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RESUMEN

El control de la Sigatoka negra es uno de los grandes problemas que
enfrenta el Pais. Los costos para controlar la enfermedad en un area de
cultivo de 180.092 ha, bordean los 47 millones de ddlares americanos al
afio. El impacto de la Sigatoka negra no solamente tiene importancia desde
el punto de vista econdmico, sino también ambiental debido a la alta
concentracion de fungicidas y protectantes que se utilizan en los cultivos.
Por tal motivo es de vital importancia que trabajos de investigacion estén
encaminados a buscar nuevas estrategias de control que sustituyan el uso

extendido de fungicidas.

Este estudio fue llevado a cabo con el objetivo de investigar la diversidad
genética de 21 genotipos del género Musa spp, procedentes de la Coleccion
Mundial (Transit Center INIBAP, Universidad Catdlica de Leuven, Bélgica)
usando un total de veinte pares de marcadores microsatélites, 10 pares
derivados del genoma de M. acuminata y 10 pares derivados del genoma de
M. balbisiana. Diecinueve pares de marcadores produjeron bandas definidas
y generaron un total de 85 alelos, con un promedio de 5.1 alelos por
iniciador. El promedio de diversidad genética fue de He= 0.7195 y el indice

de fijacion Fst = 0,4089.



Estos resultados demuestran que existe una muy alta diferenciacion genética
entre los 21 genotipos de Musa spp. El analisis del cluster jerarquico del
Dendograma mostré que los genotipos susceptibles son genéticamente mas
cercanos a los genotipos tolerantes y los genotipos resistentes estan

genéticamente mas alejados de los genotipos tolerantes y susceptibles.
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INTRODUCCION

En el Ecuador existen aproximadamente 180.000 hectareas (ha) de banano,
ubicadas en la regién Litoral o Costa, particularmente en las provincias de
Los Rios (50 419 ha), Guayas (44.646 ha) y El Oro (43.353 ha) (52). Este
sistema de produccion es afectado por muchas plagas y enfermedades, entre
ellas la mas importante la Sigatoka negra, cuyo agente causal es un hongo

ascomiceto denominado Mycosphaerella fijiensis (12).

El impacto que este hongo ha causado, no solamente tiene importancia
desde el punto de vista econdmico, sino también ambiental debido a la alta
concentracion de fungicidas y protectantes que se utilizan en las plantaciones
para su control. Los costos del control de la enfermedad pueden llegar a los
USD 1000/ha, en las grandes plantaciones. Para los pequefios productores,

el costo es mayor porque la aplicacién aérea no es posible (12, 15).

El control de la Sigatoka negra es uno de los grandes problemas que
enfrenta el Pais. Actualmente, la Sigatoka negra se encuentra presente en

las 10 provincias que poseen cultivos de banano (29, 41).



Por tal motivo es de vital importancia que trabajos de investigacion estén
encaminados a buscar nuevas estrategias de control (87). Los disefios de
control mas prometedores estan en el desarrollo de variedades resistentes,
que sirvan como zonas tampoén entre las areas con diferente grado de
infeccion (20). Sin embargo, ha sido dificil encontrar variedades resistentes y

que sean de interés comercial (29).

El desarrollo de técnicas de marcadores moleculares constituye una
herramienta de seleccion rapida, confiable y reproducible que acelera la
seleccion de genotipos resistentes o0 tolerantes a una determinada
enfermedad, consecuentemente permite el mejoramiento genético de los

cultivos (42).

Para determinar el nivel de polimorfismo de las muestras, se utilizé la técnica
de identificacién de microsatélites o secuencias simples repetidas (SSRs),
estos marcadores moleculares son altamente polimérficos, multi — alélicos,
codominantes y faciles de amplificar por medio de la reaccién en cadena de

la polimerasa (PCR) (21).



La tecnologia de marcadores moleculares ya ha sido utilizada para
caracterizar diversidad de hongos que atacan a cultivos de Musa (47).
Ademas analisis a través del uso de microsatélites han detectado un alto
nivel de polimorfismo entre poblaciones (9). El desarrollo y la aplicacion de
técnicas basadas en marcadores moleculares proporcionan la unica
herramienta que es capaz de revelar el nivel de polimorfismo en una
secuencia de ADN, ademas son adecuados para detectar la variabilidad

genética entre individuos y dentro de poblaciones (18).

Este trabajo formara parte del proyecto denominado “Caracterizacion
Molecular de Variedades de Musa’ que se viene desarrollando desde el aio
2000, dentro del componente 3 del programa de colaboracion que mantiene
el VLIR con la ESPOL desde Marzo de 1999. El principal objetivo de este
componente es el control (aun no resuelto) de la Sigatoka negra, en dos de

los principales rubros agricolas del Ecuador: el banano y el platano (84).

El objetivo general de este estudio es el siguiente:

1. Analizar el nivel de polimorfismo de 21 genotipos de Musa spp,

procedentes de la Coleccién Mundial (Transit Center INIBAP, Universidad



Catolica de Leuven, Bélgica) mediante el uso de marcadores
microsatélites derivados de Musa acuminata y Musa balbisiana para
determinar la diversidad genética y su relacion con el nivel de resistencia a

M. fijiensis.

Los objetivos especificos son los siguientes:

1. ldentificar la presencia de secuencias homoélogas de M. acuminata vy

M. balbisiana apareadas, en los genotipos de Musa spp.

2. Correlacionar la variacion genética de los genotipos de Musa spp. con el

grado de resistencia a M. fijiensis.

3. Determinar la relacion filogenética de los genotipos de Musa spp., en base

al nivel de variabilidad genética.



CAPITULO 1

1. BANANO Y SU INTERACCION CON EL HONGO
CAUSANTE DE LA SIGATOKA NEGRA

El banano y platano son plantas monocotiledoneas que pertenecen al
orden Zingiberales, familia Musaceae y género Musa (83). Las especies
mas representativas son las especies diploides Musa acuminata Colla
que ha dado origen a casi todas las variedades comerciales y
Musa balbisiana Colla (72, 75). Estas plantas, comunmente con mas de
tres metros de alto (31), no presentan lignificacion, ni tallos secundarios

que son caracteristicos de los arboles (83).

El banano y platano poseen un genoma haploide cuyo tamafo varia

entre 500 — 600 Mpb y se encuentra distribuido en 11 cromosomas (55).



Varios grupos gendémicos de Musa contienen una o diferentes

permutaciones a partir de su genoma base (76).

1.1 Origen e historia del género Musa

Analisis recientes de muestras fésiles indican que Papua Nueva
Guinea es posiblemente el centro de origen del género Musa. Sin
embargo, muchos cultivos pueden haberse desarrollado en el
Sureste Asiatico a partir de hibridaciones intra - e inter - especificas
entre dos especies diploides ancestrales salvajes, Musa acuminata
Colla y Musa balbisiana Colla (49, 73). Las dos especies

contribuyeron con los genomas AA y BB respectivamente (74).

Los factores principales que influyeron en la evolucién del platano
comestible fueron: el desarrollo de la potencialidad genética de la
partenocarpia vegetativa y, al mismo tiempo, el desarrollo de la
esterilidad genética. Los platanos comestibles mas antiguos fueron,
por tanto, linajes diploides comestibles de Musa acuminata Colla,
como los que aun persisten en gran numero en el sureste de Asia

(68).



1.2

En 1920, los botanicos franceses descubrieron la variedad
denominada Gross Michel que prolifero en todo el mundo,
convirtiéndose asi en la especie mas cultivada y la unica exportable.
En el siglo XIX, los britanicos descubrieron en el sur de China la
variedad Canvedish, que paso a sustituir a la Gross Michel y
practicamente desde el afio 1960 se establece como la unica

variedad comercializada en el mundo (53).

Propagacién de las plantas de banano

En la zona interna de las plantas de banano prontamente se
producen yemas que seran los nuevos retofios o hijos, éstos poseen
una fuerte conexion vascular a la madre cerca del seudo tallo en la
base de la planta de la cual dependen para su nutricion hasta cuando

producen hojas anchas y se autoabastecen (57).

Estos hijos pueden ser removidos y plantados separadamente, ya
que rapidamente desarrollan nuevas hojas y un sistema de raices
que les permite una rapida multiplicacion y la propagacion vegetativa

(57).



1.3

Se permite que un hijo lateral crezca para producir la préxima
cosecha. En plantaciones manejadas intensivamente, las plantas se
reemplazan con nuevo material libre de enfermedades después de
tres a ocho ciclos. En cultivos donde las plantas no son
reemplazadas, se observa un declive gradual de la produccién como

consecuencia del incremento de enfermedades (31).

Descripcion Taxonémica

Los platanos y bananos pertenecen al orden Zingiberales, familia
Musaceae, género Musa. Estan distribuidos desde el Pacifico hasta
Africa Occidental, principalmente en la regién del Sureste de Asia

(66, 11).

La primera clasificacion cientifica del banano fue hecha por Linnaeus
en el afio 1783. El le dio el nombre de Musa sapientum a todos los
bananos de postre, los cuales son dulces cuando maduran y se
comen crudos. El nombre de Musa paradisiaca fue dado al grupo de
los platanos los cuales se cocinan y se comen cuando todavia estan

verdes (49).



Existe una gran diversidad en el género Musa, muchas de las
especies presentes en €l son utilizadas tanto en la alimentacién
humana como en la animal. El género Musa posee 40 especies y ha
sido clasificado por Cheesman (14) en cuatro secciones: Eumusa,

Australimusa, Callimusa, Rhodochalamy (11).

La seccion Eumusa contiene la mayoria de los bananos y platanos
comestibles, y se admite que esta serie de poliploides se derivan de
las dos especies salvajes: Musa acuminata Collay Musa balbisiana
Colla, de donde provienen respectivamente las designaciones AA y
BB del genoma (46, 47). Esta clasificacion fue propuesta por
Simmonds y Sheperd (73) en base a la contribucidén que tienen estas
especies en la constitucion de los cultivares y también a la ploidia o

numero de cromosomas (48).

Los bananos comestibles dentro de la clasificacion dada por
Simmonds y Shepherd (73, 74) se describen por medio de caracteres
morfolégicos como son: La forma del peciolo, caracteristicas en las
bracteas y pedunculo, color del pseudotallo, tamafno del pedicelo,

color de la flor masculina y el estigma. Esta clasificacion también ha



1.4.

10

ayudado a describir clones utilizando caracteristicas morfoldgicas

(73).

Clasificacion taxonomica.
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida
Orden: Zingiberales
Familia: Musaceae
Género: Musa

Especie: Musa acuminata

Musa balbisiana (54, 55)

Descripcion nacional del producto

A partir de 1940, el banano comenzé a cultivarse a gran escala en
nuestro pais (53), hasta 1950 las empresas bananeras estaban
localizadas principalmente en las provincias de Guayas, El Oro y Los
Rios, es decir en el area de influencia de la rica y fértil Cuenca del

Rio Guayas. Los datos del Censo Agropecuario del 2001, confirman
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esta tendencia, pues estas tres provincias concentraban el 80.9 % de

la superficie sembrada de banano (52).

Con el pasar del tiempo la exportacion de banano se convirtié en la
principal fuente generadora de divisas. En la década de los 50 se
establecio el boom bananero convirtiéndose el Ecuador en el primer
exportador mundial de la fruta (53). Desde mediados de la década
pasada, el banano ha empezado a expandirse hacia areas que
anteriormente estaban dedicadas a cultivos tradicionales (cacao,
café, yuca, maiz) y en donde estaban asentados antiguos colonos y
productores diversificados: desde campesinos hasta medianos

propietarios (52).

El banano conjuntamente con el platano registra el 40 % del area
agricola de la costa y el 25 % del area agricola nacional. Las
principales provincias a nivel de superficie en produccién son: El Oro
con 43 352 has, Guayas con 44 646 has y los Rios con 50 419 has,

representando asi el 77 % de la superficie cultivada del pais (34).
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El sector bananero constituye la actividad econémicamente mas
dinamica y de constante crecimiento debido a los favorables
resultados que se han obtenido por la comercializacion del producto
(3). Representa un rubro muy importante dentro del sector
agropecuario del pais, contribuyendo con el 3 % del PIB nacional y
un 15 % en el PIB del sector agropecuario, beneficiandose asi
directamente entre el 10 % al 12 % de la poblacién econémicamente

activa del pais (25, 71).

Dentro de los cultivos en el Ecuador ocupa el cuarto puesto entre los
productos mas cultivados con 180.092 ha, predominando las

variedades Cavendish, Orito y Rojo (71).

Ecuador es el primer proveedor de los paises de la Unién Europea y
el segundo de los Estados Unidos. Ademas la fruta se exporta a
paises de Europa del Este, paises Arabes, Chile, Rusia, Argentina,

Nueva Zelanda, Japén y China (34).
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Los paises que lideran las exportaciones son Ecuador que satisface
el 40% de la demanda internacional (Figura 1) (63), Costa Rica,
Filipinas y Colombia. Mientras que los mayores productores son
India, Brasil, China, Ecuador, Filipinas, Indonesia, Costa Rica,

México, Tailandia y Colombia (31).

FIGURA 1

PRINCIPALES EXPORTADORES DE BANANO

@ Ecuador

B Costa Reca
O Hoaduras
O Micaragua

1.003 20
e

Fuente: Bancos Centrales de los Paises mencionados. Ano 2006.
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1.5. Origen y distribucién de la Sigatoka negra

La Sigatoka negra aparecio por primera vez en el Sureste de Asia, en
la Isla Viti Levu en Fiji, en Febrero de 1963, desde donde se
diseminé al resto del mundo (76, 33). La distribucion de la
enfermedad en América Latina y el Caribe esta bien documentada.
Esta aparecid por primera vez en Honduras en 1972 (76). Entre 1977
y 1980 la Sigatoka se disemind por el sur de México y por toda
América Central. En 1981 aparece en Colombia, en una localidad

productora de banano cerca de Turbo (77).

En 1987, la enfermedad fue detectada en el norte de Ecuador y en
menos de cuatro afios ya se encontraba en las zonas de produccion
bananera en el sur del pais. En 1991 se report6 la enfermedad en la
parte Oeste de Venezuela y en Bolivia. Brasil fue el ultimo pais
suramericano en reportar la presencia de la Sigatoka negra en el afo

1998 (6).



15

1.5.1. Mycosphaerella fijiensis

Mycosphaerella fijiensis (anamorfo Pseudocercospora fijiensis;
Mycosphaerellaceae) es el agente causal de la Sigatoka
negra, la cual rapidamente se ha convertido en la enfermedad
mas devastadora en las plantaciones de banano a nivel
mundial. Esta enfermedad provoca necrosis, reduce el area
foliar, el tamafo del fruto e induce su maduracion prematura.
Esto da como resultado un abatimiento del rendimiento entre

el 33% y 50% de la produccion (76, 54).

El costo de control de la enfermedad en grandes plantaciones
es aproximadamente $ 1000 por hectarea (2), pero es mucho
mayor en pequefias plantaciones donde los fungicidas no
pueden ser aplicados por aire, en estas areas las pérdidas

pueden llegar hasta un 50% de la produccion (54).
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1.5.2. Interaccion planta — patégeno

En su larga asociacion con patdgenos, las plantas han
desarrollado una intrincada y elaborada serie de herramientas
de defensa. Al mismo tiempo, los patdégenos adquirieron
nuevos mecanismos para superar las barreras de resistencia
que presentaba el hospedero, este juego de ping — pong se ha

venido dando durante miles de afos de evolucion (32).

Se han reportado tres distintos niveles de respuesta del
hospedero a M. fijiensis y se han definido segun Ortiz y
Vuylsteke (85) como susceptibles, que se caracterizan por el
rapido desarrollo de lesiones necroticas en la hoja (32);
resistentes, que presentan un bloqueo en la expresion de los
sintomas y no permiten al hongo esporular e hipersensibles,
que se caracterizan por una rapida y localizada muerte celular
en el sitio de la infeccion del patdégeno, por consiguiente
previenen que el patdgeno crezca y se propague a través de la

hoja (27, 28).
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1.5.3. Ciclo de la enfermedad y epidemiologia

Estudios citolégicos de la interaccion de M. fijiensis con
plantas de banano revelan que el hongo entra a las hojas a
través de los estomas. En los genotipos parcialmente
resistentes 'y  susceptibles el patégeno  coloniza
exclusivamente los espacios intracelulares sin formar los

haustorios (5).

Hay un largo periodo en que el patégeno se comporta como
un parasito biotréfico antes de que se puedan observar las
primeras alteraciones citologicas de las células de la
epidermis. Las hifas aparecen entre las células vivientes
delante de la zona necrdtica, un rapido crecimiento de las hifas
es la principal diferencia entre genotipos susceptibles de los

parcialmente resistentes (5, 6).

En contraste, en los genotipos resistentes se presenta una
temprana necrosis de los estomas de la epidermis. La rapida
muerte de solo una pequefa cantidad de células hospederas,

asociadas con el bloqueo de la progresiéon del agente de
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infeccion en los genotipos altamente resistentes es

usualmente definida como una reaccién hipersensitiva (85).

Esto usualmente sucede dentro de las relaciones gen por gen
que confieren una elevada resistencia, sin embargo ésta es
inestable y no se mantiene a través del tiempo. En contraste,
las plantas que poseen genotipos con resistencia parcial

usualmente mantienen ésta caracteristica en el tiempo (39).

Por otra parte, el ciclo sexual del hongo juega un rol
importante en la epidemiologia de la Sigatoka. Ademas de la
generacion de un inoculo que se propaga a través del aire
(ascospora), la reproduccion sexual produce variacion
genética que contribuye a la evolucion en ascomicetos

heterotalicos, como M. fijiensis (81).
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1.5.4. Problemas que causa en el Ecuador

El control de la Sigatoka negra requiere un promedio de 24
ciclos de aspersiones de fungicidas sistémicos al afio (81), con
un costo aproximado de 47 millones de dolares americanos
para un area de cultivo de 180. 092 ha. Los costos del control
de la enfermedad pueden llegar hasta un 70% de los gastos

de produccion.

El impacto de la Sigatoka negra no solamente tiene
importancia desde el punto de vista econdmico, sino también
ambiental debido a la alta concentracion de fungicidas y

protectantes que se utilizan en los cultivos (38).

El hongo reduce el peso del racimo, por consiguiente se
obtienen menos cajas de banano por hectarea, ademas el
impacto econdmico se siente porque se estan aplicando dos o
tres ciclos mas, que son alrededor de 80 a 100 ddlares
adicionales por hectarea a lo que se venia invirtiendo en

afos anteriores al Fendmeno del Nifio de 1997 (11).
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El comportamiento de la enfermedad esta fuertemente ligado
al clima, especialmente precipitacion y temperatura (8).
Después del Fendmeno del Nifio de 1997 la Sigatoka negra se
volvid mas agresiva. Las condiciones climaticas durante ese
afio (precipitacion 4000 mm; temperatura 34 - 36 °C;
humedad relativa 98-100 %) favorecieron la produccion,
maduracion y liberacion de las ascosporas (espora sexual
haploide de los ascomicetos) (41), permitiendo la rapida
diseminacion de la enfermedad, especialmente en las

plantaciones comerciales de la provincia de los Rios (55, 38).

La aplicacion de fungicidas sistémicos de bajo costo junto con
las condiciones climaticas extremas durante el afio 1997,
permitieron que la Sigatoka negra ocasionara graves
problemas en las plantaciones. En el afio 2001 el 80 % de las
plantaciones de los Rios presentaron la enfermedad,
ocasionando graves pérdidas econdmicas a los productores

(55).
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Por otra parte, el hecho de que el 80% de la produccion
comercial de banano esta concentrada en pequefios
productores (con menos de 30 ha), muchos de los cuales no
cuentan con la guia de un técnico para la adecuada aplicacion
de fungicidas, podria originar que M. fijiensis adquiera
resistencia a algunos de los fungicidas sistémicos que se
utilizan para su control, especialmente a los benzimidazoles

(55, 15).

Al no existir un control efectivo del patdégeno, esté puede
propagarse por medio de sus ascosporas a traves del viento
entre plantaciones, perjudicado a los grandes productores, los
cuales poseen tecnologia avanzada y la asesoria de técnicos

especializados en la aplicacion de fungicidas (8, 41).



CAPITULO 2

2, MICROSATELI'[ES PARA EL ANALISIS DE LA
DIVERSIDAD GENETICA EN MUSA

2.1. Diversidad Genética

La diversidad genética representa cualquier grado de diferenciacion
en las secuencias de nucleétidos que conforman los genes de los
organismos. Confiere a las especies la habilidad para adaptarse a
cambios ambientales como, nuevas plagas o cambios en las

condiciones climaticas.
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2.2. Microsatélites o secuencias simples repetidas (SSRs)

Los microsatélites o SSRs, son secuencias de ADN, cuya unidad de
repeticion varia de 1 a 7 pares de bases (pb) y se distribuyen de
forma dispersa a lo largo de todos los cromosomas de los
organismos eucariotes y procariotes (1). Estas secuencias muestran
altos niveles de variacion genética segun las diferencias que se
produzcan en las unidades repetidas en tandem de un locus (82,

88).

Cuando estas regiones son individualmente amplificadas por medio
de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando un par
de oligonucledtidos flanqueantes como iniciadores, muestran casi
invariablemente polimorfismo debido a las diferencias en su
longitud. El origen de tal polimorfismo esta aun en debate, aunque
previsiblemente se deba a errores en la replicacion del ADN (15),
debido a que la ADN polimerasa se desliza cuando esta copiando la

region repetida, cambiando el numero de repeticiones (16).



24

Los SSrs se han convertido en marcadores muy atractivos en el
mejoramiento molecular y la valoracion de la diversidad en plantas,
incluyendo Musa. El uso extendido de los microsatélites como
marcadores genéticos para el mejoramiento molecular y para la
valoracion de la diversidad (5), se desprende de su naturaleza
multialélica, debido a la alta probabilidad de mutacion que estos loci
presentan (6, 7), transmisién codominante, facil deteccién por medio
de la PCR, relativa abundancia, cobertura extensiva del genoma y
requerimiento de solo una pequefia cantidad de ADN iniciador (8).
Ademas brindan perfiles altamente reproducibles y confiables. Los
microsatélites carecen de efectos pleiotrépicos y sobre todo, no
estan sujetos al ambiente en donde se desarrolla el organismo en

estudio (6, 8).

Estos marcadores permiten visualizar diferencias tangibles entre las
secuencias homologas del ADN de los organismos. Esas
diferencias resultan de cambios o rearreglos entre los pares de
bases que conforman este tipo de molécula, tales como:
translocaciones, inversiones, recombinacién desigual, inserciones o

deleciones en regiones homologas (17, 18). Tales diferencias
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pueden ser detectadas en geles de poliacrilamida, donde migran

diferentes distancias de acuerdo a su tamafio (19).

2.3. Factores que influyen en la diversidad genética

2.3.1. Mutacion

Las mutaciones son un proceso por el cual se originan
cambios en el cromosoma, pueden ser debido a una
alteracion en la secuencia de nucledétidos del ADN codificante
o por un cambio en el arreglo fisico de los cromosomas, esto
da como resultado la creacién de un nuevo caracter que esta

ausente en los progenitores.

En Musa, una mutacién produjo un cambio en la distribucién
de los cromosomas durante la gametogénesis, ocasionando
que el progenitor femenino ceda la totalidad de sus
cromosomas en lugar de solo la mitad, como normalmente
sucede en los organismos que se reproducen sexualmente

(29).
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Esto dio como resultado variedades (triploides que
desarrollaron la potencialidad genética de la partenocarpia
vegetativa, se volvieron infértiles y ademas, adquirieron
caracteristicas diferentes a las de sus progenitores como,
frutos sin semilla y con una gran cantidad de pulpa

consumible (31).

Seleccién

Los bananos y platanos comestibles de la actualidad son el
resultado de un proceso de seleccion que ha ocurrido a
través de miles de anos. Este proceso fue llevado a cabo,
principalmente por agricultores del Sureste Asiatico, de

Indonesia, Filipinas y Papua Nueva Guinea (32).

Los agricultores descubrieron que las especies nativas
Musa acuminata y Musa balbisiana, poseian caracteristicas
de importancia agronémica y al ser cruzadas entre ellas

condujeron a la aparicion de varios clones de Musa (33).
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Algunos de estos clones fueron introducidos en otros
continentes, donde se diversificaron aun mas a través de la
seleccion de mutaciones somaticas por parte de los
agricultores locales. Debido a la interaccidon que tuvo el
banano en sus diferentes viajes con diferentes clones, fue
cambiando su aspecto hasta convertirse en la fruta carnosa y

sin semilla que hoy en dia conocemos (34).

2.4. Identificacion de la diversidad en Musa

2.4.1. Analisis del polimorfismo

El desarrollo y la aplicacion de técnicas basadas en
marcadores moleculares proveen la uUnica herramienta que
es capaz de revelar el nivel de polimorfismo en las
secuencias del ADN, estos marcadores son adecuados para
detectar variabilidad genética entre individuos y entre

poblaciones (13).
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Buhariwalla, et al., (7) realizaron el primer aislamiento y
caracterizacion de 25 marcadores microsatélites a partir de
accesiones de Musa balbisiana. Todos los marcadores
descritos detectaron loci homdlogos. El numero de alelos
detectados por cada marcador vario de 1 a 7. Ademas, todos
produjeron amplificacion en las variedades diploides y

triploides analizadas (22).

Estos resultados apoyan similares observaciones hechas con
microsatélites derivados de accesiones de Musa acuminata
que frecuentemente detectaron loci homélogos en las
variedades de M. balbisiana. Ortiz y Vuylsteke (79)
observaron segregacion trisonoémica entre los platanos (con
genoma ‘AAB’) y Calcutta 4 (con genoma ‘AA’) para algunas
caracteristicas, lo cual indirectamente sugiere la ocurrencia

de secuencias apareadas de AA y BB en Musa (58).

Creste, et al., (18) aislaron y caracterizaron 23 microsatélites
loci derivados de cultivos comerciales diploides de Musa

acuminata. EI numero de alelos por locus detectado por
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estos microsatélites vari6 de 2 a 7. Cuatro de los loci
aparentemente amplificaron alelos especificos del genoma B.
El niumero de alelos por genotipo vari6 de 1 a 3 para
variedades diploides, de 1 a 4 para accesiones triploides y de
1 a 4 para hibridos tetraploides. El polimorfismo revelado por
estos loci sera extremadamente util para estudios posteriores

de mapeo genético (24).

FIGURA 2

IDENTIFICACION DEL POLIMORFISMO DE
MICROSATELITES.
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Diagrama que muestra el polimorfismo de los microsatélites debido a las diferencias en su
longitud. En un individuo diploide, el cromosoma A contiene el alelo (ACC)g, mientras que el
cromosoma A’ en el locus homologo presenta el alelo (ACC)s. Mediante la PCR, utilizando
iniciadores disefiados en las regiones flanqueantes, los alelos son amplificados, para luego ser
separados mediante una corrida electroforética. El diagrama muestra el patron de bandas que
deben determinar tanto los homocigotos como los heterocigotos para los alelos mencionados.
(80)



CAPITULO 3

3. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion fue orientada a la validacién de la siguiente

hipodtesis:

“La diversidad genética de los genotipos de Musa spp., procedentes de la
Coleccion Mundial (Transit Center INIBAP, Universidad Catolica de
Leuven, Bélgica) esta relacionada con el nivel de resistencia que

presentan a Mycosphaerella fijiensis”

Esta investigacion fue realizada en el Laboratorio de Biologia Molecular del

Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador (CIBE) ubicado en
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el Kilometro 30.5 de la Via Perimetral, Campus “Gustavo Galindo”, edificio

de PROTAL planta alta.

3.1. Materiales

3.1.1. Material Experimental

Material Biologico

Para este estudio se utilizaron 21 plantulas de banano de
10 centimetros de alto, correspondientes a 5 accesiones
susceptibles, 12 accesiones tolerantes y 4 accesiones
resistentes, procedentes de la Coleccidon Mundial (Transit
Center INIBAP, Universidad Catdlica de Leuven, Bélgica)

(Tabla 1).

Iniciadores

Los marcadores microsatélites utilizados para este estudio

fueron originalmente aislados y desarrollados a partir de una
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variedad comercial diploide de M. acuminata (‘Pisang Mas’) de

Brasil (18) y de una variedad diploide de M. balbisiana (‘Tani’)

de la India (7).

TABLA 1

TABLA QUE MUESTRA EL GENOTIPO Y EL NIVEL
DE RESISTENCIA DE LOS 21 GENOTIPOS DE Musa spp.

Nombre de Accesion Resistencia Nivel de Ploidia
Niyarma Yik Susceptible AA
Pisang Berlin Susceptible AA
Gran Enano Susceptible AAA

GCTCV -215 Susceptible AAA
GCTCV - 119 Susceptible AAA
FHIA - 01 Tolerante AAAB
FHIA - 02 Tolerante AAAB
FHIA - 03 Tolerante AAAB
FHIA - 17 Tolerante AAAA
FHIA - 23 Tolerante AAAA
IRFA 905 Tolerante AA
IRFA 908 Tolerante AAAB
TMBx 5295 - 1 Tolerante AABB?
SH - 3640 Tolerante 4n
B 7925 Tolerante 3n
CRBP 39 Tolerante AAAB
FHIA 18 Tolerante AAAB
Calcutta - 4 Resistente AA
Tuu Gia Resistente AA
Yangambi KM5 Resistente AAA
T6 Resistente AAAA
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3.2. Protocolo de Extraccion de ADN

El ADN fue extraido de las hojas de las plantulas de banano siguiendo
los protocolos de extraccion de ADN descritos por DellaPorta y
Aljanabi (22, 1) y modificados por Santos (70). El protocolo completo
de extraccion se describe en el Apéndice 2. EI ADN fue conservado
en agua ultra pura libre de ADNasas y ARNasas a una temperatura de

-20°C.

3.2.1. Soluciones

Tampon de extraccion de ADN**

100 mM TRIS — HCI, pH 8.0
50 mM EDTA
500 mM NaCl
10 mM B Mercaptoetanol
2 % PVP (Polyvinyl pyrrolidone, MW 10 000)

Acetato de Potasio 5 M*

= 47,07 g

= 52,93 ml de Agua Deionizada
Cloruro de Sodio 6 M*

» 350,64 g
= 649,36 ml de Agua Desionizada

* Para un litro de solucién ., ** Para 4 mililitros de solucion
’



3.3.Secuencias de los Iniciadores

TABLA 2

CARACTERISTICAS DE LOS MARCADORES

MICROSATELITES DE Musa balbisiana

Locus Primers 5' - 3' Repe_at

motif
M1-5  CAACAACTTATGGCGGAGA (cA?
MO118 | TCATCACGGOGTICTOcA (cAA
i |SToSmCTOeTICCCTICCH | o
i, | SCASCEATACCEITORTONOOh (o
e
| 1SSSSTSCSTIATIGHSO 1o
MO1-141 G AAGOTTCOCAGARTOGATAGTGR | (A2
MO1-146 | GAACTGGGETTACCCAGER o
s | SCOMICCRSCTIRGNCHA | auy
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TABLA 3

CARACTERiST!CAS DE LOS MARCADORES
MICROSATELITES DE Musa acuminata

Locus Primers 5' - 3' Repeat motif
MaOCENO1 TCTCAGGAAGGGCAACAATC
GGACCAAAGGGAAAGAAACC (CT17
MaOCENO3 CTGTTCGTCATCCTCCCATC
ATCTCCCATCTCCCATCTCC (GA)10
MaOCENO4 GCCGAGAGAGGAAATGGAA
CTGCGAGGGTAGAGTGGATG (AG)20
MaOCENO5 ATCAGCAACACAGGAAGAAAAG
AATCTGGACGAGGGAGCA (GA)16
MaOCENO7 ATGTCTCTCTCCGCCTTCC
CTCCGCCTTTTCCTCTTCTT (TC)12
MaOCEN13 GCTGCTATTTTGTCCTTGGTG
CTTGATGCTGGGATTCTGG (TC)16
MaOCEN14 TCTTTTGCGTGAGTTTTTGG
CGTGGGAGGAACAGTGAA (CT)10
MaOCEN18 CACTACAACTCACCCTTCCAATC
GCACAACCTTACTCCCATCAC (AG)18
MaOCEN20 GCGTGGAGAGAAGAGAAACC
CTGAAATGGGAAAGTCAAAACA (GA)12
MaOCEN22 ATGTCTCTCTCCGCCTTCC
CTCCGCCTTTTCCTCTTCTT (TC)12

35
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3.4. Amplificacion

Los protocolos para preparar la PCR mix y los programas para la
amplificacion de las muestras por medio de la PCR usados en este
estudio, fueron originalmente descritos por Creste et al., (18)

(Tablas 4, 5) y por Buhariwalla et al., (7) (Tablas 5, 6).

TABLA 4

PROTOCOLO PARA PREPARAR LA PCR MIX

Musa acuminata

Solucién Stock Working Stock Volumen Final
dNTPs 10 mM 0,20 mM 0,4 ul
Tampon Taq 10 X 1X 2,0 ul
Primer F 10 mM 0,24 mM 0,5 ul
Primer R 10 mM 0,24 mM 0,5 ul
MgCl, 50 mM 2,00 mM 0,8 ul
DNA Pol 5 U 1,5U 0,3 ul
Template DNA 30 ng 2,0 ul
H,0 Deionizada - 13,5 ul
Total - 20,0 ul




TABLA 5

PROGRAMA PARA LA AMPLIFICACION DE LOS
INICIADORES DE Musa acuminata

Musa acuminata

Temperatura Tiempo N° de ciclos
1 94°C 4 minutos
94°C 40 segundos
o _ o
55°C-45°C 45 segundos 10 Ciclos
72°C 40 segundos
94°C 40 segundos
45°C 40 segundos 30 Ciclos
72°C 40 segundos
2 72°C 7 minutos
3 4°C Indefinido
TABLA 6

PROTOCOLO PARA PREPARAR LA PCR MIX

Musa balbisiana

Solucion Stock

Working Stock

Volumen Final

dNTPs 10 mM 0,10 mM 0,4 ul
Tampon Taq 10 X 1X 2,0 ul
Primer F 10 mM 0,24 mM 0,6 ul
Primer R 10 mM 0,24 mM 0,6 ul
MgCl, 50 mM 2,00 mM 0,6 ul
DNA Pol 5 U 1,5U 0,3 ul
Template DNA 30 ng 2,0 ul
H,O Deionizada - 13,5 ul

Total

20,0 ul
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TABLA7

PROGRAMA PARA LA AMPLIFICACION DE LOS
INICIADORES DE Musa balbisiana

Musa balbisiana
Temperatura Tiempo N° de ciclos
1 95°C 3 minutos
60°C-55°C 40 segundos 5 ciclos
94°C 20 segundos
o
56°C 20 segundos 30 Ciclos
72°C 30 segundos
2 72°C 10 minutos
3 4°C Indefinido

3.5. Gel de Poliacrilamida

38

A cada muestra amplificada, se adicioné 4 ul de tampdn de carga.

De esta mezcla 7 ul se depositaron en los pocillos de los geles de

poliacrilamida al 6 % (arcrilamida/bisacrilamida 29:1) de 1 mm de

espesor. Los geles fueron elaborados segun el protocolo descrito

en el Apéndice 3.
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Para la corrida de las muestras se utilizaron tres equipos de
secuenciacion manual, dos de modelo Sequi — Gen GT de Bio —
Rad con un tamafo de gel de 38 X 55 cm, y un equipo modelo

S3S de Owl con un tamano de gel de 30 x 44 cm.

La camara superior de cada equipo fue llenada con tampén TBE
0,5X y la inferior con TBE 1X. Se cargaron 88 pocillos por equipo,
mas 8 pocillos correspondientes al marcador de 25 pb DNA ladder
marca INVITROGEN (Apéndice 4). Los geles se precorrieron a 319
voltios por 20 minutos para permitir que el tampon de carga se
separe de las muestras. Finalmente se corrieron los geles
(Bio - Rad) a 778 voltios por 8 horas y el gel (Owl) a 200 voltios por
13 horas, tiempo requerido para que la linea de xylene cyanol del

tampdn de carga salga del borde inferior de los geles.

Tincion de Plata

Una vez finalizado el tiempo de corrido, se desmontaron los geles,
primero se les retird el vidrio delantero, posteriormente se los

coloc6 suavemente en las cubetas para realizar el proceso de
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tincion. En cada cubeta se depositaron 4 litros de cada una de las
soluciones Las concentraciones de cada solucion y los tiempos
requeridos para realizar el proceso de tincidon se aprecian en la

(Tabla 8).

TABLA 8

CONCENTRACION Y TIEMPO REQUERIDO DE LAS
SOLUCIONES PARA REALIZAR EL PROCESO DE
TINCION DE PLATA

PASO SOLUCIONES TIEMPO
10 % Etanol + 0.5 % Acido
Fijacion . 15 minutos
acético
Impregnacion 0, 011 M Nitrato de plata 25 minutos
Lavado Agua deionizada 1 minuto
0,75 M NaOH + 0,085 M _
Revelado 10 — 15 minutos
formaldehido
Parada 0,07 M Carbonato de sodio 3 minutos

3.7. Fotografia

La fotografia de los geles se realizd sobre una caja de luz blanca,
con una camara digital marca Olympus C — 500 con Zoom de

5 megapixeles. Para el analisis de las fotografias se utilizo el



41

programa para Analisis del Genotipo y Fragmentos de ADN
Gen Profiler 4.05 para Windows. Las fotografias se muestran en el

Apéndice 4.



CAPITULO 4

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Un total de 20 pares de iniciadores fueron utilizados para evaluar la tasa
de polimorfismo de los microsatélites de 21 genotipos de banano,
procedentes de la Coleccién Mundial (Transit Center INIBAP, Universidad

Catolica de Leuven, Bélgica).

Para determinar el porcentaje de loci polimorficos y para generar el
dendrograma basado en la relacidon genética entre los genotipos de
Musa spp., segun Nei’s (1978) se uso el programa Tools for Population

Genetic Analyses (TFPGA).
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El programa Popgen 32 fue usado para determinar la frecuencia alélica
por loci, el promedio de alelos por iniciador y el promedio de

heterocigosidad observada (Ho) y heterocigosidad esperada (HE).

La mayoria de iniciadores produjo bandas de ADN bien definidas
(Figura 3), excepto el iniciador MaOCENO3 que no mostré amplificacion
en ninguno de los 21 genotipos de banano. Un total de 85 alelos fueron
generados. ElI numero medio de alelos por iniciador fue de 5.1

(Tabla 9y 10).

El alelo mas frecuente en todas las poblaciones fue el alelo de 193 pb del
locus Mb1-149, con una frecuencia alélica de 71,4%. El alelo de 200 pb

del locus MaOCENO1, mostré la menor frecuencia alélica 2.3%. (Figura 3)

Los valores de PIC (Polymorphic Information Content) estimados para
cada uno de los locus aparecen en la Tabla 9 y 10. Estos valores
estuvieron comprendidos en el rango de 37.5 al 100 %. Los loci mas
polimorficos fueron MaOCENO1 con un valor de PIC del 100%, Mb1-5,

Mb1-52 y MaOCEN20 con valores de PIC del 87.5%.



FIGURA 3

GEL DE POLIACRILAMIDA DE PRODUCTOS DE PCR OBTENIDOS
MEDIANTE AMPLIFICACION CON EL INICIADOR Mbl - 134

M Marcador de 25 pb; 1 Niyarma Yik; 2 Pisang Berlin; 3 Gran enano;

4 GCTCV 119; 5 FHIA 02; 6 IRFA 905; 7 IRFA 908; 8 FHIA 03; 9 Calcutta 4;
10 Yangambi Km 5; 11 T6; 12 TUU GIA. Las flechas indican presencia
de bandas unicas en variedades susceptibles, tolerantes y resistentes.
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FIGURA 4

FRECUENCIA ALELICA DE LOS LOCI ANALIZADOS EN
LOS 21 GENOTIPOS DE Musa spp.
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Mh1-5
Mb1-18
Mb1-50
Mb1-52
Mb1-G3

Mb1-100
Mb1-134
Mb1-141
Mb1-146
Mb1-149
M a0 CEMDT
Ma0CEMD4
MalCEMDS
MadCERDT
MalCEMNT3
MalCERT4
MalCEMNTE
MaOCEMN2Z0
MalCEMN22

Locus

A, B, C, D, E, F, G, H. Alelos encontrados en la poblacién, para mayor
informacion véase Apéndice 6

Todos los marcadores microsatélites derivados de M. balbisiana,
produjeron productos de amplificacion en los genotipos diploides (AA),
triploides (AAA) y tetraploides (AAAA). Similares observaciones fueron
publicadas por Ortiz y Vuylsteke (1994). Estos resultados indirectamente
sugieren la existencia de ciertas secuencias del genoma BB apareadas

con el genoma AA dentro de esos genotipos. Tomando en cuenta lo
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anteriormente expuesto, se podria pensar que en algun momento

M. acuminata y M. balbisiana compartieron un origen comun.

TABLA9

TABLA COMPARATIVA DEL NUMERO Y TAMANO DE LOS ALELOS
ORIGINALES DE LOS LOCI DE Musa balbisiana Y LOS ALELOS
ENCONTRADOS EN LAS 21 GENOTIPOS DE Musa spp.

N° alelos

Tamano de alelos

N° alelos

Rango de alelos

Locus originales | originales (pb) |encontrados | encontrados (pb) PIC

Mb1-5 6 343 7 348 — 435 87,50
Mb1-18 4 359 5 455 — 488 62,5
Mb1-50 2 281 4 298 — 313 50,0

Mb1-52 4 399 7 405 — 467 87,5
Mb1-69 7 386 6 406 — 437 75,0
Mb1-100 6 201 5 197 - 219 62,5
Mb1-134 7 398 5 411 - 438 62,5
Mb1-141 4 204 5 322 — 366 62,5
Mb1-146 4 398 6 230 - 257 75,0
Mb1-149 3 190 5 183 — 204 62,5
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TABLA COMPARATIVA DEL NUMERO Y TAMANO DE LOS ALELOS
ORIGINALES DE LOS LOCI DE Musa acuminata Y LOS ALELOS
ENCONTRADOS EN LAS 21 GENOTIPOS DE Musa spp.

Locus N‘_’ a!IeIos Ta:::lﬁoc;de N° alelos Rango de alelos PIC
originales originales (pb) | encontrados encontrados (pb)

MaOCENO1 5 244 8 200 -269 100,0
MaOCENO03 6 215 0 0 0,0
MaOCENO04 4 178 5 160 — 180 62,5
MaOCENO05 3 262 3 246 — 268 37,5
MaOCENO07 5 173 5 164 — 182 62,5
MaOCEN13 6 141 6 140 — 160 75,0
MaOCEN14 5 196 5 195 - 216 62,5
MaOCEN18 5 250 5 212 - 242 62,5
MaOCEN20 5 183 7 177 — 212 87,5
MaOCEN22 2 173 4 167 — 184 50,0
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Como se pudo apreciar en las Tablas 9 y 10, en la mayoria de los loci,
el numero de alelos encontrados es superior al numero de alelos
esperados. El locus MaOCENO1 fue el mas polimérfico, con 8 alelos
encontrados, el alelo mas frecuente en este locus fue el de 242 pb, el cual
presenté una frecuencia alélica del 42.9%. Cabe mencionar ademas, que
en este locus se encuentra el alelo con la menor frecuencia alélica dentro

de la poblacién.

El alelo de 193 pb del locus Mb1-149 fue el mas frecuentemente
encontrado en las genotipos de Musa spp., (independientemente del nivel
de resistencia que presentan hacia la infeccion de la Sigatoka negra). Es

posible que este alelo sea de gran influencia dentro de la poblacion.

Seria interesante realizar estudios dirigidos a investigar la influencia que
tienen este tipo de alelos conservados en la poblacién y determinar si
otras variedades como Williams o Gran Enano que se cultivan localmente

también poseen este alelo.
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El promedio de diversidad genética fue de He = 0.7195, el promedio de
heterocigosis observada fue bastante alto Ho = 0.7393 (Apéndice 1).
Estos resultados apoyan similares observaciones realizadas por Oreiro
(2006) con respecto a la naturaleza altamente hetericigota del género

Musa.

Los datos obtenidos en base al analisis con microsatélites indican que la
mayoria de genotipos de Musa tienen un exceso de heterocigosidad. Los
valores negativos de Fis (Inbreeding coefficient) en todos los loci
(Tabla 11) indican muy bajos niveles de endogamia dentro de la
poblacion. Lo cual tiene concordancia con lo esperado, debido al origen
diverso de los genotipos. Pappert (2000), Auge (2001) y Stilwell (2003)
han reportado que los clones de Musa (que son el resultado de
hibridaciones intra e inter especificas) poseen altos niveles de

heterocigosidad.

El indice de fijacién Fst es una medida de la diferenciacion genética, sus
valores pueden variar de 0.0 (no diferenciacion) a 1.0 (completamente
diferenciados) dentro y entre poblaciones. Wright (1978) sugiere que

valores comprendidos entre:
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» 0.0 a 0.05 pueden ser considerados como indicadores de una muy
pequefia diferenciacién genética.

» 0.05 a 0.15 indican una moderada diferenciacion genética.

» 0.15 a 0.25 indican una alta diferenciacion genética

» Valores sobre 0.25 indican una muy alta diferenciacion genética.

El valor promedio de Fst de los loci fue de 0,4089 (Tabla 11). En base a
los parametros arriba citados, podemos concluir que existe una muy alta

diferenciacion genética dentro de la poblacion.

Los resultados obtenidos en este estudio son similares a los obtenidos
por Ge (2005), quien utilizando marcadores microsatélites derivados de
M. balbisiana, determiné valores de Fgsr ubicados en el rango de 0.29 a

0.56 con un valor promedio de 0.43.



TABLA 11

ESTRUCTURA GENETICA DE LA POBLACION BASADO EN
EL ANALISIS DE VARIANZA JACKKNIFE DE LAS
FRECUENCIAS ALELICAS POR CADA LOCUS

Tamano de

Locus la muestra Fir Fst Fis
Mb1-5 42 20,1398 04116 20,9371
Mb1—18 42 20,1359 0,4135 20,9369
Mb1-50 42 20,1542 0,4087 20,9519
Mb1-52 42 20,1583 0,4022 20,9377
Mb1-69 42 20,1408 04112 20,9369
Mb1—100 42 20,1347 04143 20,9373
Mb1—134 42 20,1694 0,3969 20,9389
Mb1—141 42 20,1561 0,4034 20,9379
Mb1-146 42 20,1799 0,3915 20,9391
Mb1-149 42 20,1455 0,4091 20,9387
MaOCENO1 42 20,1564 0,4033 20,9379
MaOCENO04 42 20,1491 0,4076 20,9396
MaOCENO5 42 20,1512 04133 20,9621
MaOCENO7 42 20,1356 04148 20,9405
MaOCEN13 42 20,1494 0,4078 20,9415
MaOCEN14 42 20,1353 0,4149 20,9402
MaOCEN18 42 20,1435 0,4107 20,9404
MaOCEN20 42 20,1371 0,4139 20,9401
MaOCEN22 42 20133 04172 20,9440
Media 42 20,1473 0,4089 20,9408
Dés",'ac"’” 0,0524 0,0276 0,0255
standar

F\r: Overall Fixation Index
Fst: Fixation Index
Fis: Inbreeding Coefficient
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Para elaborar el dendograma, se agrupo a los genotipos de Musa spp.,
de acuerdo al nivel de resistencia que presentan hacia la infeccién de la
Sigatoka negra (Tabla 3). Como se puede apreciar en la Figura 4, los
genotipos susceptibles son genéticamente mas cercanos a los genotipos
tolerantes, y los genotipos resistentes son genéticamente mas lejanos

que los genotipos susceptibles y tolerantes.

FIGURA 5

DENDOGRAMA BASADO EN NEI'S (1978). DISTANCIA GENETICA DE
LOS GENOTIPOS DE Musa spp., SEGUN EL NIVEL DE
RESISTENCIA A LA SIGATOKA NEGRA

l.000 FL.ooo Lo,a0oa 25,000 0,000

Coeficiente de Similitud

usceptibles

Talerantes

—1I Fesistentes
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En base a los valores de la prueba Chi — cuadrado obtenidos en la
Tabla 12, podemos concluir que la diversidad genética y el nivel de
resistencia a la Sigatoka negra, son variables dependientes. Es decir que
una diversidad genética alta determina un mayor nivel de resistencia

hacia la infeccién de la Sigatoka negra.

TABLA 12

ANALISIS MULTILOCUS PARA POBLACIONES UNICAS SEGUN
SMOUSE’S 1977

Promedio | Grados .
o -
Poblacién ind"ilvigios de de Cug:;ll'ado a P
Correlacion | Libertad
1 21 0.3266 171 387.96 0.05 0.0000

a: Significancia
P: Probabilidad

Ho: La diversidad genética y el nivel de resistencia a la Sigatoka negra, son
variables independientes.
Ha: La diversidad genética y el nivel de resistencia a la Sigatoka negra, son

variables dependientes.

Para obtener una mejor apreciacién de la importancia que desempefia un
alto nivel de diversidad genética en Musa, seria interesante realizar un
estudio basado en el analisis del polimorfismo del ADNcp (cloroplastos).
Chiang y Huang (2001) han reportado una significativa diferenciacion

genética en los cloroplastos usando marcadores moleculares AFLPS.
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Este estudio podria corroborar si efectivamente la diversidad genética
estd relacionada con el nivel de resistencia a la infeccion de

Mycosphaerella fijiensis

Debido a las limitaciones que posee Musa para emprender programas de
mejoramiento genético (partenocarpia y esterilidad) (58). Seleccionar los
mejores parentales de las principales variedades de banano cultivadas en
el Ecuador (Gross Michel y Cavendish), en base al analisis del
polimorfismo, podria incrementar la diversidad genética y lograria

contribuir al mejoramiento genético de estos cultivos.



CAPITULO 5

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

1.

En la mayoria de los loci el numero de alelos encontrados fue
mayor al numero de alelos esperados, estas diferencias pueden
haberse originado debido a que los iniciadores anillaron en
regiones inespecificas del ADN molde. Sin embargo, es posible
que estas diferencias estén relacionadas con algun tipo de
mutacion presente en los loci de los genotipos de Musa spp.

analizados.
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2. Los marcadores microsatélites utilizados en este estudio
revelaron un total de 85 alelos en la poblacion. Estos resultados
demuestran la efectividad de los marcadores utilizados y su uso
potencial para posteriores estudios de diversidad y mapeo
genético en las distintas variedades de banano que conforman el

banco de germoplasma del CIBE.

3. Los valores de Fst demostraron que existe una muy alta
diferenciacién genética dentro de la poblacion. Esto confirma la

naturaleza altamente heterocigota de los genotipos de Musa spp.

4. Los genotipos susceptibles son genéticamente mas cercanos a
los genotipos tolerantes, y los genotipos resistentes son
genéticamente mas lejanos que los susceptibles y tolerantes.
Este resultado indica que el nivel de resistencia hacia la infeccién
de la Sigatoka negra de los genotipos de Musa spp. esta
relacionado con los valores de diferenciacion genética que

presentan.
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5.2. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda continuar este tipo de estudio en variedades
comerciales de banano como Gross Michel y Williams, y en
variedades no comerciales que se utilizan para consumo local,
con el objetivo de determinar si alguna de éstas presenta valores
de diversidad genética diferentes a los encontrados en este

estudio.

2. Se recomienda desarrollar marcadores microsatélites para la
identificacion molecular de clones de banano, para evitar la

presencia de duplicados en el banco de germoplasma del CIBE.

3. Se recomienda en futuros estudios secuenciar los fragmentos de
ADN de los alelos que se encontraron con mayor frecuencia en la
poblacién y determinar si existe algun tipo de mutacion a nivel de

nucleadtidos.



APENDICES



APENDICE 1

DISTRIBUCION DE LA SUPERFICIE DEL BANANO POR PROVINCIAS

PROVINCIAS SUPERFICIE UPAs
HAS
EL ORO 43.352 3.887
LOS RIiOS 50.419 1.104
GUAYAS 44646 2.125
ESMERALDAS 7.611 2.596
MANABI 5.778 2.977
CANAR 5.562 741
COTOPAXI 5.561 733
PICHINCHA 3.212 1.821
BOLIVAR 3.572 2.425
AZUAY 1.379 1.442
TOTAL 171.092 19.851

Fuente: SICA, Il Censo Nacional Agropecuario, 2001.
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APENDICE 2

EXTRACCION DE ADN GENOMICO DE HOJAS DE BANANO

Combinacién de los Protocolos de Extraccion de ADN de DellaPorta et al

y Aljanabi, et al. (21, 1). Modificados por Santos (67).

1. Tomar un gramo de hoja de invernadero o in Vitro.

2. Colocar la hoja en un mortero y triturarla con ayuda de nitrogeno
liquido hasta conseguir un polvo muy fino, transferir el polvo a un
tubo de 50 ml.

3. Anadir 4 ml de buffer de extraccién

100 mM Tris — HCI, PH 8

50 mM EDTA

500 mM B — Mercaptoetanol

2 % PVP (Polivinil Pyrrolidone)

4. Adadir SDS (Sodium Dudecyl Sulfate) a una concentracion final
de 2% e incubar por 10 minutos a 55 ° C.

5. Anadir 1 300 ul 5 M de Acetato de Potasio, mezclar el contenido
del tubo en un vortex, centrifugar durante 10 minutos a 12 000

RPM.



10.

11.

12.

13.

14.

15.
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. Recolectar la mayor cantidad posible de sobrenadante, evitando

recolectar el pellet.

. Adadir 3 ml de Cloruro de Sodio 6 M y vortex por 30 segundos a

la mayor velocidad.

. Centrifugar 10 minutos a 12 000 RPM vy recolectar el

sobrenadante.

. Adadir RNAasa (a una concentracién final de 200 ug/ml) al

sobrenadante e incubar a 37 °C por 15 minutos.

Centrifugar a 12 000 RPM por 10 minutos y transferir el
sobrenadante a un nuevo tubo resistente a cloroformo.

Anadir igual volumen de Cloroformo: Isoamilalcohol con una
pipeta de vidrio e invertir los tubos, centrifugar a 12 000 RPM por
5 minutos y transferir la fase acuosa superior a un nuevo tubo,
este paso puede ser repetido.

Anadir igual volumen de Isopropanol al sobrenadante, mezclar
bien e incubar las muestras a — 20 °C por 30 minutos (0 menos a
menor temperatura) el protocolo puede ser parado aqui y las
muestras pueden ser almacenadas en el congelador.

Centrifugar a 12 000 RPM por 20 m.

Lavar el pellet con etanol al 70 % y dejar secar brevemente.

Disolver el pellet en 0,4 — 1 ml de agua estéril.



APENDICE 3

PROTOCOLO DESCRITO POR SAMBROOK et al., (1989) PARA
ENSAMBLAR Y PREPARAR GELES DE POLIACRILAMIDA

MATERIALES

>

Vidrios de secuenciacion manual (frontal y posterior).

Espaciadores plasticos y peineta dentada

Cinta adhesiva para geles 3M 764

Ganchos sujetadores

Alcohol al 99 %

Solucion antiadherente de silicona para vidrios

Solucién 1:1 acido acético: glass bond

Bandeja plastica

Guantes de nitrilo

62
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DESARROLLO

» Lavar los vidrios y espaciadores con jabdn neutro para retirar la

suciedad y la grasa. Enjuagar con agua desionizada y secar al aire.

» Colocar los vidrios frontal y posterior sobre un mesén. Limpiar las
superficies de ambos vidrios con alcohol al 99 %. Colocar 1 ml de la
solucion antiadhesiva sobre el vidrio frontal y esparcir uniformemente.
Colocar sobre el vidrio posterior 600 ul de la solucion 1:1 acido acético:
glass bond, esparcir dejando un margen de 1 cm en cada borde, en el

cual iran los espaciadores.

» Ubicar los espaciadores en los bordes laterales del vidrio posterior.
Colocar el vidrio frontal sobre el vidrio posterior. Sellar cuidadosamente
todos los bordes (excepto el superior), con la cinta adhesiva para geles.
Sujetar los vidrios con los ganchos sujetadores para evitar que el gel se

derrame.

» Colocar suavemente con una pipeta de 10 ml la solucion de
poliacrilamida, evitando la formacion de burbujas. Introducir la peineta
dentro del gel para formar los pocillos. Dejar polimerizar el gel por una

hora.
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» Retirar cuidadosamente la peineta y la cinta adhesiva de los bordes de
los vidrios. Llenar con TBE 0.5X los pocillos formados por la peineta
para evitar que estos se unan entre si. Colocar los vidrios en el
secuenciador manual. Precorrer los geles a 200 voltios por 15 minutos.
Depositar las muestras en los pocillos. Correr el gel a un voltaje y

tiempo previamente determinados.
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APENDICE 4

FOTOGRAFIAS DE LOS GELES DE POLIACRILAMIDA

500 ph . P e L e L L LT L TR -4 3 500 pb
475 gb 475 pb
450 gb 450 pb
425 gb 425 pb
400 ph 4040 phb
375 pb 375 pb
350 50 pb
325 ph 315 ph
300 pb 300 ply
275 pb 275 ph
150 pb 50 ph
225 ph 115ph
200 pb 00 pls

M Marcador de 25 pb; 1 Niyarma Yik; 2 FHIA 03; 3 Pisang Berlin;
4 Yangambi Km5; 5 T6; 6 Gran enano; 7 IRFA 908; 8 GCTCV 119;
9 TMBx; 10 Calcutta 4; 11 FHIA 01; 12 FHIA 02; 13 TUU GIA; 14 FHIA 17;
15 FHIA 23;16 IRFA 905; 17 GCTCV 215; 18 SH-3640; 19 B7925; 20 CRBP-39;
21 FHIA 18. Las lineas amarillas indican la regién del gel que fue analizada con
el programa Gen Profiler 4.05.
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M Marcador de 25 pb; 1 Niyarma Yik; 2 FHIA 03; 3 Pisang Berlin; 4 Yangambi
Kmb5; 5 T6; 6 Gran enano; 7 IRFA 908; 8 GCTCV 119; 9 TMBx;10 Calcutta 4;
11 FHIA 01; 12 FHIA 02; 13 TUU GIA; 14 FHIA 17; 15 FHIA 23;16 IRFA 905;
17 GCTCV 215; 18 SH-3640; 19 B7925; 20 CRBP-39; 21 FHIA 18. Las lineas
amarillas indican la region del gel que fue analizada con el programa Gen Profiler
4.05.
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475 ph
450 ph
425 ph
400 ph
375 ph
350 ph

325 ph
300 ph
275 ph
250 ph

225 ph
200 ph

175 pb
150 ph

125 ph

100 ph

75 ph

50 ph

25 ph

M Marcador de 25 pb; 1 Niyarma Yik; 2 FHIA 03; 3 Pisang Berlin; 4 Yangambi Km5;
5 T6; 6 Gran enano; 7 IRFA 908; 8 GCTCV 119; 9 TMBx;10 Calcutta 4; 11 FHIA 01;
12 FHIA 02; 13 TUU GIA; 14 FHIA 17; 15 FHIA 23;16 IRFA 905; 17 GCTCV 215;
18 SH-3640; 19 B7925; 20 CRBP-39; 21 FHIA 18. Las lineas amarillas indican la
region del gel que fue analizada con el programa Gen Profiler 4.05.
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450 ph
425 ph
400 ph
375 ph
350 pb
325 ph

300 ph
275 ph
250 ph
225 ph
200 ph

175 ph

150 ph

125 ph

100 ph

75 ph

50 ph

25 ph

M Marcador de 25 pb; 1 Niyarma Yik; 2 FHIA 03; 3 Pisang Berlin; 4 Yangambi Km5;
5 T6; 6 Gran enano; 7 IRFA 908; 8 GCTCV 119; 9 TMBx;10 Calcutta 4; 11 FHIA 01;
12 FHIA 02; 13 TUU GIA; 14 FHIA 17; 15 FHIA 23;16 IRFA 905; 17 GCTCV 215;
18 SH-3640; 19 B7925; 20 CRBP-39; 21 FHIA 18. Las lineas amarillas indican la
region del gel que fue analizada con el programa Gen Profiler 4.05.
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325 gk
300 pb
275 gk

250 pb
225 gh

200 pb
175 pb

150 pb
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M Marcador de 25 pb; 1 Niyarma Yik; 2 FHIA 03; 3 Pisang Berlin; 4 Yangambi Km5;
5 T6; 6 Gran enano; 7 IRFA 908; 8 GCTCV 119; 9 TMBx;10 Calcutta 4; 11 FHIA 01;
12 FHIA 02; 13 TUU GIA; 14 FHIA 17; 15 FHIA 23;16 IRFA 905; 17 GCTCV 215;
18 SH-3640; 19 B7925; 20 CRBP-39; 21 FHIA 18. Las lineas amarillas indican la
region del gel que fue analizada con el programa Gen Profiler 4.05.
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M Marcador de 25 pb; 1 Niyarma Yik; 2 FHIA 03; 3 Pisang Berlin; 4 Yangambi Km5;
5 T6; 6 Gran enano; 7 IRFA 908; 8 GCTCV 119; 9 TMBx;10 Calcutta 4; 11 FHIA 01;
12 FHIA 02; 13 TUU GIA; 14 FHIA 17; 15 FHIA 23;16 IRFA 905; 17 GCTCV 215;
18 SH-3640; 19 B7925; 20 CRBP-39; 21 FHIA 18. Las lineas amarillas indican la region
del gel que fue analizada con el programa Gen Profiler 4.05.
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M Marcador de 25 pb; 1 Niyarma Yik; 2 FHIA 03; 3 Pisang Berlin; 4 Yangambi Km5;
5 T6; 6 Gran enano; 7 IRFA 908; 8 GCTCV 119; 9 TMBx;10 Calcutta 4; 11 FHIA 01;
12 FHIA 02; 13 TUU GIA; 14 FHIA 17; 15 FHIA 23;16 IRFA 905; 17 GCTCV 215;
18 SH-3640; 19 B7925; 20 CRBP-39; 21 FHIA 18. Las lineas amarillas indican la
region del gel que fue analizada con el programa Gen Profiler 4.05.
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75 ph

25 pb

M Marcador de 25 pb; 1 Niyarma Yik; 2 FHIA 03; 3 Pisang Berlin; 4 Yangambi Km$5;
5 T6; 6 Gran enano; 7 IRFA 908; 8 GCTCV 119; 9 TMBx;10 Calcutta 4; 11 FHIA 01;
12 FHIA 02; 13 TUU GIA; 14 FHIA 17; 15 FHIA 23;16 IRFA 905; 17 GCTCV 215;
18 SH-3640; 19 B7925; 20 CRBP-39; 21 FHIA 18. Las lineas amarillas indican la
region del gel que fue analizada con el programa Gen Profiler 4.05.
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75 ph

50 ph

25 pb

M Marcador de 25 pb; 1 Niyarma Yik; 2 FHIA 03; 3 Pisang Berlin; 4 Yangambi Km5;
5 T6; 6 Gran enano; 7 IRFA 908; 8 GCTCV 119; 9 TMBx;10 Calcutta 4; 11 FHIA 01;
12 FHIA 02; 13 TUU GIA; 14 FHIA 17; 15 FHIA 23;16 IRFA 905; 17 GCTCV 215;
18 SH-3640; 19 B7925; 20 CRBP-39; 21 FHIA 18. Las lineas amarillas indican la
region del gel que fue analizada con el programa Gen Profiler 4.05.
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200 pb
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25 pb 25 pb

M Marcador de 25 pb; 1 Niyarma Yik; 2 FHIA 03; 3 Pisang Berlin; 4 Yangambi Km$5;
5 T6; 6 Gran enano; 7 IRFA 908; 8 GCTCV 119; 9 TMBx;10 Calcutta 4; 11 FHIA 01;
12 FHIA 02; 13 TUU GIA; 14 FHIA 17; 15 FHIA 23;16 IRFA 905; 17 GCTCV 215;
18 SH-3640; 19 B7925; 20 CRBP-39; 21 FHIA 18. Las lineas amarillas indican la
region del gel que fue analizada con el programa Gen Profiler 4.05.



APENDICE 5
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TABLA QUE MUESTRA LA HOMOCIGOSIS Y HETEROCIGOSIS DE TODOS LOS

LOCI ANALIZADOS

B e o e Rl e o R Ry
(Hom.obs) (Ho) (Hom. esp)* (He)*
Mb1—5 42 0.0476 0.9524 0.2497 0.7503 0.7324 0.7324
Mb1—18 42 0.0000 1000 0.2485 0.7515 0.7336 0.7336
Mb1—50 42 0.3333 0.6667 0.2416 0.7584 0.7404 0.7404
Mb1—52 42 0.1905 0.8095 0.1742 0.8258 0.8061 0.8061
Mb1-69 42 0.0000 1000 0.1974 0.8026 0.7834 0.7834
Mb1—100 42 0.1429 0.8571 0.3182 0.6818 0.6655 0.6655
Mb1—134 42 0.5238 0.4762 0.2602 0.7398 0.7222 0.7222
Mb1—141 42 0.3810 0.6190 0.1905 0.8095 0.7902 0.7902
Mb1—146 42 0.6667 0.3333 0.2056 0.7944 0.7755 0.7755
Mb1—149 42 0.4286 0.5714 0.5226 0.4774 0.4660 0.4660
MaOCENO1 42 0.2857 0.7143 0.2369 0.7631 0.7449 0.7449
MaOCENO4 42 0.7619 0.2381 0.4611 0.5389 0.5261 0.5261
MaOCENO5 42 05714 0.4286 0.3043 0.6957 0.6791 0.6791
MaOCEN07 42 0.0952 0.9048 0.3682 0.6318 0.6168 0.6168
MaOCEN13 42 0.2381 0.7619 0.2613 0.7387 0.7211 0.7211
MaOCEN14 42 0.0476 0.9524 0.2369 0.7631 0.7449 0.7449
MaOCEN18 42 0.0952 0.9048 0.2590 0.7410 0.7234 0.7234
MaOCEN20 42 0.0000 1000 0.2416 0.7584 0.7404 0.7404
MaOCEN22 42 0.1429 0.8571 0.3508 0.6492 0.6338 0.6338
Media 42 0.2607 0.7393 0.2805 0.7195 0.7024 0.7024
Dg;‘gﬂg;ér” 0.2372 0.2372 0.0906 0.0906 0.0885 0.0885

* La homocigosis y la heterocigosis esperada fueron estimadas usando Levene (1949).

** Nei's (1973) heterocigosis esperada




FRECUENCIA ALELICA DE TODOS LOS LOCI ANALIZADOS

APENDICE 6
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Locus
Alelos [ Mb1 Mb1 Mb1 Mb1 Mb1 Mb1 Mb1 Mb1 Mb1 Mb1
5 18 50 52 69 100 134 141 146 149
A 31,0 48 33,3 19,1 2,9 48 48 14,3 2,4 4,8
B 38,1 33,3 26,2 28,6 19,1 47,6 26,2 14,3 16,7 71,4
c 48 11,9 26,2 7.1 2,4 31,0 7.1 31,0 48 11,9
D 2,4 33,3 4,8 2,1 9,5 48 42,9 19,1 7,1 4,8
E 2,4 16,7 4,8 26,2 7.1 9,5 2,4 9,5 7,1
F 9,5 14,3 14,3 26,2
G 11,9 48
H
Locus
Alelos [ 'MaOCEN | MaOCEN | MaOCEN | MaOCEN | MaOCEN | MaOCEN | MaOCEN | MaOCEN | MaOCEN
01 04 05 07 13 14 18 20 22
A 2,4 64,3 16,7 54,8 16,7 40,5 7.1 2,4 47,6
B 14,3 48 21,4 26,2 40,5 19,1 35,7 48 35,7
c 2,4 2,4 14,3 9,5 28,6 11,9 31,0 7.1 9,5
D 42,9 2,4 7.1 2,4 19,1 48 31,0 2,4
E 9,5 2,4 2,4 4,8 48 21,4 35,7
F 19,1 2,4 2,4
G 0,0 16,7
H 4,8




APENDICE 7

77

DATOS OBTENIDOS CON EL PROGRAMA GEN PROFILER 4.05 A PARTIR DE
MUESTRAS DE ADN DE 21 GENOTIPOS DE Musa spp. CORRIDAS EN GELES DE
POLIACRILAMIDA AL 6%.

MaOCEN | MaOCEN | MaOCEN | MaOCEN | MaOCEN | MaOCEN | MaOCEN | MaOCEN | MaOCEN | MaOCEN

01 03 04 05 07 13 14 18 20 22
1 200 0 170 268 175 154 201 242 212 177
1 257 0 170 246 169 150 195 225 201 172
2 257 0 170 258 175 152 205 232 190 177
2 242 0 160 246 169 150 201 212 184 167
3 248 0 170 268 175 150 212 225 190 177
3 242 0 170 258 169 145 205 212 184 172
4 248 0 0 268 175 145 205 225 190 177
4 242 0 0 258 169 145 201 212 184 172
5 248 0 170 0 175 152 216 221 190 177
5 237 0 167 0 169 145 201 212 184 172
6 269 0 170 268 182 150 212 225 195 177
6 257 0 170 258 175 145 201 212 184 172
7 248 0 170 258 171 152 216 242 190 177
7 242 0 170 246 164 150 201 225 180 167
8 248 0 174 268 175 150 205 225 190 0
8 237 0 170 246 163 145 201 212 180 0
9 242 0 170 0 175 160 216 221 184 177
9 237 0 170 0 169 140 201 212 180 172
10 0 0 0 0 175 0 0 221 190 177
10 0 0 0 0 175 0 0 212 184 167
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1" 242 0 170 246 175 154 205 221 190 177
1 237 0 170 246 169 152 201 212 184 172
12 248 0 0 0 175 150 216 221 190 177
12 233 0 0 0 169 145 195 212 184 172
13 257 0 170 0 175 150 216 225 201 177
13 248 0 170 0 169 145 205 221 190 172
14 248 0 0 0 175 154 216 221 190 177
14 242 0 0 0 169 145 201 212 184 177
15 264 0 170 0 175 150 201 225 184 177
15 264 0 170 0 175 150 195 212 177 172
16 248 0 170 0 175 154 205 225 190 177
16 242 0 167 0 171 145 201 221 180 172
17 248 0 170 0 175 154 212 221 190 177
17 237 0 170 0 169 150 201 221 184 167
18 248 0 0 268 182 150 212 232 195 184
18 242 0 0 246 175 145 201 225 180 177
19 248 0 180 268 175 154 216 225 190 172
19 237 0 180 246 164 145 201 212 177 172
20 248 0 170 0 182 150 205 242 195 177
20 242 0 170 0 175 145 201 225 184 172
21 257 0 170 268 175 160 212 225 190 177
21 237 0 170 246 169 154 201 225 184 172
Mb1 Mb1 Mb1 Mb1 Mb1 Mb1 Mb1 Mb1 Mb1 Mb1

5 18 50 52 69 100 134 141 146 149

1 411 488 304 410 422 205 438 341 0 200

1 381 459 304 405 414 197 417 322 0 193

2 411 480 309 467 437 203 422 347 234 193

2 381 459 298 410 422 197 422 322 234 193

3 411 480 309 415 429 203 422 355 204

3 381 459 304 405 406 197 417 347 193

4 411 485 309 467 437 203 431 322 193

4 381 455 304 423 414 197 417 322 193

5 348 480 304 410 429 197 422 341 241 193

5 348 459 298 410 406 197 422 322 241 193

6 435 485 304 444 427 203 438 355 257 193

6 398 459 298 423 414 197 431 347 234 188

7 411 485 309 415 429 219 417 234 204

7 369 459 298 405 414 203 411 230 193

8 411 480 313 444 429 203 417 234 193

8 381 459 304 423 414 197 411 230 188

9 350 480 298 415 429 203 422 355 247 193

9 348 455 298 405 406 197 411 335 237 188

10 411 480 309 423 414 203 422 0 234 193
10 381 455 298 410 406 197 417 0 234 188
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1" 381 480 309 415 422 203 422 355 247 193
1" 350 459 298 405 406 197 422 347 241 183
12 411 480 0 415 422 203 422 355 241 193
12 381 459 0 405 406 197 422 341 241 183
13 381 480 304 423 422 203 0 347 241 193
13 350 455 298 405 406 197 0 341 237 183
14 411 480 304 423 422 197 422 347 241 193
14 381 455 298 415 414 197 422 322 241 193
15 411 488 309 410 429 205 417 366 241 193
15 381 459 309 410 406 197 417 347 241 193
16 411 485 313 423 422 219 0 355 237 200
16 381 455 304 405 406 197 0 341 237 193
17 350 480 0 405 422 0 422 355 247 193
17 348 459 0 405 406 0 422 355 241 193
18 411 480 304 444 422 205 431 0 0 193
18 381 459 298 418 414 197 411 0 0 188
19 435 485 309 423 437 203 422 355 0 193
19 381 459 304 415 422 197 417 341 0 193
20 411 480 309 423 429 203 422 355 0 193
20 381 455 309 410 406 197 422 355 0 193
21 381 480 304 405 429 203 417 355 0 193
21 348 459 298 405 422 197 417 347 0 193
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