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. INTRODUCCION

El platano (Musa AAB) es un cultivo distribuido mundialmente en las regiones
tropicales y subtropicales. Es un componente importante para la dieta alimenticia en casi
todos los paises consumidores, por su alto contenido de vitaminas y minerales, como

alimento cocido o como fruta fresca (Morales et al., 2009).

Mas de cuatrocientos millones de personas que habitan en los trépicos y subtropicos
dependen del cultivo de las muséaceas. Ademas, significa un ingreso econémico relevante
para muchos paises productores al comercializarse tanto en los mercados locales como en

los mercados de exportacion (Canales et al., 2004).

En Africa Occidental y Central, el platano se siembra asociado con otros cultivos a
densidades muy bajas y con rendimientos entre 5 a 10 toneladas por hectarea (INIBAP,
2005). En Ecuador de igual forma, se siembra para dar sombra a los cultivos de café y
cacao, en pequefios huertos familiares para la subsistencia y el consumo interno (FAO,
2001), en tales condiciones su produccién es de 4 t. (MAG, 2002). No obstante, en los
altimos afos se ha intensificado el monocultivo con miras a la exportacion, especialmente

en la zona de EI Carmen-Manabi con rendimientos de 14 t. (Jumbo, 2010).

En Ecuador el area platanera esta distribuida principalmente en las provincias de
Manabi, Guayas, Los Rios y El Oro. Cubre cerca de 180.000 hectareas de las cuales
101.258 corresponden al platano como cultivo asociado (MAG, 2002). El rendimiento

promedio es de 1200 cajas de 23,5 kg. por hectarea.

En el pais, los cultivares de platano mas sembrados son “Dominico” y “Barraganete”
(Tazan, 2003). En las provincias de la costa donde se ha desarrollado el cultivo por
décadas, se ha encontrado que cada genotipo sea “Dominico” o “Barraganete”,
agronémicamente se parecen. Sin embargo, dentro de las plantaciones aun creciendo en
las mismas condiciones, algunos de ellos responden con altas producciones, observadas a

través de racimos de buen peso. No se conoce si este comportamiento es por efecto



ambiental o por la variabilidad genética que podria existir entre los individuos de estos

cultivares.

La caracterizacion agrondmica y morfolégica son de gran utilidad para seleccionar
ciertos especimenes por sus particularidades fisicas o de produccién, no obstante; estos
tipos de seleccion no descartan las dudas con respecto a la variabilidad; por lo tanto es
primordial la caracterizacion molecular para asistir a la seleccion de materiales con

caracteristicas de interés genético.

La caracterizacion molecular se realiza a través de marcadores de alta confiabilidad
tales como isoenzimas, RFPL’s, RAPD’s, microsatélites, AFLP’s, entre otros. Estos
marcadores han sido aplicados desde su descubrimiento a finales de los 70’s (Ferreira y
Grattapaglia, 1998; Claros, 2002 y Amorim et al., 2008) cuyos usos han sido
primordialmente para la identificacion de genotipos, evaluacion de germoplasma, mapeo

genético, analisis filogenéticos, etc.

En musaceas se han realizado diversos analisis genéticos aplicando técnicas tales
como RAPD’s por Onguso et al. (2003), Peteira et al. (2003) y Nadal et al. (2009); SSR
por la FHIA (2004) y AFLP’s por El-Khishin et al. (2009).

Cabe indicar que cada marcador molecular tiene ciertas ventajas y desventajas, no
obstante, se escogié RAPD's (Polimorfismo de ADN amplificado arbitrariamente) por su
costo relativamente bajo comparado con microsatélites y AFLP’s, por la sencillez de la
tecnologia aplicada, su expresion génica dominante, su universalidad y no requiere
conocimiento del genoma. Ademaés, es apropiada para la deteccion de variabilidad
genética en bancos de germoplasma (Peteira et al., 2003). De igual forma pueden
determinar altos niveles de polimorfismos y los oligonucleétidos estan disponibles
facilmente.

A través del uso de marcadores moleculares RAPD's, se hizo la caracterizacion
molecular de clones élite de platano “Dominico” y “Barraganete”. Se escogieron estos

subcultivares para ser caracterizados, asumiendo el hecho de que hay variabilidad genética



entre los materiales y aprovechando que existe un Banco de Germoplasma. ex situ. Esta
investigacion se realizd con el apoyo economico del Programa Nacional de Banano,
Platano y otras Musaceas en colaboracion con el Laboratorio de Biotecnologia de la
Estacion Experimental del Litoral Sur del INIAP.

Los objetivos fueron:

GENERAL
1. Generar informacion que contribuya a la identificacion de genotipos superiores de

platano cvs. “Dominico” y “Barraganete”.

ESPECIFICOS

1. Determinar molecularmente la variabilidad genética de 80 clones de platano
“Dominico” y 40 de “Barraganete” existentes en la coleccion de la EELS

utilizando de marcadores RAPD’s.

2. ldentificar grupos genéticamente distintos dentro de las poblaciones de platano de

los dos cvs. “Dominico” y “Barraganete”.



I1. REVISION DE LITERATURA

2.1. Taxonomia del platano

Segun Champion (1968) la clasificacion taxondmica es la siguiente:

Clase: Monocotiledéneas
Orden: Escitamineas
Familia: Musaceae

Subfamilia;  Musoideae

Género: Musa
Especies: Acuminata y Balbisiana
Seccion: Eumusa

Parra, Cayon y Polania (2009), refiriéndose a lo descrito por Simmonds (1966);
Benalcazar (1991) y Sierra (1993) confirman que la mayoria de cultivares de platano y
banano de la familia Musaceae tienen origen en dos especies silvestres: Musa acuminata
Colla y M. balbisiana Colla que por poliploidia e hibridacion generaron las variedades
cultivadas. Las composiciones ploidales y gendmicas de los diferentes clones representan

a M. acuminata y M. balbisiana, como A y B respectivamente.

Tanto el banano y como el platano tienen 11 cromosomas. El platano AAB al ser
un hibrido triploide tiene una ploidia 3n=33. Su genoma posiblemente tendra 500.000 a
600.000 pb (uno de los mas pequefios); segin lo premonizan algunos cientificos del
Consorcio Genomico Global Musa (BBC, 2001).

Los hibridos diploides y triploides de banano y platano son el producto de dos
procesos evolutivos acompariados de la domesticacion; por ello, sus frutos se muestran
partenocarpicos Yy estériles. Su multiplicacion se hace de manera vegetativa asegurando la

conservacion de fenotipos relativamente sin cambios (Gonzalez de Ledn, 1992).



La esterilidad en la mayoria de los platanos puede estar determinada por la
presencia de genes de esterilidad femenina y/o cambios numéricos o estructurales de los
cromosomas, asi como por su ploidia (Soto, 1985 citado por Roman, Alonso y Barrios
1997)

2.2.  Origen, distribucién y produccion mundial

El platano antes conocida como Musa paradisiaca, tiene su origen en el Sudeste
Asiatico y datan su existencia desde los 650 AC. Llegd a las Islas Canarias en el siglo XV
y de ahi fue extendido a algunas regiones de América Central y América del Sur (Ortega
etal., 2010).

Morales et al. (2009) basandose en el reporte de la FAO (2001) acotan que, los
cultivos de banano y platano se encuentran ampliamente distribuidos en las regiones
tropicales y subtropicales del mundo; ubicado en el cuarto renglon en la categoria de
productos alimenticios de gran demanda después del arroz, el trigo y la leche.

Se estima que la produccién de musaceas a nivel mundial es de aproximadamente
108 millones de toneladas métricas por afio, de las cuales el 60% corresponde a banano y
el 32% a platano, siendo los mayores productores India, Ecuador, Brasil y China y en
menor escala paises tropicales de América, Asia y Africa. (FHIA, 2004). Por otro lado,
Morales et al. (2009) sefialan que el platano ocupa un area de 5°457.065 Ha, con una

produccion aproximada de 35 millones de TM. por afio y un rendimiento de 6311.9 kg/Ha.

2.3 Clones seleccionados por sus caracteristicas de alta produccion

Los clones de “Dominico”, se extrajeron de las zonas de Playones, Roberto
Astudillo y Marcelino Mariduefa y los de “Barraganete” de la zona de El Carmen,
Manabi; forman parte del Banco de Germoplasma de la EELS de INIAP y fueron

escogidos por sus caracteristicas de alta produccién. A continuacion los pesos promedio de



racimos de plantas de produccién normal y los promedios de las plantas altamente

productivas tanto de “Barraganete” (Figura 1y 2) .

Asi mismo se observa la diferencia entre un racimo de peso normal y uno de peso superior

tomado en un mismo lote (Figura 3).

Barraganete

=
N

=
o

promedio 10,3 kg.

peso de racimo (kg.)

o N R Oy

Numero de racimo

Figura 1. Peso promedio de racimo en plantas de produccion normal de platano

“Barraganete”. *

Barraganete

promedio 17,5 kg.

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39
N° de racimos

Figura 2. Peso promedio de racimos de platano “Barraganete” altamente productivos
(Banco de Germoplasma)

! Datos proporcionados por el Programa Nacional de Banano, Platano y otras Muséaceas EELS-INIAP. 2011



Figura 3. Diferencia entre un racimo de peso normal (izquierda) y uno de una planta
altamente productiva (derecha) del cultivar “Barraganete.

El peso promedio de racimos de las plantas altamente productivas de
“Barraganete” es de 17,5 kg., superior al peso promedio de los racimos de las plantas de
produccion normal que tuvieron un promedio de 10,3 kg. Igualmente se comportaron las
plantas de produccion normal (Figura 4) del cv. “Dominico”, que alcanzan un promedio de
24,3 kg. comparadas con las plantas altamente productoras de “Dominico” que

promediaron 36,8 kg. (Figura 5).

Dominico

350
2 30,0
g 25,0

_ [ |
-g 20,0 I I
; 15,0 I I
'g 10,0 I I
g so I I
Q-O,O T T T 1T T 1T 1T 1T 1T 1T 1T 1T T T 1T 1T 1T 1T 1T T rT rT T 1t Tt T TrT T T T T T T T T T T T T 1T 1T 1T 1T 1T 1T 1T 1T 1T 1T T T T T T T 1T T 71T T T 7171

1 3 5 7 9 1113151719 21232527 29 313335373941 434547 49 51 535557 59 61
N° de racimos

Figura 4. Peso promedio de racimo en plantas de produccion normal de platano
“Dominico” provenientes de varias zonas productoras.



Dominico

50,0
45,0
40,0
35,0
30,0
25,0
20,0
15,0
10,0
5,0
0,0 LJNLENS I T L LI e e e ™

1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 31 34 37 40 43 46 49 52 55 58 61 64 67 70 73 76 79

N° de racimos

peso de racimo (kg.)

Figura 5. Pesos promedio de racimos de platano “Dominico” altamente productivos
(Banco de Germoplasma?)

En la Figura 6 se observa la diferencia entre un racimo normal y uno de peso superior.

Figura 6. Diferencia entre un racimo de peso normal (izquierda) y uno altamente
productivo (derecha) cv. ’Dominico”.

2.4. Mejoramiento y conservacion del germoplasma

Paredes (sf.) indica que un banco de germoplasma es una unidad dinamica donde

se conserva por tiempo indefinido la mayor diversidad genética posible, expresada por un

2 Datos proporcionados por el Programa Nacional de Banano, Platano y otras Musaceas EELS-INIAP. 2011



alto nimero de biotipos representativos de una especie. Los bancos de germoplasma
prestan servicio a los programas de mejoramiento, aportando materiales y datos tiles para
la produccion de cultivos superiores, resistentes a plagas y enfermedades entre otros. Estos
bancos deben reunir toda la variabilidad genética posible de cada especie que se considera

importante o con potencial.

Asi mismo Paredes (sf.) revela que la principal ventaja de la reproduccion
vegetativa es la conservacion de las caracteristicas de la planta progenitora. Las plantas
propagadas asexualmente constituyen un clon. Todos los clones son genéticamente
idénticas en herencia y conservan las caracteristicas de la planta progenitora original
siempre y cuando sean sembradas bajo las mismas condiciones ambientales; esto significa
que un material puede conservar sus caracteristicas, aun cuando tal clon sea totalmente
heterocigoto. De modo que si en tal clon, se presenta una mutacién o un cruzamiento

favorable, se puede seleccionar para posteriores pruebas.

Actualmente existen cerca de seis millones de muestras almacenadas en todo el
mundo en bancos de germoplasma ex situ (almacenamiento de semillas a bajas
temperatura y humedad). Los cereales tales como: el trigo (Triticum sativum L.), el arroz
(Oryza sativa L.) y el maiz (Sea mayz L.) estan bien representados. Muchos cultivos
tropicales no pueden ser almacenados como semillas y deben ser mantenidos como
colecciones vivas en bancos de germoplasma de campo o mediante el mantenimiento in

vitro (Roman, Alonso y Barrios 1997).

Whithers (1992) asegura que las especies de plantas de propagacion vegetativa,
con un ciclo bioldgico largo o con semillas recalcitrantes, se suelen mantener en bancos de
germoplasma de campo. Entre ellos la yuca (Manihot esculenta C.), la papa (Solanum

tuberosum L.) y principalmente los bananos y platanos.

En el mundo hay muchos paises que mantienen bancos de germoplasma de
bananos y platanos, entre ellos el Sureste Asiatico, Indonesia, Tailandia, Brasil, Filipinas,

Costa Rica, Africa Oriental y Central, entre otros. (Roman, Alonso y Barrios 1997)



La Red Internacional para el Mejoramiento de Banano y Platano (INIBAP) es
responsable por la coleccion mundial del germoplasma de Musa. Consta de 1500 especies
tanto silvestres como variedades cultivadas. Esta coleccidén se mantiene in vitro en Bélgica
(Panis, 2003).

2.5. Variabilidad genética

La variabilidad genética es una medida de la tendencia de los genotipos de una
poblacién a diferenciarse. Ya que los individuos de una misma especie no son idénticos
aunque se reconozcan como pertenecientes a la misma especie, existen muchas diferencias
en su forma, funcion y comportamiento. Cada caracteristica que se pueda nombrar de un

organismo tiene variaciones dentro de la especie (Mateu, 2004).

La evaluacion de los recursos genéticos de una poblacion puede ser estimada por
los niveles de variabilidad genética dentro de las poblaciones. Esta variabilidad puede ser
expresada de varias formas como lo son: (1) la heterocigosis promedio; (2) el nmero de

alelos por locus y (3) el porcentaje de loci polimoérficos (Baker, 2000).

Gran parte de la variacién en los individuos proviene de los genes; es decir
variabilidad genética. Esta variabilidad se origina por mutaciones, recombinaciones y
alteraciones en el cariotipo (numero, forma, tamafio y ordenaciéon interna de
cromosomas). Los procesos que dirigen o eliminan la variabilidad genética son la

seleccion natural y la deriva genética (Mateu, 2004).

Para Ertola, Yantorno y Mignone (sf.), en cada division celular hay una pequefia
probabilidad de que ocurra un cambio genético. Estos cambios (mutaciones) se deben
distinguir de las variaciones fenotipicas que dependen de las condiciones ambientales. En
las mutaciones espontaneas el elemento responsable de la mutacién no es conocido. La
frecuencia de mutaciones espontaneas varia entre 10°° a 10"° mutaciones por genoma y por

generacion.
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Roman, Alonso y Barrios (1997) sugieren que la obtencion de nuevas variedades
de un cultivo requieren de la utilizacion de la variabilidad genética como punto de partida.
Ademas, sefialan que son numerosos los métodos existentes para determinar el grado de
variabilidad entre las diferentes poblaciones, tales como: a). Los métodos basados en la
morfologia que permiten analizar los distintos rasgos observables (fenotipos) entre las
plantas y b). Los analisis citogenéticos y moleculares o genético-bioquimico que permiten

analizar las diferencias entre los cromosomas, las proteinas o el ADN de las plantas.

Garcia et al. (2002) indica que la mayoria de los cultivares de platanos y bananos
se originaron a partir de mutaciones espontaneas. Segin FAO/IAEA se han liberado dos

cultivares de banano, obtenidos por induccion de mutaciones.

La variabilidad genética de Musa spp. segun Peteira et al. (2003), ha sido estudiada
con la utilizacion de descriptores morfologicos y diferentes marcadores, tales como:
isoenzimas, RAPD, RFLP, VNTR y AFLP.

2.6. Caracterizacion del germoplasma

Jaramillo y Baena (2000) mencionan que, la caracterizacién consiste en describir
sistematicamente las accesiones a partir de caracteristicas cualitativas y estas se realizan
en una poblacion representativa mediante una lista de descriptores que brinden

informacidén comparable y compatible.

En primer orden, la caracterizacion e identificacion tradicional de variedades se
basaron en el empleo de caracteres morfoldgicos y/o agronomicos (Rallo et al., 2002). No
obstante, el uso de marcadores morfoldgicos en las plantas presenta muchas limitantes,

pues su expresion esta sujeta a factores ambientales o fenologicos (Azofeifa, 2006).

Por otro lado Jaramillo y Baena (2000) afirman que la caracterizacion también se

puede realizar mediante marcadores genéticos, que estudian directamente el genoma sin
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evaluar el efecto ambiente. Dentro de los marcadores citados estan: marcadores

bioquimicos (isoenzimas) y moleculares (microsatélites, RAPD’s, AFLP’s, etc.).

Demey (2003) manifiesta que las caracterizaciones generadas a través de
descriptores morfologicos y marcadores moleculares suelen ser independientes,
respondiendo en cada caso a reglas y presiones evolutivas diferentes. Ademas,
recomiendan que al incluir en estudios, descriptores morfoldgicos y marcadores
moleculares se puede obtener una mejor descripcion e interpretacion de la diversidad

genética de una poblacion.

2.6.1.  Marcadores morfologicos

Gallo et al.,, (2006) indican que los primeros marcadores génicos fueron
morfoldgicos y corresponden a los determinados por Mendel en sus historicos y notables
estudios con materiales segregantes de Pisum - sp. y Phaseolus sp., a partir de los cuales

formulé las leyes que incluso aun rigen en la genética.

Dadzie y Orchard (2003), resaltan que los caracteres morfoldgicos se distinguen a
lo largo del desarrollo del cultivo, especialmente en la madurez. Para su identificacion se
requiere de personal entrenado y la caracterizacion depende de la subjetividad del mismo.
La expresion de estos marcadores es dependiente de variaciones en las condiciones

ambientales. Por ejemplo: color de pseudotallo, presencia o ausencia de pubescencia, etc.

La caracterizacion morfoagrondmica se ha realizado tanto para platano como para
Banano en distintos lugares, entre ellos Colombia (Parra 2009). En Ecuador esta
caracterizacion se hizo para platano (Becerra, 1999).

2.6.2. Marcadores moleculares

Para Valadez y Kahl (2000) citados por Azofeifa (2006), un marcador se refiere a

cualquier isoenzima, molécula de proteina ARN o ADN de tamafio o peso molecular
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conocido que sirve para monitorear o calibrar la separacién de las mismas, utilizando
electroforesis o cromatografia. Un marcador genético puede ser cualquier gen cuya

expresion permite un efecto fenotipico que puede ser detectado facilmente.

Los primeros marcadores moleculares desarrollados a finales de los 70’s, se basan
en la identificacion de proteinas e izoenzimas por electroforesis en geles de almidén o
poliacrilamida. Con ellos se abridé el conocimiento de la estructura y heterogeneidad
genética entre diferentes especies, variedades y poblaciones de distinto origen geografico,
con la limitacion de no tener la capacidad de detectar suficiente polimorfismo entre
variedades o especies proximas debido a que las proteinas son el resultado de la expresién
génica, que puede ser distinta de un tejido a otro, de una etapa de desarrollo a otra, de un
medio ambiente a otro, y de una época del afio a otra. Los avances de la tecnologia del
ADN recombinante han permitido el desarrollo de los marcadores moleculares basados en
el ADN, consiguiendo estabilidad en la identificacion de especies y variedades (Claros,
2002).

2.6.2.1. Marcadores moleculares basados en la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR)

Segun Ferreira y Grattapaglia (1998), PCR es una técnica que comprende la
sintesis enzimatica de millones de copias de un segmento especifico de ADN en presencia
de la enzima ADN polimerasa y que se desarrolla en tres etapas: desnaturalizacién (con
temperaturas de 92 a 95° C), apareamiento (entre 35 y 65° C dependiendo del tamafio y
secuencia del iniciador) y elongacion o polimerizacion (entre 72 y 95° C).

Valadez Y Kahl (2000) indica que, las tecnologias que utilizan secuencias
aleatorias, semialeatorias o especificas de oligonucledtidos que inician la sintesis in vitro
de fragmentos de ADN de longitudes variables no mayores a 6kb, son aquellas basadas en
la reaccion de polimerizacion en cadena PCR (Polymerase Chain Reaction). Citando por
ejemplo: RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism), entre otras.
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El uso de marcadores moleculares como los RAPD y AFLP son maés frecuentes y

se utilizan mayormente para el andlisis de la variabilidad genética en diferentes cultivos.

Wendt e lzquierdo (2002), recomiendan que, como en el caso del arroz, en banano
y platano se deben aplicar los marcadores moleculares para facilitar la seleccion de

caracteristicas favorables para el cultivo.

Al caracterizar genéticamente al platano aplicando técnicas moleculares tales como
RAPD’s, en Kenya (Onguso et al. 2003) en México (Nadal et al. 2009); SSR en Honduras
(FHIA, 2004); la mayoria de las areas plataneras en el mundo tienen alto nivel de
identidad genético, y se cree que las mutaciones somaticas son las responsables de la
diversidad de morfotipos de platanos (Daniells, Karamura y Tomekpe 2001)

Wong et al., (2002) al igual que Dina et al., (2009) revelan que estudios
taxonémicos en Musa se han llevado a cabo usando varias técnicas como; caracteres
morfoldgicos, isoenzimas, citogenéticos, citogenéticos moleculares, espaciadores

intergénicos, RFPL’s, RAPD’s, ISSR’s y microsatélites

2.6.2.1.1. RAPD’s

El marcador molecular RAPD por sus siglas en inglés (Randomly amplified
polymorphic DNA), es una herramienta valiosa para identificar variaciones genéticas
porque es econdmico, rapido y simple. Permite la identificacion de los polimorfismos del
ADN vy puede ser usado para amplificar fragmentos particulares del ADN genomico
(Thawaro y Te-chato, 2008).

Thawaro y Te-Chato (2008) mencionan que los analisis RAPD's estan basados en
la presencia o ausencia de polimorfismos individuales o un grupo de ellos. Ferreira y
Grattapaglia (1998) afiaden que los loci de los marcadores RAPD’s estan distribuidos al
azar a lo largo del genoma y que al ser arbitrarios no requieren conocimiento previo de la

secuencia de ADN para la construccion de los oligonucleotidos.
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Segun Valadez y Kahl (2005) citados por Ceron (2010), los RAPD’s son
iniciadores de secuencias de 10 pares de bases (pb) arbitrarias o aleatorias, que tienen un
contenido de GC (guanina y citosina), mayor a 50%.; no tienen secuencias repetidas
inversas internas y se pegan a distintos sitios del genoma. Esa unidn es reconocida por la
enzima Taq ADN polimerasa que inicia el alargamiento del iniciador cuya secuencia de
bases es complementaria a la cadena molde. El producto de la amplificacion alcanza un
nimero de copias de 10° y puede ser visualizado con electroforesis después de tefiirse el
gel con bromuro de etidio.

Para Ferreira y Grattapaglia (1998), el ADN es el pardmetro mas critico para el
¢xito del ensayo RAPD’s; sin que sea este extremadamente puro, la concentracién que
recomiendan es de 2 a 20 ng. Por tanto y segin como anuncia Freire (2010), para la
extraccion es recomendable usar muestras frescas, tomadas de brotes u hojas jovenes y de
preferencia si las plantas fueron regadas el dia anterior, ya que de esa manera el ADN

tiene mayor disponibilidad y se obtiene un ADN de buena calidad.

Quirdz (2002), indica que la caracteristica de dominancia de los marcadores
RAPD’s al igual que la de los AFLP’s se debe a que por su bajo contenido de informacion
genética por locus solo detecta un alelo (fragmento que se amplifica). Sus datos son de

naturaleza binaria y se procesan como presencia ¢ ausencia.

Kumar et al. (2007), enuncian que los RAPD’s han sido usados como marcadores
en la caracterizacion de Malus spp L., Vitis vinifera L., Citrus limon B., Prunus species,
Manihot esculenta (Demey et al., 2003) Pyrus cummunis L. Oryza sativa L., entre otros.

2.7. Anélisis de los datos de la caracterizacion
Jaramillo y Baena (2000), acotan que el analisis de datos en cuanto a trabajos de
biologia molecular, se puede hacer mediante métodos simples o complejos que van desde

el uso de gréaficos hasta los analisis estadisticos mediante comparacion de medias,

multivariados, de conglomerados y de similitud.
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11l. MATERIALES Y METODOS

3.1.  Ubicacioén geografica

La presente investigacion se realiz6 durante el periodo Marzo 2010 — Agosto 2011,
en el Laboratorio de Biotecnologia de la Estacion Experimental del Litoral Sur “Dr.
Enrigue  Ampuero Pareja” del Instituto Nacional Autéonomo de Investigaciones
Agropecuarias (INIAP); ubicada en las coordenadas geograficas 2° 15° 15, latitud Sur y
79° 30’ 40”° de longitud occidental a 17 msnm., en el km. 26 al este de Guayaquil en la via

Duran — Tambo, parroquia Virgen de Fatima, cantdn Yaguachi, provincia del Guayas.

3.2. Materiales

3.2.1. Material experimental

Inicialmente se colectaron 40 muestras de “Dominico” y 40 de “Barraganete” de
los materiales élites localizados en la coleccion de la EELS, procedentes de varias zonas
plataneras del Ecuador. Sin embargo; considerando que el Banco de Germoplasma a la
fecha de inicio del trabajo contaba con un mayor nimero de individuos y con el fin de
ampliar la informacion, se plante6 la extraccion del ADN de 80 muestras de “Dominico” y

40 de “Barraganete”.

El cddigo, procedencia, fechas de colecta y siembra de los cultivares de
“Dominico” y “Barraganete” estudiados constan en el Anexo 1 y 2 y el croquis en el
Anexo 3.

3.2.2. Materiales de laboratorio, reactivos y equipos

Los materiales y reactivos que se utilizaron en esta investigacion se detallan en los

Anexo 4 y 5 respectivamente y los equipos en el Anexo 6.
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3.3. Factor en estudio

El factor en estudio es la variabilidad genética intraespecifica de los cultivares de

platano “Dominico” y “Barraganete” utilizando la técnica molecular RAPDs.

3.4. Tratamientos

80 accesiones de platano cv. Dominico y 40 del cv. Barraganete.

3.4.1. Coleccion de muestras

De las plantas existentes en el Banco de Germoplasma de la EELS, se muestred la
parte media de la hoja cigarro de 80 clones del cv. “Dominico” y 40 del cv.
“Barraganete”. Cada muestra se coloco en una funda pléstica identificandose el clon,
cddigo de campo y la fecha de recoleccion. Posteriormente se colocaron en una caja de
espumaflex que contenia hielo, creando de esa forma un ambiente fresco en el interior
hasta trasladarlas al laboratorio y asi evitar la oxidacion de las hojas y degradacion del
ADN.

3.4.2. Extraccion de ADN vegetal

Se probaron los protocolos propuestos por Viruel y Hormaza (2002), Zambrano
(2002), EMPRAPA (2010) que constan en el Anexo 7, A, B'Y C respectivamente.

Se seleccion6 el protocolo propuesto por EMBRAPA (2010) realizando ciertas

modificaciones que permitieron obtener un ADN de calidad y cantidades representativas.

Los cambios se hicieron como se detalla a continuacion: Se pesé 1g. de hoja y se
colocé en el mortero, macerando con 700 uL de buffer (2 ml. de CTAB 1%, 2,8 ml. NaCl
1,4M, 1 ml. Tris-HCI 100 mM. pH 8.0; 0,4 ml. EDTA 20 mM.,, 0,1 g. PVP uL B-
mercaptoetanol 0,1% y 3,7 ml. agua destilada). El producto de la maceracion se transfirio
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a microtubos de 2 ml. y se adicioné 500 ul de buffer. Se incub6 en bafio maria a 65°C
durante 60 min., agitando suavemente cada 15 min., se centrifugé a 12000 rpm por 10
min. y se transfirid la fase acuosa a otro tubo. Se adiciond igual volumen de CIA (24:1),
agitando por inversién durante 5 min. Se centrifugé a 12000 rpm por 15 minutos y se
transfirié la fase superior a otro tubo. Nuevamente se adiciond CIA en igual volumen y se
mezcld por inversion durante 5 min.; se centrifugd por 15 minutos a 12000 rpm. Se
transvaso a un tubo nuevo para la precipitacion de los acidos nucléicos adicionando 2/3
del volumen de isopropanol helado. Se dejo6 reposar 3h a 20°C. Se centrifugd por 10 min. a
12000rpm. vy se retird el isopropanol, después se realizaron dos lavados al pellet con 500
uL de etanol 70 %, centrifugando por 5 min. Se descarto el etanol y se secé en la estufa a

37°C por 30 min. Posteriormente se resuspendieron los ADN’s en 100ul de TE 1X pH 8.0.

3.4.3. Cuantificacién del ADN genémico

Para cuantificar el ADN se utilizé 2 métodos.

a) Comparacién visual de bandas con un marcador de talla y peso molecular
Low Mass Ladder Cat. 10068013 INVITROGEN.

Sobre una lamina de parafilm se coloco de 1uL de blue juice BJ (azul de carga) por
cada muestra, a esto se adicion6 4 ul de ADN y se mezcld utilizando una punta
independiente para cada una de las muestras. Se prepard un gel de agarosa al 0,8 % que se
colocd en la cAmara de electroforesis horizontal marca CBS Scientific CO Modelo SGU-
020T-02. En dicho gel se cargaron 2ul de la mezcla (blue juice-ADN) dejando siempre el
primer pozo para el marcador. Se migro el gel durante 45 min. a 100 V. en el buffer de
corrida TAE 1X (pH 8,0). Posteriormente se realiz6 el tefiido del gel en bromuro de etidio
(Brt) (15ppm). Los resultados se visualizaron en un transiluminador Benchtop UVP a
traves de luz ultravioleta y finalmente fueron fotodocumentados. En las imagenes
obtenidas comparando las bandas generadas por cada muestra con la del marcador, se
estimé la cantidad aproximada de ADN existente y la calidad del mismo. (Anexo 8)

b). Fluorimetria mediante Qubit (Cat.N° Q32851). Las cantidades constan en el Anexo 9.
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3.4.4. PCR

3.4.4.1. Oligonucledtidos

Se utilizaron los oligonucledtidos RAPD’s basandose en aquellos que presentaron
mayor polimorfismo en estudios realizados para musaceas, por los investigadores Onguso
et al., (2003) Nadal, (2009) y Venkatachalam, Sreedhar y Bhagyalakshmi (2008). Se
consideraron los 5 mejores oligonucledtidos de cada publicaciéon. Sus secuencias estan

descritas en el Anexo 10.

3.4.4.2. Seleccion de oligonucleotidos

Se realiz6 la seleccion de los 15 iniciadores con 5 individuos al azar de cada
cultivar, utilizando el kit de Taq polimerasa Cat. No. 11615-036. Ademas se probaron 3
concentraciones de ADN (2, 5y 10 ng) y 2 de los iniciadores (1 y 3 ul) diluidos a una

concentracion de 10 pM.

Los componentes del mix para la PCR en un volumen total de 25uL fueron 2,5 uL
de buffer 10x; 1,2 uL Cl,Mg 50 mM., 0,5 dNTP 10mM. y 16,5 uL de agua ultrapura.

Las condiciones de amplificacion de la PCR fueron aquellas establecidas por
Onguso et al. (2003) con modificaciones en tienpo y teperatura de las etapas de

denaturacion y de alineamiento como se presenta a continuacion en el Cuadro 1:

Cuadro 1. Condiciones de amplificacién de la PCR. Onguso et al. (2003).

Etapa Tiempo Temperatura Ciclos
Predenaturacién 4 minutos 94°C 1
Denaturacion 1 minuto 94°C 40
Alineamiento de iniciadores 1 minuto 35°C 1
Polimerizacion 1minuto 72°C 1
Extension final 8 minutos 72°C 1
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3.4.4.3. Coctel de amplificacion o mix

Posteriormente se planted un cambio de reactivos para disminuir los costos y se
repitid desde la seleccién con todos los oligonucledtidos pero tomando el ADN de 6
individuos (3 de “Dominico” y 3 de “Barraganete”). Los reactivos para la nueva seleccion
y durante el desarrollo del trabajo de genotipaje se hicieron con buffer 5x (EMBRAPA,
2000) y con Taqg polimerasa proporcionada por el Laboratorio de Biotecnologia de la
Estacion Experimental Santa Catalina, 2010. (Anexo 11).

Cuadro 2. Reactivos para preparacion de mix PCR. (Morillo y Mifio, 2010).

Reactivo Cantidad en uL
AUP 2,3
Buffer 5x 2,2
iniciador 0,5
dNTP's 0,4
Taq 0,2
Total por Rx 5,6

La disposicion del mix se hizo en la cdmara de flujo laminar para asegurar la

esterilidad del ambiente manteniendo los reactivos en hielo.
3.4.4.4. Amplificacién de ADN polimdrfico
Se hizo alicuota de cada ADN a 5 y 10 ng de concentracion. Preparado el mix, se
afiadieron los ADN’s en las placas PCR de 96 tubos, se distribuy6 5,6 uL de mix en cada
tubo y se adiciono aceite mineral dos veces la cantidad de producto dispensado.

3.4.4.5. Programacion del termociclador para la PCR

Las placas se colocaron en el termociclador con las siguientes condiciones de

amplificacion. Morillo y Mifio (2010).
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Cuadro 3. Condiciones de amplificacion de la PCR. Morillo y Mifio (2010).

Etapa Tiempo Temperatura Ciclos
Predenaturacion 5 minutos 94°C 1
Denaturacion 30 segundos 94°C 40
Alineamiento de iniciadores 1 minuto 42°C 1
Polimerizacion 2minuto 72°C 1
Extension final 7 minutos 72°C 1
Conservacion 5 minutos 10°C 1

3.4.4.6. Visualizacion de amplicones y documentacion

Se realizaron las corridas electroforéticas colocando los amplicones y el marcador
100 bp. (Cat. N°15628-019, INVITROGEN), en gel de agarosa al 1.5 % en camara de
electroforesis horizontal a 100 V por 90 min. Luego se hizo la tincion del gel en bromuro
de etidio a 15ppm de durante 30 min. con agitacion constante y en completa oscuridad.

Luego, se coloco el gel en el transiluminador y alli se documentaron los resultados.

3.5.  Andlisis estadistico

De los 15 oligonucledtidos se seleccionaron 5 para caracterizar cada subcultivar
de platano (OPA 03, AA10 AA14, OPC 02 y OPC 04 para “Dominico” y OPA03, OPA
04, OPA 11, AA10 y AA14 para “Barraganete”). Con todos los resultados gréaficos de los
geles se hizo la lectura y se realizaron las matrices de presencia - ausencia (1-0) de bandas

polimorficas por peso molecular y en orden descendente.

Se calcularon:
a). Las distancias genéticas entre dos muestras partiendo de la matriz binaria, mediante el
coeficiente de asociacion de Jaccard, con la siguiente formula:

a
Sj:

atbh+c

Sj = coeficiente de similitud de Jaccard

a = nimero de muestras en donde ambas especies estan presentes
b = nimero de muestras en donde B aparece pero A ausente

¢ = numero de muestras en donde A aparece pero B esté ausente
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b). A partir de la matriz de distancias se hizo la construccion de arboles genéticos.
Se probaron los métodos de agrupamiento UPGMA (Unweighted Pair-group Method
Using Arithmetic Average) (Nei y Kumar, 2000) en la distancia de Nei (1978) donde p es

la frecuencia de la banda en los ecotipos y n el nimero de individuos analizados:

n n
h =—|1- 2
k n—l( ;plj

Los arboles fueron visualizados en TREEVIEW 1.6.6 (Page, 2000); Ademas, se
evalud la robustez de los dendrogramas a través del remuestreo y generacion de 100
matrices de distancias genéticas desarrolladas a partir de matrices de distancias
reconstruidas y reducidas como se realizo el analisis de conglomerados original (Nei y Li,
1979; Skroch and Nienhuis, 1995), de modo que se estimaron los limites de confianza de
cada comparacién apareada (Felsenstein, 1985). El analisis de robustez se realizé con el
programa FigTree (Hampl et al., 2001).

Se hizo un andlisis de coancestrias que permitié un arreglo de la informacion
genética con 300000 permutaciones para obtener resultados consenso. Se utiliz el
programa STRUCTURE 2.3.1 (Pritchard and Wen, 2000), el cual utiliza algoritmos de
agrupamiento Bayesianos con los métodos en cadena de Montecarlo MCMC (Monte Carlo
Markov Chain) y la asignacion de genotipos a un numero predeterminado de poblaciones
(K) de un nimero de muestras (X) en base al equilibrio de Hardy-Weinberg y equilibrio de

ligamiento.

Este método asume un modelo de K poblaciones, cada una caracterizada por un set
de frecuencias de alelos para cada locus. Los individuos en la muestra son asignados
probabilisticamente a poblaciones, o asignados a dos 0 mas poblaciones si sus genotipos
indican que tienen genotipos similares. La magnitud y direccion del flujo genético estan
basados en la proporcidn de ancestros estimados de cada individuo (g) y cada poblacion
(Q) (Martinez et al, 2007).
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IV.RESULTADOS
4.1. Evaluacion de protocolos de extraccion, cuantificacion y validacién de ADN.

El protocolo propuesto por EMBRAPA (2010) resultdé mejor en cuanto a calidad y
cantidad de ADN obteniéndose promedios de 144 y 99 ng/ulL para “Dominico” y
“Barraganete”, respectivamente (Figura 7 y 8). Los valores de la cuantificacion y test de

integridad constan en el Anexo 8y 9, respectivamente.
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Figura 7. Rendimientos de ADN de las 80 accesiones de platano “Dominico” cuantificado

por fluorimetria.
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Figura 8. Rendimientos de ADN de las 40 accesiones de platano ‘“Barraganete”
cuantificado por fluorimetria
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Debido a las altas concentraciones de ADN obtenidas, las muestras se diluyeron a

10ng. para el andlisis RAPD.

4.2. Seleccion de oligonucledtidos y analisis RAPD

De 1os 15 iniciadores (Anexos 12, 13 y 14), para cada subcultivar se escogieron 5
oligonucledtidos los cuales generaron 32 bandas para “Barraganete” (Cuadro 4) y 37 para
“Dominico” (Cuadro 5). El porcentaje de marcadores polimorficos fue de 62 % para
“Dominico” siendo el mas polimorfico el AA 14 y 67 % de polimorfismo en

“Barraganete” y con mayor numero de bandas polimorficas el OPA 04.

Cuadro 4. Determinacion del porcentaje de polimorfismo de iniciadores seleccionados
para el andlisis de Barraganete.

Iniciador Productos Amplificados N°de Polimorfismo
RAPD bandas
Monomorficos Polimorficos (%)
OPA 03 2 5 7 71,43
OPA 04 4 7 11 63,64
OPA 11 2 5 7 71,43
AA10 2 2 4 50,00
AAl4 3 4 7 57,14
TOTAL 62 %

Cuadro 5. Determinacién del porcentaje de polimorfismo de iniciadores seleccionados
para el analisis de Dominico

Iniciador Productos Amplificados N°de Polimorfismo
RAPD bandas
Monomorficos Polimérficos (%)
OPA 03 3 5 8 62,50
AA 10 2 3 5 60,00
AA 14 3 8 11 72,73
OPC 04 2 5 7 71,43
OPC 02 2 4 6 66,67
TOTAL 67%
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4.3. Genotipaje

Los registros de bandeo producto de la amplificacién realizada con los 5

iniciadores para “Dominico” como para “Barraganete” constan en los Anexos 15y 16.

4.4. Diversidad genética

Se realiz6 el andlisis de la diversidad genética basandose en la matriz de datos
binarios generada a partir de la lectura de los geles de manera general y clasificando los
datos por poblaciones (procedencia). Los indices generales de diversidad son de 0,54 en
“Dominico” y 0,63 en “Barraganete”. Los resultados del analisis general y por poblacion

constan en los Cuadros 5 y 6 para “Dominico” y “Barraganete” respectivamente.

Cuadro 5. indices de diversidad genética de platano cv. “Dominico” por sitio.

PRIMERS PLAYONES R. ASTUDILLO M. MARIDUENA
OPA 03 0,56 0,67 054 0,65 0,65 0,80
AA 10 0,67 045 0,61 0,42 0,40 0,36
AA 14 0,65 0,61 0,20 0,56 0,11 0,78
OPC 04 0,58 0,79 0,58 0,65 0,53 0,74
OPC 02 0,52 0,20 0,51 0,29 0,64 0,46
INDICE DIVERSIDAD
PORSITIO 0,60 0,54 0,49 0,52 0,47 0,63
PROM. DIVERSIDAD
POR ZONA 0,54 0,49 0,63
INDICE DE
DIVERSIDAD
GENETICA TOTAL 0,54

Cuadro 6. Indices de diversidad genética de platano cv. “Barraganete” por iniciador .

OPA 03 OPA 04 OPA 11 AA10 AAl4 Diversidad genética
total

0,59 0,74 0,58 0,62 0,64 0,63

4.5. Analisis de clusters

El analisis en “Barraganete” con los iniciadores OPA 03, OPA 04, OPA 11, AA10
y AA 14 produjeron un valor de Hr de 0,63. El dendrograma generado a partir de la matriz
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de diversidad genética para “Barraganete” permitié diferenciar 5 grupos. La distancia
determinada por el coeficiente de Nei y Li (1979) y el andlisis de agrupamiento fue dada
por ligamiento simple y similitud méaxima. A pesar de mostrarse dos grupos, se puede
mencionar que debido a la distancia genética que muestra el anélisis, todas las accesiones
estdn emparentadas. Las accesiones 8 y 29 constan como duplicados. Las distancias se

midende O a 1.
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Figura 9. Dendrograma de accesiones de platano “Barraganete” en base a datos RAPD y

aplicandose el método UPGMA 'y el coeficiente de asociacion de Jaccard.
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Para las accesiones de “Dominico” se trabajé con los cebadores OPA 04, AA10,
AA14, OPC 02 y OPC 04 que dieron como resultado un H; de a 0,53. Asi como en el
dendrograma anterior, para la generacion del dendrograma se utiliz6 el método de pares no
ponderados con medias aritméticas (UPGMA), con la distancia de Nei and Li (1979).

En la Figura 10 se observa 5 grupos de individuos. Adicionalmente al generar una
nueva matriz con los datos de “Dominico” para analizarlos mediante el método UPGMA
con el coeficiente de Nei standard para determinar la relacion pero por poblaciones se
pudo diferenciar en el dendrograma, que se formaron 3 grupos de procedencias

geograficamente cercanas. (Figura 11).
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Figura 10. Dendrograma de accesiones de platano “Dominico” en base a datos RAPD

(UPGMA y coeficiente de Nei y Li)
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Figura 11. Dendrograma platano “Dominico” por localidades analizados con el método
UPGMA vy el coeficiente de Nei standard.

Para K = 2 el analisis de conglomerados con enfoque Bayesiano se observa en
ambos cultivares que las poblaciones no se dividen sino que muestran relativa
homogeneidad en las grupos intraespecificos. (Figura 12). En esta investigacion se

considerd un valor de K=2 para la asignacion genética de dos grupos coancestros
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Figura 12. Resultado del analisis de coancestrias con enfoque Bayesiano para las muestras
de “Dominico” (A) y “Barraganete” (B)

El andlisis de robustez de los dendrogramas gener6 100 matrices en base a la
matriz original. El limite de confianza de los apareamientos grupales fue de r=0,78 en

“Barraganete” (Figura 13) y r=0,73 “Dominico” (Figura 14).
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Dispersion de las matrices generadas por reconstruccion y reduccion para determinar el
limite de confianza en “Barraganete”.
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Figura 14. Dispersion de las matrices generadas por reconstruccion y reduccién para determinar el
limite de confianza en “Dominico”.
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V. DISCUSION

5.1. Evaluacion de protocolos de extraccion, cuantificacion y validacion de ADN.

Desde el desarrollo de la Biologia Molecular se ha llevado a cabo la
caracterizacion de un sinnimero de especies con tecnologias basadas en la PCR (Becerra y
Paredes, 2000). Por tanto el punto de partida es tener en cuenta los requerimientos de esta
técnica para una buena reaccion PCR. Ferreira y Grattapaglia, 1998 mencionan que, uno
de los aspectos mas importantes es un ADN éptimo. De acuerdo a Gooding, Bird y
Rombinson (2000) el ADN de platano puede contener altas concentraciones de

polisacaridos, polifenoles y taninos que degradan al ADN.

En el caso de esta investigacion y por las razones antes descritas durante la
extraccion se presentaron ciertas dificultades, sin embargo con las modificaciones
realizadas al protocolo de EMBRAPA en las cantidades de p mercaptoetanol y PVP como
recomienda Moreno et al. (2004), se obtuvo ADN de calidad y cantidad apropiada. Los
rendimientos luego de la extraccion fueron muy altos, siendo de 144 y 99 ng/uL para
“Dominico” y “Barraganete” respectivamente; cantidades que fueron significantes para

llevar a cabo este estudio.

Seleccion de oligonucledtidos y analisis RAPD

El ADN del 97% de las muestras de “Dominico” y del 73 % de “Barraganete”
fueron diluidos a 5 ng., para optimizar el proceso de amplificacion por PCR; ya que un
factor clave en el analisis RAPD es la concentracion del ADN (Ferreira y Grattapaglia,
1998). Las concentraciones altas dificultan la lectura de las bandas en el gel, mientras que,
las bajas ocasionan la pérdida de bandas importantes que serian visibles con

concentraciones adecuadas.

Para este trabajo se escogio la técnica RAPD debido a que es recomendada en el

estudio de especies donde no se conoce su secuencia genémica (Ferreira y Grattapaglia,
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1998) por ser una metodologia rapida, sencilla, y de costos reducidos, ademas, ya ha sido
utilizada para caracterizar molecularmente otras musaceas por Onguso et al. (2003),
Venkachatalam, , Sreedhar y Bhagyalakshmi (2008). Asi mismo, en ella no hay
intervencion del ambiente, por tanto, se elimina la confusion asociada con la identidad

entre cultivares que comparten caracteristicas fenotipicas (Nadal, 2009).

Genotipaje

Los oligonucleotidos decameros (Cerdn, 2010) de secuencias cortas y con un alto
contenido de GC (guanina y citocina), mayor a 50% se seleccionaron por la cantidad de
informacion polimorfica que presentaron segun los reportes de (Nadal, 2009); (Onguso et
al., 2003) y (Venkatachalam, Sreedhar y Bhagyalakshmi, 2008). Sin embargo; estos
marcadores por su caracteristica aleatoria tienen baja reproducibilidad Esto concuerda con
lo descrito por Orona et al., (2004). En esta investigacion los iniciadores contenian un
promedio de 58% de relacion GC y se detectd baja reproducibilidad al hacer dos
repeticiones del ensayo de Barraganete.

Las condiciones de PCR (Morillo y Mifio 2010), al igual que los reactivos
utilizados, permitieron la amplificacion con los oligonucleétidos RAPD para el genotipaje
de las 80 accesiones de platano “Dominico” y 40 de “Barraganete”. Por el contrario,
fueron mejores las condiciones de amplificacion (Onguso et al., 2003) para los reactivos
de INVITROGEN que por cuestiones de costos se dejaron de usar Yy se optd por aquellos

preparados en el Laboratorio de Biotecnologia de la EESC.

El producto de la amplificacion alcanza un nimero de copias de 10° y puede ser
visualizado con electroforesis después de tefiirse el gel con bromuro de etidio tal como
menciona Cerdn (2010). Las amplificaciones gracias a la dominancia de los marcadores
RAPD’s (Quiroz, 2002) que detectan un alelo por locus se convirtieron en datos son de
naturaleza binaria que se procesaron como presencia (1) — ausencia. (0). Los RAPD’s por

su caracter dominante (Peteira et al., 2003) revelaron un solo locus y si se considera que el
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platano es una especie triploide, se puede asumir que en un locus pueden existir 3 alelos

distintos, por ello el porcentaje de polimorfismo es elevado.

Diversidad genética

En cada division celular hay una pequefia probabilidad de que ocurra un cambio
genético (Ertola, Yantorno y Mignone, sf) y conociendo que, tanto el platano como el banano
se originaron a partir de mutaciones espontaneas (Garcia et al., 2002), se analiz6 la
variabilidad genética de Musa AAB del Banco de Germoplasma de la EELS., tomando en
cuenta la tendencia de los genotipos de una poblacion a diferenciarse (Mateu, 2004)

aunque fenotipicamente sean similares.

La variabilidad genética de las accesiones de platano se obtuvo gracias a la
ccomparacion intraespecifica de cada subcultivar, analizandose por agrupamiento de
unidades de distancias minimas propuesto por Nei y Li (1979) y promedios aritméticos
con el método de agrupamiento UPGMA (Reyes et al., 2003) para, que permitieron
distinguir las diferencias genéticas existentes entre los 80 genotipos de “Dominico” y 40
de “Barraganete” (Ht 0,53 y 0,63 para “Dominico” y “Barraganete” respectivamente),
similar a los resultados obtenidos por Venkatachalam, Sreedhar y Bhagyalakshmi (2008)
con Ht promedio de 0,56 y Onguso et al. (2003) con Ht entre 0,6 y 0,68.

Para analizar ambos grupos como poblaciones independientes se consideré 1). El
componente espacial que quizé pasa desapercibido pero que es influyente en el desarrollo
de la planta. (Castafieda, Jaramillo y Cotes, 2010) y pudo seguramente influir en la buena
produccién de las accesiones de platano que fueron seleccionadas para conservar en el
Banco de Germoplasma.y 2). La interaccion dindmica de adaptacion con los factores
(bidticos y abioticos) en los que crece una poblacion que se traduce en la acumulacion de
la informacion genética que a manera de variantes cada especie va guardando entre los
miembros de su poblacion (Franco, 2003). La relativa homogeneidad en las poblaciones
tanto de “Dominico” como de “Barraganete”, coincide con lo descrito por (Nadal, 2009).

Las accesiones de cada grupo estan estrechamente relacionadas y se encontraron dos
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accesiones duplicadas en el cv. Barraganete. La consistencia de los grupos utilizando 100
repeticiones (bootstrapping) lo confirma. Las distancias genéticas entre las poblaciones
analizadas fueron relativamente bajas y las poblaciones se agruparon (Figura 12), lo que se
debe al alto parentesco entre los individuos estudiados.

Analisis de clusters

Los bajos niveles de confiabilidad observados segun el enfoque comparativo por el
analisis de remuestreo con reemplazo (Felsenstein, 1985), se atribuye al bajo nimero de
ensayos RAPD realizados; sin embargo; esto no influyd en la caracterizacion genética de
los materiales. Al comparar las relaciones genéticas entre los dos subcultivares agrupados
por poblaciones, aunque la correlacion entre ambos fue intermedia (r = 0.8 y 0.73
“Barraganete” y “Dominico” respectivamente) esta fue similar a la reportada en otro
estudio con r =0,78 por Crouch (2000).

Los porcentajes de diversidad genética obtenida en los andlisis RAPD indican

similitudes entre los taxones estrechamente relacionados reflejando sucesion de genes por

el tipo de propagacion de esta musacea, como sefiala Whithers (1992).
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VI.CONCLUSIONES

La técnica molecular RAPD para la caracterizacion molecular de los subcultivares de
platano “Dominico” y “Barraganete”, fue eficiente para distinguir la variabilidad genética

entre las accesiones de estos subcultivares.
Se identificaron grupos genéticamente similares dentro de las poblaciones

Los oligonucledtidos utilizados en el analisis de las accesiones del Banco de
Germoplasma reportaron una variabilidad genética del 64%; a pesar de ser individuos

fenotipicamente iguales.

El analisis de la diversidad genética intraespecifica entre las accesiones de platano

determind un flujo génico homogéneo entre las poblaciones.
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VII. RECOMENDACIONES

Hacer nuevas recolecciones de los subcultivares “Dominico” y “Barraganete” de ubicaciones
geograficas mas distantes con la finalidad de ampliar la posible diversidad genética existente en

estas musaceas.

Emplear marcadores moleculares mas informativos como los AFLP o SSR con la
finalidad de obtener intervalos de confianza mas elevados al momento de realizar los diferentes

analisis genéticos.

Mejorar las condiciones de amplificacion al trabajar con RAPD’s para mejorar la

resolucion y evaluar su reproducibilidad.
Secuenciar las diferentes regiones del genoma de platano Dominico” y “Barraganete” con

la finalidad de asociar un perfil molecular a la alta produccién en las especies estudiadas o a su

vez en transformarlos en Marcadores SCARS.
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VIll. RESUMEN

El presente estudio se realizd a través de marcadores moleculares RAPD’s
(Random Amplified Polymorphic DNA), para analizar 120 materiales de platano (Musa
AAB) (80 de “Dominico” y 40 de “Barraganete”), pertenecientes al Banco de
Germoplasma ex situ de materiales élites del Programa Nacional de Banano, Platano y
otras Musaceas de la Estacion Experimental del Litoral Sur “Dr. Enrique Ampuero Pareja”

del Instituto Nacional Auténomo de Investigaciones Agropecuarias (INIAP).

Los objetivos fueron generar informacién que contribuya a la identificacion de
genotipos superiores de platano “Dominico” y “Barraganete”; determinar molecularmente
la variabilidad genética de 80 clones de platano “Dominico” y 40 de “Barraganete”
existentes en la coleccion de la EELS mediante la técnica molecular RAPD’s e identificar
grupos genéticamente distintos dentro de las poblaciones de platano de los cultivares en

estudio.

De los 15 iniciadores utilizados en esta investigacion, se seleccionaron 5 para
analizar cada subcultivar. Las condiciones de la amplificacion del ADN y el programa
ensayado, fueron los recomendados por el Laboratorio de Biotecnologia de la Estacion
Experimental Santa Catalina del INIAP. Los productos de la PCR se sometieron a
electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, utilizando una solucion de TAE, tefiidos con

bromuro de etidio, visualizados y fotodocumentados.

Los decameros fueron capaces de generar 37 y 32 bandas (Dominico y
Barraganete respectivamente) con un 64% de polimorfismos. Con los datos generados se
construyo una matriz de distancias genéticas. A partir del indice de Jaccard, representada
en un dendrograma UPGMA se determiné un alto grado de semejanza intraespecifica r =
0.8 y 0.73 (“Barraganete” y “Dominico” respectivamente). Adicionalmente se realizo la

comparacion de matrices (bootstrapping).
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IX. SUMMARY

This research was conducted using the molecular markers RAPD’s
(Random Amplified Polymorphic DNA) to analize 120 accessions of plantains (Musa
AAB) (80 of “Dominico” and 40 of “Barraganete”), belonging to the ex situ Germplasm
Bank of National Program of Banana, Plantain and other Musaceae, located at the

Experimental Station of the Southern Litoral "Dr. Enrique Ampuero Pareja” of INIAP.

The specific objectives were: 1) to generate information that contribute to the
identification of superior genotypes of “Dominico” and “Barraganete”; 2). to determine
the genetic variability of 80 clons of “Dominico” and 40 of “Barraganete” of the colection
in EELS through RAPD molecular technique and 3). To identify genetically different

groups in both plantain population of the cultivars “Dominico” and “Barraganete”.

In this research 15 primers were used and 5 were selected to analyze each cultivar.
The conditions of DNA amplification and the tested program were recommended by
Biotechnology Laboratory of Santa Catalina Experimental Station of INIAP. The
amplified products were subjected to electrophoresis in agarose gel 1,5% using the TAE
buffer stained with ethidium bromide, visualized and documented

. The primers generated 37 and 36 bands (Dominico and Barraganete respectively) with
64% of polymorphisms The genetic distances matrix were constructed with data
generated. The UPGMA dendrogram using the Nei and Li index determined a high
intraspecific similarity obtaining values of r= 0,8 and 0,73 for “Barraganete” and *
Dominico” respectively. Aditionally a bootstrapping analysis was used to compare the

originated matrix in both cultivars.
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ANEXOS

Anexo 1. Procedencia de los clones del cv. “Barraganete” existentes en el Banco de
Germoplasma de la EELS.

Fecha de siembraen la EELS

Cédigo de Fecha de Procedencia Plantal Planta 2 Planta 3
campo Recoleccion
PBPB 1 12/07/2009  EIl Carmen (Darwin Astudillo) 15/01/2010
PBPB 2 12/07/2009  EI Carmen (Darwin Astudillo) 15/01/2010  15/01/2010
PBPB 3 12/07/2009  El Carmen (Darwin Astudillo) 15/01/2010  16/07/2010
PBPB 4 12/07/2009  El Carmen (Darwin Astudillo) 15/01/2010  20/05/2010
PBPB 5 12/07/2009  El Carmen (Darwin Astudillo) 15/01/2010  15/01/2010  20/05/2010
PBPB 6 15/08/2009  EI Carmen (Darwin Astudillo) 15/01/2010
PBPB 7 15/08/2009  EI Carmen (Darwin Astudillo) 16/07/2010
PBPB 8 27/09/2009  EI Carmen (Darwin Astudillo) 15/01/2010
PBPB 9 27/09/2009  EI Carmen (Darwin Astudillo) 20/05/2010  20/05/2010
PBPB 10 19/10/2009  EI Carmen (Darwin Astudillo) 20/05/2010  16/07/2010
PBPB 11 19/10/2009  EI Carmen (Darwin Astudillo) 15/01/2010  16/07/2010
PBPB 12 30/11/2009  EI Carmen (Darwin Astudillo) 15/01/2010  15/01/2010
PBPB 13 02/12/2009  EI Carmen (Darwin Astudillo) 15/01/2010  15/01/2010  15/01/2010
PBPB 14 11/01/2010  EI Carmen (Darwin Astudillo) 15/01/2010
PBPB 15 25/01/2010  El Carmen (Darwin Astudillo) 15/01/2010  16/07/2010
PBPB 16 21/02/2010  EI Carmen (Darwin Astudillo) 15/01/2010  20/05/2010
PBPB 17 21/02/2010  EI Carmen (Darwin Astudillo) 20/05/2010  20/05/2010  16/07/2010
PBPB 18 15/02/2010  El Carmen (Darwin Astudillo) 15/01/2010
PBPB 19 15/02/2010  El Carmen (Darwin Astudillo) 15/01/2010
PBPB 20 22/04/2010 EI Carmen (Darwin Astudillo) 15/01/2010
PBPB 21*  12/07/2009 EI Carmen (Ariolfo Cuadros) 15/01/2010
PBPB 22 12/07/2009  El Carmen (Ariolfo Cuadros) 15/01/2010  20/05/2010  20/05/2010
PBPB 23 12/07/2009  El Carmen (Ariolfo Cuadros) 15/01/2010  15/01/2010  20/05/2010
PBPB 24 12/07/2009  EI Carmen (Ariolfo Cuadros) 15/01/2010  15/01/2010  15/01/2010
PBPB 25 12/07/2009  El Carmen (Ariolfo Cuadros) 15/01/2010  15/01/2010  15/01/2010
PBPB 26 15/08/2009  EI Carmen (Ariolfo Cuadros) 20/05/2010
PBPB 27 15/08/2009  El Carmen (Ariolfo Cuadros) 15/01/2010  15/01/2010
PBPB 28 27/09/2009  EI Carmen (Ariolfo Cuadros) 15/01/2010
PBPB 29 27/09/2009  EI Carmen (Ariolfo Cuadros) 15/01/2010
PBPB 30 19/10/2009  EI Carmen (Ariolfo Cuadros) 16/07/2010  16/07/2010
PBPB 31 19/10/2009  EIl Carmen (Ariolfo Cuadros) 20/05/2010  20/05/2010  16/07/2010
PBPB 32 30/11/2009  EI Carmen (Ariolfo Cuadros) 15/01/2010  20/05/2010  16/07/2010
PBPB 33 02/12/2009  El Carmen (Ariolfo Cuadros) 15/01/2010  16/07/2010
PBPB 34 11/01/2010  El Carmen (Ariolfo Cuadros) 20/05/2010  20/05/2010  20/05/2010
PBPB 35 25/01/2010 El Carmen (Ariolfo Cuadros) 15/01/2010  16/07/2010
PBPB 36 21/02/2010 EI Carmen (Ariolfo Cuadros) 15/01/2010  15/01/2010
PBPB 37 21/02/2010  EI Carmen (Ariolfo Cuadros) 15/01/2010  15/01/2010  15/01/2010
PBPB 38 15/02/2010  EI Carmen (Ariolfo Cuadros) 15/01/2010  20/05/2010  16/07/2010
PBPB 39 15/02/2010  El Carmen (Ariolfo Cuadros) 15/01/2010
PBPB 40 22/04/2010 El Carmen (Ariolfo Cuadros) 15/01/2010

* PBPB = Programa Banano y Platano — “Barraganete”
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Anexo 2. Procedencia de los clones del cv. “Dominico” existentes en el Banco de
Germoplasma de la EELS.

Cddigo de Fecha de Procedencia Fecha de siembra en
campo Recoleccion (localidad/propietario) vivero
PBPD 1 17/06/2010 Playones (Leopoldo Zambrano) 19/06/2010
PBPD 2 17/06/2010 Playones (Leopoldo Zambrano) 19/06/2010
PBPD 3 17/06/2010 Playones (Leopoldo Zambrano) 19/06/2010
PBPD 4 17/06/2010 Playones (Leopoldo Zambrano) 19/06/2010
PBPD 5 17/06/2010 Playones (Leopoldo Zambrano) 19/06/2010
PBPD 6 17/06/2010 Playones (Leopoldo Zambrano) 19/06/2010
PBPD 7 17/06/2010 Playones (Leopoldo Zambrano) 19/06/2010
PBPD 8 17/06/2010 Playones (Leopoldo Zambrano) 19/06/2010
PBPD 9 17/06/2010 Playones (Leopoldo Zambrano) 19/06/2010
PBPD 10 17/06/2010 Playones (Leopoldo Zambrano) 19/06/2010
PBPD 11 17/06/2010 Playones (Leopoldo Zambrano) 19/06/2010
PBPD 12 17/06/2010 Playones (Leopoldo Zambrano) 19/06/2010
PBPD 13 17/06/2010 Playones (Leopoldo Zambrano) 19/06/2010
PBPD 14 17/06/2010 Playones (Leopoldo Zambrano) 19/06/2010
PBPD 15 17/06/2010 Playones (Leopoldo Zambrano) 19/06/2010
PBPD 16 17/06/2010 Playones (Leopoldo Zambrano) 19/06/2010
PBPD 17 17/06/2010 Playones (Leopoldo Zambrano) 19/06/2010
PBPD 18 17/06/2010 Playones (Leopoldo Zambrano) 19/06/2010
PBPD 19 17/06/2010 Playones (Leopoldo Zambrano) 19/06/2010
PBPD 20 17/06/2010 Playones (Leopoldo Zambrano) 19/06/2010
PBPD 21 05/07/2010 Playones (Leopoldo Zambrano) 07/07/2010
PBPD 22 05/07/2010 Playones (Leopoldo Zambrano) 07/07/2010
PBPD 23 05/07/2010 Playones (Leopoldo Zambrano) 07/07/2010
PBPD 24 19/08/2010 Playones (Leopoldo Zambrano) 19/08/2010
PBPD 25 19/08/2010 Playones (Leopoldo Zambrano) 19/08/2010
PBPD 26 19/08/2010 Playones (Leopoldo Zambrano) 19/08/2010
PBPD 27 19/08/2010 Playones (Macario Cabrera) 19/08/2010
PBPD 28 19/08/2010 Playones (Macario Cabrera) 19/08/2010
PBPD 29 19/08/2010 Playones (Macario Cabrera) 19/08/2010
PBPD 30 19/08/2010 Playones (Macario Cabrera) 19/08/2010
PBPD 31 19/08/2010 Playones (Macario Cabrera) 19/08/2010
PBPD 32 19/08/2010 Playones (Macario Cabrera) 19/08/2010
PBPD 33 19/08/2010 Playones (Macario Cabrera) 19/08/2010
PBPD 34 19/08/2010 Playones (Macario Cabrera) 19/08/2010
PBPD 35 19/08/2010 Playones (Macario Cabrera) 19/08/2010
PBPD 36 19/08/2010 Playones (Macario Cabrera) 19/08/2010
PBPD 37 19/08/2010 Playones (Macario Cabrera) 19/08/2010
PBPD 38 19/08/2010 Playones (Macario Cabrera) 19/08/2010
PBPD 39 19/08/2010 Playones (Macario Cabrera) 19/08/2010
PBPD 40 19/08/2010 Playones (Macario Cabrera) 19/08/2010

** PBPD = Programa Banano y Platano — “Dominico”
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...continuacion del Anexo anterior.

Cadigo de Fecha de Procedencia Fecha de
campo Recoleccion (localidad/propietario) siembra en
vivero
PBPD 41 17/06/2010 Playones (Macario Cabrera) 19/06/2010
PBPD 42 17/06/2010 Playones (Macario Cabrera) 19/06/2010
PBPD 43 17/06/2010 Playones (Macario Cabrera) 19/06/2010
PBPD 44 17/06/2010 Playones (Macario Cabrera) 19/06/2010
PBPD 45 17/06/2010 Playones (Macario Cabrera) 19/06/2010
PBPD 46 17/06/2010 Playones (Macario Cabrera) 19/06/2010
PBPD 47 17/06/2010 Playones (Flavio Zambrano) 19/06/2010
PBPD 48 17/06/2010 Playones (Flavio Zambrano) 19/06/2010
PBPD 49 17/06/2010 Playones (Flavio Zambrano) 19/06/2010
PBPD 50 17/06/2010 Playones (Flavio Zambrano) 19/06/2010
PBPD 51 17/06/2010 Playones (Flavio Zambrano) 19/06/2010
PBPD 52 17/06/2010 Playones (Flavio Zambrano) 19/06/2010
PBPD 53 17/06/2010 Playones (Flavio Zambrano) 19/06/2010
PBPD 54 17/06/2010 Playones (Flavio Zambrano) 19/06/2010
PBPD 55 17/06/2010 Playones (Flavio Zambrano) 19/06/2010
PBPD 56 17/06/2010 Roberto Astudillo (Reinaldo Ruiz) 19/06/2010
PBPD 57 17/06/2010 Roberto Astudillo (Reinaldo Ruiz) 19/06/2010
PBPD 58 17/06/2010 Roberto Astudillo (Reinaldo Ruiz) 19/06/2010
PBPD 59 17/06/2010 Roberto Astudillo (Reinaldo Ruiz) 19/06/2010
PBPD 60 17/06/2010 Roberto Astudillo (Reinaldo Ruiz) 19/06/2010
PBPD 61 05/07/2010 Roberto Astudillo (Reinaldo Ruiz) 07/07/2010
PBPD 62 05/07/2010 Roberto Astudillo (Reinaldo Ruiz) 07/07/2010
PBPD 63 05/07/2010 Roberto Astudillo (Reinaldo Ruiz) 07/07/2010
PBPD 64 19/08/2010 Roberto Astudillo (Reinaldo Ruiz) 19/08/2010
PBPD 65 19/08/2010 Roberto Astudillo (Reinaldo Ruiz) 19/08/2010
PBPD 66 19/08/2010 Roberto Astudillo (Reinaldo Ruiz) 19/08/2010
PBPD 67 19/08/2010 Roberto Astudillo (Reinaldo Ruiz) 19/08/2010
PBPD 68 19/08/2010 Roberto Astudillo (Reinaldo Ruiz) 19/08/2010
PBPD 69 19/08/2010 Roberto Astudillo (Reinaldo Ruiz) 19/08/2010
PBPD 70 19/08/2010 Roberto Astudillo (Reinaldo Ruiz) 19/08/2010
PBPD 71 19/08/2010 Roberto Astudillo (Reinaldo Ruiz) 19/08/2010
PBPD 72 19/08/2010 Roberto Astudillo (Carlos Chacén) 19/08/2010
PBPD 73 19/08/2010 Roberto Astudillo (Carlos Chacén) 19/08/2010
PBPD 74 19/08/2010 Roberto Astudillo (Carlos Chacén) 19/08/2010
PBPD 75 19/08/2010 Marcelino Mariduefia (Paul Bajafia) 19/08/2010
PBPD 76 19/08/2010 Marcelino Mariduefia (Paul Bajafia) 19/08/2010
PBPD 77 19/08/2010 Marcelino Mariduefia (Paul Bajafia) 19/08/2010
PBPD 78 19/08/2010 Marcelino Mariduefia (Paul Bajafia) 19/08/2010
PBPD 79 19/08/2010 Marcelino Mariduefia (Paul Bajafia) 19/08/2010
PBPD 80 19/08/2010 Marcelino Mariduefia (Paul Bajafa) 19/08/2010
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Anexo 3. Croquis de campo del Banco de Germoplasma de la EELS
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Anexo 4. Materiales requeridos para la caracterizacion molecular de platano

Dominico y Barraganete.

Balanza analitica
Balanza electronica
Cepillos para lavado
Cinta de papel
Espatulas

Fundas plasticas para recoleccion
Guantes de Nitrilo
Hieleras de espumaflex
Hielo seco

Marcador permanente
Matraces Erlenmeyer

MicropipetasOa2 ul,2a20 pl, 10a -

100pl, 100 a 1000pl,
Microtubos de 2; 1.5; 0.5y 0.2 ml

Vasos de precipitacion
Morteros y pistilos
Papel aluminio
Parafilm

Peines

Picetas

Pipetas

Puntas de20 pl, 200ul y 1000 pl
Rejillas

Separadores

Tijeras

Tubos Corning

Tubos eppendorf

Anexo 5. Reactivos necesarios para la caracterizacion a traves de RAPD's

CTAB 2X

EDTA

Agua destilada

TRIS cloro

Buffer TAE 10X
Cloroformo Alcohol Isoamilico
Agarosa

Bromuro de Etidio
Taq

dNTP’s

Clururo de Magnesio
BSA

Anexo 6. Equipos de Laboratorio

Autoclave
Bafio Maria
- Céamara de electroforesis horizontal
camara de flujo laminar
Camara fotografica
Destilador
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Agua ultrapura
CINa

PVP

B mercaptanol
Persulfato de Amonio
DEPC
Mercaptoetanol
RNAsa

TE

Buffer 5x
Oligonucleotidos

Fotodocumentador

Fuente de poder
Microcentrifuga Cole - Parmer
Microcentrifuga refrigerada
Eppendorf

Potenciometro



Qubit -+ Termociclador Eppendorf

Refrigerador - Transilumidador UV
Sorbona - Agitador magnético
Vortex

Anexo 7. Protocolos de Extraccién de ADN

a). Protocolo propuesto por Viruel y Hormaza (2002) para chirimoya
modificado para platano.

Tampodn de extraccién CTAB 2X:

Componentes Cantidad (100 ml) Concentracion
Tris HCI 1M pH 8 10 ml 100 mM
NaCl 8.18 gr.
EDTA 0.5M pH 8 4 ml 0.02 mM
CTAB 2r. 2%
Bisulfito sddico 0.1qr. 0.1%

Cloroformo Alcohol Isoamilico CIA (24:1)

Para 100 ml
v 96 ml cloroformo (Triclorometano)
v 4 ml alcohol isoamilico

Buffer de lavado ADN

Para 100 ml
v 76 ml etanol 100%
v 24 ml H2

Procedimiento

1. Calentar en bafio Maria a 65° C. (Poner el isipropanol y etanol 70% en el
congelador).

2. Marcar debidamente los tubos Eppendorf (de acuerdo a la cantidad de
muestras), vigilar durante el proceso que no se borren por la accion de los alcoholes
utilizados.

3. Pesar aproximadamente 0.05 g. de hojas frescas sin nervaduras y ponerlas en un
mortero, adicionar una pizca de meta bisulfito de sodio y triturar hasta obtener un
polvo homogéneo.

4. Introducir el polvo obtenido en un tubo Eppendorf y afiadir 750 ul de tampdn de
extraccion CTAB y homogeneizar bien hasta obtener una papilla.
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5. Afadir 2 pl de 2-mercaptoetanol en la campana de extraccion de olores y
mezclar en el VVortex.

6. Incubar en el bafio maria a 65° C durante media hora mezclando de vez en
cuando por inversiones suaves (cada 10 minutos).

7. Luego de la incubacion, agregar 750 ul de CIA (cloroformo: alcohol isoamilico
24:1). Mezclar por inversion hasta que las dos fases sean homogeéneas, y una vez
conseguido, mezclar en el Vértex durante 2 minutos aproximadamente.

8. Centrifugar las muestras durante 15 minutos a 10000 rpm, de preferencia a 4° C.
9. Transferir el sobrenadante a un tubo limpio, aforar la muestra con buffer de
extraccion a 750 pl y afiadir nuevamente 750 pl de CIA.Homogeneizar las muestras
por inversion y mezclar en el Vortex durante 2 minutos aproximadamente.

10. Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo y afadir lentamente 750 pl de
isopropanol y mezclar suavemente. Invertir los tubos para mezclar completamente el
contenido. Deberd observarse como hilitos o una pelotilla (en caso contrario, se
ponen las muestras a — 20° durante 30 minutos).

NOTA: Se pueden conservar las muestras hasta el siguiente diaa 4° C

11. Centrifugar a 13000 r.p.m. durante 5 minutos a 4° (en el fondo del tubo
aparecera un pellet de ADN). Quitar el sobrenadante y afiadir 800 pl de tampdn de
lavado.

12. Dejar lavando durante 20 minutos por lo menos en la nevera.

NOTA: se pueden conservar las muestras hasta el dia siguiente a 4° C.

13. Centrifugar 13000 r.p.m. durante 2 minutos a 4° C. Eliminar el sobrenadante y
afiadir 200 pl de etanol 70% a cada tubo y centrifugar a 13 000 rpm durante 2
minutos.

14. Eliminar el sobrenadante rapidamente y dejar secar boca abajo los tubos que
contienen los pellets. Colocar las muestras en la micro estufa a 37° C por media hora
0 hasta que se haya eliminado completamente el olor a etanol.

15. Resuspender el pellet en TE (volumen depende del tamafio del pellet). Dejar en
el frigorifico a 4° C hasta el siguiente dia, o si se hace en el mismo dia, disolverlo en
el bafio maria a 65° C durante 15 minutos. Posteriormente se incuba a 4° C durante 5
minutos.

16. Tratamiento con RNAsa (10 ng/ul) por cada 100 pl de ADN se coloca 1 pl de
RNAsa. Dar un Vortex y un punto de centrifuga. Colocar en la microestufa por
media hora aproximadamente.

17. Conservar el ADN a 4°C.

18. Cuantificar el ADN en un gel de agarosa 1%.
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b). Protocolo propuesto por el CIAT (1999), citado por Zambrano et al.,
(2002).

1. Pulverizar con nitrégeno liquido tejido foliar joven recién cortado.

2. En un tubo eppendorf de 1,5 ml colocar material vegetal pulverizado hasta la
marca de 500 pl y resuspender con 750 ul de buffer CTAB (2X), (2% de
CTAB, 100 mM de tris base pH 8,0, 10 mM de EDTA y 0,7 M de NAC1
agregar agua hasta 500 ml y autoclavar). Adicionar 30 pl de 2-p
mercaptoetanol. Agitar suavemente e incubar por 30 minutos a 65 °C.

3. Agregar 300 pl de acetato de potasio (3 M, pH 4,8), mezclar suavemente e
incubar en hielo por 15 min. Centrifugar 10 min. a 14 000 rpm y transferir el
sobrenadante a otro tubo.

4. Adicionar 500 pl de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), mezclar
suavemente por inversion del tubo y centrifugar 10 min. a 14000 rpm.

5. Cuidadosamente pipetear la fase superior en tubo con 500 ul de Isopropanol
frio para precipitar el ADN. Incubar en hielo durante 60 min.

6. Centrifugar en 5 min a 14000 rpm y descartar el sobrenadante.

7. Lavar el pellet de ADN dos veces con 500 pl de Etanol al 70% frio.
Descartar el Etanol y permitir que el ADN se seque al aire libre por 30 min.

8. Resuspender el ADN en 30 a 50 pl de buffer TE (10 mM de Tris-HC1, 1ImM
de EDTA pH 8,4) o agua estéril y almacenar a -20 °C.

c) Protocolo propuesto por EMBRAPA 2010 (portugués)
Extracdo de DNA de Plantas - MINIPREP

1. Triturar cerca de 1g de folha em presenca de N2 liquido em almofariz e
transferir para tubos de microcentrifuga e adicionar tampdo de extracdo
na proporcao de 4 vezes o volume da amostra.

2. Incubar a 65 oC por 60 minutos, agitando de vez em quando (cada
15min)

3. Resfriar e centrifugar a 6000 rpm por 10 minutos. Transferir a fase
aquosa (superior) para outro tubo.

4. Adicionar igual volume de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) e agitar
por suaves inversdes por cerca de 5 minutos

5. Centrifugar a 6000 rpm por 15 minutos e transferir a fase superior para
outro tubo.

6. Repetir os passos dois passos anteriores
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7.

10.

11.

Precipitar os acidos nucléicos pela adicéo de isopropanol gelado (2/3 do
volume). Misturar por inversbes até os acidos nucléicos tornarem-se
visiveis e deixar over night a 4 oC ou 2 hora a -20 oC

Centrifugar a velocidade méxima por 10 minutos. Descartar 0
sobrenadante e adicionar 500ul de etanol 70%. Centrifugar novamente
por 5 min., descartar o sobrenadante e secar o pellet (O pellet pode ser
séco a vacuo ou deixar o tubo invertido sobre a bancada por cerca de 2
horas)

Ressuspender o pellet em 400ul de TE pH 8,0. Se necessario, pode-se
aquecer a 650C por 5 minutos para ajudar a ressuspensao.

Adicionar RNAse A, na concentracdo final de 40ug/ml e incubar a 370C
por pelo menos 30 minutos.

Re-precipitar o DNA pela adicdo de 1/10 do volume de NaCl 5M e 2 vol.

de etanol 95% gelado. Deixar over night a 4 oC ou a -20 oC por 2 horas

12.Repetir os dois passos anteriores a adicdo de RNAse A . Quantificar o

DNA em espectrofotdmetro ou gel de agarose 0,8%.

Componentes Conc. Final Vol. Final (10ml)
CTAB 5% 1% 2,0 ml

NaCl 5M 1,4 M 2,8 ml

Tris-HCI 1M pH 8,0 100 mM 1,0 ml

EDTA 0,5M 20 mM 0,4 ml
Mercaptoetanol 0,1% 0,01 ml

Agua 3,7 ml

PVP 0,5g.
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Anexo 8. Test de integridad y cuantificacion por comparacion visual de bandas

A. Barraganete
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Anexo 9. Resultados de Cuantificacion por fluorimetria

CUANTIFICACION DE ADN POR FLUOMETRIA - barraganete

dilucion a 10 ng

Codigo Lectura (ug/ml) Concentracion (ug/ml) ADN AUP
1,2 3,44 172 2,9 47,1
2,2 3,4 170 2,9 47,1
2,6 2,07 103,5 4.8 45,2
3,4 3,93 196,5 2,5 475
4,3 4,54 227,0 2,2 47,8
51 4,51 2255 2,2 47,8
53 3,31 165,5 3,0 47,0
6,3 5,6 280,0 1,8 48,2
7,1 3,01 150,5 33 46,7
8,4 3,23 161,5 3,1 46,9
9,3 2,28 114,0 4,4 45,6

10,3 3,6 180,0 2,8 47,2
10,4 3,75 187,5 2,7 47,3
111 31 155,0 3,2 46,8
11,3 2,12 106,0 4,7 453
12,2 3,52 176,0 2,8 47,2
13,3 0,439 22,0 22,8 27,2
14,2 3,08 154,0 3,2 46,8
15,2 2,25 112,5 4,4 45,6
16,1 7,6 380,0 1,3 48,7
16,2 53 265,0 1,9 48,1
17,3 4,9 245,0 2,0 48,0
18,3 2,98 149,0 3,4 46,6
19,2 2,4 120,0 4,2 458
22,2 2,51 1255 4,0 46,0
24,4 4,75 2375 2,1 47,9
25,3 5 250,0 2,0 48,0
28,2 5,25 262,5 1,9 48,1
29,1 3,61 180,5 2,8 47,2
31,2 4,67 2335 2,1 479
32,4 0,434 21,7 23,0 27,0
33,3 3,47 1735 2,9 47,1
343 1,56 62,4 16,03 83,97
35,3 2,84 113,6 8,80 91,20
36,3 3,64 145,6 6,87 93,13
37,3 4,05 162 6,17 93,83
38,3 1,22 48,8 20,49 79,51
39,2 3,29 131,6 7,60 92,40
40,3 3,94 157,6 6,35 93,65
41,2 2,81 1124 8,90 91,10
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CUATIFICACION POR FLUORIMETRIA DE LAS ACCESIONES DE PLATANO DOMINICO

diluc 10 ng Diluc. 10 ng

Codigo  Lectura (ug/ml) Concentracion (ug/ml) ADN AUP Codigo  Lectura (ug/ml) Concentracion (ug/ml) ADN  AUP
PD1 59 236 42 958 PD 41 3,71 148,4 6,7 93,3
PD 2 2,39 95,6 105 895 PD 42 2,12 84,8 11,8 88,2
PD 3 6,7 268 37 963 PD 43 2,97 118,8 8,4 91,6
PD 4 6,4 256 39 96,1 PD 44 2,3 92 10,9 89,1
PD5 3,88 155,2 6,4 936 PD 45 6,6 264 3,8 96,2
PD 6 3,34 133,6 75 925 PD 46 2,97 118,8 8,4 91,6
PD7 2,74 109,6 91 909 PD 47 6,3 252 4,0 96,0
PD 7,2 0,634 25,36 39,4 60,6 PD 48 8,9 356 2,8 97,2
PD 8 0,532 21,28 47,0 53,0 PD 49 1,65 66 15,2 84,8
PD9 0,872 34,88 28,7 713 PD 50 3,14 125,6 8,0 92,0
PD 9,2 0,399 15,96 62,7 37,3 PD 51 4,66 186,4 54 94,6
PD 10 0,207 8,28 PD 52 51 204 49 95,1
PD 11 0,979 39,16 255 745 PD 53 8,9 356 2,8 97,2
PD 12 2,33 93,2 10,7 893 PD 54 6,7 268 3,7 96,3
PD 13 1,11 444 225 775 PD 55 72 288 35 96,5
PD 14 1,94 77,6 129 871 PD 56 35 140 7,1 92,9
PD 15 5 200 50 950 PD 57 0,139 5,56 1799 799
PD 16 3,51 140,4 71 929 PD 58 3,15 126 7,9 92,1
PD 17 9 360 28 972 PD 59 2,68 107,2 9,3 90,7
PD 18 3,84 153,6 65 935 PD 60 4,88 195,2 51 94,9
PD 19 3,67 146,8 6,8 932 PD 61 5,6 224 4,5 95,5
PD 20 6,2 248 40 96,0 PD 62 4,46 178,4 5,6 94,4
PD 21 9,6 384 26 974 PD 63 3,28 131,2 7,6 92,4
PD 22 6,3 252 40 96,0 PD 64 2,16 86,4 11,6 88,4
PD 23 7,5 300 33 96,7 PD 65 1,06 42,4 23,6 76,4
PD 24 51 204 49 951 PD 66 7,2 288 3,5 96,5
PD 25 2,1 84 119 881 PD 67 2,81 1124 8,9 91,1
PD 26 4,76 190,4 53 947 PD 68 2,1 84 11,9 88,1
PD 27 1,39 55,6 18,0 82,0 PD 69 1,77 70,8 141 85,9
PD 28 3,78 151,2 6,6 934 PD 70 6,4 256 39 96,1
PD 29 5,6 224 45 955 PD 71 3,96 158,4 6,3 93,7
PD 30 2 80 125 875 PD 72 3 120 8,3 91,7
PD 31 1,8 72 139 86,1 PD 73 2,62 104,8 9,5 90,5
PD 32 1,08 43,2 231 76,9 PD 74 2,53 101,2 9,9 90,1
PD 33 1,63 65,2 153 847 PD 75 0,21 8,4

PD 34 2,89 115,6 8,7 913 PD 76 2,74 109,6 9,1 90,9
PD 35 34 136 7,4 92,6 PD 77 0,474 18,96 52,7 47,3
PD 36 2,61 104,4 96 904 PD 78 2,6 104 9,6 90,4
PD 37 58 232 43 957 PD 79 0,712 28,48 351 64,9
PD 38 4,02 160,8 6,2 938 PD 80 1,04 41,6 24,0 76,0
PD 39 3,92 156,8 6,4 936

PD 40 5,6 224 45 955
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Anexo 10. Lista de iniciadores RAPD’s y las secuencias respectivas, citados por
Nadal, 2009*; Onguso, 2003**;Venkatachalam, 2008***

Iniciador Secuencia

AA10* 5’AGACGGCTCC 3°
AAl4* 5’AACGGGCCAA 3°
B17* 5’AGGGAACGAG 3’
HO7* 5’CTGCATCGTG 3’

HO8* 5’GAAACACCCC 3’

OPA-20** 5> GTTGCGATCC 3’
OPC-02** 5> GTGAGGCGTC 3°
OPC-06** 5> GAACGGACTC 3°
OPC-08** 5> TGGACCGGTG 3’
OPC-13** 5> AAGCCTCGTC 3°
OPA-03*** 5> AGTCAGCCAC 3’
OPA-04*** 5> AATCGGGCTG 3’
OPA-11*** 5> CAATCGCCGT 3’
OPC-04*** 5> CCGCATCTAC 3’
OPC-05*** 5> GATGACCGCC 3’

Anexo 11. Calculos con reduccion de reactivos (Mifio, 2010) para Seleccién de
iniciadores con buffer 5x (EMBRAPA 2002) y Taq (Laboratorio de Biotecnologia
EESC, 2010)

COCTEL MIX
AUP  Buffer5x Iniciador dNTP's Taq TOTAL
2,3 2,2 0,4 04 013 5,43
372,6 356,4 3,6 64,8 21,06 818,46

lista iniciadores por placa PCR

1 AAI10 10 OPA11
2 AA14 11 OPA20
3 B17 12 OPC 02
4 H7 13 OPCO03
5 H8 14 OPC 04
6 OPAO3 15 OPCO05
7 OPAO04 16 OPCO08
8 OPAOQ7* 17 OPC13
9 OPAO08* 18 OPWI17*

Genotipaje RAPD's (Dominico y Barraganete)

DATOS
ADN's Platano
#muestras 9
# iniciadores 18
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Anexo 12. Pre screening de 4 oligonucleétidos con 5 individuos (kit Taq
INVITROGEN)

Dominico barraganete

ANEXO 13. Screening de iniciadores RAPD’s

orc 03 orcC 04 orcC 05

OorC 08 orc 13
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AAIO SI AAl4 Sl BI7 SI B.

OPA 03 8l OPA 4 OPA 7 SI B.

P i

OPA I OPA I OPA 20 orc 02

ANEXO 14. Screening RAPD's (Dominico)

AA 10 AA 14 OPA O3
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Anexol5. Amplificacion de 40 ADN’s de barraganete con diferentes inicadores.
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b). OPA 04
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b). Iniciador AA14

VM

c) iniciador OPA 03
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Anexo 16. Visualizacion en gle de agarosa al 1,5% de los productos de amplificacion

a). con el iniciador AA14 de Dominico

PD1
PD2
PD3
PD4
PD5
PD6
PD7
PD8P
PD9
PD10
PD11
PD12
PD13
PD14
PD15
PD16
PD17
PD18
PD19
PD20
PD21
PD22
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b). OPA3 Dominico




c) OPC 04 — Dominico
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d) OPCO02 - Dominico




