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Resumen

El objetivo del trabajo se enfatiz6 en estudiar los caracteres estomaticos, clorofila y relaciéon
filogenética en 17 cultivares de Musa spp. (AAB; ABB; AAA; AA), del Banco de germoplasma de la
Universidad Técnica Estatal de Quevedo. Los experimentos se ejecutaron en el Laboratorio de
Microbiologia y Biologia Molecular. Se emple6 dos métodos de evaluaciones morfométricos y
fisiologicos de hoja: a) De tejido foliar de 25 cm? se evalué la densidad estomatica abaxial y adaxial en
(e/mm?) y b) De discos foliares de 1,3 cm? se determin6é el contenido de clorofila Total. En
caracterizacion molecular por RAPD se emplearon cinco oligonucleétidos. Se determinaron
diferencias estadisticas significativas (p < 0,05) para las variables, con resultados de mayor densidad
estomatica abaxial en Barraganete de 233 e/mm? y su relacion directamente proporcional entre
densidad estomatica y longitud, donde a mayor densidad menor su longitud. El contenido de clorofila
de 4,61 mg/g en Guineo de seda. El arbol filogenético generé dos grandes Grupos a su accesion
gendémica. El Sub-grupo A reunié a nueve accesiones al genoma (AAB), Sub-grupo B con cinco
accesiones de (AAA), destacando el Sub-grupo C al contener al cultivar Orito del genotipo (AA) y Sub-
grupo D con las accesiones (AABy ABB).

Palabras clave: Musa spp.; densidad estomatica; abaxial; adaxial; clorofila; RAPD.

Abstract

The objective of the work was to study stomatal characters, chlorophyll and their phylogenetic
relationship in 17 cultivars of Musa spp. (AAB; ABB; AAA; AA), of the Germplasm Bank of la
Universidad Técnica Estatal de Quevedo. The experiments were carried out in the Laboratory of
Microbiology and Molecular Biology. Two methods of morphometric and physiological leaf evaluations
are used: a) From leaf tissue of 25 cm? the abaxial and adaxial stomatal density was evaluated in
(e/mm?) and b) From leaf disks of 1,3 cm?, was determined the total chlorophyll content. In molecular
characterization by RAPD, were used five oligonucleotides. Significant statistical differences were
determined (p < 0,05) for the variables, with results of higher abaxial stomatal density in Barraganete of
233 e/mm? and its directly proportional relationship between stomatal density and length, where the
greater the density, the shorter its length. The chlorophyll content of 4,61 mg/g in Guineo seda. The
phylogenetic tree generated two large groups at its genomic accession. Sub-group A brought together
nine accessions to the genome (AAB), Sub-group B with five accessions of (AAA), highlighting Sub-
group C containing the cultivar Orito of the genotype (AA) and Sub-group D with the accessions (AAB
and ABB).
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1. Introduccién

El cultivo de banano (Musa AAA) y platano
(Musa AAB) es de importancia mundial y
constituye la mayor actividad agricola de
paises tropicales (Jooste et al., 2016). Du-
rante el afo 2017 el Ecuador exporté 5, 333
toneladas (AEBE, 2018), del punto de vista
socioeconémico, el platano y banano gene-
ra fuentes de trabajo estables y transitorias
(AEBE, 2018). La mayoria de estos cultiva-
res tienen origen en dos especies silves-
tres: M. acuminata Colla y M. balbisiana
Colla, donde por poliploida e hibridacién se
generoé las variedades cultivables
(Simmonds y Shepherd, 1955). Las enfer-
medades fungicas que reducen la produc-
tividad entre un 30 a 50% de su fruta en
Musa spp., es la Sigatoka Negra (SN) cau-
sado por Mycosphaerella fijiensis
(Churchill, 2011), Fusarium oxysporum f.
sp. cubense. (Focd) (Ploetz, 2015).

El inicio de infeccion por M. fijiensis, se
sitia por encima de las aberturas estoma-
ticas con la germinacion de ascosporas
(Fingolo et al., 2012). La infeccion primaria
ocurre en el envés de la hoja y apice por
mayores densidades estomaticas, donde el
hongo tiene alta probabilidad de infiltracion
(Washington et al, 1998). Las mayores
densidades estomaticas en cultivares de
Musa spp., son abaxiales y clasificandolas
como anfiestomaticas (Putra et al, 2012).
Estos son variables entre cultivares de
Musa spp., donde le proporciona a la planta
un medio para ajustarse a cambios ambien-
tales (Nascimento et al, 2015). Teniendo
diferentes grados de resistencia a SN, re-
lacionados con la concentracion de clorofi-
la (Rodriguez y Cayon, 2008) y su capaci-
dad fotosintética (Asmar et al/, 2013). El
aumento de temperatura se vincula al cie-
rre estomatico con la disminucion del con-
tenido de clorofila ocasionando la reduc-
cion en productividad (Djanaguiraman et
al, 2018). Donde la variabilidad del
contenido de clorofila total responderia al
crecimiento vegetativo y su capacidad
fotosintética (Hasanah y Sembiring, 2018).
El empleo de marcadores morfolégicos son
limitantes para el estudio de evolucion y
taxonomia de Musa spp., por su diversidad
genética existente (Robinson y Galan,
2012). Cultivares con distintos comporta-
mientos agronémicos que son influencia-
dos por factores genéticos, variaciones
medios ambientales, temperatura y fertili-
zacion (Zuo et al., 2018). Los marcadores
moleculares de ADN son aplicados en ban-
cos de germoplasma de Musa spp, verifi-
cando altos niveles de similitud genética
entre cultivares (Ude et a/,, 2002). El geno-
tipado por marcadores moleculares de
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ADN proporciona una mayor resolucion
para el establecimiento de relaciones filo-
genéticas (Cizkova et al., 2015).

Los estudios a diversidad genética en Musa
sp., son aplicados al polimorfismo de longi-
tud de fragmentos de restriccion (RFLP),
que ha derivado al agrupamiento para ge-
nomas BB, ABB y AAB (Hapsari et al,
2015). Los marcadores moleculares de
variantes de PCR, como (RAPD) de las si-
glas en ingles ADN polimérfico amplificado
al azar, son utilizados en verificar la estaba-
lidad genética al proceso de multiplicacion
in vitro de Simmondsia chinensis (jojoba)
(Kumar et al., 2011). Ademas, los RAPD son
empleados en estudios de diversidad gené-
tica de Moringa oleifera (moringa), produ-
ciendo bandas polimérficas y reproduci-
bles (Saini et al., 2013). Nuevos estudios en
Musa acuminata estan enfocados en identi-
ficacion y caracterizacion de MicroRNAs
(miRNASs) un rol importante en la resisten-
cia a infecciones a patdégenos (Song et al.,
2018), donde los miRNA169 estan involu-
crados al desarrollo radicular (Sorin et al.,
2014), resistencia a enfermedades (Li et al,,
2017). El desarrollo de marcadores SCARs
(Sequence-Charaterized Amplified Re-
gions) estan desarrollados para identificar
cultivares de Musa AAA Cavendish
susceptible a F. oxysporum f. sp. cubense
(Foc4) (Wang et al., 2018).

La existencia de un conjunto de material
genético de cultivares de Musacea en
Ecuador, ha requerido la necesidad de
estudiar sus colecciones existentes y pre-
servarlos en bancos germoplasma ex situ.
El objetivo del trabajo se ejecut6 para ca-
racterizar el Banco de germoplasma ex situ
de Musa spp., de la Finca Experimental “La
Maria”, UTEQ, Quevedo-Ecuador, em-
pleando caracteres morfolégicos sobre
densidad estomatica, fisiolégicos al conte-
nido de clorofila y su caracterizacion mole-
cular por RAPD al estudio de su diversidad
genética.

2. Materiales y métodos

El trabajo se desarroll6 en en el Labora-
torio de Microbiologia y Biologia Molecular
de la UTEQ, localizado en el Campus
Universitario “Manuel Haz Alvarez” en el
km 1,5 via Quevedo - Santo Domingo. Sus
coordenadas geograficas son 01° 01” de
latitud Sury 79° 47” de longitud Occidental.

Material genético

Se analizaron 17 cultivares de Musa spp.,
del Banco de germoplasma enmarcado
dentro del Proyecto de Investigacion
"Improving productivity and resilience for
the rural poor throught enhanced use of
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crop varietal diversity in integrated
production and pest management (IPPM)".
Localizado en la Facultad de Ciencias
Pecuarias, de la UTEQ. Campus Finca
Experimental “La Maria”, km 7 via Quevedo-
El Empalme (Tabla1).

Tabla 1
Caracteristicas generales de 17 cultivares de Musaspp.

Cultivar
(nombre comun Subgrupo . el E
oma consumo

en Ecuador)

Guineo de Jardin “Cavendish” AAA Ps

Filipino “Cavendish” AAA Ps

Williams “Cavendish” AAA Ps

Guineo de Seda Gros Michel AAA Ps

Vinces “Cavendish” AAA Ps

Orito Sucrier AA Ps

Manzano Ao lze AAB Ps
French

- . Plantain tipo

Dominico gigante French AAB Coc

Dominico verde Ao lze AAB Coc
French

Dominico negro slsldze AAB Coc
French

Dominico hartén slsldze AAB Coc
French

Barraganete Plan|_’t'.a|n MES AAB Coc

orn

Limeio Alsllodle AAB Coc
lholena

Maqueiio verde szl de AAB Coc
French

Curare Sialn e AAB Coc
French

Cuatrofiloss Sialn e ABB Coc
French

o Plantain tipo
Maqueiio morado Maia Maoli AAB Coc

Ps= Postre; Coc= Coccion

Densidad estomatica

De los 17 cultivares de Musa spp., se deter-
min6é la densidad y longitud estomatica,
siguiendo la metodologia descrita por
Hernandez et al. (2006), muestreando teji-
do foliar de 25 cm2 en su estado de flora-
cion. El tejido vegetal se preservo en un
tampon FAA (Formol 75%, Etanol 10% y
Acido Acético glacial 15%). Se realizaron
cortes epidérmicos de la hoja despren-
diendo la cuticula abaxial y adaxial, con
hojillas de afeitar. Las muestras se ubica-
ron al centro de la camara Newbauer, adi-
cionando 5 pl de agua para evitar la deshi-
dratacion del tejido epidérmico y anadien-
do el cubre objeto, observados por un mi-
croscopio Optico Olympus (ocular 10X y
objetivo 40X). Se contabilizaron los esto-
mas por los 25 cuadros de 0,20 mm2 en
(e/mm2) empleando la camara Newbauer,
realizando un patréon de conteo de cinco
cuadrantes y registrado con fotografias
con el programa ISCapture Professional
Imaging.

Contenido de clorofila
La determinacion de clorofila se empleé el
método de extraccién con etanol descrito
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por Wintermans y De Mots (1965), se recu-
peré discos foliares de 1,3 cm2 de la zona
media de la tercera hoja emitida a la hoja
cigarro en la etapa de formacion de la be-
llota. Se macero el disco foliar en un norte-
ro con 4 ml del tampoén que contenia etanol
frio a 98% + MgCOs (0,5 g L-1). Se transfirio
a tubos falcon de 13 ml; enjuagando el mor-
tero con un mismo volumen de la solucién
para completar 8 ml y centrifugado a 3000
rpm por 5 min, el sobrenadante se examiné
por absorbancia de 649 y 665 nm en un
espectrofotometro “UNICO” modelo 1205.
A partir de esos datos se calcularon las
concentraciones de clorofila a (Cla), cloro-
fila b (Clb) y clorofila total (CIT), segun las
siguientes formulas: Cla = [(13,7 x A665) -
(5,76 x A649)] x V/IPD; Clb = [(25,8 x A649) -
(7,6 x A665)] x VIPD; CIT = [(6,10 x A665) +
(20,04 x A649)] x VIPD. Donde: V = volumen
final extracto etandlico (8,0 ml); PD = peso
seco disco foliar (g).

Extraccion de ADN
determinacion de los RAPD
La extraccion de ADN de los 17 cultivares
de Musa spp., se realizd siguiendo las
intrusiones del fabricante por el kit Quick-
Start Protocol (QIAGEN), partir de 1 gr de
tejido foliar se pulverizdé con N2 liquido. Se
verifico la calidad del ADN, con 2 ul de ADN
y 1 pl del tampén de carga de Blue Juice
(10X) (Invitrogen), en gel de agarosa al 1%y
tefidos en bromuro de etidio. Se emplearon
los oligonucleétidos decameros con mayor
polimorfismo en Musaceas reportados por
Nadal et al. (2009), considerando las cinco
combinaciones de mayor numero de
bandas polimoérficas (Tabla 2).

Tabla 2

Cebadores utilizados para el analisis de polimorfismo
RAPD alos 17 cultivares de Musa spp.

genomico y

Caodigo Secuencia

M 07 5’-CCGTGACTCA-3’
A01 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’

Los componentes para el mix de la PCR, se
realizdé un volumen de 20 pL: ADN genomi-
co 2 uL; 4 pL de buffer 5x Cl2 Mg; 1 pL de
DNTP; 0,2 puL de TAQ pol; 1 pL de los inicia-
dores (sentido y antisentido); 10,8 pL de
agua ultra-pura. Se emplearon los reactivos
de PROMEGA. El perfil térmico empleado
en PCR: 94 °C por 8 min; 40 ciclos a 94 °C
por 1 min; 37 °C por 2 min a 72 °C por 2 min;
extension final de 72 °C por 10 min. Los
productos de PCR amplificados se verifica-
ron por electroforesis en gel de agarosa al
2,5% y tehidos en bromuro de etidio, a 70 V
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por 150 min., y documentado por Techno-
logies Thermo Fisher Scientific. La infor-
macion binaria de (0 y 1), se reemplazé por
las letras (A y T) de los perfiles generados
por RAPD. La historia evolutiva se infiri6
empleando el método UPGMA, el arbol
filogenético se construyé empleando la
distancia evolutiva de Kimura 2-parametro
con el programa MEGA 6.06 (Tamura et al,,
2013). Los grupos de cada nodo se fortale-
cieron por un analisis de muestreo con
(Bootstrpping, 3000 repeticiones) para un
dendrograma estadisticamente robusto.

Analisis de datos

Se registré la densidad estomatica abaxial
y adaxial en los cultivares de Musaceas,
con 17 tratamientos los que contenian cua-
tro replicas experimentales y cada una con
cinco unidades experimentales. Al conteni-
do de clorofila se analiz6 con tres replicas y
cuatro unidades experimentales. Aplicando
un DCA los valores a cada condicion estan
representados con la desviacion estandar
promedio individual (*), los tratamientos
fueron sujetos al ana-lisis de varianza por
ANOVA, y separados por procedimiento de
comparacion multiple de Tukey SD, al nivel
de significancia de (P<0.05), empleando
Statgraphics.

3. Resultados y discusion

Densidad estomatica abaxial

Los estudios de morfologia estomatica de
los cultivares de Musa spp., del Banco de
Germoplasma, de clones: Orito; Williams;
Vinces; Barraganete; Curare; Limefo se
ilustran en la (Figura 1). Verificando dife-
rencias significativas entre los cultivares
en la densidad estomatica abaxial Figura 2,
en los cultivares a M. balbisiana se observo
la mayor densidad de (233 y 199 e/mm?2) en
los clones Barraganete y Cuatrofilos, caso
contrario considerando al Maquefio
morado y Manzano como los cultivares de
menor densidad estomatica con (128 y 139
e/mm?). Estos rangos en densidades esto-
maticas coincide con los cultivares de ac-
cesion a los genomas (AAB y ABB) de clo-
nes a platano Africa y Cachaco con (215 y
133 e/mm?2) (Hernandez et al., 2006). En los
cultivares a M. acuminata se observo la
mayor densidad de (185 y 174 e/mm?2) en
Orito y Guineo de seda. En todos los culti-
vares de Musa spp., se verificaron densi-
dades estomaticas superiores en la super-
ficie abaxial, mecanismo que ayudaria a
prevenir la pérdida de agua por estar me-
nos expuesto a radiacion solar (Martin y
Glover, 2007). Las menores densidades
estomaticas de (120 y 122 e/mm?) se refle-
jan en Guineo jardin y Vinces (Figura 2).

Figura 1. Densidad estomatica abaxial en cultivares de
Musa spp: A, Orito; B, Williams; C, Vinces; D,
Barraganete; E, Curare; F, Limeiio.

Esta disminucion en densidad estomatica
de estos clones posibilita una mejor adap-
tacion a estrés hidrico. La densidad esto-
matica abaxial es tan variable que son in-
fluenciados por el porcentaje y cambios de
exposicion de luz (azul con 269 y roja con
200 e/mm?2) en Lactuca sativa L (Wang et
al., 2016).
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Figura 2. Densidad estomatica abaxial y adaxial en Musa
spp. Los valores con letras similares no presentan
diferencias estadisticas significativas al nivel de (p <
0,05), por el procedimiento de comparacion maltiple de
Tukey. Las barras indican el DS individual para
tratamiento (%).

Densidad estomatica adaxial

En densidades estomaticas adaxiales se
determinaron diferencias significativas
entre los cultivares Figura 2, observando
en M. acuminata el mayor numero de esto-
mas de 58 e/mm2 en Williams. Consideran-
do con indices promedio entre (42 y 50
e/mm?) en los cultivares de Guineo jardin,
Filipino, Orito y Guineo de seda.

En M. balbisiana, las mayores densidades
estomaticas con (34, 41 y 43 e/mm?2), en
Dominico gigante, Cuatrofilos y Manzano.
Esta caracteristica se considera como un
parametro que regularia un grado de tole-
rancia a M. fijiensis. Donde clones de pla-
tano con resistencia a la enfermedad pre-
sentan menor densidad estomatica adaxial
en sus hojas (Hernandez et al/., 2006). Los
clones a M. balbisiana y sus densidades
estomaticas no superaron los 43 e/mmz2,
esto posibilita la capacidad de adaptacion
en condiciones de sequia, cuando las tasas
de evapotranspiracion son mas altas. Las
especies vegetales con disminuciones en
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densidades estomaticas incrementan su
resistencia, limitando el exceso de transpi-
racion (Lawson y Blatt, 2014). En los plata-
nos como: Barraganete, Limefio, Dominico
verde, negro y Harton resultaron con bajas
densidades estomaticas adaxiales que no
superan los 14 e/mmz2, parametro importan-
te en la ecofisiologia de las plantas para
mitigar el estrés hidrico, esta caracteristica
permite controlar la perdida de agua por
transpiracion y la ingesta de CO2 (Alvarez
etal.,2018).

Longitud estomatica abaxial y adaxial

Las caracteristicas morfométricas a longi-
tud estomatica abaxial, se encontro dife-
rencias significativas entre los cultivares a
M. acuminata para el clon Guineo de seda
mostré la mayor longitud estomatica de
30,86 ym. En M. balbisiana los platanos
como el Manzano y Limefho se observan
longitudes de 31,52 y 30,65 ym (Figura 3).
Los cultivares como: (Williams, Guineo de
jardin, Barraganete, Cuatrofilos, Maqueio
morado y verde) se observé la disminucion
entre (23,91 y 26,37 ym), este aspecto mor-
folégico del estoma le puede conferir una
ventaja de adaptabilidad en ambientes de
alta irradiacion, donde estomas de menor
tamaio pueden abrir y cerrar mas rapida-
mente, siendo mas eficientes en los proce-
sos de fotosintesis y respiracion
(Hetherington y Woodward, 2003).
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Figura 3. Longitud estomatica abaxial y adaxial en Musa
spp. Los valores con letras similares no presentan
diferencias estadisticas significativas al nivel de (p <
0,05), por el procedimiento de comparacion multiple de
Tukey. Las barras indican el DS individual para
tratamiento (%).

En longitud adaxial se observaron diferen-
cias significativas entre los cultivares,
donde M. balbisiana se verifica la mayor
longitud estomatica de 35,9 uym en el clon
Dominico gigante y los cultivares a M.
acuminata de 33,56 pm clon Vinces (Figura
3). Concordando con lo observado por
Sumardi y Wulandar (2010), en los
cultivares Ambon warangan y Kluthuk susu
al genoma (AAA y ABB) con longitudes de
(33,88 y 32,03 pm). Los reportes a
disminucioén longitudinal estomatica adaxial
de 24,56 pm, se observo en el clon Orito de
accesion de genoma (AA), caracter

morfolégico vinculado con el nivel de
ploidia. Sumardi y Wulandar (2010) obser-
van en los cultivares Penjalin (AA) y Kluthuk
warangan (BB) longitudes estomaticas
adaxiales de (27,41 y 26,48 pm). Esto
demuestra que existe una relacion directa-
mente proporcional entre la densidad esto-
matica y la longitud del estoma, postulando
que los cultivares de mayor densidad de
estomatica es menor su longitud.

Contenido de Clorofila Total

En todos los cultivares de Musa spp del
Banco de germoplasma se reportaron
niveles bajos en clorofila Total, por el dafo
causado al tejido foliar por incidencia de M.
fifiensis. El analisis al contenido de clorofila
se observé diferencias significativas entre
los cultivares donde el Guineo de seda
reporté el mayor contenido de 4,61 mg/g
(Figura 4). La reduccion de |la
concentracion de clorofila por M. fijiensis
coincide con el segundo estadio de la
enfermedad, donde la degradacion de las
células del meséfilo y daios al tejido foliar
ocasionan la disminuciéon en los procesos
de transpiracion y fotosintesis (Cayon,
2001). Otro parametro a considerar en la
disminucién al contenido de clorofila
especies vegetales es por efecto del
aumento de la temperatura cuando estos
encuentran entre 30/36 °C (Kumari et al,
2015), donde los cultivares de Musa sp., se
desarrollaron a 31 °C promedio.

El Banco de Germoplasma estaba dirigido a
estudiar los procesos de interaccion de los
distintos cultivares y su grado de tolerancia
a problemas fitopatologicos. Donde los
niveles de clorofila Total no superando los
3,34 mg/g en los cultivares de M. balbisiana
(Figura 4). Ademas, la existencia de una
poblacion 16000 nematodos por gramo de
raices a Meloidogyne spp., cabe resaltar
que la presencia de M. incognita en banano
ocasiona la disminucion del contenido de
clorofila Total a 7,2 mg/g y su eficiencia
fotosintética (Devrajan et al., 2003).

7.000 Clorofila Total
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Figura 4. Concentracion de clorofila Total en formacion
de bellota en Musa spp. Los valores con letras similares
no presentan diferencias estadisticas significativas al
nivel de (p < 0,05), por el procedimiento de comparacion
multiple de Tukey. Las barras indican el DS individual
para tratamiento ().
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Tabla 3

Oligonucleotidos decameros, bandas amplificadas, bandas polimérficas y porcentaje de polimorfismo entre los 17

cultivares de Musa spp.

Combinacion de e —_—. Bandas Bandas Polimorfismo
oligonucleoétidos amplificadas polimérficas (%)
M 07 5-CCGTGACTCA-3'
A01 5-CAGGCCCTTC-3’ U e —
OPA 04 5-AATCGGGCTG-3’
PLAT 5-GACAGACAGA-3’ e ) erf
M 07 5-CCGTGACTCA-3’
OPA 10 5-GTGATCGCAG-3’ e e i
OPC15 5-GACGGATCAG-3’
A01 5-CAGGCCCTTC-3’ U2 e SEhE
OPA 15 5-GACGGATCAG-3’
M 04 5-GGCGGTTGTC-3’ g e SEhE
TOTAL 72 67
Promedio 14,4 13,4 90,9
Analisis de polimorfismo por PCR-RAPD y M. acuminata M. balbisiana
su diversidad genética A M1 23 45 617 8 910111213 1415 16 17|

De cinco combinaciones de iniciadores se
generoé 72 bandas amplificadas y 63 bandas
polimérficas en los 17 cultivares de Musa
spp. El patréon generado por los marcado-
res RAPD mostré un rango de 14 productos
amplificados por la combinacién (OPA04 -
PLAT), 15 bandas amplificadas con (M07 -
A01), definiendo de 86,6 a 93,3% bandas
polimérficas entre las 17 accesiones de
bananos y platanos estudiados (Tabla 3).

La temperatura de alineamiento de los
oligonucleétidos decameros se ajust6é a 37
°C, esto coincide con temperaturas de
alineamiento de los oligonucleoétidos 35 °C a
45 °C en trabajos de aplicacion de RAPD
para estudios en Musa spp y sus relaciones
filogenéticas en accesiones gendmicas de
cultivares AA, AAB y BB (Phothipan et al,
2005).

El empleo de la combinacion (OPC 15 con
A01) ha derivado un perfil de bandeo unico
entre 700 y 1500 pb, para los cultivares de
M. acuminata. En el cultivar de platano
Curare pude ser distinguido de otros
cultivares por la ausencia de la banda de
300 pb (Figura 5A). La amplificacion por la
combinacion (OPA 15 con M 04) en todos
los cultivares a M. acuminata se verifico la
banda muy marcada de 400 pb. Y en los
cultivares a M. balbisiana como: (Dominico
verde, Barraganete, Limeiio y Cuatrofilos)
origind un producto de amplificacion
especifico de 300 pb (Figura 5B).

Las combinaciones de los oligonucleoétidos
(OPC 15 con A 1) y (OPA 15 con M 04) han
resultado ser exitosos para poder revelar e
identificar perfiles genéticos especificos
entre los cultivares de M. acuminata'y M.
balbisiana. Obteniendo 14 marcadores
polimérficos entre las 17 accesiones de
banano y platano. Esto coincide con Nadal
et al. (2009) donde la combinaciones de los
oligonucleétidos encontraron 10 bandas
polimérficas en cultivares de M. balbisiana
y M. acuminata.

ISR —

T — - — — — -
—

- — - —— s W e

" - —— - I R =T Ty
— =

Figura 5. Perfiles moleculares RAPD en Musa spp.
Fragmentos polimoérficos de la combinacion A: (OPC 15
y A 01); B: (OPA 15y M 04). Escalera de peso molecular
(M); 1 Guineo Jardin; 2 Filipino; 3 Williams; 4 Orito; 5
Guineo seda; 6 Vinces; 7 Manzano; 8 Dominico Gigante;
9 Dominico Verde; 10 Dominico Negro; 11 Dominico
Harton; 12 Barraganete; 13 Limeiio; 14 Maqueiio Verde;
15 Maqueiio Morado; 16 Curare; 17 Cuatrofilos. En gel
de agarosa al 2,5% los corchetes marcan un perfil
molecular y flechas las bandas polimérficas.

Los resultados de los perfiles genéticos
obtenidos por RAPD, genero el arbol filo-
genético en base al modelo Kimura 2-
Parametros donde su dendrograma se
fortalecié por un Bootstrap de 3000 repeti-
ciones. Esto procedio6 a la formacion de dos
Grupos principales y cuatro subgrupos
para las relaciones evolutivas de las acce-
siones al genoma de Musaceas (AAB; ABB;
AAA; AA). El Grupo |, reuni6 al Sub-grupo A
con nueve accesiones para el genoma
(AAB) a M. balbisiana, para los cultivares
(Dominico verde, Barraganete, Dominico
negro, Dominico harton y Dominico gigan-
te), de mayor homologia genética. Y con
otra segunda ramificacion con los cultiva-
res (Limefo, Maqueio verde, Curare, Ma-
queiio morado) (Figura 6). El Sub-grupo B
con cinco accesiones para el genoma
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(AAA) a M. acuminata de mayor relacion
filogenética para los cultivares (Guineo de
seda, Vinces, Williams, Guineo de jardin y
Filipino). La accesion al genoma (AAA)
corresponden a cultivares susceptibles a
M. fijiensis, demostrando la eficiencia de la
combinacion de oligonucleétidos decame-
ros en el agrupamiento filogenético del
Banco de germoplasma. Esto difiere a los
resultados obtenidos por Phothipan et al.
(2005), ellos no llegan a clarificar las dife-
rencias a su agrupamiento de Musaceas
entre los genomas ABB y AA.

80 — Dominico verde - AAB |
50 Barraganete - AAB
60 Dominico negro - AAB
83 Dominico harton - AAB

* L pominico gigante - AAB | A
12 Limeno - ARB
—'BF Emaqueno verde - AAB
Curare - AAB
Maquena morado - AAB |
I 32 Guineo de seda - AAA
Vinces - AAAA
50 Williams - AAA B
5 Guinea de jardin - AAA

a5 Filipino - AAA -

i Orito - AR ] C

AL e 7,
75 Cuatrofilo - ABB

025 0.20 015 0.10 005 0.00

Figura 6. Relacion filogenética de 17 cultivares de Musa
spp basados en patrones RAPD. Dendrograma
construido de perfiles genéticos de M. acuminatay M.
balbisina de las accesiones al genoma (AAB; ABB; AAA;
AA). La distancia evolutiva se dedujo empleando el
método UPGMA, el arbol filogenético se construy6
empleando Kimura 2-parametro. Los numeros
representan porcentajes de Bootstrap de (3000).

El Grupo Il reunié al Sub-grupo C, que se
destaca al mantener al cultivar Orito como
el tnico perfil genético para la accesion del
genoma (AA). El Sub-grupo D estan
relacionados filogenéticamente a cultivares
de platano como el Manzano y Cuatrofilo
para la accesion del genoma (AAB y ABB)
(Figura 6). Estos resultados demostraron
ser claros para la identificacion de
cultivares comerciales e hibridos de Musa,
en base a su informacion genética. La
seleccion de los cinco oligonucleétidos
decameros empleados en la técnica de
biologia molecular RAPD permitio afianzar
los resultados de agrupamiento en base a
sus perfiles genéticos, diferenciandose de
los estudios a caracteres morfolégicos,
donde el fenotipo varia en respuesta al fac-
tor medio ambiental donde se desarrolla.

4. Conclusiones

La mayor densidad estomatica abaxial se
verifica en M. balbisiana clon Barraganete y
la menor longitud estomatica adaxial el
cultivar Orito de genoma (AA) con 24,56
um., vinculado con el nivel de ploidia, este
aspecto le puede conferir una ventaja de

adaptabilidad en ambientes de alta
irradiacion. Al empleo de marcadores
RAPD es una herramienta util para
caracterizar la diversidad genética en M.
acuminatay M. balbisiana, coinciden con la
clasificacion morfologica existente. El
dendrograma mostré dos grupos, donde el
Sub-grupo A reunié el 52% al genoma
(AAB), el Sub-grupo B reune el 29% al
genoma (AAA). El cultivar Orito con
accesion de genoma (AA) se encuentra
agrupado alejada del resto de las
accesiones analizadas.
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