuales tres
de ellas (CA, CAG y TCG) son especificas en Diatraea Saccharalis.
(Pavinato, y otros, 2013}, describe 16 loci de microsatélites, de los cuales 12 marcadores
fueron polimérficos (Dscl, Dsc2, Dsc3, Dsc7, Dse9, Dscl0, Dscll, Dscl3, Dscl4,
Dscl6, Dscl9 y Dsc20), variando el nimero de alelos entre 2 a 7 para Diatraea
Saccharalis.
(Weiwei, y otros, 2011) describe el genoma mitocondrial de Diatraea Succharalis,
constituido por 13 genes codificantes de proteinas, 2 genes de rRNA y 22 genes de tRNA,
sumando un total de 15,490 pb.




A su vez el Centro de Investigacion de la Cafia de Azicar de Colombia en colaboracién
con {Goyes., 2008), e¢jecutaron un proyecto en el Valle geografico del rio Cauca, en el
cual utilizaron ADN mitocondrial y caracteres de genitalia interna para la determinacion
de la diversidad y estructura genética de las poblaciones de Diatraea Saccharalis.
4.2, Bases tedricas

4.2.1. Diatraea saccharalis

4.2.1.1.  Ciclo biolégico (Laverde & Orozco, 2014)

Huevo

Miden alrededor de I mm de largo, son ovalados aplanados, al tercer dia de haber sido
puestos muestran una coloracion amarillenta; se colocan en masas de aproximadamente
30 huevos o mas.

Larva

Cuando esti desarrollada mide de 25 a 30 mm. Pueden existir franjas longitudinales a lo
largo del dorso de color variable pero més claras que las de otras especies.

Pupa

Es de color oscuro. Presenta dos protuberancias en forma de cuerpos cortos en la cabeza
y en el extremo caudal presentan un conjunto de espinasr en forma de dientes de 20 mm.

Adulto

Son de color amarillento siendo los machos algo mas oscuros. Su expansién alar es de 30 mm

y cuando estén en reposo las alas se pliegan sobre el cuerpo a manera de un techo de dos aguas

y los palpos labiales presentan una mayor densidad de setas que en otras especies,
4.2.2. MICROSATELITES

Son secuencias de ADN compuestas por repeticiones de motivos nucleotidicos de 1 a 6 pares

de bases (Cortés, 2004), Estos marcadores se caracterizan por ser altamente polimérficos en

cuanto a su longitud y se distribuyen tanto en regiones codificantes como no codificantes, por

lo tanto, son regiones adecuadas para usarse como marcadores moleculares en el nivel

poblacional (Zane, Bargelloni, & Patarnello, 2002)

5. DISENO METODOLOGICO

5.1, Metodologia
5.1.1. Recoleccién del material biolégico en campo
Los muestreos de larvas de Diatraea saccharalis se realizardn en campos industriales y
semi-industriales de cafia de aziicar en las regiones La Libertad (Laredo y Casa Grande)
y Lambayeque (Tuman).
5.1.2, Caracteristicas de [as larvas
30 larvas de III al IV estadio de Diatraea saccharalis por cada lugar de muestreo. Se
deberd verificar que no se encuentren parasitadas por Paratheresia claripalpis o

infectadas con Nosema sp. y de esta manera asegurar la pureza del ADN que seré extraido.




5.1.3, Extraccion de ADN

El ADN gendmico se extraerd segin lo expuesto por (Heideman, Munhoz, Pattaro Janior,
& Fernandez, 2010). las muestras serin maceradas en nitrégeno liquido, luego se agregara
200 ul de buffer de homogenizacién. Las proteinas sern retiradas agregando un volumen
de 40ull de Proteinasa K, Esto se incubard por 1 hora a 60 °C. El ADN ser4 extraido y
purificado.

5.1.4. Secuencia de cebadores

Se usaran los siguientes locus microsatélites descritos por (Pavinato, y otros, 2013).

Locus | Acceso  a | Primera secuencia de nucledtidos (5’ - 37) Repeat | Ta (bp) N
GenBank motif (°C) A
Dsc2 GF111061 | F:GCOGGTGCCTCTTTGTCATA (CA)e | 60 188-230 | 6
R:TTGACCAACTACTGCAAGACG
Dsel3 | GF111053 | F.CGTGGACTAACCCATAGAAGAT (GDis | 54 220-270 | 7
R:GGTTTAGCAGAACTTGGCATA
Dscl4 | GF111991 | F:CTATTCTCCGTTCCGCTGAT (AChs | 60 84-104 |6
R:GAATGAGATTATGTGTTATGTGTATGC

F=secuencias de cebadores directos; R=secuencias de cebadores inversos; Ta= temperatura de

incubacién; Na= ntimero de alelos.

5.1.5. Preparacion del gel de poliacrilamida al 4%

Se mezclara en un beacker 4mL de solucién de acrilamida al 4% y 6 mL de agua destilada,
con 4 mb. de TBE 5X y 6 mL de agua destilada, se agregard 25 ulL de
tetrametiletilenediamina (TEMED) y 250 ul. de persulfato de amonio (APS) al 10%, esto
serd diluido y se agregard en placas; se colocara el peine para generar los pocios. Luego
de esto se dejard reposar por 20 minutos para la polimerizacion, luego de esto, se extraera
el peine y se implementara en la camara de electroforesis agregando TBE 1X en la cubeta
superior ¢ inferior y se dejard cargar por 10 minutos a 80 volt.

5.1.6, Tincion y visualizacién

Se prepatara solucion fijadora, para colocar las placas de corrido. Luego se preparara
solucion de tincidn, en la cual permanecera por 7 min. Se procedera a la lavar 3 veces
para luego agregar solucién de revelado por 20 minutos, para finalmente agregar 100 mL
de solucion fijadora, Por ultimo, se visualizard en un trasluminador de luz blanca para
obtener los perfiles electroforéticos como resultado,

5.1.7. Andlisis estadistico

Para el analisis de diversidad genética se construird una matriz de presencia y ausencia de bandas

con tamafios iguales, cada una con identificacion individual. La variacion entre los individuos




serd estimada usando el método de Nei. Este analisis se realizard en el programa POPGENE
1.32 (Yeh, Yang, & Boyle, 1999)

5.2, Poblacién:
Individuos de Diatraea Saccharalis de los departamentos de Lambayeque y La Libertad,

5.3. Muestra:

30 larvas de HI al IV estadio de Diatraea saccharalis por cada lugar de muestreo,

5.4.Técnica:
La técnica a utilizar serd la observacidn, los datos serdn recolectados a partir de la
informacion obtenida de los resultados de las prucbas moleculares.

5.5.Equipos y Materiales:
Micropipetas, termociclador, centrifuga, bafio maria, autoclave y refrigerador

Pipetas de ImL y 10 mL, tubos para PCR, Tips de 10 ul, Tips de 100 ul, algod6n, papel secante,

alcohol, guantes, mascarillas,
6. ACTIVIDADES Y RECURSOS
6.1, CRONOGRAMA

2019 2022
Oct | Nov | Dic | Ene | Feb [ Mar | Abr [ May [ Jun [ 1ul | Ago [ set [ oct [ Nov | Dic

ACTIVIDADES

FASE DE PLANEAMIENTO

Revision bibliografica y
Elaboracién del Proyecto

Presentacion y Aprobacién del
Proyecto

FASE DE EJECUCION

Recoleccidn y procesamiento de
muestras

Registro de datos X X X

Andlisis estadfstico de los datos X X

FASE DE COMUNICACION

Andlisis e interpretacion X | X! X

Elaboracidn de informe final X X

Presentacidn de Informe Final X

Elaboracién de articulo de X
investigacion

Presentacidn de articulo de X
investigacion

6.2. PRESUPUESTO

Cantidad Producto Marca Presentacion Precio §/.

Material de Laboratorio
10 Pipetas de 1M1, 10 mL Marienfeld | Unidad 45.00
1000 Tubos para PCR Unidad 160.40




2000 Tips de 10 ul y 100ul Unidad 76.00
3 Microsatelites Unidad 900.00
1 Kit de extraction de DNA Unidad 700.00
1 Kit PCR Unidad 337.00
1 dNTPs Unidad 255

2 Taq-polimerasa x 500U Unidad 1,585
100 Acrilamida y Bisacrilamida g 420.00
1 Agua Ultra Pura | 480.00

1 Agua bidestilada 1 20.00
Material de Impresion 250.00

Publicaciones 350.00

TOTAL 5,578.40
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