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Resumen

El banano (Musa spp.) es fundamental para la economia de paises en desarrollo. Por estas
razones, la caracterizacion de la diversidad genética de Musaceas es esencial para el
manejo y aprovechamiento de los recursos genéticos. En el presente estudio se evaluaron
99 accesiones de la colecciéon de Musa spp., que hacen parte del banco de germoplasma
de la Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA, Palmira,
Valle del Cauca), por medio de doce microsatélites fluorescentes (SSR). Un total de 206
alelos fueron identificados, con un contenido de informacién polimorfica (PIC) promedio de
0.106 y un indice de marcador (IM) promedio de 1.377, indicando la presencia de
marcadores polimorficos e informativos. La heterocigosidad esperada y nimero de alelos
fue superior en los bananos y ornamentales (He=0.836 — Na= 14.1 y He=0.848 — Na= 8.5,
respectivamente), mientras que los bananitos presentaron valores inferiores (He=0.569 —
Na= 6.25). El analisis de disimilaridad permitio identificar posibles accesiones duplicadas,
dado su perfil genético idéntico como: NATUO08, NATUQ9, SABO03 y SABOOL. El andlisis
de conglomerados y de estructura identificé tres grupos poblacionales altamente
diferenciados, uno conformado por bananitos, y los otros dos por bananos de cultivares
comerciales y bananos con caracteristicas silvestres mas las ornamentales. En conclusion,
la coleccién presenta una alta diversidad genética distribuida principalmente en los
bananos y ornamentales, y en menor medida en los bananitos; igualmente, se encuentra

dividida en poblaciones discretas con una alta pertenencia y un escaso flujo genético.

Palabras clave: Diversidad genética, marcadores moleculares, Musaceas, simple

sequence repeats, SSR.
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Abstract

Banana (Musa spp.) its fundamental to the economy of developing countries, including our
country. Because of this reasons, the characterization of musaceas genetic diversity is
essential to the management and exploitation of its genetic resources. In the current study
99 accessions from the collection of Musa spp. that are part of the germplasm bank of the
Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA, Palmira, Valle del
Cauca), were evaluated by twelve fluorescent microsatellite molecular markers (SSR). A
total of 206 alleles were identified, with a polymorphic information content (PIC) average of
0.106 and a marker index (IM) average of 1.377, indicating the presence of polymorphic
and informative markers. The expected heterozygocity and number of alleles were superior
in banana and ornamentals (He=0.836—Na=14.1 y He=0.848—Na=8.5, respectively), while
bananitos presented inferior values (He=0.569-Na=6.25). The dissimilarity analysis
allowed to identify possible duplicate accessions, given its identical genetic profile as:
NATUO08, NATUQ09, SABOO03 y SABOOL. Cluster and structure analysis identified three
highly differentiated population groups, one formatted by bananitos, and the other two by
banana of commercial cultivars and banana with wild characteristics plus ornamental ones.
In conclusion, the collection presents a high genetic diversity mainly in the banana and
ornamentals and in smaller amounts in bananitos; likewise, it is divided into discrete

populations with high identity and low gene flow.

Key Word: Genetic diversity, molecular markers, Musaceas, simple sequence repeats,
SSR.
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Introduccidén

Los bananos, bananitos y platanos, son unos de los principales cultivos del mundo y se
siembran en todas las regiones tropicales (Denham et al. 2003). Su produccion anual para
el 2018 se estim6 en 127 millones de toneladas (FAOSTAT, 2018). Son fundamentales
para la economia de paises en desarrollo y constituyen un alimento vital para la seguridad
alimentaria de millones de personas. Dada la importancia socio econdmica de este cultivo,
es primordial desarrollar proyectos que impacten positivamente sobre la calidad de vida de

los productores.

La disponibilidad y conocimiento de los recursos genéticos disponibles de las Musaceas
es un paso primordial para su aprovechamiento en beneficio de la comunidad bananera.
Sin embargo, la adopcion como cultivo, la amplia distribucidon geografica y la variabilidad
entre especies, ha conllevado a un movimiento acelerado del germoplasma, limitando la
identificacion de cada una de las accesiones e impidiendo conocer la diversidad
poblacional. A consecuencia, se han afectado los programas de mejoramiento genético,
imprescindibles para facilitar el manejo agronémico, mejorar la calidad y rendimiento de la
fruta y contrarrestar los efectos negativos de las enfermedades, plagas y factores abiéticos
gue amenazan la produccién. Adicionalmente, la incapacidad de detectar duplicados de

plantas en el banco de germoplasma que genera costos adicionales de mantenimiento.

La caracterizacion y evaluacion de los recursos genéticos se ha convertido, por lo tanto,
en una prioridad, en este sentido la FAO (1996) coordina a través de redes globales la
investigacion, para facilitar la conservacién y aprovechamiento de las colecciones de
Musaceas. En Colombia, la coleccién se encuentra ubicada en la Corporacion Colombiana
de Investigacion Agropecuaria (Agrosavia) en Palmira y estd conformada por 185
accesiones caracterizadas por métodos morfoldgicos, fisicoquimicos y agrondémicos
(Caicedo, 2015). Segun Giraldo, et al. (2011), esta coleccion se destaca por ser la Unica a

nivel mundial que posee introducciones andinas de altura (>1500 m.s.n.m.).



2 Introduccién

Numerosos marcadores y técnicas moleculares se han utilizado para caracterizar las
especies de Musa, tales como: los SSR, RFLP, ISSR, RAPD y VNTR. Los microsatélites
0 SSR se han destacado por poseer el mas alto grado de polimorfismo, son codominantes,
reproducibles y faciles de interpretar (Alcantara, 2007). Recientemente, Christelova et al.
(2011), Hippolyte et al. (2012) y de Jesus et al. (2013) utilizaron microsatélites para estimar
la diversidad genética, identificar faltantes en las colecciones, determinar el parentesco y
reconocer errores de propagacion en el germoplasma de los platanos cultivados y
silvestres (Irish et al. 2014).

El presente estudio caracteriz6 la diversidad genética de bananos y bananitos del banco
de germoplasma de Agrosavia con marcadores moleculares utilizando la técnica de
microsatélites de tipo fluorescente, con el objetivo de aprovechar los recursos genéticos
para el desarrollo de posteriores estrategias que conlleven a la conservacion, reproducciéon

y mejoramiento genético de este recurso.



1.0bjetivos

1.1 Objetivo general

Caracterizar la diversidad genética de los bananos y bananitos de la coleccién de

Muséaceas de Agrosavia con microsatélites fluorescentes.

1.2 Objetivos especificos

Validar la técnica de microsatélites fluorescentes en la evaluacion de la diversidad genética

de bananos y bananitos.

Estimar la diversidad y distancias genéticas de las accesiones mediante el uso de

marcadores moleculares.






2. Marco teorico

2.1 Generalidades de las Musaceas

2.1.1 Historia

Las practicas de explotacién de plantas en selvas tropicales llevaron a la aparicién y
dispersiéon de distintas formas de agricultura en varias regiones del mundo. El género
Musa, seglin Langhe et al. (2009) es originaria del sudeste de Asia, especificamente en
Nueva Guinea y se infiere que a mediados del Holoceno comenzé su dispersion
iniciandose en el este de Indonesia y que actualmente la distribucién natural de las
Musaceas se extiende desde el norte con Nepal y el sur de la China montafiosa hasta las
islas de Indonesia y Nueva Guinea, el limite occidental es India y al este, se registraron
Musa salvajes en Melanesia (Figura 1-1). Ademas, el banano ha sido introducido en
regiones tropicales y subtropicales, incluyendo Colombia, donde son fundamentales para

la subsistencia de granjeros (Arteaga, 2015).

El banano tipo exportacién fue introducido en Colombia en 1887 “después de la
construccion de la red ferroviaria entre Santa Marta y Ciénaga”, pertenecian a la variedad
Gros Michel y habian sido traidas de Bocas del Toro, Panama. Desde entonces comenzo
a ser un cultivo promisorio por la elevada produccién (Brungardt, 1987) y actualmente es

el tercer producto en la lista de exportacién después del café y las flores (ASBAMA, 2016).

2.1.2 Taxonomia, origen y distribucidén geografica

Los bananos, bananitos y platanos se derivan de las especies Musa acuminata, Musa
balbisiana y sus cruces interespecificos. Las musaceas pertenecen a la clase de las

monocotiledéneas, al orden Zingiberales, familia Musaceae. El género Musa se divide en
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cuatro secciones: Australimusa, Callimusa, Rhodochlamys y Eumusa, esta Uultima

comprende las especies Musa acuminata y Musa balbisiana (Arteaga, 2015).

El género Musa se ha clasificado en cuatro secciones, Eumusa (2x= 22) cubriendo toda el
area de diversidad primaria, excepto Melanesia oriental, Rhodochlamys (2x=22) en el
sudeste de Asia, Australimusa (2x=20) del sureste de Indonesia y el sur de Filipinas y
Callimusa (2x=20) principalmente el sur de Vietnam, Malasia peninsular, Borneo y Sumatra
(Figura 2-1).

En la seccion de Eumusa estan contenidas Musa acuminata y Musa balbisiana. Segun
Langhe et al. (2009) los ancestros de la primera especie se distribuian en casi todo el
sudeste de Asia, excepto la periferia (norte de Vietnam y Laos), en donde se encontraba

confinaba principalmente la segunda (Figura 2-2).

Las especies de banano y platano comestibles se originaron, segun Bakry et al. (1997), de
los cruces intra e interespecificos de Musa balbisiana Colla (Genoma B) y Musa acuminata
Colla (Genoma A), estas solas 0 en combinacién son las especies progenitoras de la
mayoria de bananos cultivados, que pueden ser diploides (2n =22, AA, BB y AB), triploides
(3n = 33, AAA, ABB y AAB) o tetraploides (4n = 44, AABB, AAAB, ABBB y AAAA). Para
las Musaceas las plantas poliploides son mas resistentes, vigorosas, de mayor adaptacion

y productividad que las diploides.

2.1.3 Descripcion botanica

Las plantas de banano son herbaceas perennes gigantes, cominmente con una altura de
mas de tres metros. El tallo verdadero se encuentra bajo tierra, generalmente se le conoce
como cormo pero el término botanico correcto es rizoma, de este se originan los
pseudotallos que estan conformados por un conjunto de vainas foliares superpuestas
(Figura 2-3), es muy carnoso, y aunque estd formado principalmente por agua puede

soportar un racimo de 50 kg o mas (ProMusa, 2016).

El hijuelo es un brote lateral que se desarrolla desde el rizoma y surge muy cerca de la
planta progenitora, se le conoce como retofio, vastago, brote o colino. No todos se
desarrollan como una planta vigorosa, el hijo seleccionado para reemplazar a la planta

madre después de la fructificaciéon se le denomina sucesor (ProMusa, 2016).
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Figura 2-1. Distribucién geogréfica de las secciones del género Musa.
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Figura 2-2. Distribucién geografica de las especies y subespecies ancestrales del género
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Las hojas tienen una distribucion helicoidal, lisas, oblongas y las nervaduras pinnadas,
dispuestas en espiral, se despliegan hasta alcanzar 2m de largo y hasta 90 cm de ancho;
el peciolo tiene hasta 60 cm (Isneider, 2016).

Las plantas de banano presentan un sistema radicular primario y uno adventicio (ProMusa,
2016), son superficiales y se distribuyen en una capa de 30 a 40 cm de profundidad con
un didmetro aproximado entre 5y 8 mm, de tipo fibroso (Ortiz et al. 2001; Isneider, 2016).

Los bananos son plantas monoicas, las flores femeninas (pistiladas) aparecen primero, el
ovario se desarrolla en un fruto sin semillas, mediante partenocarpia. A medida que las
flores femeninas se desarrollan en frutos, la porcién distal de la inflorescencia se alarga 'y
produce grupo de flores masculinas (estaminadas), cada uno bajo una bractea, producen
polen, pero pueden ser 0 no estériles. Las flores hermafroditas pueden presentarse en el
raquis, por lo general no se desarrollan como frutos y sus estambres no producen polen
(ProMusa, 2016).

El fruto de banano se caracteriza por ser una baya epigina de piel gruesa con abundante
colénquima y finalmente resulta en una masa parenquimatosa de hasta 23 cm que contiene
una gran cantidad de azucares, almiddn, potasio, calcio, vitamina A, entre otros (Ortiz et
al. 2001). El bananito también pertenece al género Musa, sin embargo su fruto se
caracteriza por tener un sabor ligeramente mas dulce, con un tamafio que fluctia entre los

10 y 12 cm de longitud y un peso entre los 60 y 80 gramos (Isneider, 2016).

2.1.4 Importancia econémica

El banano (Musa spp.) es cultivado en todas las regiones tropicales alrededor del mundo,
por su valor nutricional se considera el cuarto cultivo de mayor importancia después del
trigo, el maiz y el arroz, es la fruta fresca mas exportada del mundo en cuanto a valor y
volumen, proporciona empleo e ingresos y aporta a la seguridad alimentaria de millones
de personas. Ademas, de la trascendencia como alimento humano, también tiene multiples
potencialidades como alimento animal, fuente de fibras, compuestos naturales,
biopolimeros, alcohol y azucares (Lacuna & Richman, 2002). Igualmente, es usado como
cultivo asociado, refugio de fauna silvestre y su genoma es utilizado en el estudio de virus
(Arias et al. 2004).
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Figura 2-3. Morfologia de una planta de Muséceas.
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La produccién del afio 2017 segun la FAOSTAT sefiala como el pais de mayor produccion
de banano del mundo a la India con 26%; seguido de China con 10%, Indonesia con 6.3%,
Brasil con 5.8%, Ecuador con 5.5% y Filipinas con 5.3%. En cuanto a Colombia, junto con
otros paises como Angola, Guatemala, Tanzania, Costa Rica y México, producen entre 2
y 3%.

En Colombia el banano es uno de los principales cultivos agricolas y “las zonas donde méas
se cultiva son los departamentos de Antioquia (region de Uraba) y Magdalena medio”
(Ospina et al. 2018), como cultivo asociado se encuentra en todo el territorio nacional. La
produccion de banano para exportacion, dependia inicialmente del cultivo de Gros Michel,
pero por la susceptibilidad al Mal de Panama, fue reemplazado por clones de Valery, Gran

Enano, Giant Cavendish y Williams (Giraldo & Montoya, 2012).
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Para el afio 2018 en el territorio nacional se registraron 133.031 hectareas de las cuales
83.724 fueron de consumo interno y 49.307 de banano tipo exportacion (Ministerio de
Agricultura, 2018) y de acuerdo a la Asociacion de Bananeros de Colombia (2018)
producen 1.980.000 toneladas que corresponde a USD 846 millones, posesionando a este
cultivo en el tercer lugar dentro de un listado de exportacién de productos agricolas, el cual
es liderado por la exportacion de café y flores.

En cuanto al bananito, en Colombia se reportan 4992 hectareas sembradas para el 2018
concentradas en los departamentos de Narifio, Choco y Tolima obteniéndose un
crecimiento del 104% frente al afio 2017. Hace parte de las frutas exoticas de mayor
impacto en las exportaciones después de la granadilla, las principales variedades que se

comercializan son el Orito, Manzano, Nifio, Burro y Red (Ministerio de Agricultura, 2017).

2.2 Andlisis de ladiversidad genética

2.2.1 . Marcadores genéticos

Los marcadores genéticos permiten evidenciar variacion, se transmiten segun las leyes
basicas de la herencia mendeliana, establecen diferencias entre dos individuos que pueden
0 no pertenecer a la misma especie (Gonzalez, 2008). Las caracteristicas de estos los han
hecho técnicas Uutiles “para la identificacion de especies, cepas, hibridos, analisis de
diversidad, recursos genéticos, determinacion de paternidad, mapeo gendmico con
aplicacion a genética de poblaciones, biologia evolutiva, ecologia molecular, genética de

la conservacion”, entre otros (Gonzalez, 2008; Hopp & Hopp, 2014).

Los marcadores genéticos se pueden clasificar en tres tipos: marcadores morfolégicos, en
donde los polimorfismos de los genes se detectan por medio de su fenotipo, bioquimicos
gue incluyen perfiles electromagnéticos de isoenzimas y proteinas de reserva y los
moleculares que revelan sitios de variacion a nivel del ADN (Hopp & Hopp, 2014). Las
principales desventajas de los marcadores bioquimicos y morfolégicos es que estan
limitados en numero y son influenciados por los factores ambientales o de la etapa de

desarrollo de la planta a diferencia de los moleculares (Gonzalez, 2008).

Los marcadores moleculares son fragmentos de ADN que pueden detectarse facilmente

dentro del genoma de un organismo, trabajan directamente con la base genética de
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variacion y permiten seleccionar y definir los caracteres de una manera relativamente
objetiva (Alcantara, 2007; Rocha, 2003). Estos son fundamentales en diversos campos de
la biologia como: evolucion, ecologia, biomedicina, ciencias forenses y estudios de
diversidad, ademas se utilizan para localizar y aislar genes de interés, la introgresion de
genes a través de retrocruzamientos, caracterizacion del germoplasma, diagnostico

genético, estudio de la organizacion del genoma y filogenética (Gonzalez, 2008).

Los diferentes tipos de marcadores moleculares se distinguen por su capacidad de detectar
polimorfismos en loci Unicos o multiples. Los primeros tienen la ventaja de determinar el
genotipo exacto de un individuo al detectar todas las variantes alélicas presentes en un
locus particular de sus cromosomas homologos. Los segundos no permiten conocer el
genotipo exacto de un individuo (solo permiten detectar una variante alélica por locus en
cada individuo) pero tienen la ventaja de analizar simultaneamente la variacién en varias

regiones del genoma (Alcantara, 2007).

Estos marcadores pueden ser agrupados, en tres categorias segin una de las técnicas de
la biologia molecular empleadas en su andlisis, tales son: las que aplican hibridacién del
ADN como los RFLPs (Fragmentos de Restriccién Polimérficos) y los VNT (Minisatélites),
los que utilizan la amplificacién de fragmentos por medio de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) como los RAPD (Fragmentos polimérficos de ADN Amplificados al
Azar), los AFLPs (Fragmentos Polimorficos de ADN Amplificados) y los SSR
(Microsatélites) y los marcadores basados en la secuenciacion de fragmentos como los
SNPs (Polimorfismo de Nucleétido Unico)(Rocha, 2003).

2.2.2 Marcadores microsatélites

Los microsatélites, SSR (Simple Sequence Repeats) o STR (Short Tandem Repeats) son
regiones de ADN caracterizadas por presentar repeticiones en tAndem de patrones muy
cortos de pares de bases (1 a 6), son codominantes, presentan un alto polimorfismo por
locus y debido a que el nimero de repeticiones es altamente variable entre los individuos
y poblaciones, son efectivos para fines de caracterizacion. Son fundamentales en el area
de la biologia en estudios de plantas y animales, también han sido usados ampliamente
en el campo de la agricultura, donde se utilizan para caracterizar materiales genéticos,

seleccién de plantas, construccion de mapas de ligamiento densos, mapeo de loci de
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caracteres cuantitativos (QTLs) econdémicamente importantes y en programas de
mejoramiento (Gonzalez, 2008; Madesis et al. 2013).

La identificacion de los polimorfismos se hace por medio de cebadores construidos
especificamente para la amplificacién, mediante PCR, de la regién de ADN que es
flanqueada por el microsatélite. Los microsatélites son un tipo de marcador versatil en los
métodos de deteccion, pueden visualizarse y registrarse con geles de poliacrilamida y
tincion con nitrato de plata, con andlisis de fragmentos fluorescentes en secuenciador

automatico o incluso con secuenciacion de Ultima generacion (Trochez et al. 2019).

2.2.3 Diversidad genética

La diversidad genética se refiere al conjunto de toda la variacion de tipo hereditario dentro
de la especie. Esta variacion es esencial para el funcionamiento de los ecosistemas, al
hacer posible que las poblaciones se adapten a condiciones cambiantes del medio
ambiente (De Vicente et al. 2004), representada en individuos con caracteristicas
potenciales, tolerancia y/o resistencias a sequias, inviernos, plagas y enfermedades
especificas. Es fundamental para los programas de mejoramiento genético la generacion
de nuevos hibridos u organismos genéticamente modificados que se adapten y sean
capaces de tener una buena produccién bajo condiciones adversas. Por lo anteriormente

expuesto su estudio es de vital importancia en el &rea agricolay pecuaria (Cruz et al. 2014).

El andlisis de la diversidad genética con marcadores moleculares comprende tres pasos:
describir la diversidad intrapoblacional, analizar la estructura poblacional y las relaciones

genéticas.

2.2.4 Diversidad genética intrapoblacional

La descripcién de la diversidad intrapoblacional se revela mediante diversos indices de
cuantificacién, entre los principales estan el contenido de informacion polimérfica (PIC), la
tasa de polimorfismo (Pj), el nimero promedio de alelos por locus (NPA) y el indice de

marcador (MI).
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= Contenido de informacion polimarfica (PIC)

El contenido de informacién polimérfica hace referencia al valor de un marcador para
detectar polimorfismo dentro de una poblacién, dependiendo del nimero de alelos
detectables y la distribucion de su frecuencia; por lo tanto, proporciona una estimacion del
poder de discriminacion del marcador (Nagy et al. 2012). La ecuacion 1.1 indica como se
puede calcular el valor PIC para cada locus.

K K-1 K
PIC=1-— Zplz — Z Z 2pfp; (1.1)
i=1 i=1 j=i+1

Donde pi = frecuencia del i-ésimo alelo en un locus y K = nimero de loci.

Estudios realizados por De Jesus et al., (2013) donde se evalué un grupo de Musaceas
con microsatélites, por la complejidad del andlisis por el nivel de ploidia de las
introducciones convirtieron la matriz en un formato binario y usaron la siguiente férmula

para estimar los valores del PIC (Ver ecuacion 1.2).
PIC; = 2f; (1= f;) (1.2)

En donde, i es la informacion del i-esimo marcador, f; es la frecuencia del alelo amplificado

(presencia de una banda) y 1 — f; es la frecuencia de los alelos que no estan presentes.

= Tasa de polimorfismo (Pj)

El polimorfismo se refiere a la coexistencia de patrones alternos de bandas o variantes de
ADN que se evidencian mediante métodos de deteccion. Un locus se define como
polimérfico si la frecuencia de uno de sus alelos es menor o igual a 0.95 o 0.99 (Ver

ecuacion 1.3).

Pj=q <0956 Pj=q <0.99 (1.3)

Donde Pj es la tasa de polimorfismo y q es la frecuencia alélica.

Esta medida proporciona el criterio para definir si un gen presenta variacién (IPGRI et al.
2004).
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= indice de marcador (IM)

El indice de marcador proporciona una estimacion de la utilidad de los marcadores, que es
determinado por el nivel de polimorfismo detectado y la medida en que se pueden
identificar maltiples polimorfismos (Ver ecuacion 1.4).

IM = PIC X EMR.....coo i oo, (1.4)

Es decir, un producto del contenido de informacién polimérfica o PIC y la relacion de

multiplexacion efectiva o EMR (Rajeev et al. 2007).

= Namero promedio de alelos por locus (NPA)

Es la suma de todos los “n” alelos detectados en todos los “i” loci, dividido por el nUmero
total de “K” loci (IPGRI et al. 2004). La ecuacién 1.5 indica el caculo del nimero promedio

de alelos por locus.

K
Nea= (1) ) (15)
i=1

2.2.5 Estructura poblacional

La asignacion de los individuos a poblaciones es fundamental para comprender un posible
escenario de la estructura genética, convirtiéndose en un paso esencial para los programas
de genética evolutiva, ecologia molecular, entre otros. En efecto, cuando se desconoce
completamente el origen y sitios de muestreo de los individuos analizados, se requiere de
programas que proporcionen el nimero mas probable de poblaciones (K) y la pertenencia
de los individuos a esas poblaciones (Q). Para tal propdésito se han desarrollado muchos

programas, entre los cuales el mas utilizado es STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al. 2016).

Este software ofrece un andlisis de un grupo, generalmente como una matriz Qi que
contiene para cada individuo i los coeficientes de pertenencia de ese individuo en cada
uno de los grupos k. Estos coeficientes se pueden interpretar como probabilidades de
pertenencia o como la fraccién del genoma con pertenencia al grupo K (Kopelman et al.
2009).
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2.2.6 Relaciones genéticas

Existen varios métodos multivariados que facilitan la interpretacion de las relaciones
genéticas obtenidas de la matriz de distancia generando representaciones gréficas, como
lo son el analisis de agrupamiento y de componentes principales (PCA), entre otros.

El analisis de componentes principales (PCA) es un andlisis estadistico multivariante
utilizado en genética de poblaciones para reducir el nUmero de variables asignadas a cada
poblacién y/o especie, ajustando los resultados a dos o tres dimensiones y logrando
diagramas de dispersion de puntos para determinar las relaciones genéticas en el espacio

de los individuos, las poblaciones y/o especies estudiadas (Gonzalez, 2008).

El andlisis de agrupamiento o de conglomerados es una técnica que permite ordenar
individuos en grupos generando dendogramas basados en distancias, es decir, utilizan el
alineamiento o diferenciacion genética para calcular las distancias entre UBCs (Unidad
basica de caracterizacion) y posteriormente tratan de reconstruir un arbol a partir de dichas
distancias (Nufiez & Escobedo, 2011).

Los algoritmos 0 métodos de reconstruccidon filogenética mas comunes son el UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic means, UPGMA) y el Neighbor joining. El
primero es el método mas sencillo de todos, toma la distancia promedio de todos los pares,
entre los individuos de la muestra, mientras que el Neighbor joining o ligamiento simple

toma la distancia del vecino con el que presenta mayor similitud (Gonzalez, 2008).

En el caso de la filogenia molecular los datos son normalmente secuencias de genes o
proteinas en forma de un alineamiento mdultiple y es comdn el empleo de métodos de
agrupamiento adicionales a los basados exclusivamente en distancias genéticas. Las
metodologias utilizadas para la estimacion de arboles evolutivos se dividen en cuatro
categorias: matriz de distancias, parsimonia, invariantes y maxima probabilidad (Swofford
y Olsen, 1990). Los resultados del analisis de conglomerados pueden aportar a la
clasificaciéon e identificacion formal de individuos como por ejemplo una taxonomia, o0 a
sugerir andlisis estadisticos posteriores para la descripcion de poblaciones, asignar

individuos nuevos a un grupo, entre otros (Villardon, n.d.)






3. Antecedentes

Inicialmente, los procesos de mejoramiento en banano empezaron con la evaluacion y
obtencién de materiales resistentes al hongo Fusarium oxysporum f.sp. cubense, agente
causal del Mal de Panama, principal limitante del cultivo. La Fundacion Hondurefia de
Investigacion Agricola, FHIA, fue la encargada del mejoramiento genético del cultivo para
producir hibridos resistentes al hongo, como los de Gros Michel, sin embargo, no resultaron
tan productivos como los clones Cavendish, mayormente utilizados para las plantaciones

comerciales desde 1960.

El mejoramiento genético convencional no se ha podido usar para desarrollar un nuevo
hibrido a partir de los clones Cavendish, debido a la esterilidad femenina reportada
inicialmente por Simmonds (1962) y verificada por otros estudios realizados por Stover y
Buddenhagen (1986) y Stover y Simmons (1987). El desarrollo de materiales mejorados
con caracteristicas agronémicas adecuadas de produccién y resistencia a enfermedades
es el principal objetivo de los programas de mejoramiento, por ende a nivel mundial se
realizan caracterizaciones morfoldgicas, fisicas, quimicas y moleculares de individuos que
puedan aportar a la creacién de nuevos hibridos (Fundacion Hondurefia de Investigacion

Agricola, n.d.).

La coleccion de musaceas de Agrosavia (Corporaciéon Colombiana de Investigacion
Agricola) ha sido caracterizada por diferentes métodos. Alvaro Caicedo (2015) realiz6 la
caracterizacion morfolégica, fisica y quimica de 185 accesiones y concluy6 que existe alta
variabilidad genética entre tipos y genomas, sin embargo, para el caso de los bananitos la
diversidad es limitada y se hace énfasis en la necesidad de un estudio posterior a nivel
molecular que permita una utilizacion mas eficiente de los recursos del banco.

Adicionalmente, se cuenta con diversas accesiones con caracteristicas promisorias de
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porcentaje de grados Brix, materia seca y almidon que pueden ser usadas en programas

de mejoramiento.

A nivel general el genoma de las musaceas se ha caracterizado mediante varias técnicas,
como: RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), ISSR (Inter Simple Sequence Repeats), VNTR (Variable Number
Tandem Repeats), DArT (Diversity Arrays Technology) y SSR (Manzo et al. 2015).

Los marcadores RFLP son una técnica descrita por Botstein et al. (1980), se han usado
ampliamente para detectar polimorfismos de fragmentos de ADN, basandose en la
digestion del ADN total de un individuo con diferentes enzimas de restriccion (Becerra &
Paredes, 2000). Segun Manzo et al. (2015) este tipo de marcador ha sido Gtil en Musa para
construir mapas de vinculacion genética, analisis filogenético y de variacion del genoma
del cloroplasto. Ademas, permitié detectar variaciones genéticas de M. balbisiana salvaje
en la India asociadas con la caracterizacion morfolégica y taxondmica. Sin embargo, falla
en algunos grupos especificos, por ello se requiere del estudio adicional con otros

marcadores.

Los RAPD desarrollados por Williams et al. (1990) basados en la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) amplifican regiones de un genoma individual e identifica polimorfismos
mas precisos al detectar pequefios cambios en los nucledtidos. El primero en publicar el
uso de la técnica en Musa fue Kaemmer (1992) para la identificacion de individuos
“fingerprinting” en varios cultivares. Desde entonces se han usado principalmente con ese
objetivo y para la clasificacion de germoplasma, y aunque actualmente se siguen
publicando investigaciones probablemente por su bajo costo, la obtencién rapida de
resultados y la baja cantidad de ADN requerida, sus resultados son cuestionados por la
inconsistencia en los datos, dado que la alteracion mas pequefia en los pardmetros de

amplificacién pueden cambiar los resultados (Becerra & Paredes, 2000; Manzo et al. 2015).

Los ISSR y los RAPD determinaron la estabilidad genética de tres cultivares de banano
(Musa spp.) indicando que se detecté mayor polimorfismo con los primeros comparados
con los segundos, segun lo referido por Manzo et al. (2015). En este contexto los ISRR se
utilizaron para detectar la uniformidad genética; en otros estudios sefialados por el mismo
autor también se han implementado para evaluar la diversidad genética de introducciones
de banano silvestre recolectadas en China e India encontrando diversos origenes y

caminos evolutivos.
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Los VNTR son regiones cortas de ADN repetidos en tandem (1 a 4 pb) y se generan por
amplificacién por PCR altamente especifica. Las investigaciones realizadas con este tipo
de marcador han demostrado detectar alto nivel de polimorfismo entre individuos de
poblaciones de Musa y descubrieron nuevos loci en M. acuminata (Manzo et al. 2015).

DArT es una tecnologia de genotipado basada en la hibridacion del ADN, que permite la
creacion de perfiles de genoma completo a bajo costo, sin informacion previa de la
secuencia. Los estudios con este marcador han desarrollado aproximadamente 1500
marcadores usando una amplia gama de introducciones de Musa spp., ayudando a
resolver el pedigri de genotipos valiosos de origen desconocido y el andlisis de relacion

entre diversas constituciones de ploidia (Manzo et al. 2015).



4. Materiales y métodos

4.1 Material genético

Un total de 99 accesiones, de las cuales 93 pertenecen a la especie Musa acuminata. De
estas, 55 corresponden a banano y 38 a bananito. Adicionalmente se evaluaron 6
ornamentales de las especies M. textilis, M. velutina, M. basjoo, M. ornata, M. laterita y M.
itinerans (Anexo A), que hacen parte del banco de germoplasma de la Corporacion
Colombiana de Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA) ubicado en Palmira, Valle del
Cauca, en coordenadas 3°52’12"’N — 76°30’70”0, a una altura de 1100 msnm, con una

temperatura promedio de 23°C y 1100 mm de precipitacion.

4.1.1 Extraccion y purificacion del ADN

Muestras de la hoja bandera de cada accesion fueron recolectadas, posteriormente estas
se pulverizaron con nitrégeno liquido para romper la pared celular y facilitar la extraccion.
El tejido pulverizado fue trasferido a tubos de microcentrifuga de 1,5 ml. Seguidamente, el
ADN fue extraido usando el protocolo propuesto por Doyle (1991), el cual comprende los
pasos: incubacion del buffer de extraccién a 60°C por 30 minutos. Adicién de 700 L de
buffer de extraccién (tabla 4-1) al tejido pulverizado y homogenizacion de la mezcla con
vortex. Incubacién a 60°C por 30 minutos con agitacion cada 5 minutos. Adicién de 300 L
de alcohol isoamilico, 500 pL de cloroformo y mezclado con agitacién usando el “shaker”.
Centrifugacion a 13.000 rpm por 10 minutos. Transferencia del sobrenadante a un nuevo
tubo previamente marcado. Adicién de 2/3 del volumen de Isopropanol y mezclado con el
agitador “shaker”. Incubaciéon a -20°C por 2 horas para la precipitacién de los acidos
nucleicos. Centrifugacién a 13.000 rpm por 10 minutos; remocién del isopropanol.
Eliminacion del sobrenadante y secado del precipitado a temperatura ambiente por 1 hora.

Suspensién del pellet de acidos nucleicos en 1ml de TE (10 mM Tris —Ha, 1mM EDTA, pH
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7.4). Adicién de 1 pL de ARNasa e incubacion a 37°C por 30 minutos. Dilucion de la
muestra con agua destilada. Adicion de acetato de amonio (7.5M stock, pH 7.7) para
obtener una concentracion final de 2.5M, adicion de etanol, incorporacioén suavemente para
precipitaciéon del ADN. Centrifugacién a 13000 rpm por 5 minutos. Se descarté el
sobrenadante y se dej6 secar el ADN a temperatura ambiente por 40 minutos, eliminando
bien el alcohol. Suspension en TE y conservacién a -20°C.

Tabla 4-1. Buffer de extraccién de ADN propuesto por Doyle (1991).

Reactivo Concentracion final Volumen*
Agua - 325 ml
Tris 1M 100Mm 5mi
NaCl 5M 1.4M 14 mi
EDTA 0,5M pH 8 20mM 2mi
CTAB 3% 15¢g
B-Mercaptoetanol 0.2% 10 pL
PVP 1% 059

*VVolumen total del buffer: 50ml.

4.1.2 Determinacion de la calidad e integridad del ADN

La concentracién de las muestras de ADN fue cuantificada con el espectrofotdmetro colibri
en nanogramos por microlitro (ng/pL) basado en el valor de absorbancia obtenido a una
longitud de onda de 260 nm, simultaneamente, la pureza fue establecida con las relaciones
de absorbancia 260/280 y 260/230. El tamafio molecular del ADN fue identificado en un
gel de agarosa (1.5%) con tincién de Gel Red y determinado con un transiluminador de
UV. El almacenamiento de las muestras se hizo en un congelador a -20°C para su

conservacion durante la ejecucion del proyecto.

4.2 Seleccion, estandarizacion y amplificacion por PCR
de los microsatélites

4.2.1 Seleccion preliminar de los microsatélites

Diecinueve microsatélites fueron seleccionados (Tabla 4-2) con base a los estudios
realizados en Musaceas por Ashikin et al. 2012, Creste et al. 2006, Hippolyte et al. 2012,

Kaemmer et al. 1997 y Nunes de Jesus et al. 2013. Los microsatélites fueron seleccionados
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considerando criterios como: el contenido de informacion polimérfica (PIC), nUmero de

alelos (Na) y heterocigosidad (He).

Tabla 4-2. Microsatélites evaluados para la caracterizacion de banco de germoplasma de

Muséceas.
Nombre Rango Secuencia (5'- 3%) Motivo Ta (°C) PIC Na He Fuente

F: AATGGCTGCCTGCCATGCA Crouch et al.
Mb163 180-200 (GA)20 62 0.28 4 0.13

R: GAATCAAAGAGGCGAGAAGACGA (1998)

F: CTGCCTCTCCTTCTCCTTGGAA Crouch et al.
Mb169 370-390 (TC)15 62 0.77 9 0.59

R: TCGGTGATGGCTCTGACTCA (1998)

F: CGCTTCTGCCTTGTTTCTGT Creste et al.
MaOCEN17 150-190 (TC)15 62 0.68 19 0.9

R: TGGGTTGACTCCTTTTGTGG (2006)

F: ATGCCCAAGAAGGGAAGGGAA Crouch et al.
Mb1134 380-210 (GA)21 62 0.52 18 0.9

R: TAATGCCGGAGGATCAGTGTGA (1998)

F: GCCGAGAGAGGAAATGGAA Creste et al.
MaOCENO04 130-180 (AG)20 62 0.65 19 0.78

R: CTGCGAGGGTAGAGTGGATG (2006)

F: ATCAGCAACACAGGAAGAAAAG Creste et al.
MaOCENO08 240-270 (GA)16 62 062 21 0.93

R: AATCTGGACGAGGGAGCA (2006)

F: GCTGCTATTTTGTCCTTGGTG Creste et al.
MaOCEN13 141-200 (TC)16 62 0.72 14 0.68

R: CTTGATGCTGGGATTCTGG (2006)

F: AGGTGCCACACAGTTCAGACA Crouch et al.
Mb1113 380-410 (GA)18 62 0.3 15 0.79

R: CAACCCAAACCTGTTCGACCAA (1998)

F: TCTCAGGAAGGGCAACAATC Creste et al.
MaOCENO1 210-250 (CMn17 62 0.68 11 0.46

R: GGACCAAAGGGAAAGAAACC (2006)

F: TTAAAGGTGTAGCATTAGG Lagoda et al.
mMaCIR01 220-294 (GA)20 55 097 24 0.91

R: TTTGATGTCACAATGGTGTTCC (1998)

F: AGGAGTGGGAGCCTATTT Lagoda et al.
mMaClR264 214-331 (CMn17 60 0.9 17 0.61

R: CTCCTCGGTCAGTCCTC (1998)

F: TCCCAACCCCTGCAACCACT Lagoda et al.
mMaCIR13 246-286 (GA)16N76(GA)8 53 0.89 19 0.89

R: CCCTTTGCGTGCCCCTAA (1998)

F: GGCAGCAACAACATACTACGAC Lagoda et al.
mMaCIR40 150-189 (GA)13 54 091 16 0.53

R: CTACTTCACCCCCATTCTTTTA (1998)

F: AACAACTAGGATGGTAATGTGTGGAA Lagoda et al.
mMaCIR07 121-169 (GA)13 53 0.88 21 0.55

R: GATCTGAGGATGGTTCTGTTGGAGTG (1998)

F: ACTTATTCCCCCGCACTCAA Lagoda et al.
mMaCIR08 231-251 (TC)6N24(TC)7 55 0.74 12 0.83

R: ACTCTCGCCCATCTTCATCC (1998)

F: AACACCGTACAGGGAGTCAC Lagoda et al.
MMACIR39 300-380 (CA)5GATA(GA)5 52 0.71 ' 20 0.89

R: GATACATAAGGCAGTCACATTG (1998)

F: ATGCTGTCATTGCCTTGT Hippolyte et
MMACIR150 200-650 (CA)10 54 0.79 17 0.52

R: ATGACCTGTCGAACATCCT al. (2010)

F: GGAAAACGCGAATGTGTG Kaemmer et
Ma-1-132 330-378 55 0.98 @ 10 0.51

R: AGCCATATACCGAGCACTTG al. (1997)

F: ACTGCTGCTCTCCACCTCAAC Crouch et al.
Ma-3-139 114-141 (GA)14 56 0.97 6 0.62

R: GTCCCCCAAGAACCATATGATT (1998)

Ta: Temperatura de alineacion; PIC: contenido de informacién polimorfica; Na: nUmero de
alelos; He: Heterocigosidad esperada.
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4.2.2 Estandarizacion de los microsatélites

Los diecinueve microsatélites seleccionados se llevaron a un proceso de verificacion con
cinco accesiones de la poblacion tomadas al azar, en las cuales fue realizada la respectiva
PCR para una correcta amplificacion del ADN. Doce microsatélites (Mb163, Mb169,
MaOCEN17, Mb1134, MaOCENO04, MaOCENO08, MaOCENO013, Mb1113, MaOCENO1,
MmMACIR39, mMACIR264 y mMACIR08) amplificaron exitosamente y fueron

seleccionados para el analisis del total de accesiones de Musaceas.

4.2.3 Condiciones para la amplificacion de microsatélites

Los doce microsatélites fueron amplificados por PCR en un volumen final de 20 pl (tabla
4-3) con las siguientes condiciones: iniciacion a 94°C por 5 min, 94°C por 1min, 62°C por
45 seg, 72°C por 1 min, seguido de 32 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 1 min,
alineamiento a 48-62°C por 45 seg y extension a 72°C por 1 min y la extension final a 72

°C por 10 min.

La confirmacion de la amplificacion de los microsatélites fue realizada mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (1,5 g agarosa + 100 ml TBE 0,5 X, 120 V por 45

min) con tincién de Gel Red y registrado con un transiluminador UV.

4.2.4 Disefio y optimizacion de PCR marcados con fluorescencia

Doce microsatélites fueron ordenados en cuatro paneles de tres marcadores cada uno, el
cebador forward de cada uno de los microsatélites en un mismo panel fue marcado con un
fluorocromo de diferente color para permitir la diferenciacion de los fragmentos de ADN
(tabla 4-4).

Los productos de PCR de cada accesion fueron mezclados de acuerdo a los paneles y de
cada mezcla se tomé una alicuota de 1.5 ul que se colocé en un pozo especifico de una
placa de 96. La accesion y los microsatélites de cada pozo fueron registrados y la placa
fue enviada para analisis de fragmentos fluorescentes en secuenciador automatico al
“Institute of biotechnology the Cornell University, New York, USA” para detectar y

determinar de forma precisa el tamafio de los amplicones.



24 Diversidad genética de bananos y bananitos con microsatélites fluorescentes

Tabla 4-3. Coctel por reacciéon de PCR empleado para amplificar los doce microsatélites

en Musaceas.

Componente Concentracion inicial | Concentracion final Vo(l;lr)rlen
Agua estéril - 7.8
dNTPs 25mM 4.3mM 3.48
MgCls 25mM 2mM 1.6
Tag Buffer 10x 1.08x 2.16
BSA 5x 0.2x 0.8
Trehalosa 10% 0.8% 1.6
Tag polimerasa 5u/ul 0.04u/ul 0.16
Primer F 10mM 0.1mM-0.48mM 0.2-0.96
Primer R 10mM 0.1-0.48mM 0.2-0.96
ADN 25-30ng/pl 2.5-3ng/pl 2

*VVolumen total del coctel: 20 pl

Tabla 4-4. Microsatélites fluorescentes usados para el analisis de la diversidad genética

de Musaceas.

Panel Microsatélite | Diana fluorescente | Color emision

1 Mb163 FAM AZUL
Mb169 PET ROJO
MaOCEN17 VIC VERDE

2 Mb1134 PET ROJO
MaOCENO4 VIC VERDE
MaOCENO8 FAM AZUL

3 MaOCEN13 PET ROJO
Mb1113 VIC VERDE
MaOCENO1 NED AMARILLO

4 MMACIR39 VIC VERDE
mMaCIR264 PET ROJO
mMaCIR08 FAM AZUL
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Las lecturas del equipo fueron analizadas y trasformadas en una matriz con los genotipos
de las accesiones para los doce microsatélites mediante el software Geneious v7.0 (Kearse
et al. 2012). Los datos alélicos obtenidos a partir del software fueron transformados en una

matriz binaria de presencia/ausencia con la que se efectuaron los posteriores analisis.

4.3 Analisis de los datos obtenidos de los microsatélites

Los microsatélites fueron evaluados calculando los siguientes estimadores: nimero de
alelos (Na), numero de alelos promedio por locus, contenido de informacion polimérfica
(PIC), rango de tamafio, y el indice de marcador (IM) usando las formulas propuestas por
Nunes de Jesus (2013) para Musaceas (Tabla 4-5). Los datos fueron obtenidos por medio
del programa GenAlEx v. 6.5 (Smouse & Peakall, 2006). El analisis de la diversidad
genética intrapoblacional se efectué mediante el calculo de la heterocigosidad observada
y esperada, su determinacion se hizo manual por la complejidad del nivel de ploidia del

género Musa.

La asignacion de las accesiones a poblaciones se realiz6 implementando el software
Structure 2.3.4 (Pritchard et al. 2016). El archivo de entrada para la corrida del programa
fue una matriz binaria, donde se us6 un periodo de 30.000 interacciones, seguido de una
cadena de Markov Monte Carlo (Monte Carlo Markov Chain — MCMC) de 30.000, variando
desde K=2 hasta K=15 poblaciones, con 10 corridas independientes para cada K. Se usé

el modelo de ancestria mezclada y el de frecuencias alélicas correlacionadas.

La eleccion del numero méas probable de poblaciones se realizé con base en el valor
logaritmico mas alto de la probabilidad LnP (K) y utilizando el método de Evanno et al.
(2005) basado en la tasa de cambio en la probabilidad logaritmica de los datos [Ln Pr

(X/K)]. Para ello se utilizd el software Clumpak (Kopelman et al. 2009).

El analisis de las relaciones entre poblaciones se efectu6 a partir de una matriz binaria de
los alelos presentes. Se calculd el indice de dissimilaridad de Dice (1945) con el que se
generd un dendograma basado en el método Neighbor Joining (Saitou & Nei, 1987) y un
grafico de dispersion en 2D fundamentado en el analisis de coordenadas principales
(PCoA). Estos analisis fueron estimados con el software DARwin6 (Perrier & Jacquemoud-
Collet, 2006).
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Tabla 4-5. Estimadores empleados para describir la diversidad genética intrapoblacional

con microsatélites en Musaceas.

Estimador

Formula

Numero promedio alelos por locus (NPA)

1 K
NPA= () Z n;
1=

K = nimero de loci

ni = N° de alelos detectados por locus

Contenido de informacion polimérfica (PIC)

i = informacioén del i-esimo marcador.

fi:

presentan el alelo i.

frecuencia de accesiones que
1 — f; = frecuencia de accesiones que no

presentan el alelo i.

indice de marcador (IM)

IM = PIC x EMR
EMR = Nax
Na = numero total de fragmentos

B = fraccion de bandas polimorficas

Heterocigosidad observada (Ho)

_Z Ind H
B n

Ho

Ind H = individuos heterocigotos

n = total de individuos

Heterocigosidad esperada (He)

He = 1—Zpi2

pi = frecuencia del i-ésimo alelo en un

locus




5. Resultados y discusion

5.1 Concentracion y pureza del ADN

La concentracion promedio de las muestras de ADN fue 1088 ng/ul con un rango entre
70.30 ng/ul y 3377.69 ng/ul, lo que indicd la obtencion de ADN suficiente para la ejecucion
del proyecto. La relacion de absorbancias 260/280 y 260/230 presentdé en promedio de
1.99 y 1.72 respectivamente (Tabla 5-1). La mayoria de las muestras presentaron valores
de pureza Optimos (260/280 > 1.6; 260/230 > 1.5), sefialando baja presencia de
contaminantes como compuestos aromaticos, fenoles y proteinas (Bregard et al. 2000).
Sin embargo, dos muestras presentaron valores fuera de los rangos indicados, pero con

la calidad suficiente para amplificar los microsatélites por PCR.

Tabla 5-1. Concentraciéon y pureza del ADN de Musaceas.

Concentracion A260/280 A260/230
(ng/ul)
Promedio 1088 1.99 1.72
Desviacion estandar 583.85 0.10 0.30
Rango 70.30 — 3377.69 1.37-2.29 0.9-2.22

5.2 Microsatélites

Los datos perdidos por marcador no superaron el 5%, por lo tanto, siguiendo las
recomendaciones de Kalinowski et al. (2007), ningn marcador es descartado del analisis.
Los doce microsatélites polimorficos, identificaron 206 alelos, con un promedio de 17 alelos
por locus, en un rango entre 13 (Mb1134) y 23 alelos (MaOCENO01). Los resultados fueron
similares a otros estudios realizados en Musaceas, como el de Ashikin et al. (2012) en el
que fueron identificados 130 alelos (14 alelos por locus) con 9 microsatélites en 44
genotipos de Muséaceas. Igualmente coincide con la investigacién realizada por Irish et al.

(2014), en donde se observaron 302 alelos (14 alelos por locus), evaluando 175 genotipos
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con 21 microsatélites. Considerando que los estudios mencionados presentan una muestra

poblacional y numero de microsatélites, mayor y menor, respectivamente.

El PIC promedio fue de 0.10, con un rango entre 0.079 y 0.139. EI IM por su parte oscil6
entre 0.79 y 2.14, indicando un alto valor discriminatorio para las accesiones analizadas.
Los resultados obtenidos concuerdan con el estudio realizado por Nunes de Jesus et al.
(2013) donde se evaluaron 224 accesiones de Musa spp. con 21 microsatélites, logrando
un PIC promedio de 0.20 y un IM de 2.28. El valor es el doble del obtenido, debido a que
se analiz6 una muestra poblacional mayor y mas diversa (incluye platanos). Es necesario
precisar que el PIC maximo podria ser de 0.5 debido a que el célculo se efectué con la

formula propuesta por el autor anteriormente mencionado.

Los valores de PIC de los marcadores MaOCENO8 (0.139) y Mb163 (0.079) son los
esperados. Al igual que la investigacion realizada por Ashikin et al. (2012), MaOCENO08 se
destaca como altamente informativo, al contrario de Mb163. En cuanto al IM, seis
microsatélites (MaOCEN17, MaOCENO4, MaOCENO08, Mbl1113, MaOCENO1 vy
MMACIRO08) revelaron mayor informacion, teniendo en cuenta las consideraciones
tomadas por Nunes de Jesus et al. (2013), en donde establece que los marcadores que
superan el valor medio, para este caso 1.37, se califican como altamente informativos
(Tabla 5-2).

La heterocigosidad observada presentd valores altos en un rango entre 0.44 y 0.94 con un
promedio de 0.80, al igual que la heterocigosidad esperada que oscildé entre 0.65y 0.90
con un promedio de 0.81. Los promedios similares sugieren que algunos de los
microsatélites estarian en equilibrio de Hardy Weinberg, lo cual no indica que la coleccion
se comporte como una poblaciéon panmictica ideal, dado que se debe tener presente que
el teorema fue definido originalmente para poblaciones diploides con reproduccién sexual
aleatoria y el género Musa est4 compuesto de individuos con distintos niveles de ploidia y
de reproduccion principalmente asexual. En consecuencia, esto se debe a un sesgo
introducido al adaptar el célculo de heterocigosidad a una poblacién con caracteristicas

diferentes.



Resultados y discusion 29

Tabla 5-2. Estimadores usados para la caracterizacion de los microsatélites.

Locus N Na Rango (pb) PIC IM He Ho

Mb163 98 14 176-210 0.079 0.790 0.65 0.44
Mb169 97 19 368-456 0.092 1.288 0.84 0.85
MaOCEN17 97 15 156-190 0.125 1.375 0.82 0.92
Mb1134 97 13 372-408 0.119 0.952 0.82 0.57
MaOCENO4 99 17 144-178 0.126 2.142  0.90 0.90
MaOCENO08 96 14 240-278 0.139 1.807 0.85 0.91
MaOCEN13 96 18 138-190 0.102 1.326 0.79 0.88
Mb1113 96 20 358-414 0.112 1.456 0.86 0.86
MaOCENO1 96 23 218-278 0.093 1.488 0.87 0.91
mMaCIlR264 97 17 220-342 0.086 1.118 0.81 0.52
mMaCIR08 96 17 226-268 0.111 1554 0.81 0.93
MMACIR39 98 19 298-358 0.095 1235 0.81 0.94
Promedio 17.16 0.106 1377 0.81 0.80

N: numero de individuos; Na: nimero de alelos; Rango: indicado en pares de bases; PIC:
contenido de informacion polimorfica; IM: Indice de marcador; Ho: heterocigosidad observada;
He: heterocigosidad esperada.

5.3 Diversidad intrapoblacional

Los bananos y ornamentales presentaron 14.1 y 8.5 alelos promedio por locus,
respectivamente, con lo que se infiere una alta variabilidad dentro de los grupos. Los
bananitos por el contrario mostraron una menor diversidad, representada en 6.25 alelos
promedio por locus (tabla 5-3). Estos resultados coinciden con el estudio realizado por
Caicedo (2015), en donde se hizo la caracterizacidon morfoldgica, fisica y quimica de 185
accesiones del banco de musaceas de Agrosavia y concluye que existe alta variabilidad
genética entre tipos y genomas, sin embargo, para el caso de los bananitos la diversidad

es limitada.

La heterocigosidad esperada promedio, considerando los grupos, fue para bananos de
0.836 £ 0.01, ornamentales 0.848 = 0.05, lo que indicaria la presencia de una alta
diversidad genética; por el contrario, los bananitos presentaron un valor inferior de 0.569 +

0.05, que se traduce en una menor diversidad (Nei, 1973).

Por otro lado, la heterocigosidad observada promedio fue para bananos de 0.829 + 0.02,
bananitos 0.770 + 0.01 y ornamentales 0.708 + 0.10. Cabe resaltar que por la esterilidad y
la propagacion vegetativa propia de las Musaceas se esperarian valores bajos de

heterocigosidad observada, no obstante, segun Jain & Priyadarshan (2009) los valores
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altos estarian asociados a factores como: 1) la mayoria de los bananos silvestres diploides
utilizados en hibridacién son heterocigotos, 2) el modo de reproduccién sexual de los
cultivares ancestrales (autégama facultativa) permitié que hubiera polinizacion cruzada
entre los clones diploides de gametos 2n y n, dando origen a cultivares triploides y
tetraploides, aumentando la variabilidad, 3) los triploides ancestrales caracterizados por un
bajo grado de esterilidad provocaron mutaciones somaticas naturales, que contribuyeron
a la diversidad, 4) heterocigosidad estructural, 5) la heterocigosidad observada promedio
de las poblaciones de Muséaceas se ha estimado en cerca del 70%, 6) los bananos
comestibles son el resultado de una combinacion de frutos partenocarpicos, esterilidad y
rendimiento de pulpa, lo que conlleva a una reproduccién vegetativa para su propagacion,

gue favorece la conservacion del alto porcentaje de heterocigotos.

Los diploides mostraron una heterocigosidad observada alta (Ho=0.747 + 0.08), en
comparacion con el estudio realizado por Nunes de Jesus et al. (2013) donde se reporta
de 0.624 para diploides, sin embargo, en este caso la coleccién evaluada incluye
accesiones de Musa balbisiana y para esta especie la heterocigosidad es mas baja (0.374)

y por lo tanto afecta el promedio general.

Tabla 5-3. Estimadores de diversidad genética para tipo y genoma de Muséaceas.

Nombre NPA Hep Hop
Bananos 14.10 0.836 £ 0.01 0.829 + 0.02
Bananitos 6.25 0.569 + 0.05 0.770 £0.01
Ornamentales 8.50 0.848 + 0.05 0.708 £ 0.10
Diploides 12.25 0.709 £ 0.04 0.747 £ 0.08
Triploides 9.08 0.775 £ 0.02 0.877 £ 0.04
Tetraploides 7.00 0.790 £ 0.01 0.931 +0.03

N: nimero de individuos; NPA: nimero promedio de alelos; Ho: heterocigosidad observada
promedio; He: heterocigosidad esperada promedio.

Finalmente, los estimadores de diversidad genética permitieron reconocer a las
ornamentales como el tipo de musacea mas diverso debido a que esta compuesto de
accesiones de diferentes especies; seguido de los bananos que incluyen diversas
accesiones de origen silvestre y domesticadas de multiples regiones del mundo; y por
ultimo los bananitos, hallazgo que parece indicar que este tipo de musacea posiblemente
ha pasado por un proceso de selecciébn amplio, que ha ocasionado la disminucién del

numero de alelos y el aumento de la frecuencia de los restantes.
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5.4 Estructura genética

La estimacion del nimero aproximado de subpoblaciones se hizo, inicialmente, basandose
en el valor maximo del logaritmo de la probabilidad (LnP (K)), sin embargo, no alcanzé un
valor estable y contindo incrementando, al igual que la desviacién estandar, lo cual no
permitié establecer el nimero de subpoblaciones. Por ello se adopté el enfoque propuesto
por Evanno et al. (2005) fundamentado en el cambio de la probabilidad entre K (AK). El
método resultd ser mas sensible, debido a que presenta un punto maximo de AK, indicando

claramente que el numero de subpoblaciones mas probables es 3 (Figura 5-3).

Figura 5-1. A. Valores medios del logaritmo de la probabilidad de K (LnP (K)) para 10

corridas independientes para cada K. B. Valores de AK para cada funcién K basado en el
método de Evanno et al. (2005).

A L(K) (Media +/- Desviacién estdndar) B DeltaK = L(K)/ DS (L(K))
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Las accesiones fueron asignadas a cada una de las poblaciones de acuerdo al valor de
pertenencia de mayor magnitud (Q), que expresa la proporcién del genoma compuesto por
los alelos de la poblacién ancestral, de este modo, la estructura genética de la coleccion
de Muséceas estuvo conformada por tres poblaciones, donde dos de ellas estuvieron
compuestas principalmente por bananos (Q1 y Qs) Y la otra por bananitos (Qz)(Figura 5-4).
Las accesiones presentaron altos valores de pertenencia, dando lugar a poblaciones
discretas en su mayoria constituidas por recursos genéticos propios. Adicionalmente se

evidencia el bajo flujo genético a causa de la esterilidad y propagaciéon vegetativa.
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Las accesiones de la poblacién Qi, con valores de pertenencia promedio de 0.83, en su

triploides y tetraploides, se caracterizaron por pertenecer a los

s

mayoria con genomas

subgrupos Gros michel y Cavendish, cultivados por sus altos rendimientos y resistencias

a plagas y enfermedades especificas. También se presentaron accesiones con

combinacion de genomas, como es de esperarse, ya que los hibridos FHIA 23, IC2,
SH3436-9, FHIA 17, FHIA 25, FHIA 1y FHIA 2, provienen de los cruces interespecificos

de bananos domesticados y silvestres, y por ello se evidencia una pertenencia significativa

a ambas poblaciones (Q1 Yy Qs).

Figura 5-2. Diagrama de barras para las poblaciones inferidas con el andlisis bayesiano

en las accesiones de Musa spp.
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La poblacion Q. estuvo constituida en su mayoria por accesiones con un alto valor de

pertenencia (promedio de 0.89), sin embargo, también exhibi6 accesiones con

combinacion de genomas de las poblaciones Q2 y Qs, como lo son: Icononzo 03, VAPAOL,
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VABUO3, Restrepo 01, Pisang mas, bocadillo alto, bocadillo comin y bocadillo del choco.
Este Ultimo puede considerarse un recurso promisorio por poseer genomas de las tres
poblaciones. La constitucion genética de estos bananitos resalta la relacion y
descendencia que presenta esta poblacion a partir de bananos con caracteristicas
silvestres, principalmente que poseian frutos pequefios y de altos grados brix.

La poblaciébn Qs con una alta pertenencia promedio de 0.91 estuvo conformada
principalmente por bananos silvestres, entre ellos estan Zebrina, Calcutta 4, Pisang lilin,
Pisang tongat, Pisang berlin y las ornamentales, entre otras. Es de anotar nuevamente
que, Qi1 y Q2 presentan accesiones con una mezcla de la poblacién Qs, sefialando la
relacibn que poseen estas poblaciones con materiales silvestres de los cuales

posiblemente se originaron.

Cabe mencionar hallazgos puntuales con respecto a determinadas accesiones. EI FHIA 2,
un hibrido tetraploide AAAA con caracteristicas del cultivar Cavendish, solo presentd un
valor Q; de 0.265, Nunes de Jesus et al. (2013) obtuvo resultados similares sugiriendo su

pertenencia al subgrupo Pome en lugar de Cavendish.

Pahang por su parte, presenté un valor de 0.589, dado que esta accesion contribuyd con
uno de los tres genomas que componen a los Cavendish (Davey et al. 2013). La relacion
gue presenta esta accesion con el cultivar permite sugerirla como un recurso invaluable
para programas de mejoramiento, teniendo en cuenta que los Cavendish son los

mayormente utilizados en plantaciones comerciales a nivel mundial.

El “banano sin clasificar” con una pertenencia del 0.983 confirmd su relacion con los
Cavendish concediendo un indicio relevante sobre su origen. La accesién BS269 con una
pertenencia para Q: y Qzde 0.164 y 0.81, respectivamente, valida que esta accesion puede
estar clasificada erréneamente como un bananito. El banano Pisang berlin y el bananito
Pisang mas poseen una combinaciébn de genomas de las poblaciones Q2 y Qs
probablemente porque ambos materiales son fértiles y pueden ser producto de

polinizaciones cruzadas (Moens et al. 1997; Uma et al. 2011).
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5.5 Distancia genética

La dissimilaridad promedio entre las accesiones fue de 0.65. En cuanto al andlisis por tipo
de Musacea los bananos presentaron un valor de 0.66, los bananitos de 0.26 y las
ornamentales de 0.86, indicando que a nivel general el grupo de ornamentales y bananos
esta representado por accesiones altamente diferenciadas con respecto a los bananitos,

en donde el valor bajo sefalaria una escasa divergencia entre las accesiones.

En el analisis de toda la coleccidn, las accesiones con mayor disimilitud son Musa velutina
(ornamental) y Pisang berling con un valor de 1.19, debido a que éstas pertenecen a

especies diferentes.

Por otra parte, en el grupo de los bananos la accesion que muestra mayor diferencia es
ANNAN con un promedio de dissimilaridad de 0.88, concordando con lo reportado por
Caicedo (2015) dado que posee caracteristicas morfologicas Unicas con respecto a los
otros bananos, como lo son la ausencia de manchas en la base del peciolo y un pedunculo
glabro. El banano Pisang berling también tiene un contraste significativo con todas las
accesiones de la coleccion con un promedio de 0.81, a excepcidn de la relacion que obtuvo
con los bananitos Pisang mas (0.37), bocadillo comun (0.44) y bocadillo alto (0.45), que
puede deberse a que son morfolégicamente similares en la forma del racimo, el peso del

raquis, porcentaje de pulpa de la mano, entre otras (Caicedo, 2015).

Las accesiones con mayor cercania genética para los bananos son: Mysore, Lacatan,
Poyo, Dwarf Cavendish con un rango estrecho entre 0.05 y 0.094, que es lo esperado

teniendo en cuenta que son triploides que pertenecen al mismo subgrupo Cavendish.

Los bananos Niyarma Yik y Tuu Gia (dissimilaridad de 0.0) posiblemente sean duplicados,
ambas accesiones provienen de Bélgica, pertenecen a la especie Musa acuminata con
genoma AA y son similares morfolégicamente, sin embargo, de acuerdo con Caicedo
(2015) presentan diferencias a nivel del pseudotallo, peciolo, bracteas, flores masculinas y
frutos; que pueden ser atribuidas a mutaciones puntuales en el genoma, que no se ven

reflejados en el analisis realizado con los microsatélites usados.

En cuanto al grupo de los bananitos, la accesién BS269 fue la que presenté un mayor
contraste con el resto de las accesiones con un promedio de dissimilaridad de 0.77,
expuesto en un rango de 0.70 — 0.84. Morfol6gicamente también discrepa de las demas

accesiones por presentar cera en las vainas y en la lamina, posicion de los frutos paralelos
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al raquis y presencia de semillas; caracteristicas que segun el trabajo de Caicedo (2015)
no poseen, en general, los bananitos. Esta accesion es clave para la coleccion debido a
gue ademas de su variabilidad genética, el andlisis fisico y quimico indic6 caracteristicas
promisorias como su precocidad, expresada en la variable dias flor a cosecha (60 dias), y
altas concentraciones de &cidos orgénicos y azucares (lbid.).

Por el contrario, las accesiones con una estrecha relacion genética son: ANVAO1, ANVAO2,
ANVAO03, NARIO1, NARIO2, NARIO3, NATUO7, NATUO8, NATUO09, NATU10, SABOO01,
SABOO03, SABO04, SABOO05, SAPI09, SARI10, SAVEO6, SAVEQ7, NALLOO4, NALLOOS,
VAPAQ2, VAPAO3, VABUO1, VABUO2, ICO01 e ICOO03 con valores de 0.0 a 0.1, lo que

indicaria que fueron desarrollados a partir de un germoplasma con una diversidad escasa.

La limitada diferenciaciéon entre las accesiones puede estar fundamentada en que el 97%
de éstas fueron colectadas, en diferentes regiones de Colombia, empleando
principalmente un criterio de seleccién morfolégico. Dada esta situacion, accesiones que
aparentemente eran diferentes fenotipicamente en el momento de la recoleccién
presentaron caracteristicas similares al colocarlas bajo las mismas condiciones

ambientales del banco, por lo tanto, posiblemente sean duplicados.

El andlisis del perfil genético con los microsatélites utilizados sefialé que para los bananitos
las posibles accesiones con igual genotipo son: NATUO8, NATU09, SABOO03 y SABOO01;
en segundo lugar, las accesiones SAVEQ7, VAPAO3 y ANVAOQ3; por altimo, VABUOL e
ICOO0L1. En el primer conjunto mencionado, de acuerdo con el estudio morfolégico realizado
por Caicedo (2015) uUnicamente la accesion SABOO03 difiere significativamente con
caracteristicas a nivel del pseudotallo, hijos, inflorescencia y yema masculina. Las
accesiones del segundo conjunto, segun el mismo autor, igualmente difieren ligeramente
entre si con respecto a las flores masculinas y posicion de frutos. Finalmente, para el tltimo
conjunto no fue posible hacer la comparacion debido a que ICONONZO 01 no ha sido

caracterizado morfolégicamente.

La presencia de duplicados tiene implicaciones negativas por el manejo de las colecciones
de germoplasma, dado que no aportan a la variabilidad genética y conllevan al sesgo de
la misma (Singh et al. 2019). Adicionalmente, se incrementa el costo que implica establecer
y administrar el banco de Musaceas por el tamafio de las plantas, la adaptacién a

condiciones del suelo, programas de fertilizacion, labores culturales, control de arvenses,
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plagas y enfermedades, entre otras actividades de mantenimiento. Por lo anterior es
necesario evaluar con detalle las caracteristicas morfolégicas y productivas de las
accesiones reportadas como posibles duplicados y de este modo eliminar accesiones que
no aporten variabilidad.

Las accesiones pertenecientes al grupo de las ornamentales (M. Textilis, M. Basjoo, M.
Laterita, M. Ornata, M. Velutina y M. Itinerans) presentaron un valor promedio de 0.86, en
un rango entre 0.69 y 1.10, sefialando una amplia diferenciacion entre ellas y con relacién
al resto de la coleccién. El resultado es el esperado teniendo en cuenta que todas las

ornamentales pertenecen a una especie diferente del género Musa.

5.6 Analisis de agrupamiento

El andlisis de coordenadas principales (PCoA) basado en el indice de dissimilaridad de
Dice (1945) permitié diferenciar dos agrupaciones. El grupo |, representado por bananitos,
ocupa el cuadrante superior izquierdo y el grupo Il, conformado por bananos y
ornamentales, se ubica en los cuadrantes derechos (figura 5-1). EI PCoA explica
aproximadamente el 39% de la variacion y segin Messmer et al. (1992) este valor debe
estar por encima del 25% para realizar inferencias poblacionales, por lo tanto la baja
distorsion de las distancias y las relaciones genéticas permitio confirmar el patron de

agrupacioén por tipo de musacea.

En el grupo conformado por bananitos resalta la estrecha cercania genética y baja
variabilidad entre sus accesiones. Por el contrario, los bananos presentes en el grupo Il
confirman una mayor diversidad, debido a su amplia area de distribucion en la gréfica.
También refleja la tendencia de las accesiones a subagruparse por el cultivar al que
pertenecen, en donde logran diferenciarse los Mutika, Cavendish y Gros Michel, estos dos
ultimos a su vez revelan una estrecha relacién genética. Igualmente, las ornamentales se

destacaron conformando un subgrupo expresando su cercania con los bananos.

Por otro lado, el banano Pisang berlin cv. Sucrier no se ubicé en ninguno de los grupos
confirmando la discrepancia con las demas accesiones del banco. Sin embargo, es notable
gue presentd una relacion mas estrecha con los bananitos quizas porque en éste grupo

estan contenidos otras accesiones del mismo cultivar.
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Las accesiones pertenecientes o relacionadas a un cultivar especifico se caracterizan, en
general, por tener una alta cohesion genética y posiblemente un ancestro comun, lo que
se ve reflejado en los rasgos agronémicos y de calidad de la fruta (Caicedo, 2015). Se cree
gue la escasa divergencia genética se atribuye a la variacion somaclonal, en ausencia de
la etapa sexual en la evolucion, lo que justifica las pequefias diferencias genéticas (Nunes
de Jesus et al. 2013).

Figura 5-3. Andlisis de coordenadas principales (PCoA) basado en la distancia genética
de Dice (1945) para 99 accesiones de Musa spp.
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El analisis de conglomerados permitié identificar 3 agrupaciones, evidenciando la fuerte
inclinacion de las accesiones a separarse por tipo de Musacea (tabla 5-4). En el

agrupamiento | se observa la mayor diversidad genética representada por accesiones de
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bananos y ornamentales, mientras que los grupos Il y lll estuvieron conformados
principalmente por bananitos. Sin embargo, las accesiones presentes en el agrupamiento
Il discrepan del resto de genotipos aportando variabilidad genética al grupo de bananitos;
concordando con el andlisis de disimilitud (Figura 5-2).

Tabla 5-4. Agrupacion por tipo de Muséaceas basado en el dendograma usando el método
de neighbor joining (Saitou & Nei, 1987).

Tipo/ Cluster | ] 1]] Total
Banano 53 1 54
Bananito 2 31 6 39
Musa spp 6 6
Total 61 31 7 99

En el conglomerado | se agruparon los Gros Michel, y se observé la relacion de estos con
los hibridos SH3436-9, FHIA 17, FHIA 23, que es lo esperado teniendo en cuenta que
estas accesiones descienden del mismo parental el Gros Michel Highgate (Kaemmer et al.
1997; Smith et al. 2014). Igualmente, los Cavendish formaron un subgrupo, en este se
destaca la presencia de la accesion “banano sin clasificar’, siendo esto informacion

relevante para el conocimiento de su origen.

La relacion entre el FHIA 1 (AAAB) y FHIA 25 (AAB) se debe a que provienen del mismo
parental SH3142 (tabla 5-5). Estos a su vez presentan una clara cercania a SABA
(ABB/BBB — Musa acuminata x Musa balbisiana), que puede deberse a que todos
contienen genes de Musa balbisiana (Castillo et al. 2015; Fundacion Hondurefia de
Investigacion Agricola, 1990; Ray Rowe, 2002). Por otra parte, el FHIA 2 no se agrupd con
los tetraploides pero si con los Pisang, que puede explicarse debido a que este hibrido
proviene del cruce entre Williams x SH3393, y este Ultimo a su vez es descendiente de

Pisang Lilin y Pisang Jari Buaya (Romero & Sutton, 1997).

Las ornamentales a pesar de presentar una amplia diferenciacion genética segun los
valores de disimilitud de Dice (1945), constituyeron un subgrupo del conglomerado |. Cabe
destacar la conexién de las ornamentales de la seccién Rhodochlamys con los bananos
(Musa acuminata - seccion Eumusa), lo cual concuerda con los estudios realizados por
Ude et al. (2002).
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Figura 5-4. Dendograma generado por el método de neighbor joining (Saitou & Nei,

1987) para el analisis de 99 accesiones de Muséceas.
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Tabla 5-5. Parentales de hibridos de Muséaceas.

Accesion Parentales Fuente
FHIA 23 Highgate x 2n Smith et al. 2014
SABA Musa acuminata x Musa balbisiana Castillo et al. 2015
IC2 Highgate x 2n Kaemmer et al. 1997; Smith et al. 2014
SH3436-9 Highgate x SH3142 Kaemmer et al. 1997; Smith et al. 2014
FHIA 17 Highgate x SH3362 Smith et al. 2014
FHIA 25 SH3142 x SH3648 Ray Rowe, 2002
FHIA 2 Williams x SH3393 Romero & Sutton, 1997
~ Fundacién Hondurefia de Investigacion
FHIA 1 Prata afia x SH3142 Agricola, 1990
SH3362 SH 3142 x SH3217 Ray Rowe, 2002
SH3393 Pisang jari buaya x Pisang lilin Romero & Sutton, 1997
SH3142 Pisang jari buaya x SH1734 Ray Rowe, 2002

El comportamiento del bananito BS269 discrepa con respecto a los otros de su tipo.
Teniendo en cuenta que no esté definido el cultivar al cual pertenece la accesion, es de
resaltar que segun Caicedo (2015) morfolégicamente es similar a los bananos con lo que

se podria deducir que puede estar erroneamente catalogada como bananito.

El grupo Il representado por bananitos expuso la estrecha relaciébn genética entre las
accesiones que puede estar fundamentada en que probablemente fueron desarrollados de
un material genético de diversidad escasa y a la esterilidad propia del género Musa.
Adicionalmente se ven reflejadas las accesiones con igual perfil genético concordando con

los datos obtenidos a partir del andlisis de disimilitud (Nunes de Jesus et al. 2013).

El conglomerado Ill compuesto principalmente por bananitos del cultivar Sucrier,
sobresali6 por la relacién presentada con el bocadillo del choco, Icononzo-03 y la copia de
bananito sin clasificar con lo que se puede deducir que posiblemente estas accesiones
correspondan a este cultivar. Asi mismo cabe anotar que este grupo aporta variabilidad a
los bananitos, lo que sugiere que pueden ser fuentes de genes Utiles para los programas
de mejoramiento, como por ejemplo el Pisang mas que se distingue por su resistencia a
los neméatodos Radopholus similis y Meloidogyne incognita (Suganthagunthalam et al.
2010).

Con respecto al genoma, los agrupamientos Il y Il estuvieron conformados por accesiones
diploides AA, mientras que en el grupo | se presentaron todos los niveles de ploidia. Sin
embargo, los subgrupos evidencian que los triploides y tetraploides tienden a agruparse

por separado, como es el caso del FHIA 1, FHIA 25 y SABA.



6. Conclusiones y recomendaciones

6.1 Conclusiones

Los microsatélites demostraron ser Utiles para la evaluacion de la diversidad genética de
la coleccibn de Musa spp por su alto poder discriminante, destacandose como los
marcadores mas informativos: MaOCENO1, MaOCEN04, MaOCENO08, MaOCEN17,
Mb1113 y mMaCIRO08.

Los bananitos presentaron baja diversidad, expresada en un bajo nimero de alelos y
heterocigosidad esperada, contrario a los bananos y las ornamentales que exhibieron una

variabilidad significativamente superior en los mismos términos.

Las siguientes accesiones son potencialmente duplicados, por su nula distancia y perfil
genético idéntico: en primer lugar, NATUO8, NATUQ9, SABOO03 y SABOO01; en segundo
lugar, SAVEQ7, VAPAO3 y ANVAO3; seguido de VABUOL e ICOO01; Por ultimo, Niyarma yik
y Tuu gia.

Los bananitos presentan una alta cohesidén genética producto de una disimilaridad baja,
por el contrario, los bananos y ornamentales exponen una alta diferenciacion producto de

la inclusién de hibridos y especies diferentes, respectivamente.

La coleccion de bananos y bananitos esta estructurada en tres poblaciones discretas con
una alta pertenencia y un escaso flujo genético, Q1 por bananos de los cultivares
comerciales, Q2 por bananos con caracteristicas silvestres y especies ornamentales, y por

Gltimo Q3 por bananitos.
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6.2 Recomendaciones

Enriquecer el germoplasma almacenado de la coleccion de Muséaceas de la Corporacion
Colombiana de Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA) incorporando materiales,
principalmente de bananito para aumentar la diversidad genética disponible.

Se recomienda hacer un analisis adicional con el propésito de verificar las accesiones que
probablemente estén duplicadas, para eventualmente tomar medidas para la reduccién de

costos de mantenimiento.

Es importante continuar con las investigaciones, implementado citometria de flujo y la
secuenciacion de la region espaciadora interna transcrita (ITS) para conocer la ploidia
exacta de las accesiones y realizar un andlisis profundo que permita aprovechar los

recursos genéticos del banco.



A.

Anexo: Accesiones de Musaceas

Cadigo Accesion Tipo Especie Genoma Subgrupo
86 ANNAM Banano | Musa acuminata AA
155 ANVA 01 Bananito | Musa acuminata AA
156 ANVA 02 Bananito | Musa acuminata AA
157 ANVA 03 Bananito | Musa acuminata AA
113 BANANO 2 Banano | Musa acuminata AAA Gros Michel
112 BANANO CHICO Banano | Musa acuminata AAA Gros Michel
193 BANANO INDIO COME SENTAO Banano | Musa acuminata AAA
195 BANANO ROJO Banano | Musa acuminata
106 BANANO SIN CLASIFICAR Banano | Musa acuminata AAA
76 BOCADILLO ALTO Bananito | Musa acuminata AA Sucrier
114 BOCADILLO CHILENO Banano | Musa acuminata AAA Gros Michel
75 BOCADILLO COMUN Bananito | Musa acuminata AA Sucrier
143 BOCADILLO DEL CHOCO Bananito | Musa acuminata AA
145 BS269 Banano | Musa acuminata
134 CALCUTTA 4 Banano | Musa acuminata AA Burmannicoides
107 DWARF CAVENDISH Banano | Musa acuminata AAA Cavendish
29 FHIA 01 Banano | Musa acuminata AAAB
98 FHIA 17 Banano | Musa acuminata AAAA
95 FHIA 2 Banano | Musa acuminata AAAA
96 FHIA 23 Banano | Musa acuminata AAAA
34 FHIA 25 Banano | Musa acuminata AAB
102 GRAN ENANO Banano | Musa acuminata AAA Cavendish
109 GROS MICHEL COCOS Banano | Musa acuminata AAA Gros Michel
108 GROS MICHEL COMUN Banano | Musa acuminata AAA
110 GROS MICHEL ENANO Banano | Musa acuminata AAA
121 GUAYABO A Banano | Musa acuminata AAA Red
146 GUAYABO B Banano | Musa acuminata AAA Gros Michel
189 GUAYABO RAYADO Banano | Musa acuminata
87 GUAYABO ROJO ESPLENDOR Banano | Musa acuminata
116 GUINEO NEGRO Banano | Musa acuminata AAA Mutika
94 IC 2 Banano | Musa acuminata AAAA | Gros Michel
185 ICONONZO 01 Bananito | Musa acuminata AA
186 ICONONZO 02 Bananito | Musa acuminata AA
187 ICONONZO 03 Bananito | Musa acuminata AA
118 IGITSIRI INTUNTU Banano | Musa acuminata AAA
100 LACATAN Banano | Musa acuminata AAA Cavendish
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Cdédigo Nombre Accesion Tipo Especie Genoma Subgrupo
85 LONG TAVOY Banano Musa acuminata AA Burmannica
194 MATACABALLO Banano Musa acuminata
124 MUSA BASJOO Ornamental Musa Basjoo Eumusa
131 MUSA ITINERANS Ornamental Musa itinerans Eumusa
128 MUSA LATERITA Ornamental Musa laterita | Rhodochlamys
129 MUSA ORNATA Ornamental Musa ornata Rhodochlamys
90 MUSA ROSEA Ornamental | Musa acuminata
122 MUSA TEXTILIS Ornamental Musa textilis Australimusa
130 MUSA VELUTINA Ornamental Musa velutina | Rhodochlamys
99 MYSORE Banano Musa acuminata AAA Cavendish
117 NAKITENGWA Banano Musa acuminata AAA
158 NALLO 04 Bananito Musa acuminata AA
159 NALLO 05 Bananito Musa acuminata AA
160 NALLO 06 Banano Musa acuminata
161 NARI 01 Bananito Musa acuminata AA
162 NARI 02 Bananito Musa acuminata AA
163 NARI 03 Bananito Musa acuminata AA
164 NATU 07 Bananito Musa acuminata AA
165 NATU 08 Bananito Musa acuminata AA
166 NATU 09 Bananito Musa acuminata AA
167 NATU 10 Bananito Musa acuminata AA
82 NIYARMA YIK Banano Musa acuminata AA ssp banksii
88 PAHANG Banano Musa acuminata AA Malaccensis
80 PALEMBANG Banano Musa acuminata AA
84 PECIOLOS OSCUROS Banano Musa acuminata AA
103 PIGMEO Banano Musa acuminata AAA Cavendish
133 PISANG BERLIN Banano Musa acuminata AA
79 PISANG LILIN Banano Musa acuminata AA
77 PISANG MAS Bananito Musa acuminata AA
78 PISANG TONGAT Banano Musa acuminata AA
104 POYO Banano Musa acuminata AAA Cavendish
148 RED 1 Banano Musa acuminata AA
149 RED 2. ENANO Banano Musa acuminata AA
188 RESTREPO 01 Bananito Musa acuminata AA
1 SABA Banano Musa acuminata ABB/BBB Saba
170 SABO 01 Bananito Musa acuminata AA
171 SABO 02 Bananito Musa acuminata AA
168 SABO 03 Bananito Musa acuminata AA
169 SABO 04 Bananito Musa acuminata AA
172 SABO 05 Bananito Musa acuminata AA
175 SAPI 08 Bananito Musa acuminata AA
173 SAPI 09 Bananito Musa acuminata AA
174 SARI 10 Bananito Musa acuminata AA
176 SAVE 06 Bananito Musa acuminata AA
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Cdédigo | Nombre Accesion Tipo Especie Genoma | Subgrupo
177 SAVE 07 Bananito Musa acuminata AA
111 SEDA Banano Musa acuminata AAA Gros Michel
89 SELANGOR 1 Banano Musa acuminata AA Malaccensis
91 SELANGOR 2 Banano Musa acuminata AA Malaccensis
101 SEREDOW Banano Musa acuminata AAA Cavendish
97 SH3436-9 Banano Musa acuminata AAAA
120 TAFETAN VERDE Banano Musa acuminata AAA
81 TUUGIA Banano Musa acuminata AA
184 VABU 01 Bananito Musa acuminata AA
183 VABU 02 Bananito Musa acuminata AA
182 VABU 03 Bananito Musa acuminata AA
178 VABU 04 Banano Musa acuminata
105 VALERY Banano Musa acuminata AAA Cavendish
181 VAPA 01 Bananito Musa acuminata AA
180 VAPA 02 Bananito Musa acuminata AA
179 VAPA 03 Bananito Musa acuminata AA
115 YANGAMBI KM 5 Banano Musa acuminata AAA Ibota
83 ZEBRINA Banano Musa acuminata AA Acuminata
144 COPIA DE | Bananito Musa acuminata

BANANITO SIN
CLASIFICAR







B. Anexo: Calidad del ADN de
Musaceas
Cod | 260/280 | 260/230 Concneg/tl;f‘c'on Cod | 260/280 | 260/230 Concrfg/tl:f‘c'on

1 2.06 1.13 795.92 99 | 2.00 2.04 1422.92
20 | 207 1.45 1305.35 100 | 1.96 1.64 690.82
34 | 226 1.10 634.23 101 | 2.03 1.64 1178.61
75 | 191 1.87 1527.62 102 | 2.01 1.77 1466.94
76 | 1.99 2.00 1080.28 103 | 2.00 1.55 748.87
77 | 1.90 1.21 326.00 104 | 2.02 1.79 900.70
78 | 2.00 1.98 443.05 105 | 2.29 0.90 387.80
79 | 201 1.86 1359.33 106 | 1.97 1.89 344.97
80 | 2.06 1.51 1988.15 107 | 2.00 2.22 1147.48
81 | 2.03 1.64 975.08 108 | 1.98 1.40 292.45
82 | 1.96 1.67 315.54 109 | 1.99 1.96 1397.12
83 | 2.00 1.66 1352.97 110 | 1.96 1.90 237.89
84 | 2.00 1.87 1188.49 111 | 1.37 1.21 70.30

85 | 2.01 2.07 1549.06 112 | 2.20 0.99 836.03
86 | 2.01 2.08 1813.07 113 | 2.08 1.31 1010.88
87 | 2.16 1.08 391.82 114 | 219 1.02 408.10
88 | 1.99 1.89 426.95 115 | 2.07 1.24 816.66
89 | 1.95 1.07 787.61 116 | 2.05 1.61 1521.28
9 | 2.01 1.91 1359.57 117 | 2.02 1.65 1148.13
91 | 1.99 2.05 1251.28 118 | 1.99 1.50 758.64
94 | 1.99 2.02 526.77 120 | 1.76 2.19 404.18
95 | 1.98 1.82 328.38 121 | 2.00 1.78 713.29
96 | 2.00 1.81 498.53 122 | 2.00 1.90 1184.97
97 | 2.05 1.53 1735.21 124 | 2.00 1.77 667.91
98 | 1.98 1.98 1082.90 128 | 1.8 2.21 970.68
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Cod | 260/280 | 260/230 Concr‘fg”/tdfc'o” Cod | 260/280 | 260/230 Concfg/tJ?C'O”
129 2.03 1.76 1535.73 169 2.05 1.56 1890.28
130 1.99 1.47 435.04 170 1.99 1.97 1294.63
131 1.96 2.11 956.23 171 1.88 1.94 677.62
133 1.91 2.09 780.73 172 1.98 1.70 1154.49
134 2.05 1.72 1842.64 173 1.99 1.69 1112.29
143 1.98 2.02 978.94 174 2.03 1.62 1579.26
144 1.88 1.89 3236.25 175 2.04 1.54 1683.32
145 1.99 1.77 1270.19 176 1.99 1.73 1085.39
146 1.89 0.90 120.64 177 1.99 1.61 965.83
148 1.98 1.93 498.39 178 2.03 1.32 862.39
149 2.03 1.45 705.82 179 2.00 1.76 1412.64
155 2.01 1.62 1033.96 180 1.95 1.83 809.99
156 2.04 1.72 1768.55 181 2.00 1.43 1506.25
157 2.01 1.92 1531.31 182 1.89 1.76 599.14
158 2.06 1.48 1909.76 183 1.98 1.96 1879.02
159 2.03 1.71 1124.76 184 1.79 1.87 3377.69
160 1.96 1.86 719.27 185 1.97 2.02 1114.20
161 2.00 1.92 1721.97 186 1.96 1.83 1107.03
162 2.05 1.63 1175.33 187 2.02 1.68 2097.91
163 1.99 2.07 933.59 188 1.97 1.86 1195.40
164 2.01 1.94 1598.87 189 1.87 2.03 561.86
165 2.01 1.79 2202.24 193 2.02 1.43 976.33
166 2.01 1.88 1431.49 194 1.79 2.07 301.64
167 2.01 1.80 1345.59 195 1.95 1.96 877.95
168 1.99 1.98 968.10
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