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RESUMEN EJECUTIVO

El Ecuador posee diversidad de Musaceas, las cuales han sido diferenciadas a través de
marcadores morfoldgicos, las cuales presentan ciertas limitantes ya que estan sujetas a
factores ambientales, como heliofania, pluviosidad, altura sobre el nivel del mar, plagas y
nuevas enfermedades, las cuales no permiten la especificidad de dicha técnica. El objetivo
de este trabajo fue determinar la diversidad genética de Musa acuminata y M. balbisiana
(bananos y plétanos), con el uso de RAPD’s, las cuales se encuentran en el banco de
germoplasma de la finca “La Maria” de la UTEQ. Para lo cual se ajustd un protocolo de
extraccion de ADN, su conservacion es necesaria para continuar con investigaciones a
nivel molecular. Los RAPD’s demostraron ser una técnica precisa para diferenciar especies
de genoma A o B y grados de disimilitud genética, donde se presentaron tres grupos ,donde
el Orito siendo diploide AA, se agrup6é con Manzano AAB y Cuarofilos ABB similares
genéticamente y diferenciados de los grupos que se unieron cultivares con genoma AAB
(Grupo A), AAA (Grupo B). Para encontrar mas diferencias entre especies se realizaron
ensayos de caracteres fisiologicos como densidad estomética en la cuticula abaxial y
adaxial y su posible relacion con la resistencia o susceptibilidad a Mycosphaerella fijiensis
(Sigatoka Negra) de ciertos cultivares. Se desprendié la epidermis y se contaron el nUmero
de estomas en una cdmara Newbauer con ayuda del Microscopio éptico con un aumento
ocular de 10X y objetivo de 40X, los cuales presentaron relacién indirecta ya que la
resistencia se observa mas en los cultivares de M. balbisiana. Los ensayos de
cuantificacion de clorofila determinaron que los bananos poseen cantidades significativas
mas altas de clorofila total 4,61 mg/g , lo que podria estar relacionado con la forma de
consumo y el sabor dulce de sus frutos destacandose el Guineo Seda.

Palabras claves: Musa acuminata, Musa balbisiana, RAPD’s, Mycosphaerella fijiensis,

abaxial, adalxial, densidad estomatica,
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ABSTRAC

Ecuador has a diversity of Musaceas, which have been differentiated through
morphological markers which present certain limitations as they are subject to
environmental factors such as heliophania, rainfall, height above sea level, pests and new
diseases. These do not allow the specificity of this technique. The objective of this work
was to determine the genetic diversity of Musa acuminata and Musa balbisiana (bananas
and plantains), with the use of RAPD’s, which are found in the germplasm bank of farm
“La Maria” of the UTEQ. For which a protocol of DNA extraction was adjusted, its
conservation is necessary to continue with research at the molecular level. The RAPD’s
proved to be an accurate technique to differentiate species of genome A or B and degrees
of genetic dissimilarity, where three groups were presented where the Orito being diploide
AA was grouped with Manzano AAB and Cuarofilo ABB genetically similar and
differentiated from the groups that AAB (Group A), AAA (Group B), genomes were
bound. To find more differences between species, tests of physiological characters such as
stomatal density in the abaxial and adaxial cuticle and their possible relationship with the
resistance or susceptibility to Mycosphaerella fijiensis of certain cultivars were performed.
The epidermis was removed and the number of stomata were counted in a Newbauer
chamber with the help of the Optical Microscope with a 10X ocular increase and 40X
objective, which were indirectly related since the resistance is observed more in the
cultivars of M. balbisiana. The quantification tests of chlorophyll determined that bananas
have higher amounts of total chlorophyll, this could be related to the form of consumption

and the sweet taste of its fruits, highlighting the Guineo Seda.

Keywords: Musa acuminata, Musa balbisiana, RAPD’s, Mycosphaerella fijiensis,
abaxial, adalxial, stomatal density
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Introduccion

El cultivo de banano (Musa AAA) y platano (Musa AAB) constituyen la actividad agricola
de mayor importancia para la economia del pais. Durante el afio 2016 el Ecuador exportd 5
millones 599 mil toneladas. Estos cultivos representan un importante sostén para la
socioeconimia y seguridad alimentaria del pais. Desde el punto de vista socioeconémico, el
platano genera fuentes estables y transitorias de trabajo (PROECUADOR, 2016).

La mayoria de cultivares de platano y banano de la familia Musaceae tienen origen en dos

especies silvestres: M. acuminata Colla'y M. balbisiana Colla (Simmonds, 1966).

Cualquier grado de diferenciacion en la secuencia de nucleotidos que conforman los genes
de los organismos representa diversidad genética, otorgando la habilidad de las especies
para adaptarse los cambios ambientales, plagas, entre otros (Romero, 2009). Ademas esto
abarca poblaciones determinadas de la misma especie o la variacién genética de una
poblacion. La funcién de la diversidad es la de mantener un reservorio de condiciones de

variacion de respuesta al medio.

El uso de marcadores morfoldgicos posee muchas limitantes, ya que se sujeta a la
variacion del medio ambiente, debido a esto los clones presentan distinto comportamiento
agronoémico, e incluso algunas caracteristicas como efecto indeseable. Con frecuencia este
tipo de marcadores solo es posible analizarlos a nivel de toda la planta cuando esta llega a

su madurez completa (Powell, 1992)

Es muy dificil estudiar la evolucidn, taxonomia y la magnitud de la diversidad genética en
el género Musa por medio de marcadores morfoldgicos, fenoldgicos o florales, debido a la
gran diversidad genética existente y el potencial de crecimiento. En los ultimos afios se han
desarrollado técnicas bioquimicas y genéticas ‘fingerprinting’ para la identificacion de

clones de banano y se han creado excelentes perspectivas para nuevos cultivares



CAPITULO |
CONTEXTUALIZACION DE LA INFORMACION



1.1.Problema de la investigacion

1.1.1. Planteamiento del problema

Estudiar la diversidad genética de bananos y platanos de especies de Musa por medio de
marcadores morfologicos, fenologicos o florales es muy limitada dado a la amplia
diversidad genética existente y su potencial de incremento a través de la variacion
somaclonal, mutacién inducida y transformacion genética. Ademas dado al establecimiento
del cultivo en zonas tropicales y subtropicales, este adopta comportamientos agronémicos
segun las condiciones agroecoldgicas del lugar, dificultando la exactitud de estas técnicas.
Por ello el mejoramiento genético requiere métodos mas precisos de identificacion de

cultivares y clones de bananos y platanos.

1.1.2. Formulacion del problema

(De qué manera la técnica RAPD’s muestra diversidad genética en Musa acuminata y M.

balbisiana?

1.1.3. Sistematizacion del problema

Demostrar la diversidad genética de Musa acuminata y M. balbisiana estudiados con la
técnica RAPD’s



1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general

Determinar la diversidad genética de Musa acuminata y Musa balbisiana con el uso de
RAPD’s

1.2.2. Objetivos especificos

e Ajustar una metodologia de extraccion de ADN genomico de cultivares de

musaceas.

e Determinar el agrupamiento de musaceas sp. para su diversidad genética con el
empleo de los RAPD’s

e Determinar caracteres fisioldégicos para estomas y contenido de clorofila en

MUuSaceas.



1.3. Justificacion

El banano es considerado a nivel mundial uno de los cultivos comerciales de mayor
importancia socio-econémica ya que sus frutos constituyen un alimento bésico para
millones de personas y una fuente generadora de altos ingresos economicos (Bornacelly,
2009). Mas de cuatrocientos millones de personas que habitan el trépico y subtropico
dependen del cultivo de las musaceas. Esto significa que para muchos paises productores,
este cultivo genera relevantes ingresos econdmicos ya sean comercializados en mercados

locales 0 mercados de exportacion Canale et,al. (2004).

El cultivo de banano (Musa AAA), constituye la actividad agricola de mayor importancia
para la economia del pais, a su vez el cultivo de platano (Musa AAB), representa un
importante sostén para la socio-economia y seguridad alimentaria.

Los Marcadores bioquimicos y moleculares han creado excelentes perspectivas para
identificar clones de banano permitiendo la identificacion precisa de especies y cultivares,
rutas evolutivas entre clones, identificacion de duplicaciones de bancos de germoplasma
establecidos en campo o por cultivo de tejidos, seguimiento de la estabilidad genética en
materiales micro propagados con fines comerciales, identificacion de marcadores claves
para uso de programas de mejora y facilitar la proteccién legal de nuevos cultivares
obtenidos (Robinson & Galan, 2011). Estos datos no se obtienen con tanta facilidad con los
métodos tradicionales como los marcadores morfolégicos, fenoldgicos, y florales, por lo
que se requiere de métodos mas precisos como los marcadores moleculares para tener

mayor precision en la clasificacion de accesiones de M. acuminata y M. balbisiana.

Profundizar los conocimientos sobre la diversidad genética de las Musaceas, con técnicas
mas precisas como los marcadores moleculares abren las puertas a futuras investigaciones
de mejoramiento genético, favoreciendo la calidad de futuros clones comerciales y
contribuyendo a la economia del pais y la seguridad alimentaria.



CAPITULO II
FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION



2.1. Marco Referencial

2.1.1. Origen e historia de las muséaceas

Los platanos y bananos conocidos en la actualidad tuvieron su origen en las regiones de
Sudeste Asiatico y del Pacifico donde pueden encontrarse en el bosque de vegetacion
natural con ejemplares ancestrales diploides, no comestibles y con semillas. A lo largo de
los afios subespecies de diploides de Musa acuminata Colla se cruzaron de forma
espontdnea dando lugar a hibridos especificos algunos con genoma triploide,
partenocarpios y poseian esterilidad femenina (Robinson & Galéan, 2011).

Los diploides y triploides de Musa acuminata fueron llevados por el hombre a las areas
secas monzénicas de la India y Filipinas donde crecia otra especie Musa balbisiana de
forma silvestre. La introduccion de genes de Musa balbisiana procedentes de zonas secas y
monzoénicas y clones de Musa acuminata existentes en los tropicos himedos del sudeste de
Asia proporciono a estos hibridos mayor nivel de endurecimiento y tolerancia a la sequia,
resistencia a enfermedades, valor nutricional, entre otros, dando hibridos para consumo con

previa coccion y apropiados para consumir como fruta fresca (Robinson & Galén, 2011) .

La mayoria de cultivares de platano y banano de la familia Musaceae tienen origen en dos
especies silvestres: Musa acuminata Colla y Musa balbisiana Colla que por poliploidia e
hibridacién generaron las variedades cultivadas. Las composiciones ploidales y genémicas
de los diferentes clones representan a M. acuminata y M. balbisiana, como A y B,

respectivamente (Simmonds, 1966).

El cruzamiento natural entre estos diploides comestibles y los progenitores silvestres dio
como resultado la formacion de una progenie hibrida comestible y estéril con los genomas
AB, AAA, AAB, ABB, AAAB, etc. Estos diferentes grupos gendmicos juntos, constituyen
la diversidad de los bananos comestibles en existencia actualmente (Devouard, 2001).

El género Musa, estd constituido por dos grupos, series 0 secciones cada uno, cuyas
diferencias, estan basadas en el nimero de cromosomas, la forma y coloracion de las

bracteas y forma de las semillas (Devouard, 2001).



2.1.2. Descripcion taxonémica

La familia muséacea estd constituida por plantas monocotileddneas (clase Liliopsida),
siendo una de las familias méas grandes de las angiospermas. Se clasifica dentro del orden
Zingiberales, el cual esta constituido por seis familias de plantas perennes tropicales y
subtropicales, las cuales varian en tamario desde pocos centimetros hasta varios metros de
altura. En el orden Zingiberales, ademas de las musaceas, se ubican a las familias
Strelitziaceae (ej. Heliconia spp.), Zingiberaceae (ej. Zingiber officinale —jengibre). De
todas estas familias, Musaceae es la mas importante econdmicamente y esta conformada

por dos géneros: Ensete y Musa (Devouard, 2001).

El género Musa se divide en cuatro secciones: Callimusa, Australimusa, Eumusa y
Rhodochlamys. Las especies en las secciones Callimusa y Rhodochlamys solo son de

interés ornamental, ya que no producen frutas comestibles (Devouard, 2001).

Todas las variedades de banano y platano cultivadas en la actualidad han surgido de las
especies del grupo Eumusa. Esta seccion es la de mayor difusién geogréafica, con especies
que crecen desde la India hasta el Pacifico. La seccion contiene unas 11 especies, pero la
mayoria de los cultivares proceden de solo dos: M. acuminata (genoma A) y M. balbisiana
(genoma B). La posibilidad de consumir las frutas maduras de M. acuminata diploide (AA)
ocurrié como resultado de mutaciones (INIBAP, 2001).

2.1.3. Importancia de Bananos y Platanos en el Ecuador

Las musaceas se cultivan alrededor de 10 millones de hectareas, principalmente por
pequefios agricultores en paises tropicales, constituyéndose en un rubro de importancia
socio-economica, capaz de generar gran movimiento de divisas en los mercados nacionales
e internacionales, y su importancia, no solo estad basada en su uso como postre, con alto
valor nutritivo y energético, sino también como viandas, que forman parte de la dieta

humana. Son alimentos basicos para mas de 400 millones de personas (Del Valle, 2006).

Debido a las condiciones climaticas favorables del Ecuador permite que cualquier tipo de

productores puedan abastecer la demanda mundial los 365 dias del afio.



El cultivo de banano (Musa AAA) y platano (Musa AAB) constituyen la actividad agricola
de mayor importancia para la economia del pais. Durante el afio 2016 el Ecuador export6 5
millones 599 mil toneladas. Un tercio de las exportaciones mundiales se origina en el
Ecuador lo cual presenta actualmente un ingreso de $2479483 equivalente al 3.39 % menor
que el afio 2015 (PROECUADOR, 2016)

Estos cultivos representan un importante sostén para la socioeconomia y seguridad
alimentaria del pais. Desde el punto de vista socioeconémico, el platano genera fuentes
estables y transitorias de trabajo (PROECUADOR, 2016).

2.1.4. Diferencia entre las especies

En razon de que existen quince caracteres taxondémicos que diferencian a M. acuminata de
Musa balbisiana, se ha logrado clasificar cierto nimero de cultivares de platanos. En esta
clasificacion el numero basico de cromosomas es de 11. Los cultivares diploides contienen
22, con dos grupos definidos; los cultivares triploides presentan 33 cromosomas, con tres
grupos. Con respecto a M. balbisiana, ninguno de estos cultivares corresponde
fenotipicamente a esta especie. Las hojas de las plantas diploides por lo general son
erectas, las de triploides son extendidas, y las correspondientes a tetraploides se arquean
hacia abajo. Excepcionalmente, algunos triploides pueden tener hojas mas erectas o

arqueadas, como en el caso del platano “Manzano” o “Silk” (Ploetz & Mourichon, 1999).

2.1.5. Diversidad genética

Cualquier grado de diferenciacion en la secuencia de nucledtidos que conforman los genes
de los organismos representa diversidad genética. Esto lo confiere a la habilidad de las
especies para adaptarse a los cambios ambientales como nuevas plagas o cambios en las
condiciones climaticas (Romero, 2009). Ademas esto abarca poblaciones determinadas de
la misma especie o la variacion genética de una poblacion. La funcion de la diversidad
genética (carga genética, expresada o no en los individuos de una especie) es la de

mantener un reservorio de condiciones de variacion de respuesta al medio, que permita la



adaptacion y supervivencia. Debido a ésto, la importancia de cualquier alteracién en la
diversidad genética es indirecta.

Las mutaciones son un proceso por el cual se originan cambios en el cromosoma, pueden
ser por un cambio en el arreglo fisico de los cromosomas o debido a una alteracion en la
secuencia de nucleotidos del ADN codificante, dando como resultado la creacion de un

nuevo caracter que esta ausente en los progenitores (Romero, 2009).

En Musa debido a una mutacion se produjo un cambio en la distribucion de los
cromosomas durante la gametogénesis, ocasionando que el progenitor ceda todos sus
cromosomas no la mitad como sucede en los organismos que se reproducen sexualmente
dando como resultado variedades triploides que desarrollaron partenocarpia vegetativa, se
volvieron infértiles y adquirieron caracteristicas diferentes a sus progenitores como frutos

sin semillas y una gran cantidad de pulpa comestible (Romero, 2009).

2.1.6. Biodiversidad de Musaceas

En Ecuador se han identificado alrededor de veintitn cultivares de muséaceas, de ellos se
han realizado trabajos de investigaciébn en base a descripcién y comportamiento
agronémico y ante patdgenos de los siguientes cultivares: Dominico Harton (AAB),
Dominico (AAB), Dominico Gigante (AAB), Dominico Negro (AAB), Gros Michel
(AAA), Guineo de Jardin (AAA), Filipino (AAA), Orito (AA), Maquefio morado (AAA),
Maquefio verde (AAB), Limefio (AAB), Barraganete (AAB), Williams (AAA), Vinces
(AAAA), Curare (AAB), Cuatrofilos (ABB), Manzano (AAA), adaptados a temperaturas
entre 23°C y 25°C llevados a cabo en la zona de Quevedo, El Carmen y la Mana (Guerrero,
2016).
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2.1.7. Descripcion Morfologica

2.1.7.1. Tetraploides

Dentro de este grupo se encuentran los hibridos mejorados del grupo FHIA estando a
disposicion de la comunidad internacional los hibridos FHIA-01, FHIA-02, FHIA-03,
FHIA-17, FHIA-18, FHIA-20, FHIA-21, FHIA-23, FHIA-25. Su principal caracteristica es
la resistencia a varias enfermedades que en la actualidad devastan a las plantaciones de

Muséceas como Sigatoka Negra, Mal de panamay Moko (Aguilar, 2006).

e Vinces (AAAA)
Este cultivar posee habito foliar normal, el color del pseudotallo es verde oscuro, la yema
masculina es lanceolada. El racimo posee 190 dedos, cada fruto tiene una longitud de 22
cm (Guerrero, 2016).

2.1.7.2. Triploides (AAB)

e Barraganete

Cultivar con habito foliar decumbente, el pseudotallo presenta coloracion verde claro, la
yema es lanceolada en etapa de floracion y sus bactreas son agudas. El periodo de siembra
a cosecha es de trece meses. El racimo posee un precio promedio de 16 kg, con 31 dedos
por racimo. Cada fruto presenta una longitud de 32 cm con un didmetro de 17 cm (Paéz,
2012).

Respecto al ataque de plagas y enfermedades el barraganete es muy susceptible al ataque
de Radopholus similis y Meloidogyne (L6pez, 2015). Ademas ante el taque del hongo
Mycosphaerella fijiensis, este cultivar es medianamente resistente (Cedefio, 2010).

e Dominico

Los Dominicos presentan habito foliar normal, la coloracion que presenta el pseudotallo es
verde rojizo. El periodo de siembra a cosecha es de trece meses y la etapa de floracion

empieza a los diez meses de edad. El racimo posee un peso promedio de 21 kg,
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conformado por 8 a 9 manos. Los frutos presentan una longitud promedio de 29 cm con un

didmetro de 15 cm aproximadamente (Paéz, 2012).

El Dominico es susceptible al nematodos Meloidogyne y con mayor susceptibilidad a
Radopholus similis (Lopez, 2015). Ante Mycosphaerella fijiensis agente causal de Sigatoka
negra este cultivar presenta resistencia a esta enfermedad (Cedefio, 2010).

e Dominico Hartéon

Este cultivar presenta frutos similares a los de Barraganete, mas la conformacion del
racimo es similar a la del Dominico. Es muy inestable genéticamente, ya que en la
segunda o tercera generacion muchos de ellos se vuelven tipo Dominico o Barraganete.
Hasta la quinta mano presenta doble hilera de frutos, de ahi en adelante solo presenta una
hilera de frutos (Cedefio, 2010).

Paez (2012), describe que el pseudotallo de esta variedad, presenta una coloracion verde
rojiza. El periodo de siembra es de trece meses y la floracion se presenta a los 9 meses de
edad del cultivo. Los frutos presentan un peso promedio de 9 kg, conformado por 8 manos,

teniendo los frutos 35 cm de longitud y un didmetro de 16 centimetros.

Esta variedad presenta resistencia al ataque del hongo Mycosphaerella fijiensis, debido a
que el patégeno no puede ploriferar, lo que impide que este cause dafio al cultivo (Cedefio,
2010). A su vez se ve muy afectada por los nematodos, ya que es muy susceptible al ataque

de Radopholus similis y Meloidogyne (Lopez, 2015).

e Dominico negro

Este cultivar se diferencia del Dominico verde por su coloracion azul del pseudotallo. El
racimo se posiciona en forma pendular verticalmente. El racimo posee un peso promedio
de 20 kg, 145 dedos, como referencia en la mano media del racimo, la longitud promedio
del fruto es de 29 cm y un perimetro de 15 cm (Paéz, 2012). Referente al ataque de
patdgenos este cultivar es susceptible a Radopholus similis y Meloidogyne (Lépez, 2015),

mientras que presenta mediana resistencia a Mycosphaerella fijiensis (Cedefio, 2010).
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e Dominico Gigante

Esta variedad se diferencia al Dominico comun, por presentar mayor altura, mayor vigor y
un pseudotallo mas robusto. La coloracién del pseudotallo es verde (Cedefio, 2010). El

racimo puede presentar hasta 24 manos (Lopez, 2015).

Este cultivar presenta cierta susceptibilidad al ataque de Radopholus similis y Meloidogyne
(Lopez, 2015), mientras es medianamente resistente al ataque de hongo Mycosphaerella
fijiensis (Paéz, 2012).

e Maquefio verde

Esta variedad en muchas ocasiones alcanza alturas superiores a los cuatro metros. El
pseudotallo es de color morado, igual sus nervaduras. El racimo es color verde a diferencia
del Maqguefio morado con el que comparte caracteres similares. EI uso a nivel local es
limitado a la alimentacion de animales y su pariente cercano Maguefio morado se exporta
en pequefias cantidades. EI maquefio verde presenta resistencia moderada ante el ataque de
Mycosphaerella fijiensis (Moreira, 2015).

e Limefno

Este cultivar presenta coloracién rojiza, El racimo se presenta en posicion pendular
verticalmente, la yema tiene forma de trompo, el apice de la bractea es de forma
intermedia. El racimo es parecido al de orito con un peso de 25 kg. Posee un nimero de
manos de 8, un fruto de 23 cm de longitud con un didmetro de 16 cm. La pulpa es de color
rosaceo y suave y se consume en preparados cocidos (Guerrero, 2016).

Este cultivar es susceptible al ataque de Radopholus similis y Meloidogyne (Lo6pez, 2015).

Es resistente al ataque de Mycosphaerella fijiensis (Cedefio, 2010).

¢ Manzano

Este cultivar presenta un color del pseudotallo rosa azulado claro, es de habito foliar
normal, la yema masculina es normal. Posee 88 dedos por racimo, con una longitud de 16
cm (Guerrero, 2016).
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2.1.7.3.Triploides (ABB)

e Cuatrofilos

Esta variedad se caracteriza por tener robustez y gran capacidad de macollamiento, esto
aun en condiciones de baja fertilidad del suelo. Es resistente al hongo Mycosphaerella
fijiensis y nematodos. Los frutos son gruesos y cortos con cuatro aristas bien pronunciados,

por la cual se origina su denominacion (Tazan, 2003).

2.1.7.4. Triploides (AAA)

e Guineo Seda

Paéz (2012) determind que esta variedad que posee habito foliar decumbente. La
coloracion del pseudotallo es verde medio. El peso promedio del racimo es de 24 kg, posee
11, la longitud del fruto es de 26 cm y 14 cm del perimetro de fruto. La maduracién es
regular y homogénea, textura delicada y sabor delicioso debido a esto se lo conoce con el
nombre de: “GUINEO DE SEDA” o “PLATANO DE SEDA” siendo muy suceptible a la
enfermedad denominada “Mal de Panama” causado por el hongo Fusarium oxysporum f.
sp. cubense (Cedefio, 2010). Este cultivar es moderadamente resistente a Radopholus
similis y Meloidogyne (LOpez, 2015) y muy susceptible al ataque de Mycosphaerella
fijiensis (Cedefio, 2010).

e Williams

Este cultivar presenta alta produccion de frutos de buena calidad. Es una planta semi-enana
de pseudotallo vigoroso y coloracion verde amarillento. Gracias a su sistema radicular
presenta resistencia al volcamiento por vientos. En cuanto a la produccion, su racimo
presenta un peso promedio de 26 kg, posee 12 manos, con una longitud de 23 y 13 cm de
perimetro de la fruta respectivamente. Esta variedad se destaca por tener una mayor

adaptabilidad a condiciones extremas de clima, suelo y agua (Guerrero, 2016).

Referente al ataque de patdgenos es muy susceptible al nematodo Radopholus similis
mientras que es resistente a Meloidogyne (Lopez, 2015). Es susceptible al ataque del hongo

Mycosphaerella fijiensis (Sigatoka negra).
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e Filipino

Este cultivar posee un habito foliar normal, debido a su gran altura presenta alta
susceptibilidad al volcamiento. Presenta un peso de 33 kg del racimo, los frutos alcanzan
longitudes entre 22 y 27 cm con un perimetro de 14 cm. El fruto tiene la tendencia a ser
mas curvos que los del grupo Cavendish, poseyendo una curva bien marcada. La seccion
transversal del fruto tiene bordes débilmente pronunciados con un apice truncado, ademas

su maduracion es lenta y su pulpa es dulce (Paéz, 2012).

Este cultivar es susceptible a las enfermedades fungosas como Sigatoka negra y Mal de

Panama.

e Maquefio morado

El pseudotallo es similar al color morado, con una altura que fluctta entre los 3,5y 4,0
metros. El ciclo vegetativo es muy prolongado entre 15 a 18 meses en estudios realizados
en Santo Domingo y la Man4, la disposicion foliar horizontal, frutos de poca longitud y
gruesos de color morado (Véliz, 2011).

e Guineo de jardin

Posee un gran parecido al clon Enano Cavendish (Dwarf Cavendish), tiene un habito foliar
decumbente, el pseudotallo presenta una coloracion verde medio, el racimo se presenta
pendular verticalmente, la forma de la yema masculina es lanceolada y del apice y a
bractea medio puntiagudo. Esta variedad puede presentar una altura de aproximadamente
2 metros. El racimo llega a pesar 19 kg con unos frutos de 21 a 25 cm de longitud y un
diametro de 12 cm. La forma del fruto es curva, con bordes pronunciados y una seccion
transversal y el apice es truncado. Su uso en la mayoria de las ocasiones es ornamental de

ahi su nombre (Guerrero, 2016).
En cuanto al ataque de patdgenos es altamente susceptible a Radopholus similis mientras

gue es medianamente resistente a Meloidogyne (Lépez, 2015). Ante la inoculacion del

hongo Mycosphaerella fijiensis este cultivar es muy susceptible (Paéz, 2012).
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2.1.7.5.Diploide (AA)

e Orito

Es una planta robusta de hébito foliar erecto, puede alcanzar mas de 4 metros de altura. El
pseudotallo es de color verde amarillento y su yema masculina tiene forma intermedia.
Posee bracteas puntiagudas en el apice. Soporta muy bien la accion del viento por su
eficiente sistema radicular. EI racimo presenta una ligera inclinacion, siendo su peso de 11
kg con aproximadamente siete manos. La longitud del fruto y didmetro es de 13 cm. Los
racimos son pequefios con gran numero de dedos cortos, gruesos y rectos. Su pulpa es
amarilla, suave pastosa, muy dulce y con mucho aroma. Ademas presenta mayor contenido

vitaminico que otros cultivares (Cedefio, 2010).

Esta variedad es medianamente resistente a Radopholus similis y Meloidogyne (Lo6pez,

2015). a su vez resistente al hongo Mycosphaerella fijiensis.

2.1.8. Marcadores morfoldgicos y moleculares para la identificacion de

diversidad genética

El uso de marcadores morfologicos posee muchas limitantes, debido a que su expresion se
sujeta a la variacion del medio ambiente, e incluso, algunas caracteristicas tienen efecto
indeseable. Con frecuencia este tipo de marcadores solo es posible de analizarlos a nivel de
toda la planta cuando esta llega a su madurez completa (Powell, 1992).

Los marcadores morfoldgicos para la clasificacion de los clones de banano y platano son
los siguientes: color del pseudotallo, canal peciolar, pedunculo, pedicelos, rudimentos
seminales, hombros de bractea, forma de la bractea, apice de la bractea, color de la bréctea,
atenuacion del color, cicatrices, sépalo libre de la flor, color de la flor masculina o

estaminada, color del estigma (Simmonds & Shepherd, 1955).
A diferencia de los marcadores morfoldgicos, los marcadores moleculares presentan una

mayor segregacion o polimorfismo y son fenotipicamente neutros, se pueden evaluar en los

primeros estados de desarrollo de la planta utilizando toda o parte de ella. Aparentemente
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esta libre de efectos epistéticos y virtualmente se pueden evaluar un nimero limitado de
ellos (Powell, 1992).

Es muy dificil estudiar la evolucion, taxonomia y la magnitud de la diversidad genética en
el género Musa por medio de marcadores morfologicos, fenoldgicos o florales, ya que la
gran diversidad genética existente y el potencial de crecimiento a través de la variacion
somaclonal, mutacion inducida y transformacidn genética requiere técnicas mas precisas
para la identificacion de clones de bananas y platanos. En los Gltimos afios se han
desarrollado técnicas bioquimicas y genéticas ‘fingerprinting’ para la identificacion de
clones de banana y se han creado excelentes perspectivas para nuevos cultivares. Estas
técnicas permitirdn la identificacion precisa de los cultivares, la determinacion de rutas
evolutivas entre clones, la identificacion de duplicaciones entre accesiones de los bancos
de germoplasma establecidos en campo o por cultivo de tejidos, el seguimiento de la
estabilidad genética en material micropropagado para uso comercial, y la identificacion de
marcadores claves para el uso de programa de mejoras. Otra ventaja de los fingerprinting
es su utilidad para el patentado de plantas y para facilitar la proteccién legal de los nuevos

cultivares obtenidos por mejora (Robinson & Galan, 2011).

2.1.9. Tipos de marcadores moleculares

2.1.9.1.Marcadores de ADN

Estos solucionaron el problema de la carencia de marcadores que tenian la isoenzimas
debido a que son capaces de generar una cantidad virtualmente indeterminada de ellos.
Dentro del grupo de marcadores moleculares se encuentran RFLP (Polimorfismo del
tamafo de fragmentos de restriccion), los marcadores basados en la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) con primado arbitrario (AP-PCR) que genera los RAPD (ADN
polimorfico amplificado arbitrariamente) y los microsatélites (Carranza, 2007).
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2.1.9.2. Caracteristicas, aplicaciones y antecedentes de marcadores moleculares en

banano

Uno de los atributos que debe tener un gen marcador es el polimorfismo, el caracter
hereditario, insensibilidad a la influencia y efectos del ambiente, faciles de expresar,
identificar y analizar. Los RAPDs son faciles de analizar, una vez extraido el ADN se
necesita de 4-6 horas para amplificacion mediante PCR y separacion electroferética de
igual forma lo RFLPs pueden cubrir densamente el genoma, Los RAPDs poseen el
inconveniente de solo detectar un alelo, mientras que las demas variaciones alélicas son
clasificadas conjuntamente con un alelo nulo, por lo que no es posible distinguir el
genotipo homocigético dominante y heterocigdtico. Esta distincion es imprescindible para

realizar la separacion de individuos de la generacion F2 (Arus & Moreno, 1993).

El andlisis de polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) por sus siglas
en ingles es una técnica de fingerprinting del ADN muy util para detectar las relaciones
cenrcanas entre accesiones de similar genoma y nivel de ploidia (Robinson & Galan,
2011). Los trabajos realizados por Kaemmer et al. (1992) permitieron la introduccion de
dos nuevas técnicas fingerprinting del ADN estas permiten detectar las diferencias entre
los distintos clones existentes dentro de cada uno de los genomas AAA, AAAA, AAB y
ABB. Una de estas técnicas de oligonucledtidos, reconoce las secuencias simples

repetitivas del ADN que son polimoérficas en los genomas de las plantas.

La otra técnica llamada andlisis de reacciones de DNA polimorfico amplificado al azar
(RAPD) o, aleatoriamente, reaccién de la cadena de polimerasa con cebado aleatorio (AP-
PCR), se basa en la amplificacion aleatoria medida por PCR de fragmentos de ADN
pudiendo se polimdrficos o no. Se ha demostrado que estas técnicas son soméaticamente
estables y no mostraron diferencias entre plantas de ‘Gran Enana’, pero si bandas
caracteristicas de genoma A y B y también pueden distinguir entre formas originales y

formas mutantes de ‘Gran Enana’ (Robinson & Galén, 2011).
Los RFLP de germoplasma disperso son utiles para estudiar filogenia y taxonomia de

especies de Musas, aunque no adecuados para detectar entre materiales mas proximamente

relacionados, para ello son méas apropiados PCR y RAPD. Usar marcadores RAPD también
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puede ser de gran valor para detectar de forma precoz mutantes somaclonales enanos o

variegados inducidos en el proceso de micropropagacion (Zaffary & Kerbauy, 2006).

2.1.9.3.Analisis RAPD (ADN polimdrfico amplificado al azar)

El analisis RAPD o Random Amplified Polymorphic DNA (ADN polimérfico amplificado
al azar) Williams (1990) y Mc Clelland (1990) lo describieron por primera vez. Es en
esencia la misma metodologia PCR pero con primario arbitrario por eso a veces se la
conoce con el nombre de AP- PCR. La modificacion que dio su origen fue simple,
consistio sustituir en la metodologia PCR, el uso de un par de cebadores un poco largos
cuidadosamente disefiados por un solo “indicador” o cebador corto dando la capacidad de

unirse a muchos locus diferentes (Waugh & Powell, 1992).

Los polimorfismos que se producen son denominados marcadores RAPD, pueden resultar
de cualquier cambio en la secuencia o sitio de union de “cebador” (mutacion puntual), lo
que impide que el indicador se una a la cadena, 0 a su vez pueden ser el producto de
cambios que alteren el tamafio o impidan la exitosa amplificacion del ADN molde. Los
fragmentos amplificados pueden ser visualizados a través de un gel de electroforesis previo
a la coloracion especifica con bromuro de etidio y luz ultravioleta (Ferreira & Grattapaglia,
1998).

2.1.9.4.Ventajas y desventajas de los RAPD

Las ventajas de los RAPD es que generan un gran nimero de marcadores, no requieren el
desarrollo de sondas especificas para cada especie, ni tampoco el uno de sustancias
radiactivas. Las cantidades de ADN requeridas son cien veces inferiores que las usadas en
los RFLPs, el costo de la tecnica RAPDS es mas bajo que el de RFLP debido a que los
reactivos y la mano de obra es menos, no se requiere tener experiencia profunda en
biologia molecular. Por dicha razén se la puede analizar de forma mas rapida y con menos
restricciones de laboratorio, por ello se la simplifica en dos grandes atributos: simplicidad

y rapidez (Ferreira & Grattapaglia, 1998).
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Algunas de las desventajas de esta técnica es el bajo contenido de informacion genética
por locus algunas bandas no pueden detectar con facilidad y su costo esta por encima de las

isoenzimas y por debajo de los RFLP (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

2.1.10. Reactivos utilizados como parte del tampdén buffer para la

extraccion de ADN

a. Tris (Hidroximetil amino metano).- Es un tampdn bioldgico, cuya funcién es
mantener el pH de la solucion constante (pH 7.0 pH 8.0). Se prepara a pH 8.0. El peso
molecular del TRIS es 124.14 g. / grmol. Preparando 100 ml de solucién madre de tris de
concentracion 1M (Velasco Mosquera, 2005).

b. EDTA (Acido etilen diamino tetra acético).- Es un agente quelante de iones
metalicos como Ca++ y Mg++. Inhibe la accion de las nucleasas al no haber cofactores
libres para su actividad y asi protege al ADN. Se prepara a pH 8.0. El peso molecular del
EDTA es 372.24 g. / grmol. Preparando 100 ml de solucion madre de EDTA de

concentracion 0.5 M (Velasco Mosquera, 2005).

C. NaCl (Cloruro de sodio).- Las sales aumentan el poder iénico de la solucién y
ocasionan la precipitacion del ADN. El peso molecular del NaCl es 58.44 g. / mol.
Preparando 100 ml de solucion madre de NaCl de concentracion 5 M (Velasco Mosquera,
2005).

d. CTAB (Cetil trimetil amonio bromuro).- Es un detergente catiénico facilmente
removible por dilucién, que permite la solubilizacion de compuestos de tipo polisacaridos
(Gonzalez, 1995).

2.1.11. Electroforesis

La electroforesis es una técnica aplicada para la separacion de moléculas segun la
movilidad de éstas a través de una matriz porosa en un campo eléctrico, las cuales se
separan por tamafios moleculares y carga eléctrica, dependiendo de la técnica empleada. La
técnica clasica utiliza una tira recubierta de una sustancia porosa impregnada a un

electrolito. Sus extremos se sumergen en dos depdsitos independientes, que contienen dos
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electrolitos y estan unidos a los electrodos del generador de corriente. Las muestras se
depositan en un trazo transversal en la tiras. La distancia de migracion se mide en relacion

de un marcador interno (Morales Becerril, 2008).

2.1.12. Electroforesis en gel de agarosa

Este es el método convencional para la separacién de moléculas de ADN de diferentes
longitudes. Tiene muchas aplicaciones en el analisis del tamafio de los fragmentos de
ADN, ademas se la puede utilizar para separar moléculas de ARN (Brown, 2008).

La Electroforesis se define como el movimiento de las moléculas con carga en un campo
eléctrico; las moléculas con cargas negativas migran hacia el electro positivo y viceversa.
Un gel de agarosa se prepara mezclando la cantidad apropiada de polvo con una solucion
de sustancia amortiguadora, se calienta hasta disolver la agarosa, después vertiendo el gel

liquido sobre una placa (Brown, 2008).

2.1.13. Sigatoka Negra (Mycosphaerella fijiensis)

La sigatoka negra es una enfermedad deterioradora del éarea foliar de la planta, como
consecuencia retrasa la floracion y la cosecha, reduce el llenado del racimo y la vida verde
de la fruta (Lepoivre, 2003). A diferencia de la respiracion, la tasa de fotosintesis aparente
generalmente decrece en las hojas infectadas (Belalcazar & Merchan, 1991). Las esporas
de M. fijiensis especialmente germinan sobre la superficie abaxial de las hojas, penetrando
con sus hifas los aberturas estomaticas iniciando con ello un proceso rapido de
colonizacién del mesofilo foliar de los genotipos susceptibles. El proceso fotosintético se
ve comprometido con la penetracion mecanica por parte del hongo, reduciendo la
conductividad estomatica de la cual depende la tasa fotosintética (Belalcazar & Merchan,
1991). Esta es la via de entrada de M. fijiensis a las hojas y ocurre incluso en los cultivares

gue muestran alta resistencia a esta enfermedad (Lepoivre, 2003).

En las enfermedades foliares pueden ser afectados cada uno de los procesos que gobiernan
el flujo de carbono vegetal como la fotosintesis, respiracion y transporte, con el resultado

final de favorecer la economia del carbono del parasito involucrado (Daly, 1976).
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2.1.13.1.Agente causal

El agente causal de la Sigatoka Negra de bananos y platanos Musa spp. en su ciclo de vida
presenta un estado perfecto conocida como fase ascogena o sexual y un estado imperfecto
que es la fase conidica o asexual. M. fijiensis es el estado prefecto y pertenece a la clase
Ascomycete; Pseudocercospora fijiensis, es el estado imperfecto y pertenece a la clase

Hyphomycetae (Orozco, Rodriguez, & James, 2005).

2.1.14. Clasificacion bioquimica de Musa spp

De acuerdo con el manejo particular del CO> las Musaceas se clasifican en el grupo de las
plantas C-3, o sea el primer compuesto fijado por la fotosisntesis tiene tres carbonos, En
las especies C-4, la via de Hatch Slack, muestra un grado bajo de actividad. Ribulosa 1,5-
bifosfato carboxilasa, esta involucrada en la carbonizacion primaria es también oxigenasa.
Conforme aumenta la concentracion de oxigeno, una porcién creciente del CO; fijado se
canaliza por la via de glioxilato, proporcionando sustratos para la fotorespiracién y otras
sintesis. Entre un 20 y un 50% de carbono fijado se respira inmediatamente (Salisbury &
Ross, 1994).

En comunidades de plantas como las Muséaceas, la fotosintesis se lleva a cabo en estratos
de hojas que se sobreponen sombredndose unas a otras. De esta manera la radiacion
incidente es absorbida a medida que atraviesa las capas de hojas, aprovechando la mayor

parte de ellas Barrera et al. (2011).

2.1.15. Estomas

Los estomas son la solucion a la barrera que impide la deshidratacion de las plantas, estas
aberturas resuelven el dilema de la regulacion temporal del intercambio de Oz y COy,

esenciales para la respiracién y fotosintesis (Sanchez & Aguirreolea, 2013).

La apertura estomatica es fundamental para el intercambio gaseoso y, por consiguiente,
para la difusion del CO.. La intensidad luminica requerida para banano se ha estimado en

220 u moles de m-2 s-1 en el haz y 572 u moles de m-2 s-1, en el envés; se estima un
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comportamiento similar en platano. Las plantas presentan un mayor nimero de estomas
por el envés de (158 estomas mm-2), en relacion 4:1 con el haz; no todos los estomas al
llegar al punto de saturacion de luz se cierran, ya que la planta cuenta con mecanismos
para permitir el intercambio gaseoso. La principal fuente de energia que utilizan las plantas
verdes, es la radiacion solar, comprendida entre 0.4 y 0.7 um del espectro de luz. La
calidad y duracion de ésta, depende de factores como altitud, nubosidad, polvo, coberturas

vegetales y la latitud, respectivamente (Brun, 1961).

La capacidad de las plantas para transformar esta energia, también depende de otros
factores como el area foliar, estado sanitario, angulo de insercién y forma de la hoja que

influye en el aprovechamiento de la luz (Barrera, Cardona, & Cayon, 2011)

2.1.16. Clorofila

En las plantas, la luz destinada a impulsar el proceso fotosintético es absorbida por dos
tipos principales de pigmentos: clorofilas y carotenoides, que son moléculas cromdfobas
sensibles a la radiacion luminosa y genéricamente Ilamadas pigmentos fotosintéticos. Estos
pigmentos no estan libres en el aparato foto sintético, sino que se encuentran engarzados
dentro de las proteinas fotosintéticas formando los complejos pigmentoproteina. (De las
Rivas, 2013).

En comunidades de platano, la fotosintesis se lleva a cabo en estratos acumulados de hojas
que se sobreponen sombredndose unas a otras. De esta manera, la luz incidente es
absorbida a medida que atraviesa las capas de hojas, aprovechando la mayor parte de ella.
(Barrera, Cardona, & Cayon, 2011).

El contenido de clorofila aumenta con incrementos en la densidad de siembra, como
respuesta de la planta para compensar la falta de luz y maximizar la captacién de energia;
también se observd en campo que las plantas, en sistemas agroforestales, el color verde de
sus hojas es mas intenso que las plantas de mono cultivo y de exposicion plena. (Belalcazar
& Merchan, 1991)
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CAPITULO III
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
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3.1. Localizacién

La presente investigacion se realizd en el laboratorio de biotecnologia perteneciente a la
Universidad Técnica Estatal de Quevedo ubicada en el Km. 1.1/2 via Quevedo - Santo
Domingo de los Tsachilas. Las respectivas coordenadas geograficas son 01° 01” de latitud

sury 79°47” de longitud occidental, ubicada a una altura de 73 metros sobre el nivel del

mar
3.2. Tipo de investigacién

Se emple6 el método experimental, realizando comparaciones con la literatura existente y
ensayos sobre diversidad genética utilizando RAPD, con los resultaos obtenidos se espera
demostrar polimorfismo en las cadenas de ADN de las accesiones de Musaceas

3.3.Método de investigacion

Se aplicaron métodos deductivos, analitico y observativos teniendo en cuenta la literatura
citada en este proyecto.

3.4.Fuentes de recopilacion de informacion

Las fuentes usadas para la obtencion de informacién fueron secundarias debido a que se

obtuvieron de revistas, publicaciones cientificas, libros e internet.

3.5. Materiales

3.5.1.Material genético

Las hojas de los cultivares de M. acuminata y M. balbisiana fueron recolectadas y
seleccionadas en la Facultad de Ciencias Pecuarias, de la Universidad Técnica Estatal de
Quevedo. Campus Finca Experimental “La Maria”, km 7 via Quevedo-El Empalme. C. P.

73. Mocache, Los Rios, Ecuador
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En el cuadro 1 se presentan las caracteristicas de los cultivares de Musa spp. pertenecientes al

banco de germoplasma de la UTEQ.

Cuadro 1. Caracteristicas generales de 17 cultivares de Musa spp. pertenecientes al banco de

germoplasma de la Finca Experimental “La Maria”, UTEQ.

Nombre comun Subgrupo Genoma Forma de
consumo

Guineo de Jardin “Cavendish” AAA Ps
Filipino “Cavendish” AAA Ps
Williams “Cavendish” AAA Ps
Orito Sucrier AA Ps
Guineo de Seda Gros Michel AAA Ps
Vinces AAAA Ps
Manzano AAB Ps
Dominico gigante Plantain tipo French AAB Coc
Dominico Plantain tipo French AAB Coc
Dominico negro Plantain tipo French AAB Coc
Dominico Hartén Plantain tipo French AAB Coc
Barraganete AAB Coc

S Coc
Limeno Plantain tipo Iholena AAB
Maquefio verde AAB Coc
Magquefio morado  Plantain tipo Maia Maoli AAA Ps
Curare AAB Coc
Cuatrofiloss ABB Coc

Ps= Postre; Coc = Coccién

3.5.2. Materiales y Equipos

Material de laboratorio
e Puntas amarillas 5-200 ul. Pk/1000
e Guantes de nitrilo
¢ Papel toalla
¢ Microtubos 1.5 ml. Pk/1000
e Puntas azules 1000 ul. Pk/1000
e Tubo PCR individual 0.2 ml. Cs/1000.
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e Mascarillas

e Guantes quirdrgicos talla S

e Tubos vacutainer

e VVasos de precipitacion

o Papel Parafil

e Micropipetas

Material de oficina

Cuaderno
Computador
Lapiceros
USB pendrive

Equipos de laboratorio

Nevera

Balanza 0.001 g

Kit de purificacion de agua millipore
Termociclador
Espectofotometro

Campana extractora de gases
Camara fotogréfica

UV transiluminador

Bafio Maria

Centrifuga

Congelador

Vortex

Potenciémetro

Caja electroforética
Microondas

Camara de flujo laminar
Autoclave

Agitador — Calentador
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e Destilador de agua
e Rejillas
e Separadores

e Tijeras

Reactivos
e 2-Mercaptoethanol (100 X) liquid
e Nitrogeno liquido
e 10 x Blue juice buffer
e Agarose ultrapura
e Agua ultra pura
e Tris base
e Alcohol isoamilico
e |sopropanol
e Ethanol absoluto
e Cloruro de sodio
e Bromuro de etidio
e Taq DNA polymerase

e Cloruro de amonio

3.6. Disefio de la Investigacion

3.6.1. Disefno para el conteo de estomas

Se aplicd un disefio completamente al azar DCA, para estudiar la densidad estomatica

abaxial y adaxial en los cultivares de Musaceas, con 17 tratamientos y cuatro repeticiones.

3.6.2.Disefio para la cuantificacion de clorofila

Se aplico un disefio completamente al azar DCA, para estudiar el contenido de clorofila

total en los cultivares de Muséaceas, con 17 tratamientos y tres repeticiones
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Las variables evaluadas fueron sometidas al analisis de varianza y se emple0 la prueba de
Tukey al 95% de probabilidad para establecer diferencias entre las medias de los

tratamientos. Se utilizé InfoStat para el correspondiente proceso estadistico,

3.7.Manejos del experimento

3.7.1. Ajuste de un protocolo de extraccion de ADN

Se seleccion6 el Protocolo propuesto por EMBRAPA (2010) modificado por Romero
(2011) ver (Anexo 1)

1. Sepeso 1g. de hoja y ubicado en el mortero, macerado con 700 uL del tampon
buffer (2 ml. de CTAB 1%, 2,8 ml. NaCl 1,4M, 1 ml. Tris-HCI 100 mM. pH 8.0;
0,4 ml. EDTA 20 mM., 0,1 g. PVP uL B-mercaptoetanol 0,1% y 3,7 ml. agua
destilada).

2. El producto de maceracion se transfirio a microtubos de 2 ml. y se adicion6 500 ul
del tampon buffer (2 ml. de CTAB 1%, 2,8 ml. NaCl 1,4M, 1 ml. Tris-HCI 100
mM. pH 8.0; 0,4 ml. EDTA 20 mM., 0,1 g. PVP uL B-mercaptoetanol 0,1% vy 3,7
ml. agua destilada.

3. Las muestras se incubaron en bafio maria a 65°C durante 60 min. agitando
suavemente cada 15 minutos.

4. Se centrifugd a 12000 rpm por 10 min. y transfiriendo la fase acuosa a un
microtubo nuevo.

5. Se adicion0 igual volumen del tampon Cloroformo isoamilalcohol CIA (24:1),
agitando por inversion durante 5 minutos.

6. Se centrifugd a 12000 rpm por 15 minutos y se transfirié la fase superior a un
nuevo microtubo.

7. Seadiciond CIA en igual volumen y se mezcld por inversion durante 5 min.; se
centrifugo por 15 minutos a 12000 revoluciones por minuto.

8. Se transfirio a un tubo nuevo para la precipitacion de los acidos nucléicos

adicionando 2/3 del volumen de isopropanol helado. Se dejo6 reposar 3h a 20°C.
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9. Se centrifug6 por 10 min. a 12000rpm. y se retird el isopropanol, después se
realizaron dos lavados al pellet con 500 uL de etanol 70 %, centrifugando por 5
minutos.

10. Se descarto el etanol y se seco en la estufa a 37°C por 30 min.

11. Posteriormente se resuspendieron los ADN’s en 100ul de TE 1X pH 8.0.
3.7.2. Analisis de ADN por electroforesis

Una vez las muestras extraidas los productos de ADN gendmico de los 17 cultivars fueron
analizados por electroforesis en geles de agarosa a 1 %, conteniendo bromuro de etidio.
Para cada producto de extraccion se utilizé 4 ul de ADN maés 2 ul de buffer de muestra
10X Blu Juice (Invitrogen).

El producto se migré en una unidad de electroforesis horizontal con tampon TAE 1X
(Bufer Tris, Acido acético, EDTA) a 90 voltios por 10 minutos. Despues se analiz6 el
ADN en un transiluminador (FBTI-88 Fisher Scientific). Al comprobar que la extraccién
se realizd las imagenes fueron capturadas por un equipo foto documentador (Life

Technologies) que dispone de luz UV y una camara de alta resolucion
3.7.3. Seleccion de oligonucleotidos

Se utilizaron los oligonucle6tidos decameros de que presentaron mayor polimorfismo en
estudios realizados para Muséceas, utilizados por Nadal et al., (2009). Se consideraron las
cinco combinaciones de oligonucledtidos que presentaron mayor nimero de bandas

polimorficas. Las secuencias se presentan a continuacion:

Cuadro 2. Cebadores utilizados para el andlisis de polimorfismo RAPD’s a los 17

cultivares de Musa spp. oligonucleétidos decameros.

Codigo Secuencia
M 07 5’-CCGTGACTCA-3’
A0l 5’-CAGGCCCTTC-3’
OPA 04 5’-AATCGGGCTG-3’
PLAT 5’-GACAGACAGA-3’
OPA 10 5’-GTGATCGCAG-3’
OPC15 5’-GACGGATCAG-3’
M 04 5’-GGCGGTTGTC-3’
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3.7.4. Reactivos para PCR-RAPD

En el cuadro 3 los componentes para el mix de la PCR, los que se realizaron en un
volumen total de 20 ul: 4 ul de buffer 5x CI2Mg 50 mM., 1 ul de DNTP 10mM; 0,2 ul de
TAQ pol; 1 ul de los iniciadores forward y reverse, respectivamente y 10,8 ul de agua

ultrpura. Se utilizaron los reactivos de PROMEGA.

Cuadro 3. Componentes de la PCR

Reactivo Cantidad
H.O 10,8 ul
Combinacién de Iniciadores (2) 1-1 ul
Buffer 5x Mg Cl 4 ul
dNTPs Mix 10x 1ul

Taq Polimerasa 0,2 ul
ADN Gendmico 2 ul
Volumen total 20 ul

3.7.5. Programa de PCR

Las condiciones de amplificacion de la PCR fueron aquellas establecias por Canchignia
et,al. (2006) las cuales se presentan en el cuadro 4.

Cuadro 4. Programa de PCR-RAPD.

Etapa Tiempo Temperatura Ciclos
Predesnaturalizacion 3 minutos 94 °C 1
Desnaturalizacion 1 minuto 94 °C 40
Alineamiento de iniciadores 2 minutos 37 °C 40
Polimerizacion 2 minutos 72°C 40
Extension final 7 minutos 72°C 1
Polimerizacion 5 minutos 4°C 1

Los productos de la PCR fueron separados por electroforesis en un gel de Agarosa al
2,5%, tefildo con bromuro de etidio, con un voltaje de 70, por 2 horas 30 minutos y

fotografiadas con una camara digital de luz UV (Life Technologies)
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3.7.6. Arbol filogenético

La historia evolutiva fue inferida utilizando el método UPGMA. EI arbol 6ptimo con la
suma de la longitud de la rama = 2.18566002. El &rbol se dibujé a escala, con longitudes de
rama en las mismas unidades que las de las distancias evolutivas utilizadas para inferir el
arbol filogenético. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método Kimura 2-
parametro y se encuentran en las unidades del nimero de sustituciones de bases por sitio.
El anlisis involucrd 17 secuencias de nucleotidos. Las posiciones de coddn incluidas eran
12 + 22 + 32 + no codificante. Se eliminaron todas las posiciones que contenian vacios y
datos perdidos. Hubo un total de 67 posiciones en el conjunto de datos final. Los analisis

evolutivos se realizaron en MEGAG
3.7.7. Densidad estomatica

Se empleo la metodologia descrita por Hernandez et,al. (2006). Seleccionando plantas en
estado de floracion y fructificacion, muestreando segmentos de tegido foliar de 25 cm?de
la parte media del limbo de cada lado de la quinta hoja, contada desde la hoja bandera
hasta la base. Las muestras seleccionadas se preservaron con un fijador quimico, FAA
(Formol 75%, Etanol 10% y Acido Acético glacial 15%). A cada muestra se le realizaron
cortes epidérmicos, desprendiendo la cuticula tanto abaxial como adaxial, con hojillas de
afeitar nuevas y enteras. Cada corte se colocé en el centro del area grabada de la camara
Newbauer, para evitar la deshidratacion rapida del tejido epidérmico, se adicion6 5 ul de
agua, luego se tapd la muestra con un cubre objeto, para asi poder ser observado con un
microscopio Optico (aumento del ocular 10X y objetivo de 40X)

En las observaciones solo se contabilizaron los estomas tanto del haz y envés que entraban
al azar en cada uno de los 25 cuadros de 0,20 mm?, que componian el cuadro central de 1
mm? de la camara, se tomd como una patron los cuadros de las cuatro esquinas y el centro
del cuadro central de la camara, para el conteo y posterior aproximacién, evitando que la
muestra se mueva de las zonas de observacion. ElI nimero de estomas observados se
calcularon por milimetro cuadrado (e/mm?) y los valores tabulados, fueron analizados
(ANOVA) bajo paquetes estadisticos InfoStat , para calcular la media, valores maximos y

minimos y correlaciones presentes tanto en el haz como en el envés.
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3.7.8. Cuantificacion de clorofila

Para la determinacion de clorofila se emple6 el método de extraccién con etanol
(Wintermans & Mots, 1965) en discos foliares de 1.3 cm? tomados de la zona media de la
tercera hoja emitida contando desde la hoja cigarro. La extraccion se realizO macerando
cada disco foliar en un mortero con 4.0 ml de la solucién fria de etanol 98% + MgCQO3 (0.5
g | ) transfiriendo el extracto a un tubo de ensayo; luego se lavo el mortero con otros 4.0
ml de la solucidn, asi completando un volumen final de 8 ml. Se separé el extracto por
centrifugacion a 3000 xx g, durante 5 minutos, luego de obtener el extracto se leyeron las
absorbancias a 649 y 665 nm en un espectrofotometro MARCA “UNICO” modelo 1205.
A partir de esos datos se calcularon las concentraciones de clorofila a (Cla), clorofila b

(Clb) y clorofila total (Clt), segun las siguientes formulas:
Cla = [(13.7 x A665) - (5.76 x A649)] x V/PD

Clb = [(25.8 x A649) - (7.6 x A665)] x V/PD

CIT = [(6.10 x A665) + (20.04 X A649)] x V/PD

Donde:

V = volumen final extracto etandlico (8.0 ml); PD = peso seco disco foliar ()
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1.Resultados

4.1.1.Ajuste del protocolo de extraccién de ADN

La extraccion de ADN de Musaceas se realizd recolectando la hoja més joven (hoja

cigarro) de plantas en cualquier estado vegetativo de cada una de las, conservadas a -40 °C

Los cambios realizados al protocolo de EMBRAPA (2010) modificado por Romero (2011)

se detallan a continuacion:

Al control de fenoles se emple6 &cido ascrébico a 150 mg/L a la hoja cigarro por 3 min

El peso de tejido vegetal fue de 0,5 g y ubincado en el mortero para su maceracion con

nitrégeno liquido hasta la pulverizacion de la muestra

1.

La maceracion se recolecté 0,3 g en se transfirio a microtubos de 1.5 ml. y se
adiciono 700 ul del tampon buffer (2 ml. de CTAB 1%, 2,8 ml. NaCl 1,4M, 1 ml.
Tris-HCI 100 mM. pH 8.0; 0,4 ml. EDTA 20 mM., 0,1 g. PVP uL -
mercaptoetanol 0,1% y 3,7 ml. agua destilada).

La muestra se incub6 en bafio Maria a 65°C por 60 min. cada 15 min. se mezcld
por inmersién

Se centrifug6 a 12000 rpm por 10 min. transfiriendo la fase acuosa a un microtubo
nuevo.

Se adiciono igual volumen del tampén CIA Cloroformo alcohol isoamilico (24:1),
mezclando por inmersién durante 5 min.

Se centrifugd a 13000 rpm por 15 minutos y se transfirié la fase superior a otro
tubo.

Se adiciond CIA en igual volumen y se mezcld por inversion durante 5 min.; se
centrifugo6 por 15 minutos a 13000 rpm.

Se transfirid a un tubo nuevo para la precipitacion de los &cidos nucleicos
adicionando 1 volumen de isopropanol helado. Se dejo reposar 3h a 20°C.

Se centrifugé por 10 min. a 12000rpm. y se retird el isopropanol, después se
realizaron dos lavados al pellet con 500 uL de etanol 70 %, centrifugando por 5
min.

Se descarto el etanol y se seco en bafio seco a 37°C por 15 min.
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10. Posteriormente se resuspendieron los ADN’s en 50 ul de TE 1X pH 8.0.

4.1.2. Extraccién de ADN gendmico

Para todos los cultivares de Musaceas la cantidad de ADNg obtenido se encontré entre los
rangos de 90 ng/ul con calidad iddnea para la técnica de marcadores moleculares RAPD’s
(Figura 1).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Figura 1 Productos de extraccion de ADN: 1 Guineo Jardin (GJ); 2 Filipino (F); 3Williams (W);
4 Orito (0); 5 Gros Michel (GM); 6 Vinces (V); 7 Manzano (M); 8 Dominico Gigante (DG); 9
Dominico Verde (DV); 10 Dominico Negro (DN); 11 Dominico Harton (DA); 12 Barraganete (B);
13 Limefio (L); 14 Maquefio Verde (MV); 15 Maquefio Morado (MO); 16 Curare (C);
17Cuatrofilos (Cu).

4.1.3.Seleccidn de primers y obtencion de bandas polimdrficas por PCR-
RAPD

Las cinco combinaciones de iniciadores presentaron los siguientes numeros de bandas
amplificadas, bandas polimérficas y porcentaje de polimorfosmo en 17 cultivares de Musas

estudiados (cuadro 5).
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Cuadro 5. Oligonucledtidos decameros, bandas amplificadas, bandas polimorficas vy
porcentaje de polimorfismo entre los 17 cultivares de Musa spp.

Combinacion de Bandas Bandas
oligonucledtidos Secuencia amplificadas polimorficas Polimorfismo (%)
M 07 5’-CCGTGACTCA-3’
A 01 5’-CAGGCCCTTC-3’ 15 13 86,6
OPA 04 5’-AATCGGGCTG-3’
PLAT 5’-GACAGACAGA-3’ 14 13 92,8
M 07 5’-CCGTGACTCA-3’
OPA 10 5’-GTGATCGCAG-3’ 14 13 92,8
OPC15 5’-GACGGATCAG-3’
A01 5’-CAGGCCCTTC-3’ 15 14 93,3
OPA 15 5’-GACGGATCAG-3’
M 04 5’-GGCGGTTGTC-3’ 15 14 93,3
TOTAL 72 67
Promedio 144 13,4 90,9

El patron tipico generado por los marcadores RAPD en este estudio muestran los productos
amplificados por la combinacion de los oligonucleotidos decAmeros (OPC15 y A01) con
14 bandas polimérficas obtenidos entre las 17 accesiones de bananos y platanos estudiados
(Figura 2).

L1 23 4 56 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17
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Figura 2. Amplificacion de marcadores RAPD producidos por la combinacion OPC 15y A
01: Escalera marcador de peso molecular (L); 1 Guineo Jardin (GJ); 2 Filipino (F); 3Williams
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(W); 4 Orito (0O); 5 Guineo seda (GM); 6 Vinces (V); 7 Manzano (M); 8 Dominico Gigante (DG);
9 Dominico Verde (DV); 10 Dominico Negro (DN); 11 Dominico Hartén (DA); 12 Barraganete
(B); 13 Limefio (L); 14 Maquefio Verde (MV); 15 Maquefio Morado (MO); 16 Curare (C);
17Cuatrofilos (Cu). Los productos fueron analizados en un gel de agarosa al 2,5 %, tefiido con
bromuro de etidio, las flechas marcan las bandas polimorficas.

La combinacién M 07 y OPA 10 gener6 un patrén tipico para los cultivares de platanos
con genoma de M. balbisiana, dentro de este grupo, el cultivar Orito presento el mismo

amplicdn que presentaron al de estos cultivares (Figura 3).

L 1 234 56 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17
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Figura 3. Amplificacion de marcadores RAPD producidos por la combinacién M 07 y OPA
10: Escalera marcador de peso molecular (L); 1 Guineo Jardin (GJ); 2 Filipino (F); 3Williams (W);
4 Orito (0); 5 Guineo seda (GM); 6 Vinces (V); 7 Manzano (M); 8 Dominico Gigante (DG); 9
Dominico Verde (DV); 10 Dominico Negro (DN); 11 Dominico Hartén (DA); 12 Barraganete (B);
13 Limefio (L); 14 Maquefio Verde (MV); 15 Maquefio Morado (MO); 16 Curare (C);
17Cuatrofilos (Cu). Patron para M. balbisiana y Orito.

La combinacién OPA 15 y M 04 mostraron un amplicon en los 300 pb para todos los
cultivares, mas se distingui6 una mayor expresion génica en los cultivares de M. acuminata
(Figura 4).
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Figura 4. Amplificacion de marcadores RAPD producidos por la combinacion OPA 15y M
04: Escalera marcador de peso molecular (L); 1 Guineo Jardin (GJ); 2 Filipino (F); 3Williams (W);
4 Orito (0); 5 Guineo seda (GM); 6 Vinces (V); 7 Manzano (M); 8 Dominico Gigante (DG); 9
Dominico Verde (DV); 10 Dominico Negro (DN); 11 Dominico Hartén (DA); 12 Barraganete (B);
13 Limefio (L); 14 Maquefio Verde (MV); 15 Maquefio Morado (MO); 16 Curare (C);
17Cuatrofilos (Cu). Patron para M. balbisiana y Orito.

Cada combinacion cre6 un rango de 14 a 15 bandas amplificadas, para un total de 72

bandas amplificadas con un promedio de 90,9 % de bandas polimérfica.

4.1.4.Agrupamiento de Musa spp. para determinar diversidad genética

El anélisis de agrupamiento por el método de relaciones evolutivas de taxones produjo un
dendrograma con tres grupos (grupo A y grupo B y Grupo C) los que presentan

caracteristicas morfologicas similares entre los cultivares que lo conforman (Figura 5).

En el grupo A se encuentran un subrupo de Dominico y Barraganete, Limefio, Maquefio
verde y Curare este ultimo es un cultivar con genoma AAB de menor altura. A este grupo
se agrup6 Maquefio morado que a pesar de tener genoma AAA que comparte

caracteristicas del Maquefio verde.
En el grupo B se agruparon los cultivares del subgrupo Cavendish, Gros Michel, y el

cultivar Vinces siendo tetraploide AAAA, como bananos que se consumen como fruta

fresca.
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En el grupo C junto al cultivar Orito diploide se agrupé el cultivar Manzano AAB, el
Cuatrofilos siendo de Genoma ABB.

Disimilitud Genetica Cultivar — Genoma
a1 Dominico AAB
Barraganete AAB
51 { Dominico Negro AAB
61 Dominico Harton AAB

39 .. .
—— Dominico Gigante AAB ™ A
Limefio AAB

13

E' Maquefio Verde AAB
Curare AAB
Maquefio Morado AAA

J\

£| Guineo Seda AAA
Vinces AAAA

53 —— Williams AAA - B
Guineo de Jardin AAA

93

89 Filipino AAA
Orito AA
B4 | Manzano AAB — C

J\

77l Cuatrofilos ABB

0.25 0.20 0.15 0.10 0.05 0.0

Figura 5. Arbol filogenético generado de los 17 cultivares de Musa spp. Dendograma basado
en el analisis RAPD’s. Las disctancias evolutivas se dedujeron empleando el método Kimura 2-
parametro. Grupo A genoma de M. balbisiana, grupo B genoma de M. acuminata y Grupo C Orito,
Manzano y Cuatrofilos.

4.1.5. Densidad estomatica

4.1.5.1. Densidad estomatica abaxial
a) Cultivar M. acuminata.- En la cuticula abaxial el Orito y Guineo Seda

presentaron diferencia significativa con mayor nimero de estomas 185 y 174

e/mm?2, los cultivares Williams y Filipino mantienen una densidad estomatica de 155 y
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143 e/mm?, respectivamente. EI nlimero estomas se reduce para Maquefio Morado,

Guineo Jardin y Vinces con densidades entre 129 y 120 e/mm?.

b) Cultivar M. balbisiana.- En la cuticula abaxial el Barraganete present6 diferencia
significativa con mayor nimero de estomas 233 e/mm?. Los cultivares Cuatrofilos,
Dominico Harton mantienen una densidad estomatica de 199 y 193 e/mm?. Los
cultivares Dominico Negro, Dominico Verde y Curare, Dominico Gigante y
Maquefio Verde presentan una menor densidad estomatica entre 182 y 167 e/mm?.
La densidad estomatica se reduce para Limefio y Manzano con 142 y

139e/mm?respectivamente (figura 6 y grafico 1).

Densidad Estomatica
Alto Medio Bajo

Figura 6. Densidad estomética abaxial. Los cultivares de genoma M. acumina se
encuentran en el grupo A, y los cultivares de genoma M. balbisiana en el grupo B. Al Se
presentan las densidades estomaticas altas (Orito), A2 Se presentan las densidades
estomaticas medias (Williams), A3 Se presentan las densidades estomaticas bajas
(Maquefio Morado). B1 Se presentan las densidades estomaticas altas (Barraganete), B2 Se
presentan las densidades estomaticas medias (Cuatrofilos), B3 Se presentan las densidades
estomaticas bajas (Limefio). Los estomas estan sefialados mediante flechas visualizados
con u microscopio éptico (40X)
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Densidad estomatica abaxial
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Grafico 1. Los cultivares de genoma M. acumina se encuentran en el grupo A y los
cultivares de genoma M. balbisiana en el grupo B. Los valores con letra similares similares
no presentan diferencias estadisticas significativas al nivel de (P<0.05), por el
procedimiento de comparacion multiple de Tukey. Las barras indican el ES individual para
tratamiento ().

4.1.5.2.Densidad estoméatica adaxial

a) Cultivar M. acuminata.- La cuticula adaxial de los cultivares Williams, Guineo
Seda y Orito presentaron mayor nimero de estomas entre 58 y 50 e/mm?. Los
cultivares Filipino, Gineo Jardin y Maquefio Morado mantienen una densidad estomatica

entre 42 y 38 e/mm?. El nimero estomas se reduce para Vinces con 23 e/mm?.

b) Cultivar M. balbisiana.- La cuticula adaxial de los cultivares Manzano,
Cuatrofilos y Dominico gigante presentaron mayor numero de estomas 43 y 34
e/mm?, Los cultivares Maquefio Verde y Curare presentaron una menor densidad
estomatica entre 28 y 21 e/mm? La densidad estomatica se reduce para
Barraganete, Dominico Hartdn, Limefio, Dominico Verde y Dominico Negro con
14 y 9 e/mm? (figura 7 y grafico 2).
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Densidad Estomatica
Alto Medio Bajo

Figura 7. Densidad estomatica adaxial. Los cultivares de genoma M. acuminata se
encuentran en el grupo A, vy los cultivares de genoma M. balbisiana en el grupo B. Al Se
presentan las densidades estomaticas altas (Williams), A2 Se presentan las densidades
estomaticas medias (Filipino), A3 Se presentan las densidades estomaticas bajas (Vinces).
Bl Se presentan las densidades estomaticas altas (Manzano), B2 Se presentan las
densidades estomaticas medias (Maquefio Verde), B3 Se presentan las densidades
estomaticas bajas (Barraganete). Los estomas estdn sefialados mediante flechas
visualizados con u microscopio optico (40X)
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Grafico 2. Densidad estomatica adaxial. Los cultivares de genoma M. acumina se
encuentran en el grupo A y los cultivares de genoma M. balbisiana en el grupo B. Los
valores con letra similares no presentan diferencias estadisticas significativas al nivel de
(P<0.05), por el procedimiento de comparacion maltiple de Tukey. Las barras indican el
ES individual para tratamiento ().

En su mayoria los bananos presentaron mayor densidad estomatica Adaxial pudiendo estar

relacionada con la forma de consumo, textura y sabor dulce de sus frutos.

A pesar que la densidad estomatica en la cuticula adaxial es menor, el didmetro de los

estomas es mayor a los que se encuentran en la cuticula abaxial.

4.1.6.Clorofila Total

a) Cultivar M. acuminata.- EIl contenido de clorofila total entre los cultivares
Guineo Seda y Williams presentaron valores de 4,61y 3,26 mg/g. En los cultivares
Maquefio Morado, Filipino, Guineo de Jardin, Orito y Vinces la cantidad de

clorofila se redujo con 2,88 y 2,26 mg/g respectivamente.
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b) Cultivar M. balbisiana.- El contenido de clorofila total entre los cultivares
Manzano, Cuatrofilos, Curare y Barraganete presentaron valores de 3,34 y 3, 17
mg/g. En los cultivares Dominico Verde, Dominico Hartén, Limefio, Maquefio
Verde y Dominico Negro cantidad de clorofila se redujo con 2,85 y 2,07 mg/g
(grafico 3).

Clorofila total
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Grafico 3 Cuantificacion de clorofila total. Los cultivares de genoma M. acumina se
encuentran en el grupo A y los cultivares de genoma M. balbisiana en el grupo B. Los
valores con letra similares similares no presentan diferencias estadisticas significativas al
nivel de (P<0.05), por el procedimiento de comparacion maltiple de Tukey. Las barras
indican el ES individual para tratamiento ().
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4.2.Discusion

4.2.1. Material Vegetal

En el protocolo que se ajusto para la extraccion de ADN de Musaceas se pudo establecer
que es necesario recolectar la hoja mas joven en estado fisiologico de hoja cigarro, que
permite el muestreo en sus distintos estados vegetativos y se almacenan a - 40 °C, Esto
difieres de Crouch et al, (1998). ya que ellos realizaron una previa limpieza con Etanol

antes de su conservacion en - 80 °C.

4.2.2. Extraccion de ADN

Previamente se realizaron tratamientos de &cido ascérbico para evitar los problemas de
fenolizacion lo que interrumpia realizar la extraccion de ADN gendémico de buena calidad
sin contenientes como polisacaridos. Este problema se ha observado en mayor proporcion
en los cultivares de M. balbisiana lo que incidi6 para la realizacion de un pretratamiento
con &cido ascorbico y asi evitar problemas en todos los cultivares. Esto coincide con
Goodin et al., (2000) quien concluye que las altas concentraciones de polisacaridos,
polifenoles y taninos, estos degradan el ADN. Estos factores dificultan la calidad en el

momento de la extraccion.

Previamente el macerado del tejido vegetal se realizd con nitrogeno liquido, lo que
permitid evitar problemas a la produccion de enzimas que deterioren el ADN, logrando una
mejor lisis mecanica pulverizando el tejido vegetal y facilitando la penetracion y la funcion
del taménn bufer y el Mercaptoetanol, corroborando con el protocolo de Doyle & Doyle
(1990). Este proceso de pulverizacion se ajustd al protocolo propuesto por EMBRAPA,
(2010) modificado por Romero (2011), obteniendo la calidad y cantidad necesaria para la
técnica RAPD’s

4.2.3. Analisis de agrupamiento de Musa spp. para determinar

diversidad genética

El analisis del agrupamiento mostré que en el grupo A se encuentra un subgrupo de

Dominico y Barraganete que comparten caracteristicas morfologicas similares como altura
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a diferencia del Dominico gigante que es mas alto, forma y tamafio del fruto, habito foliar,
resistencia a Sigatoka Negra. lgual que Maquefio verde y Limefio que comparten
caracteristicas muy distintivas como la longitud y forma de fruto, color del pseudotallo y la
pigmentacion de las vainas internas. Ademas el Curare se encuentra en este grupo, es un
cultivar con genoma AAB de menor altura, color de pseudotallo rosa rojizo, frutos con
longitud de 27 cm. A este grupo se unio el Maqguefio morado que a pesar de que su fruto se
consume como postre comparte caracteristicas muy caracteristicas del Maquefio verde
(Guerrero, 2016).

En el grupo B los triploides AAA que se consumen como postre y en estado fresco se
diferenciaron los subgrupos Cavendish y Gros Michel. El Tetraploide Vinces se unié al
cultivar Gros Michel, aunque no tan cercano genéticamente pudiendo ser el mutante de
Gros Michel (Robinson & Galén, 2011). Estos cultivares son caracteristicos por su fruto,
color del pesudotallo entre verde amarillento y verde medio, frutos que oscilan entre 21 y
25 cm al igual que Vinces siendo un tetraploide AAAA, con excepcion del Gros Michel
con frutos entre 25 y 30 cm, pero de caracteristicas caracteristicas de M. acuminata
(Guerrero, 2016).

El Orito subgrupo “Sucrier” contenido en el grupo C es uno de los ancestros de los
triploides AAA actualmente (Robinson & Galéan, 2011). En estudio previos Nadal et al,
(2009) también demostraron que el cultivar Manzano del Subgrupo “Silk” no se uni6 a los
grupos A y B, lo que podria ser que pese a tener genoma de balbisiana sus frutos se

consumen como postre.
El Orito y Manzano AAB comparten frutos de igual diametro entre 16 y 20 cm. El

Cuatrofilos ABB se uni6 a estos cultivares pudiendo ser una de las razones la capacidad de
resistencia a plagas y enfermedades (Guerrero, 2016).
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4.2.4. Densidad estomatica y relacion con la resistencia a Mycosphaerella

fijiensis (Sigatoka negra)

Los cultivares estudiados presentan densidades estomaticas entre 54 y 7 e/mm?en el haz y
entre 253 y 118 e/mm? en el envés lo que coincide con los resultados obtenidos por
Hernandez et al,. (2006), valores que se encuentran entre 218 y 97 en el envés y entre 33 y
20 en el haz en los cultivares Harton FHIA 21, FHIA 20, Africa y Topocho Cachaco

En el banco de germoplasma se encuentran cultivares con alta densidad estomatica y con
tolerancia a Sigatoka negra lo cual no tiene relacion con Vésquez et al., (1990) y Hermoso
& Lindorf, (1997) quienes en sus estudios realizados aseguran que la densidad estomatica
y tamafio del estoma son caracteristicas asociadas a las respuestas de las plantas con los
agentes patdgenos. Los estomas escasos podrian ser una barrera contra la penetracion de
agentes infecciosos asociados con resistencia 0 susceptibilidad al ataque de
Mycosphaerella fijiensis (Sigatoka Negra) Ademas afirman que la densidad estomatica es
uno de los mecanismos de resistencia estructural que impiden la penetracion del patdégeno

a la planta.

Beveraggi et al, (1995) en sus estudios realizados sobre caracteristicas morfoldgicas y
fisiologicas de estomas en hojas, demostraron que la resistencia a Sigatoka negra, es
gracias a mecanismos no estomaticos. EI nimero de estomas podria indicar la eficiencia de
las especies vegetales en el proceso de respiracion y fotosintesis, y otras funciones como la

produccidn de sustancias quimicas que impedirian el avance del patdgeno en la hoja.

Sanchez et al, (2010) detectaron que la presencia de lignina, peréxido de hidrégeno y
fenoles en hojas de Grande naine y Calcuta 4 al acumularse estos compuestos estan
relacionados con la respuesta de la planta ante el hongo Mycosphaerella fijiensis (Sigatoka
negra). Los genes de quitinasa y analogos se presentan en algunas variedades de Musa spp.
gue pueden ser resistentes, tolerantes o susceptibles a Sigatoka negra en banano. El gen de
quitinasa se expresa en la variedad Calcuta 4 de forma basal y cuando se inocula con

Mycosphaerella fijiensis (Saavedra, 2012)
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4.2 5. Clorofila

La densidad de siembra en el banco de germoplasma de los cultivares estudiados en muy
baja de 5 metros entre calles y 4 metros entre plantas, debido a que la parcela de musaceas
tiene fines de conservacion y no de produccion. Por lo tanto los valores no coinciden con
los datos reportados por Cayén (2001). Esto es debido a que el contenido de clorofila
aumenta con incrementos en la densidad de siembra, como respuesta de la planta para
compensar la falta de luz y maximizar la captacion de energia como lo reportan (Barrera,
Cardona, & Cayon (2011)

Adicionalmente al realizar un analisis nematoldgico se determind que existia una
poblacién de 16000 nematodos por gramo de raices, superando el umbral econémico. En
estudios realizados por Restrepo et al.,, (2008) pudieron observar que los sintomas
provocados por Radopholus similis en las plantas afectadas es la disminucion del tamafio,
numero de hojas y desarrollo de las plantas, ademés reduccion del peso del racimo entre
otro y Meloidogyne spp amarillamiento de las partes aéreas de la planta, hojas mas
angostas y detencion del crecimiento de la planta y menor produccion, razones por las
cuales los niveles de clorofila disminuyen y a su vez la capacidad fotosintética de los

cultivares.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

50



5.1. CONCLUSIONES
e Se logro extraer ADN de diecisiete cultivares de Musa spp. con la calidad necesaria
para realizar RAPD.
e La técnica RAPD para la caracterizacion molecular es una herramienta atil y
eficiente para mostrar la diversidad genética entres los cultivares de M. acuminata

y M. balbisiana.

e Se pudo identificar tres grupos genéticamente similares entro de los diecisiete

cultivares de Musa spp.

e Los oligonucleotidos usados presentaron 90,9% de polimorfismo, a pesar de que

los cultivares son morfolégicamente similares.

e El cultivar Guineo Seda, present6 alta densidad estomatica adaxial y altos niveles

de clorofila.
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5.2.RECOMENDACIONES

e Emplear marcadores moleculares que sean mas informativos como los AFLP, SSR

0 ITS para asi obtener resultados de mayor confianza.

e Hacer un estudio de anatomia foliar, forma y tamafio de estomas, densidad e indice

estomatico.

e utilizar un medidor de cuantificacion clorofila modernos, para mayor exactitud.
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7.1. Anexos

Anexo 1. Protocolo de extracciéon de ADN

Cortede la Hojacigarro  Lisis mecanica, usando N Lisis quimica, 65 oC

Adicion CIA 24:1
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Anexo 2. Preparacion de la PCR-RAPD

Preparacion del Mix PCR-RAPD Termociclador

Anexo 3. Productos de amplificacion RAPD

Combinacién M 07 — A 01

RCEECER | MR EE
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Combinacién OPA 04 — PLAT

~ S Nd v

Anexo 4. Metodologia para cuantificacion de estomas

g il = ‘ L
o il -
E = 4

Recoleccion de la muestra Corte de cuticula de la hoja Conteo de los estomas

Anexo 5. Metodologia para cuantificacion de clorofila

-

E"—LJ—’

Disco foliar de 1,3cm

Maceracion del disco foliar

Lectura de la Absorbancia de clorofila
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