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RESUMEN

Se realizaron dos ensayos para determinar la interaccion planta — patogeno
en banano y sigatoka negra en el invernadero del CIBE - ESPOL, para lo
cual se usaron dos variedades de banano resistente y una variedad

susceptible a Mycosphaerella fijiensis Morelet.

Cada ensayo se lo realizé en diferentes épocas y variedades. En el primero
se evalud la variedad ‘Calcutta 4’ (resistente) y la variedad ‘Williams’
(susceptible). Cada wuna fue inoculada con el hongo patogeno
Mycosphaerella fijiensis Morelet. Se tomd las muestras de hojas numero
tres alos 6, 9, 12, 15 dias post inoculacion (dpi) usando nitrégeno liquido y
luego fueron almacenadas a -80°C para los analisis moleculares. Luego de
15 dpi todas las plantas fueron evaluadas para determinar el grado de
infeccidén del M. fijiensis en las hojas dos y tres de acuerdo a Alvarado que

es una modificacién de la escala de Fullerton and Olsen.

Para el segundo ensayo se usaron las Variedades ‘Tuu Gia’ (resistente) y
‘Williams’ (Susceptible), a diferencia del primer ensayo el objetivo de este
solo fue para determinar el grado de infeccion del patégeno a partir de los

15 dpi.

Antes de la inoculacion primero se obtuvo una suspension de conidios con
cepas de M. fijiensis provenientes del banco de cepas del CIBE - ESPOL,

las cuales fueron recolectados en distintas provincias del pais.



Vi

Las muestras de hojas recolectadas sirvieron para los analisis moleculares,
mediante la extraccion de ARN, sintesis de ADNc, y la PCR semi-

cuantitativo.

A los 26 dias después de la inoculacién se recolectaron muestras de 1 cm?
para realizar un conteo de estomas penetrados por el hongo patogeno;
observandose que existen diferencias significativas en la hoja tres entre

‘Calcutta-4’ y ‘Williams'.

También se determind la expresion de 19 genes mediante una RT-PCR. Se
caracterizO la expresion de cuatro genes mediante una RT-PCR
semicuantitativo, observando la relacion de expresion entre la variedad
inoculada resistente (‘Calcutta-4’) con su control (no inoculado); la muestra
de la variedad resistente inoculada con la muestra de la variedad
susceptible (‘Williams’) inoculada; la muestra de la variedad susceptible
inoculada con su control. El andlisis de RT-PCR semicuantitativo muestra
una sobre expresion en los cuatro genes al llegar a los 15 dpi, en la relacion
de la muestra de la variedad resistente inoculada con la muestra de la

variedad susceptible inoculada.

Todos los genes se analizaron con herramientas bioinformaticas, en
distintas bases de datos, realizando un blastx y blastn con secuencias de
ADNCc, en el cual se logro identificar el E — value del organismo del cual

tiene mayor semejanza y asi mismo la proteina a cual codifica.
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INTRODUCCION

El banano es una fruta muy apetecida a nivel mundial, es originaria de Asia
austral (Indomalaya). En el siglo XV llego a las islas Canarias, desde alli
comenz6 su distribucibn a América en el afio 1516, actualmente hay
aproximadamente 500 variedades de las cuales no todas son apetecibles.
Ecuador es uno de los principales exportadores de banano a nivel mundial
debido a la cantidad de superficie plana con la que cuenta y su clima
tropical, en el 2011 se generd $260 millones de dolares como impuesto al
estado, siendo el banano el segundo producto de exportacion de mayor

importancia luego del petréleo [1-3].

Este cultivo se ve afectado por algunas enfermedades, la sigatoka negra es
una de las de mayor importancia a nivel foliar, causada por Mycosphaerella
fijiensis Morelet. un hongo ascomiceto heterotalico capaz de reducir
enormemente la actividad fotosintética de la planta, y puede causar una
pérdida del 100% en la produccidbn y un incremento en el costo,
obteniéndose una gran cantidad de racimos pequefios y una maduracion

precoz, lo cual impide su exportacién [4-6].

Esta enfermedad fue reportada en 1963 en las islas Fiji y luego se extendio
a lo largo del Pacifico, en 1989 se la detecté en Ecuador en la zona norte,
especificamente en la provincia de Esmeralda, luego se distribuy6 a lo largo
de las bananeras del pais, en ese entonces los controles fitosanitarios para

esta enfermedad no eran muy eficientes [7, 8].



Actualmente existen varios controles para la sigatoka negra, lo cual
constituye el 27% del costo total de la produccion, el método de control mas
usado es el control quimico mediante el uso de fungicidas, pero una
desventaja de este tipo de control es que M. fijiensis desarrolla resistencia a
ingredientes activos como Benzimidazoles, Triazoles y Estrobirulinas,
causando problemas al medio ambiente y a la salud humana. El control
cultural es un método amigable al medio ambiente pero la efectividad no se

ve reflejada en grandes extensiones del cultivo [6].

Existen variedades que son resistentes a M. fijiensis tales como Tuu Gia’ y
‘Calcutta-4’ [9]. Hay organismos privados que siguen un programa de
mejoramiento clasico para desarrollar hibridos que sean resistentes a
enfermedades, tales como FHIA, EMBRAPA, I[ITA, pero comercialmente
estos hibridos no han tenido mucho éxito, debido a que el sabor del fruto es
muy diferente al de los que normalmente se cultivan del subgrupo
Cavendish. Se han usado herramientas como la ingenieria genética, para
crear plantas transgénicas; sin embargo este tipo de cultivares aun no son
aceptados por el debate e interrogantes ecoldgicas y sociales. Una posible
alternativa que podria permitir el uso de estas plantas transformadas
genéticamente, seria mediante el uso de generaciones de cisgénicos, que
son organismos modificados genéticamente, pero los genes usados

pertenecen a la misma especie [10, 11].

Hay estudios donde se han logrado identificar genes resistentes a

enfermedades, como es el caso del gen ATAF1 encontrado en Arabidopsis



thaliana L. que se sobre-expresa en estrés bidtico y abibtico y se lo ha
logrado insertar en arroz (Oryza sativa L.) debido a que este gen hace
tolerante al cultivo en sequia y salinidad y también actia como como
inhibidor de la enfermedad causada por Botrytis cinérea Pers [12, 13]. Por
otro lado otros estudios han demostrado que el gen MfAvr4 que es un
efector en el tomate en el patégeno Cladosporium fulvum al ser transferido
en el banano otorga una resistencia cuando se encuentra en interaccion
con M. fijiensis el mismo que es homodlogo al gene del tomate Cf-4 que

desencadena una respuesta hipersensible en él [14, 15].

El presente trabajo de investigacion estudia la interaccion planta —
patébgeno, en banano — sigatoka negra, para ello se plantearon las

siguientes hipotesis:

. No hay una expresion diferenciada de genes candidatos a resistencia en

variedades resistentes y susceptibles.

. No existen diferencias en el grado de infeccién causado por M. fijiensis en
bioensayos realizados en invernadero en variedades resistentes y

susceptibles.



Variables evaluadas:

La variable en la primera hipotesis fue la determinacion de expresion génica
mediante un analisis de PCR semicuantitativo. En la segunda hipotesis fue
la evaluacion semanal del grado de incidencia de la sigatoka negra en las
hojas # 2 y 3. Para validar las hipotesis se establecio el siguiente objetivo

general.

Identificar genes candidatos para resistencia a sigatoka negra en banano.

Objetivos especificos.

Estudiar la interaccion planta — patdgeno en banano — sigatoka negra

mediante bioensayos en invernadero.

Evaluar la severidad de la enfermedad en variedades susceptibles y

resistentes.

Determinar la expresion en genes candidatos en variedades susceptibles y

resistentes.



CAPITULO 1

1. GENERALIDADES

1.1 Banano
Los bananos (Musa spp) son oriundos de la region Indomalaya, donde se
encuentra gran parte de las especies del genero Musa. Los miembros de
este género pertenecen al orden Zingiberales y a la familia de las
Musaceas y crecen mejor en ambientes con alta humedad. Las plantas de
banano llegan alcanzar una altura de 2 a 3 m, con un diametro del
pseudotallo de 20 cm en promedio, conformado por las vainas de las
hojas. El tallo es un cormo subterraneo con una estructura coénica
asimétrica y eje central curvo, del cual brotan raices y yemas vegetativas.

Las hojas nuevas estan presentes como rollos apretados en el pseudotallo



gue deben abrirse paso para que salga la lamina foliar. Las laminas de las
hojas puede alcanzar a medir hasta unos 5 m de largo por 1 m de ancho.
El tallo floral aparece cuando se han producido alrededor de 20 hojas
adultas, la inflorescencia esta conformada por cimas protegidas por
bracteas con un contorno cilindrico en la parte superior, su fruto es
alargado de forma cilindrica, sin semillas y de piel amarilla cuando esta
maduro. El lugar 6ptimo para desarrollarse es en climas tropicales, siendo
dificil en areas donde las temperaturas son menores a 15°C y donde la

lluvia anual es menor a 2000 mm [7, 9, 16, 17].

Existen tres factores importantes en la evolucion del banano, que han
transitado simultineamente tales como poliploidia, esterilidad vy
partenocarpia, ademas se complementa la seleccién por el hombre y la
propagacion vegetativa [16, 17]. Al inicio de la evolucion del banano solo
se conocia las especies M. acuminata y M. balsiana endémico del sur-este
de Asia, estas dos especies se cruzaron y formaron hibridos que han sido
los principales predecesores de las especies de Musa comestibles,
ambas especies son diploides, el genoma silvestre de M. acuminata es
representado como AAw y de M. balsiana BBw. Las especies triploides
también han formado parte importante en la evolucion, se encuentran en
los grupos genomicos AAA, AAB y ABB, y se diferencian de las diploides
por el pseudotallo, ya que los variedades triploides son mas esbeltos y sus

frutos méas grandes. En total se han logrado identificar 9 grupos gendémicos



de las combinaciones de M. acuminata y M. balsiana AA, AAA, AAAA, AB,

AAB, ABB, AAAB, AABB y ABBB [9].

El cultivo del banano es de gran importancia en todo el mundo, los clones
africanos se los encuentra en la region indomalaya, los cuales llegaron por
medio de dos vias, India-Golfo Pérsico- Arabia- Africa Oriental,
extendiéndose por todo el continente. En América fue introducido después
de la conquista de 1516, Fray Tomas Berlanga llevo algunas cepas a
Santo Domingo ese mismo afio, y fue aceptado por los indigenas, luego
hubo una dispersion réapida por toda la region adelantandose de los

conquistadores [17].

Existen dos métodos para el manejo del banano, el convencional, en el
cual se rige en el uso de agroquimicos para el control de plagas y
enfermedades y obtener una buena produccion, la gran parte de las
extensiones bananeras se basan en este método, pero también se lo
puede realizar de forma organica, aunque este méetodo es mas amigable
con el medio ambiente el rendimiento comparado con el método
convencional es mucho menor, existen clones como ‘Valery’ o ‘Gran Naine’
gue no han sido probados bajo manejo organico en los trépicos, salvo las
experiencias de pequefios productores que reportan que su produccién

anual no es muy elevada [18, 19].

Hay muchos estudios que intentan reducir el uso indiscriminado de

agroquimicos, se ha trabajado en la mejora de variedades resistentes a



plagas y enfermedades, por este motivo se han creado hibridos que han
sido introducidos en los mercados tradicionales tanto de bananos como de
platanos, que han ayudado a reducir el impacto ambiental [18-21]. Hay
herramientas biotecnoldgicas que permite realizar un mejoramiento de la
planta de banano, por ejemplo, la ingenieria genética, que se usan
técnicas para obtener plantas transgénicas o cisgénicas que llevan a
reducir enormemente el uso de agroquimicos, pero existe una disputa para
gue este tipo de mejoramiento sea abiertamente usado en muchos paises

del mundo [11, 22, 23].

1.1.1 Importancia econdmica del banano en el Ecuado .
A partir del origen del Banano en los continentes de Asia y Africa,
este es trasladado a América por medio de las corrientes migratorias
gue se han agrupado con la dispersion de las personas de ese
continente, desde aquel entonces el banano se desarroll6 de forma
natural y silvestre en las zonas donde mejor se han adaptado, como
la region tropical. Desde el siglo XX se comenz6 a recopilar datos
estadisticos de la produccion bananera en el Ecuador, que habia
venido generando un excedente en el consumo interno del cual
comienza su exportacion. Chile y Peru fueron los primeros paises a
los que se comenzd a exportar en los afios de 1910, la razén fue
porque el periodo de maduracion del fruto coincidia con el tiempo

gue demoraba el envio, dado a que en aquel periodo aun no habia



facilidades de enfriamiento y técnicas para que se pudiera permitir un
tiempo mayor previo a su maduracion. En este mismo afio se logré
exportar 71.000 racimos por 59.000 sucres y en 1950 se produjo 6
millones en 610.00 racimos, el desarrollo de la actividad bananera en

el Ecuador tomo 40 afos [24-26].

En el gobierno del Presidente Galo Plaza Lasso hubo una expansion
de los cultivos y en 1948 que fue cuando asume la presidencia,
Ecuador ya exportaba 3.8 millones de racimos y al final de su periodo
presidencial en 1952 llegé a los 16.7 millones por lo tanto en ese
entonces hubo un crecimiento del 421%. Lasso consiguié que el
Ecuador fuera el principal pais exportador de Banano del Mundo, “En
mi gobierno hubo planificacién. Prueba de eso por ejemplo, el caso
del banano. En 1948, Ecuador ocupaba el puesto 27. Para el afo
1951 nos convertimos en el primer exportador del mundo”, fueron
palabras que mencioné el presidente Lasso en su periodo de

gobierno [3, 24].

Entre los afios de 1985 y 2002 el Ecuador ha sido el mayor
exportador Bananero del mundo y su comercio ha ido acentuandose,
las exportaciones crecieron de un millén de toneladas a 3.6 millones
de toneladas lo que equivale 9% del indice medio anual, el cual fue el
mas elevado entre los cinco paises exportadores de relevante

importancia, esto se debe a que el Ecuador cuenta con mayor
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superficie plana y en menor medida por el crecimiento de la

produccion por hectarea. [2, 27].

El Ecuador Consta con una diversidad de sistemas de la actividad
bananera, algunas fincas cuentan con unas amplias adecuaciones
para el manejo y produccion de este cultivo, como sistemas de
drenajes, cable vias, riego, y mano de obra que representa una
persona por hectarea mientras que otras fincas solo son de secano y
utilizan pocos insumos, ademas que sus sistemas de drenaje son
muy ineficaces y pueden llegar a emplear hasta 5 trabajadores por

hectarea [2].

En el afio 2011 el Ecuador exporté 284 millones, 590 mil 787 cajas,
lo que representdé $260 millones de dbélares como impuesto al estado,
convirtiéendose el cultivo de banano como el primer producto agricola
de exportacion del pais y el segundo de mayor importancia luego del
petréleo, la cantidad de cajas exportadas constituye el 2.5% del PIB
total y el 23% de la exportaciones privadas del pais, en el 2012 se
exportdé 248 millones,840 mil, 362 cajas, disminuydé en comparacion
al afio anterior y las 5 principales exportadoras de banano fueron
Ubesa (10.29%), Truisfruit (7.44%), Oro Banana (5.41%), Bagnilasa
(4.72%), Comersur (4.15%) y sus principales mercados fueron Mar
del norte/Béltico (23.39 %), Rusia (22.51%), Estados Unidos

(15.44%), Mediterraneo (12.05%), Cono sur (7.75%) [2, 3, 28, 29].
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Existen Industrias que dependen mas del 60% del sector bananero

las cuales realizan importantes inversiones en &reas como:

cartoneras,  plasticos, transporte  terrestre, certificadoras,

verificadoras, agroquimicas, fumigacion, navieras, fertilizantes,

productora de meristemos, entre otras. Todas estas industrias son

muy importantes y generan trabajo a millones de personas [3].

1.1.1.1 Principales sectores de produccion.

Ecuador es un pais megadiverso, con una excelente
condicion climatica y ecoldgica, lo cual hace posible que
muchos agricultores tanto pequefios, medianos y grandes
puedan producir banano durante todo el afio. Segun datos
del INEC en el 2011 la superficie plantada es de 200.110 Ha
y en el afio 2010 la superficie fue de 235.773 Ha de banano
sembradas, lo que hace referencia a que ha habido una
disminucion en la superficie de Ha de banano sembradas por
diversos factores de produccion bananera [30].

Las principales provincias productoras son El Oro con
49.129,50 Ha. Sembradas inscritas, Guayas con 50.719,04
Ha. Y Los Rios con 56.045,88 mientras que el resto de las
provincias en conjunto cuentan con 15.002,02 Ha [31].

Segun el Programa Nacional del Banano el sector bananero

de nuestro pais se encuentra distribuido por la zona norte
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comprendida por Esmeralda, Pichincha y Santo Domingo de
los Tsachilas, La zona Central comprendida por Los Rios,
Cotopaxi, Guayas, La zona Oriental con la provincia del

Guayas, La zona sur con la provincia de El Oro [32].

1.1.2 Principales enfermedades del Banano.

El banano es una planta herbacea susceptible a muchas
enfermedades dependiendo la variedad, Muchas de estas afectan a
distintos dérganos y tejidos de las plantas, tales como las causadas
por hongos que afectan a raiz, pseudotallo, hojas, frutos. Otros
microorganismos también suelen ser muy perjudicial para este
cultivo, como es el caso de las bacterias, neméatodos, virus.

En Ecuador existen algunas enfermedades de gran importancia
econdmicas causadas por hongos a nivel foliar, pseudotallo, cormo,
raiz, tales como:

La Sigatoka Negra (M. fijiensis) es considerada como una
enfermedad en 1963 en Fiji en el valle de Sigatoka, es la enfermedad
de mayor importancia econdmica a nivel foliar, afecta a plantas de
banano de distintos genotipos debido a que es muy virulenta, cuando
no se conocia a fondo el ciclo de vida y la forma de infectar a la
planta, esta causo muchas defoliaciones en grandes extensiones de
banano cultivado en distintas partes de mundo. Cuando este hongo

ataca la planta se ve afectada en el area foliar y en la productividad,
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obteniéndose racimos pequefios de bajo peso y disminuyendo la
actividad fotosintética causando una maduracion precoz de sus
frutos que impiden su exportacioén [5, 7, 33].

Se diferencia de la sigatoka amarilla (Mycosphaerella musicola
Leach) por los conidios y conidiéforos, ademas por los sintomas que
se pueden notar en la planta. [5, 34]

Los sintomas de M. fijiensis son notables a simple vista desde los
primeros estadios en el envés de la hoja, comienzan con unos
pequefios puntos rojizos hasta formarse la estria y luego cubrir toda
la hoja. La mayor parte de los Bananeros controlan la sigatoka negra
(Mycosphaerella fijiensis Morelet) mediante aplicaciones de
fungicidas sistémicos como los Benzimidazoles y Triazoles, aunque
cada vez mas se reporten resistencia a varios productos del mercado
debido a que las poblaciones de este hongo presenta una alta
variabilidad genética y patogénica. [5, 33, 35].

El mal de Panama (Fusarium oxysporum) Se trata de una de las
enfermedades de banano mas destructivas, se estima que en el afio
de 1960 habia destruido aproximadamente 40,000 ha de ‘Gros
Michel’ (AAA), a causa de este considerable dafio es considerada
como la enfermedad mas catastrofica de todas las enfermedades de
banano, ingresa por medio de las raices e invade el xilema pudiendo
causar la muerte del hospedero [7, 36].

Fusarium oxysporum también ataca a plantas comerciales como

tomate, melén, rabano, café, achiote, etc, causando marchitez
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vascular, inclusive se ha usado este hongo para tratar de acabar con
plantaciones de coca en Colombia. Este hongo cosmopolita existe
en diversas formas patogénicas y se conoce que afecta a plantas
Angiospermas y Gimnospermas por los mecanismos que tiene este
hongo para romper la defensas de las plantas [37].

Se presenta como saprofito en el suelo, dependiendo el tipo de
hospedante es posible que se distingan razas fisiol6gicas, produce 3
tipos de esporas; las microconidias son esporas unicelulares,
conidiéforos pocos ramificados, carecen de septas, las
macroconidias son esporas con paredes delgadas, moderadamente
curvadas en forma de hoz, y las clamidosporas se forman por medio

de la condensacion del contenido de las hifas y de las conidias [37].

Unas de las enfermedades importantes causada por bacterias es el
Moko (Ralstonia solanacearum Yabuuchi et al), provocando
amarillamiento en las hojas, marchitamiento, y muerte de la plantas.
En 1890 Importantes pérdidas se reportaron en Trinidad pero
probablemente se habia presentado en América del sur [7, 38, 39].
La forma de contaminacion por esta bacteria es principalmente a
traveés de insectos que han estado en frutos enfermos o susceptible
y trasladan la fuente de inoculo a plantas que estan sanas, otro
medio de contaminacion es cuando el suelo y agua estan afectados,
las malezas suelen ser muy buenos hospederos de la bacteria [40-

42].
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Por otro lado otra especie bacteriana de importancia es la Erwinia
spp, causante de pudriciones en el pseutallo, cormo y rizoma, por
ejemplo Erwinia carotovora y Erwinia chrysamtemil son bacterias
gue invaden el rizoma después de ser plantadas introduciéndose por
medio de heridas o algunas hojas en descomposicion. Suelen
presentarse principalmente en ambientes humedos o en suelos
contaminados pocos drenados [7].

La presencia de virus en banano ha llegado a que grandes
extensiones cultivadas se pierdan en diversas variedades del
subgrupo Cavendish, Banana Bunchy Top Virus (BBTV) es
considerada como el virus mas devastador sobre el cultivo de
banano, fue detectado por primera vez en Fiji en 1889 aunque
también existen otros como Banana Streak Virus (BSV), Banana
Mosaic Virus (BMV), Banana Mild Mosaic Virus (BMMV), Banana
Dieback Virus (BDV) La gran mayoria de los virus son transmitidos
por &fidos presentando como sintomas en las plantas mal
formaciones en las hojas, amarillamientos y rayados, sus sintomas

se pueden confundir con falta de nutrientes de la plantas [7].
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1.1.3 Variedades susceptibles y resistentes ala si  gatoka negra.
Se conoce que la sigatoka negra y la sigatoka amarilla son
enfermedades de gran importancia economica en cultivos de banano
y platanos, provocan un déficit en la produccion debido a que estos
hongos afectan al crecimiento vegetativo, disminuyen la actividad
fotosintética, por lo cual la disminucién de racimos en la planta se ve
muy afectada y pueden causar pérdidas considerables en el cultivo

[43].

La sigatoka negra ha sido de gran importancia tanto en banano y
platano de variedades susceptibles. En 1989 existian mas de 40 mil
Ha de platanos con genotipo (AAB) y aproximadamente 14.000 eran
Cavendish que estaban en proteccion. En 1991 se realizaban 20
ciclos /afio de fumigacion en plantaciones de banano Cavendish,
luego en 1993 se comenzod a introducir nuevos clones como ‘FHIA’ y
se realizaban estudios en Cuba en los aflos 2000 y 2003 en tres
distintas regiones para probar la resistencia de estos hibridos. Se
determind los componentes de resistencia tomando en cuenta el area
foliar afectada, velocidad de evolucion de la enfermedad, tiempo de
incubacion y trasformacion de rayas a necrosis, para ello se usaron
clones como ‘FHIA 23’, ‘FHIA 21’, ‘FHIA 02', ‘FHIA 18’, “Yangambi
Km 5’, ‘Gran enano’ y se comparé la agresividad de aislamientos de
M. Fijiensis procedentes de plantaciones ‘FHIA 18'. Los resultados

de dichos ensayos mostraban que mientras el ‘Gran enano’
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manifestaban a la cosecha una sola hoja funcional en planta madre
los clones exhibian entre 7 y 10 hojas funcionales y el ciclo de
transicion de rayas fue entre 1.7 y 2.7 veces mas largo en los clones
hibridos que en el Gran enano y la produccion de pseudotecios en

las manchas foliares fue entre 5y 20 veces menor [33, 44].

De la misma manera, se han probado otras variedades resistentes a
M. fijiensis como es el caso de ‘Tuu Gia’ (AA) vy ‘Calcutta-4’ (AA), y
se ha reportado que la respuesta a la defensa de estas variedades

se activan tan pronto el patégeno ingresa a los estomas [9, 45, 46].

1.2 La Sigatoka negra

1.2.1 Taxonomia del agente causal

M. fijiensis es un ascomiceto heterotalico con un ciclo en su
reproduccién sexual y asexual, causante de la Sigatoka negra, esta
enfermedad fue descubierta por primera vez por Leach (1964),
Inicialmente los conidiéforos se encuentran como manchas café en la
zona inferior de la hoja y luego continua al segundo estadio (Stover

1963) [7].
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Divisién: Ascomycota

Clase: Dothideomycetes

Orden: Capnodiales

Familia: Mycosphaerellaceae

Género: Mycosphaerella

Especie: Mycosphaerella fjiensis Morelet

1.2.2 Ciclo de la enfermedad y epidemiologia.
Un factor importante para la infeccion tanto de M.fijiensis como de
M.musicola son las condiciones climaticas, comienza con esporas
sobre la hoja susceptible de banano que han sido dispersas por el
agua y viento , estas esporas comienzan a germinar en un rango de
2 a 3 horas, para que esto suceda el hongo necesita de una
humedad y temperatura optima, para M.fijiensis la temperatura para
la produccién de conidios esta entre 25 - 29°C y para las ascosporas
estd entre 25 - 26°C, el hongo comienza a crecer antes de que
penetre por los estomas de la hoja, cuando esta dentro esta forma
una hifa subestomatica de gran tamafio, las cuales crecen a través

de las capas del mesofilo en camaras de aire [47, 48].
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El tiempo que transcurre desde la germinacion de espora y la
aparicion de sintomas es de 17 dias. A los 28 dias ya se encuentran
los primeros conidios que se forman sobre lesiones en el estado
estria, cuando ocurre la finalizacion del ciclo de vida se comienza
con la liberacién de las primeras ascosporas, la cual puede acontecer

49 dias después de la infeccion en campo [48].

Los ciclos de vida de M. fijiensis y M.musicola son muy similares, con
la diferencia que M. fijiensis produce esporodoquios en etapa
temprana y sus hifas se dispersan de estoma en estoma, ambos
producen espermacios, ascosporas en peritesios y conidios del tipo

Pseudocercospora [49].
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Fungus sporodachia on leaf Pseudo cercospora-type
conidia

Spen'nugonE “fy = Perithecia with asd
in leaf X and ascospores
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Ascolspom Conidium
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Banana plant Severe spotting  Patterns of Lesions on leaf Spore germination and Healthy banana plant

severelyinfected  amd necrosis spotting on penetration of leaf
leaf through stomata

FIGURA 1.1 DESARROLLO DE LA ENFERMEDAD SIGATOKA
CAUSADA POR EL HONGO M. fijiensis O M. musicola . La
infeccidbn por conidios o ascosporas producen el mismo tipo de

mancha, seguido por el desarrollo de la enfermedad [49].

Fuente: Agrios, Plant Pathology.
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1.2.3 Distribucion e importancia economica.
En Asia y el Pacifico La sigatoka negra fue reportada por primera vez
en febrero del 1963 en Sigatoka Valley de Viti Levu en las islas Fiji,
entre 1964 y 1967 se mostré que la enfermedad se extendi6 en el
Pacifico. La enfermedad también ha estado presente en el Estado
Federado de Micronesia, Nueva Caledonia, Papua Nueva Guinea,
Philipinas, Samoa Occidental, Tahiti, Taiwan, Malasia oeste. En 1969
se identificé la Sigatoka negra en las islas de Hawaii y se report6 la
presencia de la enfermedad en otros lugares del pacifico. En Africa
los reportes comenzaron en Zambia en 1973, los sintomas se
parecian a los de la Sigatoka negra pero aun no se podia confirmar
con muestras enviadas de UK, el primer reporte auténtico fue en
Gabon en 1978, se crey0 que la enfermedad podia haber sido
introducido de materiales de siembra provenientes de Asia, sin
embargo reportes de sintomas habian sido observados en Sé&o

Tomé 1978 [7].

En América latina y region del caribe se comenzo a dar reportes de la
enfermedad cuando aparecié por primera vez fuera de Asia y el
Pacifico, a partir de aqui esta enfermedad adquirié el nombre comun
de Sigatoka Negra. Lentamente la enfermedad se movio a lo largo
América Latina, en 1981 fue endémica de América Central, luego se
movié al sur de América en los paises como Colombia, Ecuador,

Peru y Bolivia. En 1981 La sigatoka negra estuvo presente en todos
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los paises entre el sur de México y panama4, sin embargo en 1981 la
enfermedad alcanz6 zonas de las principales exportaciones
bananera en tierras bajas de Colombia, donde todas las plantaciones
de banano fueron atacadas, luego la enfermedad se esparcio a lo
largo del pacifico y costas del atlantico de Colombia donde las
plantas crecen en asociacion con el café. En Ecuador la enfermedad
fue detectada en 1987 en la zona norte del pais en la Provincia de
Esmeralda y en 1989 fue encontrada en areas de producciones
bananeras como Los Rios y Guayas y luego de 3 afios aparecio en la
provincia de El Oro situada al sur del pais, es decir la enfermedad
tardo aproximadamente 5 afios en afectar a todas las bananeras del

Pais [7, 8, 47].
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O
Qs /
' / - Distribucion de M. fijiensis
La distribucion de la SN en estas zonas requiere yM. musicola en el mundo.
informacion adicional

FIGURA 1.2 DISTRIBUCION MUNDIAL DE Mycosphaerella

fijiensis Morelet Y Mycosphaerella musicola Leach. SN=Sigatoka

Negra, SA=Sigatoka Amarilla

FUENTE: Mourichon y Fullerton.
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1.2.3.1 Importancia econdmica en Ecuador.
Se conoce que en el afio 2003 Ecuador contaba con
aproximadamente 150.000 Ha de banano -cultivado, se
encontraban ubicadas en el litoral, principalmente en las
provincias de Los Rios, EI Oro y Guayas con tecnologias
bajas para el control de M. fijiensis, La variabilidad del clima
en distintos sectores del pais ha provocado que la sigatoka
negra adquiera un comportamiento muy diverso, en ese afo
se reportd que la enfermedad fue mas severa en Los Rios y
menos en El Oro, luego de dos afios la situacion se invirtio.
Cuando ocurrio la corriente del nifio en Ecuador en el afio de
1998 la sigatoka negra se torn6 muy agresiva y a causa de
este problema todos los programas fitosanitarios para el
control de la enfermedad no fueron eficientes, perdiendo una
gran produccion de racimos y provocando una economia

grave de los productores bananeros [8].

Antes que suceda el fendmeno del nifio en el pais en 1996 el
control de la sigatoka negra era muy facil, los ciclos de
fumigacién al afio en la provincia de Los Rios se realizaban
entre 25 — 29 ciclos/Ha/afio, en Guayas entre 20 — 24
ciclos/Ha/afio y en el Oro de 12 — 16 ciclos/Ha/afio, pero en

el 2000 los ciclos en Los Rios fueron disminuyendo llegando
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hasta 15, mientras que en El Oro fueron aumentando, ya en

el 2002 llegé a 18 ciclos/Ha/afo [7, 8].

En Ecuador en el 2012 ElI Ministerio de Agricultura
Ganaderia y Acuicultura y Pesca (MAGAP) ha realizado
apoyos para el controlde la  enfermedad,  distribuyendo
productos quimicos como Fungicidas, Fertilizantes foliares, y
capacitando a los agricultores de distintos sectores de

produccion bananera [50].

1.2.4 Sintomas de la enfermedad en banano
Los sintomas de la sigatoka negra pueden variar de acuerdo con el
estado de desarrollo de la planta y la severidad del ataque, ya que
dependiendo las condiciones desfavorables del hongo los sintomas
suelen confundirse con la sigatoka amarilla. En muchas variedades
susceptibles la sigatoka presenta una gran cantidad de estrias y
manchas de color café y negro, la enfermedad puede evolucionar en

diferentes estados [48].

Los sintomas comienzan con manchas pequefias de color amarillo o
con rayas paralelas a las nervaduras de las hojas o en el envés del
limbo, a diferencia de la sigatoka amarilla donde se lo logra
reconocer en el haz, luego las manchas obtienen un tamafo de 1 a 2

cm de largo y conforme pasa el tiempo las manchas siguen
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creciendo formando lesiones necroticas con halos amarillos y con un
centro gris claro, estas lesiones negras son tejidos muertos que
conforme avanza la enfermedad los puntos adyacentes se unen para
formar tejido muerto mas grandes, provocando una reduccién en el
rendimiento y una desnutricibn en algunas hojas, teniendo como

consecuencia una maduracion temprana en los frutos [49, 51].

1.3 Interaccién Planta — Patégeno
Agrios definid que “una planta esta sana o en condicién normal cuando
ésta puede cumplir con todas las funciones fisioldgicas y dar lo mejor de su

potencial genético” [52].

Existen varias clases de asociaciones para la interaccion planta —
patdégeno, estas penden de una gran parte del contenido genético de cada
organismos, debido a que todas las plantas siempre se mantienen en
contacto con muchos de ellos, interactuando bajo condiciones de la
naturaleza, Las plantas por cierta parte se suelen mantener sanas debido a
los mecanismos de defensa con las que cuenta. En 1980 Browning
menciond que “la susceptibilidad y la resistencia son los extremos de un
continuo y que la inmunidad es absoluta”, algunos genes que estipulan
ciertas resistencias oligogénica y susceptibilidad se complementa a la

virulencia y avirulencia en el organismo patdgeno [53, 54].
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Se conoce que algunos patdogenos atacan a las plantas debido al
desarrollo evolutivo que han tenido, como la capacidad de prescindir de
algunas sustancias que producen los hospedantes de los cuales muchos
dependen de estas sustancias para sobre vivir y para acceder a ello deben
ingresar al protoplasmas de las células vegetales, a travesar las barreras
como la cuticula de la planta y paredes celulares, por otro lado el contenido
celular no siempre esta en una forma disponible para el patdgeno y deben
ser trasformados un compuestos mas simples para que el patégeno lo
pueda absorber y asimilar. Las plantas obtienen su defensa produciendo
algunas estructuras y sustancias quimicas que impiden el ingreso del
patogeno, la gran parte de ellos que logran ingresar a la planta es por la

fuerza mecéanica que ejercen sobre la pared celular del hospedero [49, 52].

Algunos patégenos que son capaces de desarrollarse y reproducirse en el
tejido de los hospedantes vivos son llamados biétrofos o también llamados

parasitos obligados [52, 53].
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FIGURA 1.3 FORMAS DE INVASION Y NUTRICION DE CIERTOS
HONGOS DURANTE UNA INTERACCION COMPATIBLE. A- Penetracion
por heridas (He) de un hongo necrétrofo. B- Hongo biétrofos intracelular
con penetracion directa mediante un apresorio (Ap). C- Hongo biétrofos
intercelular con penetracién por estomas y usando haustorios (Ha) para

absorber los nutrimentos.

FUENTE: Ordefiana, K. (2002)

La interaccion entre Musa spp — M. fijiensis depende del tipo de especies
para el patégeno y a nivel de la variedad para el hospedante, lo que
expresa un modelo de susceptibilidad la cual varia en la resistencia parcial
(PR) Y alta resistencia (HR), por ejemplo M. fijiensis siendo el patégeno en
una variedad susceptible, inicia su penetracion a traves de los estomas y
esparciendose de una forma intercelular, obteniendo una nutricion
biotroéfica durante un tiempo de 3 a 4 semanas. Cuando hay una

resistencia parcial en una variedad existe una serie de compuestos
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fendlicos especializados, la cual se almacenan en células del parénquima.
Por otro lado los fenotipos que muestran alta resistencia esta ligada a una
induccion rapida de mecanismos de defensa, provocando una muerte
rapida a las células huésped de la planta en los lugares de la infeccion,
estas se encuentra en las interacciones incompatibles de planta —

patogeno [46, 54].

1.3.1 Mecanismo de defensa de las plantas.
Las plantas contienen una serie de mecanismos de defensa que son
activadas por los ataques de patdbgenos en condiciones
desfavorables, estos mecanismos pueden ser constitutivos que
facilitan de forma pasiva resistencia contra los patégenos, también

son llamados preformados y estos se dividen de la siguiente forma:

Estructurales constitutivos: es cuando existe la presencia de una
cuticula gruesa, el grosor de la cuticula aumenta la resistencia a las
infecciones de la enfermedad, aunque no siempre esté relacionada
con el factor de resistencia, presencia de tricomas, deposicion de
ceras, estas ceras tanto en hojas y frutos forman una superficie que
repela el agua donde los patégenos pueden depositarse y germinar.
Muchas bacterias y hongos entran en la planta a través de estomas
abiertos, aunque hay casos que estando cerrado ingresan como es el

caso de la roya en el trigo. En algunas plantas cuando han sido
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infectadas por hongos, bacterias, virus o nematodos con muchas
frecuencias forman una capa de célula de corcho para detener el

avance del lugar de infeccion [49, 53].

Las estructuras celulares también es una forma importante de
defensa de la planta, estos cuentan con cambios morfologicos en la
pared celular, se conoce tres tipos de estructuras, la capa externa de
la pared celular de células parenquimatosas se hinchan cuando
entran en contacto con bacterias la cual las atrapa y evita que se
multipliquen, engrosamiento de la pared celular en consecuencia al
ataque de hongos y virus, y el depésito de calosas en la superficie
interna de las paredes celulares en respuesta a invasién por hongos

[49, 52].

Quimicos constitutivos: la acumulacion de compuestos toxicos en las
células vegetales como las plantas cianogénicas como el sorgo y la

yuca que poseen una gran cantidad de &cido cianhidrico (HCN) [53].

Por lo general las plantas segregan una gran cantidad de sustancias
a través de sus Organos (raices y 6rganos aéreos), muchas de estas
sustancias son inhibidoras a patdgenos. Algunas plantas carecen de
factores de reconocimiento, lo cual el patdbgeno no reconoce a la
planta como hospedero y por lo tanto no produce enzimas o

estructuras como apresorios [49].
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Las plantas disminuyen el ataque de patégenos por medio de alguna
estructuras que son barreras fisicas y se interponen en el acceso del
patogeno y por reacciones bioquimicas que tienen lugar en células y
tejidos produciendo sustancia toxicas o inhibiendo el desarrollo del
patéogeno. En células de las hojas o frutos jovenes existen
compuestos fendlicos y taninos en altas concentraciones
provocando resistencia en tejidos jévenes a los microorganismos
patdgenos, también son inhibidores de enzimas hidroliticas, pero
conforme los tejidos van envejeciendo la capacidad de inhibir a los
patégenos disminuye, existen otros compuestos como la saponinas,
tomatinas en el tomate y avenacina en avenas que tienen actividad
antifungicas, existen otras células vegetales que contienen enzimas
hidroliticas como las glucanasas y quitinasas que causan la

degradacion de la pared celular del patdgeno [49, 55].

Las plantas poseen anticuerpos y las toxinas producidas por ellas
frenan el proceso infeccioso, en 1941 Miiller y Boérger llamaron como
fitoalexina a los compuestos quimicos que se forman en la planta
para inhibir a los microorganismos patdgenos, pero que también
existe en los tejidos la presencia de metabolitos secundarios que

también ayudan a la defensa de invasiones microbianas [54].
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1.3.2 Dialogo celular en la interaccion planta— pa  tdgeno.
Anteriormente se menciono que los patégenos para poder acceder a
nutrirse del tejido vivo de las plantas deben a travesar algunas
barreras que son impuestas por ellas, y realizar una relaciéon
biotrofica usando mecanismos como apresorios, microhifa, haustorio,
las bacterias son patégenos necraticos pero la mayoria de hongos se
alimentan del tejido muerto, lo que implica que la planta se destruye
por toxinas que algunos de estos patdogenos segrega. Estos
organismos pueden ingresar a la planta por medio de aperturas
naturales como estomas, hiadotodos, nectarios o lenticelas, también
por heridas que pueden ser provocadas por dafios mecanicos o
lesiones de insectos, o de forma directa en el cual los patdgenos
deben ejercer una presion mecéanica o por actividad enzimaticas [46,

52].

Uno de los compuestos de mayor importancia que cuentan con
funcionalidad de defensa es la ruta fenilpropanoides tal como las
cumarinas, ligninas, flavonoides, compuestos fendlicos y las
fitoalexinas, las cuales tienen una variedad de funcién de tipo
estructural de la planta como el desarrollo de actividad directa contra
la infeccion de hongos y bacterias, al igual que enzimas como
Quitinasas y las endo-B-1,3-glucanasas, Peroxidasas que actlan

como mecanismos de defensa en la planta [46, 55].
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Mediante pruebas bioquimicas y moleculares se ha comprobado que
en variedades resistentes como ‘Calcutta-4’ la actividad de la enzima
Fenilalanina amonia - liasa (PAL) aumenta de una forma
considerable en las primeras 24 horas de post — infeccion en lugares
donde se ha producido una infecciébn fungica, mientras que en
variedades susceptibles como ‘Williams’ la expresion de PAL se
realiza a las 144 horas post infecciobn. Las fitoalexinas son
compuestos que produce la planta como resultado de una infeccién o
de estrés quimico o fisico, que se acumulan en mayor concentracion
en variedades resistentes y tolerantes. Se componen de un grupo
muy diverso, alrededor de 350 han sido descritas presentes en

plantas superiores [46].

1.4 Mecanismos de resistencias en plantas
Se conoce que un microorganismos patdgeno puede ser muy patogenico o
poco patogénico para su hospedante dependiendo el grado de
patogenicidad, esto se lo define como virulencia, de tal manera un
patogeno puede ser muy virulento o poco virulento, para definir mejor en
términos geneéticos, virulencia es si un patégeno puede ser dafiino para un
hospedante o variedad y avirulento si no puede causar dafio. En
interacciones de planta — patdgeno tomando en cuenta el nivel de especie,

cuando existe resistencia del hospedante se lo conoce como resistencia no
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hospedante, sin embargo a nivel de una raza — cultivar se conoce como

resistencia establecida por la raza [53, 54].

1.4.1 Genes de Resistencia.
Las plantas suelen ser resistentes a muchas enfermedades debido a
la interaccion de los genes de resistencia (R) y los genes de
avirulencia de los patégenos (Avr). Algunos genes R de varias
plantas codifican a un grupo de proteinas que inhiben el crecimiento
de patdgenos. Los gene R codifican para receptores que de una
forma directa o indirectamente van interactuando con ligandos

producidos por genes de avirulencia del patdégeno [56].

Se conoce que los patégenos producen una gran cantidad de
sefales y algunas de ellas son detectadas por las plantas, los
patégenos cuentan con los genes Avr y si este producto activa una
respuesta de defensa en las plantas con un gen R especifico, el
resultado de tal interaccion es una expresion a la resistencia de la
planta para el patdgeno especifico, pero también la planta puede
manifestar una respuesta de sensibilidad al patégeno y por lo tanto
se produce la enfermedad. Esta es una hipodtesis determinada por H.
Flor en 1947 denominado interaccion gen por gen. Unos de los
primeros genes de resistencia (R) aislados fue el gen Pto del tomate

(Solanum lycopersicum L.) dando resistencia a la bacteria
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Pseudomona syringae pv tomato. que expresa el gen avrPto. Este
gen R codifica a una proteina con actividad de cinasa serina-

treonina [56, 57].

Algunos genes R que codifican a proteinas poseen un dominio
repetitivo ricos en leucina (RRL) otorgando resistencia a varias
especies vegetales tales como el arroz (Oriza sativa L.) que le
confiere resistencia a la bacteria Xanthomonas oryzae ex Ishiyama.
Unas de las principales caracteristicas de estos genes es que
poseen una regidon RRL extracelular y un dominio transmembranal.
Muchos patégenos a especies vegetales pueden mutar de ser
avirulentos a virulentos, venciendo la resistencia de los genes R de
las especies vegetales, pero las plantas pueden generar nuevas
caracteristicas de resistencias mediante recombinacion genética para

poder garantizar su sobrevivencia [56].

Sistema Adquirido de Resistencia

La resistencia sistematica adquirida es una respuesta propias de las
plantas que se manifiestan cuando es atacada por un patdogeno
virulento que provoca lesiones locales hipersensibles produciéndose
una resistencia local (LAR) el lugar del tejido que ha sido afectado,

causando una serie de sefiales que son mediadas principalmente por
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el acido salicilico (SA) que es lo que induce la resistencia a la planta

[53].

La respuesta especifica de una planta a un inductor exdégeno o
endogeno resulta de una activacion compleja en algunas rutas de
sefializacion las cuales involucran a una transduccion de sefial
hormonal enddégena como el acido salicilico (SA), &cido jasmonico

(JA) y el etileno (E) [52].

El JA y jasmonatos son compuestos que se derivan de las
ciclopentanonas que habian sido detectados en el aceite esencial de
Jasminum grandiglorum. los compuestos de AJ y el éster metilico es
representado por el metiljasmonato (MeJA) pueden ser activados
tanto por la defensa de las plantas como por situaciones de estrés
gue pueden ser causadas por factores biotico o abidticos . Estas
moléculas (JA Y MeJA) han sido muy estudiadas como resistencia a

patogenos necrotroficos [52, 58].

El etileno es una hormona vegetal que participa activamente en la
regulacion de algunos procesos tales como maduracion de frutos,
senescencia de las hojas y respuestas a una serie de agentes
ambientales de estrés (frio, inundacién, heridas) y de algunos
ataques que son ocasionados por microorganismos patégenos o

plagas [58].
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Existe una amplia relacion entre el JA, AS, que indican que el cédigo
de conexion podria estar activado en la misma célula, entre estas
rutas de sefializacion se han identificado interacciones positivas y
negativas. Una de las interacciones negativas se ha mostrado en
plantas de tomate y papa debido a que el AS inhibe la sintesis y
activacion de algunos genes de respuestas de JA lo que hace
referencia a respuestas a heridas, de la misma forma el JA inhibe la
expresion mediada por el SA de algunos genes que codifican a
proteinas RPs. Algunas plantas transgénicas sobre expresan el gen
erfl (ethylene response factorl) y actia como mecanismos de
defensa de la planta en algunos microorganismos patogenos
necrotrofos indicando que dicho gen produce una sobre activacion de
sefalizacion del complejo AJ/E. Se ha demostrado que en plantas
como Arabidopsis thaliana L. hay una cooperacion en la expresion de

genes de defensa del AS Y AJ/E en contra de P.cucumerina [52, 58].

Se ha demostrado que si se aplica Acibenzolar-S-metil (ASM) que
es un inductor de resistencia en plantas este se activa si existe una
infeccibn patégena como M. fijiensis en plantulas de platano
‘Dominico’ — ‘Harton’. También se ha considerado que el Fosfito de
potasio es un inductor de resistencia en estas plantas contra

M.fijiensis [59].
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CAPITULO 2

2. METODOLOGIA

2.1 Bioensayos.

2.1.1 Materiales y ubicacion.
El estudio se realizd en las instalaciones del Centro de
Investigaciones Biotecnologicas del Ecuador (CIBE), ubicada en la
Escuela Superior Politécnica del Litoral (ESPOL) campus Gustavo

Galindo de la Ciudad Guayaquil — Ecuador.

Los bioensayos fueron elaborados en condiciones controladas de
invernadero del mismo centro de investigacion, con tres variedades
de banano, la variedad ‘Williams’ procedente del Banco de
germoplasma del CIBE — ESPOL del area de Cultivo de Tejidos, y las

variedades ‘Calcutta-4’ y ‘Tuu Gia’ procedente del banco de
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germoplasma del International Transit Center INIBAP, Universidad

Catdlica de Leuven, Bélgica.

Se realiz6 un manejo basico y constante a las plantas que iban a ser

usadas para los ensayos lo cual constaba de los siguientes aspectos:

Riego: El riego se lo realiz6 3 veces por semana (lunes, miércoles y
viernes) para que la planta se encuentre en 6ptimas condiciones al

momento de ejecutar el ensayo.

Fertilizacion : Para fertilizar las Plantas de Banano se prepard un
stock de la solucion nutritiva de Hoagland, (Tabla 2.1). Las plantas
necesitan de elementos nutritivos para tener un buen desarrollo de
su ciclo de vida. La solucién se aplicaba mediante fertirriego dos

veces a la semana (lunes y viernes).

TABLA 2.1

SOLUCION MODIFICADA DE HOAGLAND

Compuesto Concentracion Volumen de la
de la solucion solucién madre por
madre (g/L) L de la solucion
final (ml)

KNO3 101.1 6
Ca(NO3)2.4H20 236.16 4
NH4H,PO4 115.08 2
MgSO,.7H,0 246.49 1

Adaptada de Epstein, 1972
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Control de maleza: Se realiz6 control manual de malezas tan pronto

como estas aparecieron.

Control de Plagas : Bemisia tabaci Genn (Mosca blanca) es una de
las plagas que afecta a la planta de banano en invernadero, para
evitar la incidencia del insecto se realizé un control cultural, ubicando
trampas de color amarillo con goma agricola, dependiendo la
incidencia también se puede realizar un control quimico, con los
ingredientes activos como Amitraz, Acetamiprid, Imidacloprid segun

las instrucciones de la etiqueta.

Las cepas que se usaron para la inoculacion de M. fijiensis fue una
mezcla de distintos aislados del banco de aislados del CIBE (Tabla
2.2). Previo a la inoculacion se realizé la obtencion de conidios, de
acuerdo a Jiménez et al. (2007), establecido en el CIBE. Para ello los
aislados debian pasar por distintos medios de cultivos, como PDA,

Mycophil y medio V8.
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TABLA 2.2

CEPAS USADAS PARA LA INOCULACION ARTIFICIAL DE M.

FIJIENSIS.

Aislados Procedencia
RSS Los Rios
RSP5 Los Rios

RSAB20 Los Rios
EC5 Esmeraldas

Aislados procedentes del Centro de Investigaciones Biotecnoldgica
del Ecuador.

Una vez que se obtuvo la suspension conidial de los distintos
aislados se procedi6 a la cuantificacion realizando un conteo de los
conidios con la ayuda de un microscopio de luz invertida (ZEISS

modelo AXIOSKOP 2) y con la cdmara de Neubauer (Boeco).

Para realizar las recolecciones de las muestras de hojas se uso
nitrégeno liquido, luego se las almacen6 en un congelador a -80°C
(THERMO SCIENTIFIC) hasta que fueron usadas para los andlisis
moleculares. Para realizar el triturado de las muestras se uso un
molino triturador (RETSCH modelo MM 400), adicionalmente también

se uso el mortero y pistilo.



2.1.2

2.1.3

42

Variedad Vegetal

Para el presente estudio se usaron tres variedades de banano, la
variedad que mas se cultiva en el Ecuador ‘Williams’ (AAA)
susceptible a la sigatoka negra, de gran importancia a nivel
econdémico [26], y la variedad ‘Calcutta-4’ (AA) que esta catalogado
como resistente a esta enfermedad [9].También se usé la variedad
resistente ‘Tuu Gia’ (AA) para el ensayo de evaluacion de sintomas

en invernadero.

Disefio experimental.

En este estudio el ensayo que se establecié fue a nivel de
invernadero, el disefio que se uso6 fue un disefio completamente al
azar (DCA), debido a que se lo realiz6 en un area controlada. Los
analisis se los efectudé en laboratorio y las unidades experimentales
se mantuvieron en igual condiciones.

Para la interaccion planta — patdgeno, (banano — sigatoka negra) se
utilizaron las variedades ‘Williams’, ‘Calcutta-4’ y se las inocul6 con
M. fijiensis. Se establecieron 48 unidades muestrales las cuales se
forman a partir de 4 tratamientos, 4 puntos de tiempo y 3 réplicas
biolégicas (Tabla 2.3).

Se uso el Software estadistico InfoStat version 2012 para establecer
la prueba de Shapiro Wilk y contrastar la normalidad del conjunto de
datos en las pruebas realizadas de la interaccion planta - patégeno.

La prueba de la normalidad se la realizé de forma independiente en
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el grupo de datos de las variedades evaluadas semanalmente, del

cual se establecio el &rea bajo la curva (ABC).

2.1.4 Tratamientos.

Interaccién planta — patégeno

En el ensayo ‘Calcutta-4’ — ‘Williams’ — M. fijiensis se usaron 48
plantas en total (Tabla 2.3), el ensayo se lo ejecuté en condiciones
controladas, las plantas se inocularon con conidias de M. fijiensis a

una concentracion de 20,000 conidios/ml.
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TRATAMIENTOS DEL ENSAYO ‘WILLIAMS’ —‘CALCUTTA’ 4 —

MYCOSPHAERELLA FIJIENSIS MORELET

Interaccion planta — Patdégeno

Tratamiento Puntos de recoleccién © | # Replicas
‘Williams’ + M. 6dpi 3
fijiensis® 9dpi 3
12dpi 3
15dpi 3
‘Williams’ 6dpi 3
Control” 9dpi 3
12dpi 3
15dpi 3
‘Calcutta-4’ + M. 6dpi 3
fijiensis® 9dpi 3
12dpi 3
15dpi 3
‘Calcutta-4’ 6dpi 3
Control” 9dpi 3
12dpi 3
15dpi 3

? Se realizd una solucién de agua destilada + gelatina al 1% +
suspension conidial. P Se realizé una solucién de agua destilada +

gelatina al 1%. © Punto de recoleccién de las muestras en dias post

inoculacion.

La inoculaciéon se lo realizé6 con

la ayuda de un aerégrafo marca

BADGER 306-7 UNIVERSAL, luego las plantas se las mantuvieron

dentro de unas cajas de aluminio forradas con plastico transparente,

como indica la FIGURA 2.1. Se realizaron tres réplicas bioldgicas

por cada punto de recoleccion. Las muestras se recolectaron a los 6,
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9,12 y 15 dpi (Tabla 2), en cada punto se recolectd la hoja numero

tres con la ayuda del Nitrogeno liquido.

FIGURA 2.1 INOCULACION DE LAS PLANTAS DE BANANO EN
EL INVERNADERO. Se lo realiz6 con la ayuda del aerdgrafo dentro

de la caAmara himeda

FUENTE: Foto tomada en el invernadero del Centro de

Investigaciones Biotecnolégicas del Ecuador — ESPOL.

También se realiz6 un ensayo con las variedades ‘Tuu Gia' —
‘Williams’ — M. fijiensis para analizar el comportamiento del hongo
Fitopatdgeno en ambas variedades. Para ello se uso seis réplicas
biolégicas en cada variedad, y fueron inoculadas a una concentracion
20,000 conidios/ml, y se mantuvieron bajo las mismas condiciones

del ensayo ‘Calcutta-4’ — ‘Williams’ — M. fijiensis.
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2.1.5 Evaluacion
Evaluacién semanal de sintomas de M. fijiensis en plantas de

banano

En el ensayo de Interaccion planta — patégeno luego de 15 dpi se
realiz6 una evaluacion semanal durante siete semanas de los
sintomas de M. fijiensis, de acuerdo a Alvarado [66] que es una
modificacion de la escala de por Fullerton y Olsen [67], el cual
determina una escala de 0 a 5, donde cero es la ausencia de
sintomas y 5 el grado mas severo de la enfermedad. (Tabla 2.4).
Esta evaluacion se la realiz6 durante siete semanas en las hojas

namero 2y 3.

La temperatura dentro de las camaras humedas se mantenia entre
25y 33°C con una humedad relativa superior al 90%, estableciendo

las condiciones Optimas para el desarrollo del hongo patégeno.
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TABLA 2.4

GRADOS DE INFECCION DE LA SIGATOKA NEGRA EN HOJAS

DE BANANO
GRADO DESCRIPCION
0 Sintomas ausentes en la hoja
1 Manchas rojizas en el envés de la hoja. No hay

sintomas en el haz

2 Manchas rojizas regulares o irregulares o
circulares en la superficie superior de la hoja

3 manchas marrones En el haz de las hojas

4 Manchas circulares de color negro o marrén,
posiblemente con halo amarillo o clorosis de los
tejidos adyacentes, en la superficie superior de la
hoja. Las areas de tejido verde a veces presente.

5 Los puntos negros con el centro seco de color
gris. Hoja completamente necrético, a veces
colgando

El grado de infeccion va de mayor a menor, refiriéndose con 0
cuando no existe sintoma al 5 dando a conocer el grado maximo de
la infeccion, de acuerdo a Alvarado que es una modificacion de la
escala de Fullerton and Olsen (1995).
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Conteo de estomas penetrados

Para realizar el conteo de estomas que han sido penetrados por M.
fijiensis, se realiz6 un corte de 1 x 1 cm en las hojas que fueron
inoculadas tanto con gelatina al 1% (Control) y M. fijiensis y se las
ubico en cajas Tissue teck, estas muestras fueron recolectadas a los
26 dias post inoculadas del ensayo de ‘Williams’ — ‘Calcutta-4’ — M.

fijiensis.

Una vez con los cortes en las cajas, estas se las sumergio en una
solucion de hidroxido de potasio (KOH) concentracion de 1M
(FIGURA 2.2) y se la mantuvo en la estufa a una temperatura de
70°C durante 30 minutos, luego se realizaron 3 lavados con agua
destilada, este proceso se lo realizé para que el tejido pierda la

clorofila 'y poder realizar de una manera eficiente la tincién.
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FIGURA 2.2 DECOLORACION DE TEJIDO VEGETAL CON KOH.
Cortes del tejido vegetal en cajas Tissue teck sumergidas en una

solucién de decoloracién hidroxido de potasio 1M.

FUENTE: Foto tomada por Ricardo Pacheco en el Centro de
Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador — ESPOL, Laboratorio

de Biologia Molecular.

Para realizar la tincién cada corte de 1 cm? se las colocd en tubos
eppendorf de 2 ml, previamente se prepar6 una solucién con 25 mg
de Anilina azul + 50 ml de difosfato de potasio (K;HPO,4) y se la

afadio a cada tubo con las muestras (FIGURA 2.3).
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FIGURA 2.3 TINCION DEL TEJIDO VEGETAL CON SOLUCION
SALINA DE ANILINA AZUL. Los cortes de tejido de los colocaron

en tubos de 2 ml con la solucién de anilina azul.

FUENTE: Foto tomada por Ricardo Pacheco en el Centro de
Investigaciones Biotecnolégicas del Ecuador — ESPOL, Laboratorio

de Biologia Molecular.

Los tubos se los trasladaron a una camara de vacio y se los mantuvo

por 2 horas a una presion de 600 mmHg (FIGURA 2.4).
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FIGURA 2.4 TINCION AL VACIO DE LOS CORTES DE BANANO .
Tincion de los cortes de banano con bomba al vacio y anilina azul a

una presion de 600 mmHg.

FUENTE: Foto tomada por Ricardo Pacheco en el Centro de
Investigaciones Biotecnolégicas del Ecuador — ESPOL, Laboratorio

de Biologia Molecular.

Cuando ya se han tefido los cortes, se realiz6 un conteo de los
estomas que fueron penetrados por M. fijiensis en una area de 1 cm?
usando el microscopio Optico de luz invertida a 40x, el conteo se lo
realizé6 con la ayuda de un contador de colonias y las imagenes

fueron capturadas con una camara digital marca SONY.
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2.2 Caracterizacién Molecular.

2.2.1 Extraccion de ARN

Se realiz6 extracciones de ARN de las muestras tomadas de la hoja
namero tres de todos los puntos de recoleccion de las plantas de

banano del ensayo ‘Calcutta-4’ — ‘Williams’ — M. fijiensis.

Para realizar la extraccion se uso un protocolo interno del laboratorio
de Biologia Molecular del CIBE (APENDICE A). Se comenz6 con el
triturado de la muestra con nitrégeno liquido, hasta obtener un polvo
muy fino y se utilizé6 120 mg por cada muestra, luego se les afiadio el
buffer de extraccion para evitar la degradacion del ARN, que contiene
NaCl [400 mM], Tris-HCI pH8.0 [10 mM], EDTA [2 mM], PVP de peso
molecular 40,000 [2%)], B-Mercaptoethanol, y H,O estéril tratada con
DEPC, y se continué con los pasos establecidos en el protocolo.
Cabe recalcar que el area y el material de trabajo para realizar la
extraccion se mantuvieron libres de RNasas mediante aplicacion de

una solucién de RNASE AWAY (Molecular BioProducts).
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Tratamiento con DNAsa

Para eliminar el residuo de ADN gendmico que pueden haber
durante la extraccion de ARN, se tratdé las muestras con el kit RQ1
RNase-Free DNase (Cat. # M6101 Promega), y con el protocolo de
Tratamiento de la DNAsa establecido por el laboratorio de Biologia
Molecular del CIBE (APENDICE B). Se emple6 fenol:cloroformo:lIAA
25:24:1, y para el precipitado se usé NaAc [3M] Y EtOH frio [100%].
Para este proceso se mantuvo el mismo cuidado que con la
extraccion de ARN, el pellet se lo diluyé con agua DEPC. Para la
cuantificaciéon se uso el programa Take 3 Micro-Volume Plates en el

equipo Synergy HT (Bio Tek).

Sintesis de ADNCc.
Para realizar la sintesis de ADNc se usO el kit GoTaq 2-Step RT-

gPCR System, (Promega Cat. # A6010), utilizandose 630 ng de ARN.

El protocolo del Kit establece lo siguiente:

Preparacion del ARN y el Primer de la Transcripcion reversa (Mix 1).-
para ello se realiza un mix del ARN (hasta 5 pug por reaccion) con

Primers [Oligo (dT)] (un volumen de 1pul) y H>O si es necesario hasta
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completar un volumen final de 10ul, luego se incuba por 5 minutos a

70° para la desnaturalizacién y luego pasa a hielo por 5 minutos.

La sintesis de ADNc con GoScript Reverse Transcriptase (Mix 2) se
realiz6 mediante la preparacion de un mix de los siguientes
componentes con su volumen: Nuclease — Free Water (1.5ul),
GoSript 5X reaction Buffer (5ul), MgCl, [25 mM] (2ul), PCR
Nucleotide Mix [10 mM] (1ul), Recombinant RNasin Ribonuclease
Inhibitor (0.5ul), GoScript Reverse Transcriptase (1ul), el volumen

total es de 10ul.

Luego se combina las dos mezclas (Mix 1 y Mix 2) para completar un
volumen final de 20 ul. Este paso se lo debe realizar sobre hielo y
posteriormente se lo incuba a temperaturas descritas en la Tabla 2.5
(Para analizar el protocolo completo se puede visitar la pagina web

de Promega www.promega.es e introducir el nombre del kit).
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TABLA 2.5

TEMPERATURAS PARA LA SINTESIS DE ADNc CON EL KIT

GOTAQ 2-STEP RT-QPCR SYSTEM (PROMEGA)

Paso Temperatura Time
Anillamiento 25°C 5 minutes
Extensidn 42°C 1 hour
Inactivacion 70°C 15 minutes

Enfriamiento 4°C Hold

Una vez que se obtiene el ADNc se lo diluye 4 veces con agua
autoclavada y se usa 2 pul para un volumen final de 10 pl en las
reacciones de la PCR.

Identificacién de genes expresados.

Una libreria sustractiva fue desarrollada en el CIBE (Santos et al. en
preparacion) en donde se identificaron genes que se sobre-expresan
en ‘Calcutta-4’ cuando se inocula con M. fijiensis. En breve, se
extrajo ARN de hojas de plantas de ‘Calcutta-4’ a los 6, 9 y 12 dias
después de inoculado con M. fijiensis y también de plantas de
‘Calcutta-4’ donde solo se aplico la solucion pero sin M. fijiensis. ARN
total se extrajo mediante el kit SpectrumTM Plant Total RNA kit
(Sigma-Aldrich). A partir de 50 a 100 ug de ARN total, se purifico el
ARNmM mediante columna de Oligotex (Oligotex mMRNA Mini kit
,Qiagen). EI ARNm aislado se utilizd en la generacién de una libreria

sustractiva utilizando el PCR-SelectTM cDNA Subtraction kit de
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acuerdo al protocolo del fabricante (Clontech). EL ADNc de hojas
inoculadas con M. fijiensis a los 6, 9 y 12 dias después de inoculado
fue usado como el “probador” mientras que el ADNc de hojas no
inoculadas fueron usadas como “conductor”. Los ADNc sustraidos
fueron clonados en el vector pGEM (pGEM®-T Easy Vector Systems,
Promega) y transformados en células competentes de E.
coli (TOP10®, Invitrogen). Se aislo el plasmido de cada colonia de E.
colitransformada y se secuenci6 en Macrogen (Macrogen Inc,

Estados Unidos).

Del resultado de esta libreria 19 genes fueron analizados para

determinar su expresion.

Los genes que se usaron se describen en la Tabla 2.6 (cédigo
interno del laboratorio), y las secuencias de los primers, incluyendo el

tamafo de los amplicones se indican en el Apéndice E.
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TABLA 2.6

CODIGO DE GENES USADOS PARA DETERMINAR SU

EXPRESION

Gen Code (BM - CIBE)

ESO1 - B5 ESO2 - A10
ESO1-B9S ESO2 - A1l
ESO1-C3 ESO2 - C8
ESO1-C7 ESO2-D3
ESO1-C8 ESO2 - D6
ESO1-C9 ESO2 - D11
ESO1 - C10 ESO2 - D12
ESO1-G10 ESO2 - E7
ESO1 - ES ESO2 - F8

ESO2-G4

Los genes provienen del resultado de la libreria SSH que se realizd
en el laboratorio de Biologia Molecular del CIBE — ESPOL.

Expresion de genes

Se realiz6 una RT-PCR con los 19 genes posibles candidatos a

resistencia usando las muestras de ADNc de los 6 dpi.

La expresion de genes se la determind usando el valor de la
intensidad de la banda utilizando el programa Quantity One (Biorad),

incluyendo el gen housekeeping (Actina).

Cada valor del gen de interés se dividi6 con el valor del

housekeeping, para asi obtener un resultado estandarizado.
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Una vez que los valores de todos los genes fueron estandarizados,
se realizo los siguientes calculos para estimar el nivel de expresion:
la muestra de la variedad resistente inoculada con su control
(‘Calcutta’ inoculado / ‘Calcutta’ control); la muestra de la variedad
resistente inoculada con la muestra de la variedad susceptible
inoculada (‘Calcutta’ inoculado / ‘Williams’ inoculado); la muestra de
la variedad susceptible inoculada con su control (‘Williams’ inoculado
/ ‘Williams’ control). El valor de cada relacion es una estimacion de la
expresion que tiene cada gen en relacibn con los diferentes

tratamientos. Valores mayores a 1 sugieren una sobre expresion.

Del resultado de estos calculos se tomo cuatro genes que fueron los
mas significativos por la sobre-expresion de la variedad resistente
inoculada con M. fijiensis para luego realizar la PCR semi-

cuantitativa.

Para analizar la expresion de estos cuatro genes se tomo la
intensidad de la banda en la fase exponencial, incluyendo el gen
housekeeping Factor de elongacion 1 (EF1), Estos célculos se lo
realizaron en todos los puntos de tiempo de las muestras

recolectadas.
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PCR Semi-cuantitativo.

Para realizar la mezcla de PCR se uso el protocolo descrito en la

Tabla 2.7

TABLA 2.7

PROTOCOLO DE LA PCR PARA ESTABLECER EL ANALISIS DE

EXPRESION DE GENES

Componente Volumen (pl) Concentracion final
Green GoTaq (Promega) 5 1X
Primer Forward ° 0.25 250nM
Primer Reverse ° 0.25 250nM
ADNc 2 -
H,O 2.5 -
Volumen final 10 -

El programa que se uso para las PCR fueron los siguientes: 95°C por
2 min, 34 ciclos de 95°C por 30 s, 60°C por 30 s, 72°C por 45 s, y
72°C por 5 min. ® Las secuencias de los primers se los puede
apreciar en el apéndice e, en los genes evaluados para esta técnica.

Todos los primers probados se basaron en este protocolo, a
excepcion del gen Housekeeping EF1 debido a que la temperatura

de anillamiento es de 62°C.

Para determinar la PCR semicuantitativa se establecieron cuatro

ciclos, en estos se determiné la fase exponencial de cada muestra
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de ADNc, es decir la fase anterior a la lineal y la plateau. Los ciclos

gue se establecieron fueron 25, 28, 31, 34.

Una vez que se realizd la PCR, los amplicones se detectaron
mediante gel de agarosa al 2% en electroforesis (Biorad) con un
tiempo de 30 min a 100 V y se lo revel6 usando el equipo GelDoc
XR+ (Biorad) usando el sofware Quantity One. Este programa nos
permite determinar la intensidad de las bandas, y asi poder estimar la
expresion génica, mediante la estandarizacion del gen de interés con

el housekeeping gen.

Andlisis bioinformatico de secuencias.

Las secuencias obtenidas de la libreria sustractiva desarrollada con
anterioridad por el laboratorio de Biologia Molecular del CIBE, fueron
procesadas para remover las secuencias del vector de clonacion y de
los adaptadores mediante el programa CLC Genomics Workbench

5.5.1, obteniendo las secuencias del gen.

El analisis bioinformatico de los genes de banano se lo realizo
realizando Blastn y Blastx en distintas bases de datos de web, tales

como Banana genome, NCBI, TAIR, UNIPROT (APENDICE F).
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CAPITULO 3

3. RESULTADOS Y DISCUCION

3.1 Interaccion planta — patégeno.

Evaluacion de sintomas de Mycosphaerella fijiensis  Morelet

La evaluacién se la realiz6 durante siete semanas seguidas en dos
ensayos diferentes con las variedades de ‘Calcutta-4’ (Resistente), ‘Tuu
Gia’ (Resistente) y la variedad ‘Williams’ (Susceptible) (APENDICE C) para
lo cual se determiné el Area Bajo la Curva (ABC) para medir la
acumulacion de la enfermedad conforme avanza el tiempo, El analisis del
ABC se lo determiné en las hojas # 2 y 3. La prueba de Shapiro Wilk indico
gue existe normalidad en los datos analizados de forma independiente en

las variedades (Tabla 3.1).
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TABLA 3.1

AREA BAJO LA CURVA Y PRUEBA DE LA NORMALIDAD DE LAS

DISTINTAS VARIEDADES EVALUADAS.

Ensayo Williams - Calcutta-4 - M. fijiensis®

Variedad # Hoja“ ABC D.E p(Unilateral D)°
Williams 2 2058 3.5 0.4277
Williams 3 21.79 3.31 0.6277

Calcutta-4 2 7.58 2.22 0.1582

Calcutta-4 3 6.5 0.98 0.06

Ensayo Williams - Tuu Gia - M. fijiensis®

Williams 2 12.08 1.93 0.446
Williams 3 13.58 0.8 0.3727
Tuu Gia 2 4.83 0.82 0.0863
Tuu Gia 3 6.83 271 0.6996

Area bajo la curva (ABC) de los ensayos evaluados bajo condiciones de
invernadero. Los ensayos se los realizaron en diferentes tiempos.? En este
ensayo se usaron 12 réplicas biolégicas por variedad. ® En este ensayo se
usaron 6 réplicas bioldgicas por variedad. ¢ Nimero de hoja de la planta.
Valor p de la prueba de la normalidad de la prueba de Shapiro wilk con un
nivel de significancia del 95%.

Se realiz6 una comparacion entre ambas hojas al igual que entre
variedades de los sintomas evaluados en el avance de la enfermedad, el

cual de acuerdo al ensayo realizado mostro lo siguiente:
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En el ensayo ‘Williams’ - ‘Calcutta-4’ — M. fijiensis existe diferencia
significativas a partir de la primera semana de evaluacion en las hojas 2 y
3 comparadas entre variedades (susceptible vs resistente) (FIGURA 3.1y
3.2) y que no existe diferencia entre las hojas 2 y 3 de las misma variedad

(FIGURA 3.3y 3.4).

Hoja #3
Williams Vs Calcutta 4
E - I ;
Ed /

a 4 /
3 . .
z : T / ——WILLIAMS
g2 :
g / =B=CALCUTTA 4

1 1 1

o 1 2 3 4 5 6 7
SEMANAS

FIGURA 3.1 AVANCE DE SINTOMAS DE SIGATOKA NEGRA EN LAS
VARIEDADES ‘WILLIAMS’ VS ‘CALCUTTA-4" EN LA HOJA # 3. Cada
punto evaluado cuenta con un n=12, los * indican que existe diferencias
significativas en la semana con un nivel de significancia del 95%. La
desviacion estandar de cada variedad se indica en el punto de la semana

evaluada.
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Hoja #2
Williams Vs Calcutta 4
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FIGURA 3.2 AVANCE DE SINTOMAS DE SIGATOKA NEGRA EN LAS
VARIEDADES ‘WILLIAMS’ VS ‘CALCUTTA-4" EN LA HOJA # 2. Cada
punto evaluado cuenta con un n=12, los * indican que existe diferencias
significativas en la semana con un nivel de significancia del 95%. La
desviacion estandar de cada variedad se indica en el punto de la semana

evaluada.
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FIGURA 3.3 AVANCE DE SINTOMAS DE SIGATOKA NEGRA EN LA
VARIEDAD ‘WILLIAMS’ COMPARADA ENTRE LAS HOJA # 2 VS HOJA
# 3 DEL ENSAYO ‘WILLIAMS’' — ‘CALCUTTA-4’. Cada punto evaluado
cuenta con un n=12, los * indican que existe diferencias significativas en la
semana con un nivel de significancia del 95%. La desviacion estandar de

cada variedad se indica en el punto de la semana evaluada.
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Calcutta 4
H2 Vs H3
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FIGURA 3.4 AVANCE DE SINTOMAS DE SIGATOKA NEGRA EN LA
VARIEDAD ‘CALCUTTA-4° COMPARADA ENTRE LAS HOJA # 2 VS
HOJA # 3. Cada punto evaluado cuenta con un n=12, los * indican que
existe diferencias significativas en la semana con un nivel de significancia
del 95%. La desviacion estandar de cada variedad se indica en el punto de

la semana evaluada.

En el ensayo ‘Williams’ — ‘Tuu Gia’ - M. fijiensis se demostré que existen
diferencias significativas a partir de la cuarta semana evaluada en las hojas
2 y 3 comparadas entre variedades (FIGURA 3.5 y 3.6), y que no existe
diferencia significativas al ser comparada entre hojas de la misma variedad

(FIGURA 3.7y 3.8).
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FIGURA 3.5 AVANCE DE SINTOMAS DE SIGATOKA NEGRA EN LAS
VARIEDADES ‘WILLIAMS’ VS ‘TUU GIA’ EN LA HOJA # 3. Cada punto
evaluado cuenta con un n=6, los * indican que existe diferencias
significativas en la semana con un nivel de significancia del 95%. La
desviacion estandar de cada variedad se indica en el punto de la semana

evaluada.
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Hoja #2
Williams Vs Tuu Gia

=W iiliams

/J_ —B-TUU GIA

GRADO ENFERMEDAD
(=)
Y
l_

SEMANAS

FIGURA 3.6 AVANCE DE SINTOMAS DE SIGATOKA NEGRA EN LAS
VARIEDADES ‘WILLIAMS’ VS ‘TUU GIA’ EN LA HOJA # 2. Cada punto
evaluado cuenta con un n=6, los * indican que existe diferencias
significativas en la semana con un nivel de significancia del 95%. La
desviacion estandar de cada variedad se indica en el punto de la semana

evaluada.
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FIGURA 3.7 AVANCE DE SINTOMAS DE SIGATOKA NEGRA EN LA
VARIEDAD ‘WILLIAMS’ COMPARADA ENTRE LAS HOJA # 2 VS HOJA

# 3 DEL ENSAYO ‘WILLIAMS’ — ‘TUU GIA’. Cada punto evaluado cuenta
con un n=6, los * indican que existe diferencias significativas en la semana
con un nivel de significancia del 95%. La desviacion estandar de cada

variedad se indica en el punto de la semana evaluada.
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FIGURA 3.8 AVANCE DE SINTOMAS DE SIGATOKA NEGRA EN LA
VARIEDAD ‘TUU GIA’ COMPARADA ENTRE LAS HOJA # 2 VS HOJA #
3. Cada punto evaluado cuenta con un n=6, los * indican que existe
diferencias significativas en la semana con un nivel de significancia del
95%. La desviacion estandar de cada variedad se indica en el punto de la

semana evaluada.
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Conteo de estomas penetrados

El conteo de estomas penetrados se lo realiz6 en cortes de 1 cm? a los 26
dpi en la hoja numero 3 por ser la mas representativa. Para el conteo se

escogieron 3 plantas de cada variedad (Tabla 3.2)
TABLA 3.2

NUMERO DE ESTOMAS PENETRADOS POR M. fijiensis EN

VARIEDAD RESISTENTE Y SUSCEPTIBLE DE BANANO.

CONTEO DE LOS CONIDIOS PENETRADOS

‘WILLIAMS’
Cédigo * # Hoja #CONIDIOS PENETRADOS
WP1MF 3 6
WP2MF 3 9
WP3MF 3 4
‘CALCUTTA-4’
CTAP1MF 3 1
CTAP2MF 3 1
CTAP3MF 3 0

Las muestras fueron recogidas a los 26 dpi.  codigo de la planta, el cual
indica la variedad, numero de réplica biologica y tratamiento con M.fijiensis.

Mediante la prueba de Tuckey se realizé una comparacion para demostrar
diferencias significativas entre las distintas variedades en la hoja 3, el

mismo que nos indicé que si existen diferencias significativas (Tabla 3.3).
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TABLA 3.3

PRUEBA DE TUCKEY DE ESTOMAS PENETRADOS.

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes

Tuckey (p > 0.05).

Williams vs Calcutta 4 (H3)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=4.13890
Error: 3.3333gl: 4

Variedad Medias n E.E.
Calcuta H3 0.67 3 1.05 A
Williams H3 6.33 3 1.05 B

En el momento de realizar el conteo de los estomas se pudo observar
estructuras del hongo que penetraban los estomas abiertos del tejido

vegetal y otros que se encontraba a un lado del estoma (FIGURA 3.9).
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FIGURA 3.9 ESTOMAS PENETRADOS POR M. fijiensis EN TEJIDO DE
BANANO. Penetracion de hifas de M. fijiensis en los estomas de banano

de la variedad ‘Williams’, susceptible a la sigatoka negra.

FUENTE: Foto tomada por Ricardo Pacheco en el Centro de
Investigaciones Biotecnologicas del Ecuador — ESPOL, Laboratorio de

Fitopatologia.

A medida que avanzaba los dias se pudo notar que la gravedad de los
sintomas en la variedad susceptible iba aumentando a diferencia de la

variedad resistente (APENDICE D).



74

3.2 Identificacion de genes.

Expresion de genes

Se efectud el andlisis de expresion de los posibles genes candidatos a
resistencia a M. fijiensis realizando una RT-PCR a los 6 dpi, de los cuales
se determiné cuatros genes que fueron los mas significativos debido a la
sobre expresion que se observd en la variedad resistente (Calcutta-4)
inoculado con el hongo patégeno, para luego para realizar la técnica de
PCR semi-cuantitativo en todos los puntos de tiempo. (FIGURA 3.10 y

3.11).
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FIGURA 3.10 EXPRESION DE GENES CANDIDATOS A RESISTE NCIA
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A M. fijiensis . La figura indica la intensidad de las bandas en cada gen. El
tamafo de las bandas se lo puede apreciar en el apéndice E. Las fotos
fueron tomadas en un gel de agarosa al 2% y a condiciones de
electroforesis de 100 V por 30 min. C: ‘Calcutta-4’, W: ‘Williams’, ino:
inoculacion con M. fijiensis, ctr: Muestra control. Las condiciones que se
uso para hacer la PCR fueron 95°C por 2 min, 35 ciclos de 95°C por 30 s,

60°C por 30 s, 72°C por 45 s,y 72°C por 5 min.
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Expresién de posibles genes candidatos a resistencia

Expresién relativa

ESO1 - C9
ESO1-BS
ESO1 - C8
ESO1 - ES
ESO1 - C3
ESO2-D6
ESO2- CB
ESO2 - G4

@ ~
@ %)
o o
Q Q
W W
w w

ESO2-D12
ESO1-G10
ESO2-E7
ESO2-Al0
ESO2-Al11
ESO2-FB

HCino/Cctr BW ino/W ctr B Cino/W ino

FIGURA 3.11 ANALISIS DE EXPRESION DE GENES CANDIDAT OS A
RESISTENCIA A M. fijiensis . Las barras indican el nivel de expresion de
cada gen en base a la relacién a las variedades evaluadas durante la RT-
PCR. Las barras ausentes indican que no hubo expresion del gen. La
linea sobre puesta indica que los valores mayores a uno existe una sobre
expresion y valores menores a uno una represion comparando el
numerador con el denominador (ver descripcién de los colores de barras).
C: ‘Calcutta-4’, W: ‘Williams’, ino: inoculaciéon con M. fijiensis, ctr Muestra
control. Los cuatros genes marcados con un rectangulo se les realiz6 la

técnica de PCR semi-cuantitativo.
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PCR semi-cuantitativo

La PCR semi-cuantitativo se la aplicé en cuatro genes, que fueron los mas
significativos por la sobre-expresion de la variedad resistente inoculada
con M. fijiensis en el resultado de la RT-PCR. Se tomo todos los puntos de
recoleccion (6, 9, 12, 15 dpi) para realizar esta técnica y se tomo para los
analisis el amplicon en la fase exponencial (estimado al analizar la
intensidad progresiva en ciclos sucesivos) para el analisis del resultado

(FIGURA 3.12 — 3.15).
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ESO1-B9
W ino W ctr Cino Cctr
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15DPI

FIGURA 3.12 PCR SEMI-CUANTITATIVO DEL GEN ESO1-B9 C ON
MUESTRAS DE ADNC DE LAS VARIEDADES SUSCEPTIBLE Y
RESISTENTE A M. fijiensis . Los numeros 25, 28, 31, 34 son los ciclos de
amplificacién de la PCR. MM: marcador molecular de 100 bp de marca
Lonza (catalogo # 50334). DPI dias post inoculacién. C: ‘Calcutta-4’, W:
‘Williams’, ino inoculacion con M. fijiensis, ctr: Muestra control. ctr -:

Control negativo.
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ESO1-C10

W ino W ctr Cino Cctr

MM 25 28 31 34 25 28 31 34 25 28 31 34 25 28 31 34 ctr-

200 bp

00 b, 6 DPI
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12 DPI

FIGURA 3.13 PCR SEMI-CUANTITATIVO DEL GEN ESO1-Ci10 CON
MUESTRAS DE ADNC DE LAS VARIEDADES SUSCEPTIBLE Y
RESISTENTE A M. fijiensis . Los numeros 25, 28, 31, 34 son los ciclos de
amplificacién de la PCR. MM: marcador molecular de 100 bp de marca
Lonza (catalogo # 50334). DPI dias post inoculacion. C: ‘Calcutta-4’, W:
‘Williams’, ino inoculacién con M. fijiensis, ctr: Muestra control. ctr -:

Control negativo.
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ESO2-A10
Wino W ctr Cino Cctr
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6 DPI

9 DPI

12 DPI

15 DPI

FIGURA 3.14 PCR SEMI-CUANTITATIVO DEL GEN ESO2-A10 CON
MUESTRAS DE ADNC DE LAS VARIEDADES SUSCEPTIBLE Y
RESISTENTE A M. fijiensis . Los numeros 25, 28, 31, 34 son los ciclos de
amplificacién de la PCR. MM: marcador molecular de 100 bp de marca
Lonza (catalogo # 50334). DPI dias post inoculacién. C: ‘Calcutta-4’, W:
‘Williams’, ino inoculacion con M. fijiensis, ctr: Muestra control. ctr -:

Control negativo.
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ESO2-Al1l
W ino W ctr Cino Cctr

MM 25 28 31 34 25 28 31 34 25 28 31 34 25 28 31 34 ctr-
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FIGURA 3.15 PCR SEMI-CUANTITATIVO DEL GEN ESO2-Al11 CON
MUESTRAS DE ADNC DE LAS VARIEDADES SUSCEPTIBLE Y
RESISTENTE A M. fijiensis . Los numeros 25, 28, 31, 34 son los ciclos de
amplificacién de la PCR. MM: marcador molecular de 100 bp de marca
Lonza (catalogo # 50334). DPI dias post inoculacion. C: ‘Calcutta-4’, W:
‘Williams’, ino inoculacién con M. fijiensis, ctr: Muestra control. ctr -:

Control negativo.
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Wino W etr Cino Cetr

MM 28 31 34 37 28 31 34 37 28 31 34 37 28 31 34 37

200 b 12 DPI

200 bp

15DPI
100 bp

FIGURA 3.16 PCR SEMI-CUANTITATIVO DEL GEN EF1 (ELON GATION
FACTOR ONE) CON MUESTRAS DE ADNC DE LAS VARIEDADES
SUSCEPTIBLE Y RESISTENTE A M. fijiensis . El EF1 se lo us6 como
housekeeping. Los numeros 25, 28, 31, 34, 37 son los ciclos de
amplificacion de la PCR. MM: marcador molecular de 100 bp de marca
Lonza (catalogo # 50334). DPI dias post inoculacién. C: ‘Calcutta-4’, W:

‘Williams’, ino inoculacién con M. fijiensis, ctr: Muestra control.

Luego de realizarse la PCR semi-cuantitativa se tomé la banda en la fase
exponencial de cada muestra para realizar el andlisis y comparacion entre

dpi de cada gen (Figura 3.17 — 3.20)
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FIGURA 3.17 ANALISIS DE EXPRESION DEL GEN ESO1-B9 A LOS 6
DPI, 9 DPI, 12 DPI Y 15 DPI. En el eje Y se muestra la expresion relativa y
en el eje X los Dias Post inoculacion. La linea sobre puesta indica que los
valores mayores a uno existe una sobre expresion y valores menores a
uno una represion. C: ‘Calcutta-4’, W: ‘Williams’, ino: inoculacién con M.

fijiensis, ctr: Muestra control.

En la relacion entre ‘Calcutta-4’ inoculado y ‘Williams’ inoculado se puede
observar que existe una sobre expresion del gen ESO1-B9 a los 9 y 15 dpi,
la cual es la més representativa comparada con las demas relaciones en el
cual a pesar de que también hay sobre expresion esta decae al llegar a los
15 dpi, quiere decir que el gen en la variedad ‘Calcutta-4’ cuando esta con
la infeccidn se estd expresando mas que en la variedad ‘Williams’ también

infectado con el patégeno.
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Se puede notar que el nivel de expresion en Cino/Wino (linea roja) vs
Wino/Wectr (linea verde) es inversamente proporcional en los dias 9, 12 y
15 dpi, favoreciendo con una sobre expresion en Cino/Wino, esto sugiere
gue en la variedad ‘Calcutta-4’ hay una mayor expresion de este gen

comparado con la variedad ‘Williams’.

ESO1-C10
35
3
25
£
=
g 2
H = ino vs C ctr
‘.E 15 /\ /’/‘
g - "4 = == ino vs W ino
g ’\ ""-..-"""r
di S 1\\ w ino vs W ctrl
05 \\_‘1
D T T T 1

DPI
FIGURA 3.18 ANALISIS DE EXPRESION DEL GEN ESO1-C10 A LOS 6
DPI, 9 DPI, 12 DPI Y 15 DPI. En el eje Y se muestra la expresion relativa y
en el eje X los Dias Post inoculacion. La linea sobre puesta indica que los
valores mayores a uno existe una sobre expresion y valores menores a
uno una represion. C: ‘Calcutta-4’, W: ‘Williams’, ino: inoculacién con M.

fijiensis, ctr: Muestra control.
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La sobre expresion del gen ESO1-C10 se la puede observar a los 9 dpi en
todas la relaciones, pero al llegar a los 15 dpi ‘Calcutta-4’ inoculado sobre
‘Williams’ inoculado es la Unica que se mantiene, las demas decaen a una

represion.

ESO2-A10

3.5

25 /

2
}\“./ e ino vs C ctr
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DPI

FIGURA 3.19 ANALISIS DE EXPRESION DEL GEN ES02-A10 A LOS 6

Expresion relativa

DPI, 9 DPI, 12 DPI Y 15 DPI. En el eje Y se muestra la expresion relativa y
en el eje X los Dias Post inoculacion. La linea sobre puesta indica que los
valores mayores a uno existe una sobre expresion y valores menores a
uno una represion. C: ‘Calcutta-4’, W: ‘Williams’, ino: inoculacién con M.

fijiensis, ctr: Muestra control.
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A partir de los 9 dpi existe una sobre expresion del gen ESO2-A10 solo en
la relacion entre ‘Calcutta-4’ inoculado sobre ‘Williams’ inoculado la cual
decae levemente al llegar a los 12 dpi pero se mantiene sobre expresado y
luego sube los 15 dpi, esto quiere decir que el gen en la variedad ‘Calcutta-

4’ se estd expresando mas que en la variedad ‘Williams’.

ESO2-Al1l
35
; »
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FIGURA 3.20 ANALISIS DE EXPRESION DEL GEN ESO2-A11 A LOS 6
DPI, 9 DPI, 12 DPI Y 15 DPI. En el eje Y se muestra la expresion relativa y
en el eje X los Dias Post inoculacion. La linea sobre puesta indica que los
valores mayores a uno existe una sobre expresion y valores menores a
uno una represion. C: ‘Calcutta-4’, W: ‘Williams’, ino: inoculacién con M.

fijiensis, ctr: Muestra control.



87

En la relacion entre ‘Calcutta-4’ inoculado y ‘Williams’ inoculado se
observa un crecimiento en la expresion del gen ESO2-A11 a medida que
avanzan los dpi, a diferencia de las demas relaciones en la cual existe un
decaimiento al llegar a los 9 dpi, esto nos indica que en la variedad
‘Calcutta-4’ existe una sobre expresion de este gen cuando esté infectado
con el hongo de la sigatoka negra en relacién con la variedad ‘Williams’

estando infectado.

Analisis bioinformatico

Se realiz6 el andlisis bioinformatico mediante un BLAST en distintas bases
de datos (APENDICE F) con las secuencias de disponibles de los genes
probados en este estudio, en el cual se identificé el E — value, el organismo
del cual posee mayor semejanza incluyendo la proteina a cual codifica

(Tabla 3.4) (APENDICE G Tabla completa).

Mediante el analisis bioinformético se pudo observar la ubicacién de los
genes en los once cromosomas del banano, asi mismo se pudo estimar la
cantidad de genes encontrados en un mismo cromosoma (FIGURA 3.21 Y

3.22)
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Existieron genes en los cuales en algunas bases de datos usadas para
realizar BLAST no se encontr6 informacion. Por otro lado el resultado de
este andlisis expuso que el gen ESO1-C3 no esta caracterizado en
ninguno de los cromosomas del banano segun la base de datos de Banana

Genome.



TABLA 3.4
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ANALISIS BIOINFORMATICO EN BLAST DE DIFERENTES BASE S DE DATOS.

Gen Code (BM -

Blast X Banana Genoma

Blastn NCBI (EST)

Blast Uniprot

CIBE)
E VALUE DESCRIPTION E VALUE DESCRIPTION E VALUE DESCRIPTION
S3JWD7_KLEPN [PTS system
cellobiose-specific
ESO1 - BS No hits found No hits found 6.1x10-2 transporter subunit I1A]
[Klebsiella pneumoniae subsp.
pneumoniae B5055]
GSMUA_Achr11T01090_001~ Serine MORNEO_MUSAM
ESO1 - B9 3.E-43 carboxypeptidase-like 18~ SCPL18~ No hits found 6.0x10-45 [Uncharacterized protein]
complete [Musa Acuminata ]
GSMUA_AchrUn_randomT01190_001 [ MACVLI'\I/\I/IFLSOOSD_'EO?(_.bB(,)\;S :\AACVLIMFLS MOU5D1_MUSAM
ESO1-C3 1.E-73 ~ Ankyrin repeat domain-containing 1.E-145 usaacuminata cone 9.0x10-88 [Uncharacterized protein]
) MACVLIMFLSO005D_E03_.b_019 5', mRNA .
protein 2~ AKR2~ complete [Musa Acuminata ]
sequence] gh|JK544075.1|
[MUC4LC1010_D08_.b_062. Musa acuminata
ESO1 - C7 No hits found 6.E.84 leaves COLD stress Musa acuminata subsp. 8.5x10-1 C3Z107_BRAFL [Putative

burmannicoides cDNA5', mRNA sequence]

gb|DN239809.1|

uncharacterized protein ]

La tabla continta
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ESO1-C8

2.E-44

GSMUA_Achr9T24740_001~22.3 kDa
class VI heat shock protein~ HSP22.3
modul es

2.E-13

[Embrapa_Mbalbisiana_PKW_Leaf004_E10_b
Embrapa_Musa balbisiana_PKW_Leaf Musa
balbisiana cDNA, mRNA sequence.]
gb|FL646411.1]

6.0x10-52

MOU381_MUSAM [
Uncharacterized protein
Musa acuminata subsp.

malaccensis (Wild banana)
(Musa malaccensis) ]

ESO1-C9

1.E-32

GSMUA_Achr8T32740_001~ V-type
proton ATPase 16 kDa proteolipid
subunit c1/c3/c5~ VHA-C1~ complete

0.E+00

MAA4LIMFESO06C_H04 MAALIMFES Musa
acuminata cDNA clone MA4LIMFESO06C_H04
5', mRNA sequence. gb|JK534160.1]|

3.0x10-37

11JSI4_SOYBN [ Glycine max
(Soybean) (Glycine hispida)]
Uncharacterized protein

ESO1 - C10

1.E-100

GSMUA_Achr5T08410_001~ Putative
Protein GPR107~ Gpr107~ fragment

3.E-121

[ZO__EfO005H12.f ZO__Ef Zingiber officinale
cDNA clone ZO__Ef0005H12 5', mRNA
sequence.]  gh|DY372004.1|

5.0x10-122

MOSWSO_MUSAM  Musa
acuminata subsp.
malaccensis (Wild banana)
(Musa malaccensis)
Uncharacterized protein

ESO1 - G10

No hits found

No hits found

No hits found

ESO1 - E5

3.E-57

GSMUA_Achr3G22290_001~ Putative
disease resistance RPP13-like protein
1~ RGA1~ missing_completeness

No hits found

3.0x10-67

A9Y8Q4_MUSAC Musa
acuminata AAA Group (dessert
banana) NBS-LRR class
resistance protein

ESO2 - A10

2.E-26

GSMUA_Achr3T09560_001~ Putative
Repressor of RNA polymerase Il
transcription MAF1 homolog™ MAF1~
fragment

9E-88

Embrapa_Musa_ABB_Stressed_Cachaco_D152
TFB Embrapa_Musa_Cachaco_ABB_Stressed
Musa ABB Group cDNA, mRNA sequence.
gb|FL659918.1|

3.0x10-29

MOSD73_MUSAM  Musa
acuminata subsp.
malaccensis (Wild banana)
(Musa malaccensis)
Uncharacterized protein

ESO2 - A1l

3.E-16

GSMUA_Achr6T12850_001~
Hypothetical protein™~ Ndel1~
missing_functional_completeness

No hits found

4.0x10-63

MOT614_MUSAM  Musa
acuminata subsp.
malaccensis (Wild banana)
(Musa malaccensis)
Uncharacterized protein

ESO2 - C8

No hits found

No hits found

No hits found

La tabla continla
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GSMUA_Achr6T35290_001~

Embrapa_Mbalbisiana_PKW_Root_009_h01_
b Embrapa_Musa balbisiana_PKW_Root

MOTCX2_MUSAM
acuminata subsp.

Musa

ESO2 - D3 5.E-94 . 0.E+00 T 3.0x10-116 . )
expressed protein™~ mx~ complete Musa balbisiana cDNA, mRNA sequence. malaccensis (Wild banana)
gb|FL649572.1] (Musa malaccensis)
. KOAOD7_ELAGV Elaeis
GSMUA_Achr8T20830_001~ Heat EST1232150 ESTSYN-F Musa acuminata AAA . . .
. , guineensis var. tenera (Oil
ESO2 - D6 5.E-54 shock cognate 70 kDa protein™ 0.E+00 Group cDNA clone pESTSYNF-5E19 5', mRNA | 1.0x10-63
HSP70~ complete sequence.  gb|ES431943.1] palm) ~ Dnak-type molecular
P au - B ’ chaperone hsp70 [Hsp70]
MOS1U5_MUSAM Musa
GSMUA_Achr1T21370_001~ MACVLIMFLS026D_F11 MACVLIMFLS Musa acuminata subsp.
ESO2 - D11 5.E-92 Transcription initiation factor 11B~ 0.E+00 [acuminata cDNA clone MACVLIMFLS026D_F11]1.0x10-111 | malaccensis (Wild banana)
TFIIB~ complete 5', mRNAsequence. gh|JK545824.1| (Musa malaccensis)
Uncharacterized protein
MOSXT2_MUSAM  Musa
GSMUA Achr5T12030 001~ Putative MAFVLIMFLSOlSA_HOS MACVLIMFLS Musa acumllnata .subsp.
ESO2 - D12 1.E-28 o . - 5.E-178 |acuminata cDNA clone MACVLIMFLS015A_HO5] 4.0x10-30 | malaccensis (Wild banana)
LanC-like protein 2~ Lancl2~ complete , .
5', mRNAsequence. gb|JK545275.1] (Musa malaccensis)
Uncharacterized protein
MO0S837_MUSAM Musa
GSMUA_Achr2T14960_001~ MAA4LIMFESOO6A_B10 MAA4LIMFES Musa acuminata subsp.
ESO2 - E7 1E-25 Chlorophyll a-b binding protein 4, 6E-126 acuminata cDNA clone MA4LIMFESOO6A_B10 | 1.0x10-27 | malaccensis (Wild banana)
chloroplastic™ LHCA4~ complete 5', mRNA sequence. gb|JK539290.1| (Musa malaccensis)
Uncharacterized protein
CSMUA AchrET26180 001~ MA4LIMFES003B_MA4LIMFES003B_BO1_.b_00 MOTAB3fMlJtSAMb Musa
ESO2 - F8 2.613 | Metallothion ; r|'k teintype3~ | 26171 | 2 MAALIMPES Musa acuminata cDNAclone [, )\ | acuml'na(\;/'sll:i bsp. )
' eatlo 'I\C/I’:;; e p:"te'” ype ' MA4LIMFES003B_MA4LIMFES003B_BO1_.b_00| ™ ma ?'\C/Icens's | ! a_"";'”a
complete 95', mRNAsequence. gb|JK532596.1| usa malaccensis)
Uncharacterized protein
MOSPO5_MUSAM  Musa
GSMUA_Achr4T14900_001~ MAA4LIMFESOO8B_F10 MA4LIMFES Musa acuminata subsp.
ESO2 - G4 4.E-16 Hypothetical protein~ CA2~ 2.E-75 acuminata cDNA clone MA4LIMFESO08B_F10 | 3.0x10-15 | malaccensis (Wild banana)

missing_functional_completeness

5', mRNAsequence. gb|JK537613.1]

(Musa malaccensis)
Carbonic anhydrase
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Numero de genes encontrados en los
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FIGURA 3.21 NUMERO DE GENES ENCONTRADOS EN LOS
CROMOSOMAS DE BANANO. Se realiz6 un blast x la base de datos de
Banana Genome para caracterizar la cantidad de genes que se
encontraban en un mismo cromosoma. Chr: Cromosoma. Un_random:
Cromosoma no caracterizado. No hits found indica que no se encontro

informacién en la base de datos
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FIGURA 3.22 UBICACION DE LOS GENES EN LOS CROMOSOMA S
DEL BANANO. Chr Cromosoma. G grupo. Los colores de los grupos

indican eventos de duplicacion en el cromosoma

Fuente: http://banana-genome.cirad.fr/advanced

En el andlisis bioinformatico se evidencio la proteina a cual codifican los
genes evaluados, entre ellos los cuatro genes del cual se realiz6 la PCR
semi-cuantitativo y revelaron una sobre expresion en la relacion de
‘Calcutta-4’ inoculado con ‘Williams’ inoculado. Estos genes son los

siguientes:
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SCPL18 el cual se encuentra con el coédigo del CIBE — ESPOL como
ESO1-B9 codifica a una proteina llamada Serina carboxipeptidasa —like y
pertenece al grupo de acyltransferasas, esta proteina es requerida para la
formacion de compuestos antimicrobianos y para resistencia a
enfermedades, existen diversos estudios en avena y Arabidopsis thaliana
en cuales han probado la SCPL como formadores de compuestos que

actuan como metabolitos secundarios. [60, 61, 63].

GRP107 esta con el cddigo del CIBE — ESPOL como ESO1-C10 pertenece
al grupo de la familia GRP los cuales juegan un papel importante como el
control de regulacion hormonal en las vias de compuestos mensajeros,
estan acoplados a una proteina que implica la regulacion del crecimiento
de las raices por lactonas N-acil-homoserina bacterianas (AHL) y juega un
papel en la mediacién de las interacciones entre las plantas y los microbios

[62, 63]

MAF1 con el codigo CIBE — ESPOL como ESO2-A10 es un regulador de la
transcripcibn que estad involucrado en la regulacion negativa de la
transcripcion del promotor del ARN polimerasa lll, este se encuentra en 25
estructuras de la planta expresadas durante las etapas de crecimiento.
Varios estudios con el MAF1 se han realizado en levaduras en los cuales
han demostrado que este represor de la transcripcion integra respuestas

nutricionales y estrés por vias de sefalizacién convergentes [63, 64].
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NDEL1 con el codigo CIBE — ESPOL como ESO2-A11 es una proteina que
no ha sido caracterizada en plantas pero segun la informacion en TAIR
codifica a una proteina cuya secuencia es similar a la antranilato N-

hydroxycinnamoyl/benzoyltransferase de Dianthus caryophyllus [63].
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CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

4.1 Conclusiones.
Se demostr6 mediante la elaboracion de los bioensayos que existen
diferencias significativas en la evolucion de los sintomas de sigatoka negra
causada por el hongo patogeno M. fijiensis entre las variedades ‘Calcutta-

4’y ‘Williams’ tanto entre las hojas 2 y entre las hojas 3.

Existe diferencias significativas en el nimero de estomas penetrados en la

hoja 3 entre las variedades ‘Calcutta-4’ y ‘Williams'.

Mediante la técnica de la PCR semi-cuantitativa se demostré que hay una
sobre expresion en los cuatro genes analizados al llegar a los 15 dpi en la
relacion de ‘Calcutta-4’ inoculado con el patégeno y ‘Williams’ inoculado

con el patdgeno.
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4.2 Recomendaciones.
Se recomienda realizar los bioensayos a una mayor concentracion de

conidios de M. fijiensis y utilizando diferentes variedades de banano.

Para el analisis de expresion de genes se recomienda realizar la técnica de

la PCR en tiempo real.

Continuar con estudios de los genes para confirmar su funcionalidad.



APENDICE
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APENDICE A

PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ARN.
v' Usar solo material y reactivos libre de RNAsa
v' Use siempre guantes libres de polvo
v' Preparar 5 ml de buffer de extraccion fresco para cada gramo de tejido
de hoja.

v' DEPC+H,0: Agregar 1ml de DEPC a 1000ml de H,O, incubar durante

la noche y luego autoclavar.

Componente Solucién Concentracién Cantidad a usar
Stock final

NaCl 4M 400mM 500 pl
Tris-HCI pH8.0 1M 10mM 50 pl

EDTA 500mM 2mM 20 pl

PVP 2% 100mg

B-Mercaptoethanol 50ul
H,O = Completar hasta 5 ml

1. Triturar 100-150mg de tejido en nitrégeno liquido, agregar 750ul de
buffer de extraccion.

2. Mezclar 2 veces durante 5 segundos en el vortex.

3. Adicionar 53 pl de SDS30% (2% conc. final) y 14.9 ul de Proteinasa K
20mg/ml (350 pg conc. Final); mezclar.

4. Incubar a 55°C durante 1 hora.
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o1

Centrifugar a 12000 rpm a 4°C durante 30 minutos y transferir el

sobrenadante (SN) a 2 tubos eppendorf de 2ml.

6. Adicionar un volumen igual de phenol:cloroform:l1AA (25:24:1)

7. Hacer Vortex durante 60 seg.

8. Centrifugar a max velocidad a 4°C durante 5min.

9. Repetir todo desde el paso 6

10. Adicionar un volumen igual de chloroform:l1AA (24:1)

11.Vortex durante 60 seg y centrifugar a maxima velocidad a 4°C durante
5min.

12.Adicionar %2 volumen de 6M LIiCl mezclar suavemente (NO vortex) y
precipitar durante la noche a -20 °C o0 -80°C

13.Centrifugar a 12000rpm a 4°C durante 30 minutos.

14.Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo eppendorf. [este
sobrenadante puede ser utilizado para hacer extraccion de ADN o
smallRNA]

15.Lavar el pellet 3 veces con etanol al 70 % (es posible que el pellet este

verde o amarillo) mezclar bien y centrifugar 5 min.

16.Disolver el pellet en 50 ul de H,O y medir la concentracién

Cantidad esperada: 800 pg de RNA por gramo de tejido de hoja.



101

APENDICE B

Protocolo del tratamiento de la DNAsa

RQ1 RNase —Free DNase (cat #M6x01) PROMEGA

8.

9.

Final concentracion  [Ejemplo
RNA Max 10ug 30
DNase 2u/ul 2u/ugARN 10
Buffer 10x 1x 10
H20 (DEPC) 50
VVolumen total 100

Incubar la mezcla durante 45 minutos a 37°C

Agregar un volumen igual de fenol:cloroformo:lAA. 25:24:1. Hacer
vortex brevemente.

Centrifugar a 4°C, 13000rpm (Max velocidad), 10 min.

Trasladar el sobrenadante a un tubo nuevo.

Adicionar 1/10 volumenes de 3M NaAc; 2.5 volumenes de EtOH
(100%) frio, mezclar suavemente NO hacer vortex.

Incubar toda la noche a -80°C.

Incubar 5 min en hielo.

Centrifugar 70 minutos a 13000rpm.

Eliminar el sobrenadante y lavar el pellet con EtOH (70%) frio.

10. Centrifugar 15 min a 4°C, 13000rpm.

11.Eliminar el sobrenadante y secar el pellet.

12.Resuspender en agua.

13. Cuantificar el ARN
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APENDICE C.

Evaluacion de sintomas de M. fijiensis en los ensayos de invernadero.

Evaluacién semanal de sintomas de M. fijiensis en las variedades de

‘Williams’ y ‘Calcutta-4’ .

*

SEMANAS

a 0 1 2 3 4 5 6 7
CODIGO PLANTA

02-ago 09-ago 16-ago 23-ago 30-ago 06-sep 13-sep 20-sep
H2 H3 H2 H3 H2 H3 H2 H3 H2 H3 H2 H3 H2 H3 H2 H3

WP1.6dpiMf 1 1 1 1 3 3 3 4 1 4 5 5 5 5
WP2.6dpiMf 1 1 1 1 2 2 3 3 3 3 3 4 4 4
WP3.6dpiMf 1 2 1 2 2 3 3 3 3 4 4 5 5 5
WP1.9dpiMf 0 1 0 1 2 2 4 3 4 4 5 5 5 5
WP2.9dpiMf 1 1 3 1 3 2 4 3 4 4 5 4 5 5
WP3.9dpiMf 1 1 1 2 2 3 3 3 4 4 4 5 5 5
WP1.12dpiMf 2 2 2 3 3 3 4 5 5 5 5 5 5 5
WP2.12dpimf 1 2 1 2 4 3 4 5 5 5 5 5 5 5
WP3.12dpimf 1 2 1 2 3 3 4 4 5 4 5 5 5 5
WP1.15dpiMf 2 2 3 2 3 3 5 5 5 5 5 5 5 5
WP2.15dpimf 2 2 2 2 2 3 4 4 4 5 4 5 5 5
WP3.15dpimf 2 3 3 3 3 3 5 5 5 5 5 5 5 5
CtaP1.6dpiMf 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CtaP2.6dpiMf 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

CtaP3.6dpiMf

._.
N
.
N
.
.
N
N
.
N
N
.
N
.

CtaP1.9dpiMf

i
o o
-
[N
-
-
[N
[N
N
[
N
N
N
N

CtaP2.9dpiMf
CtaP3.9dpiMf

iy
iy
[y
iy
[y
[y
iy
iy
N
N

CtaP1.12dpiMf

._.
N
.
N
-
-
N
N
-
N

CtaP2.12dpiMf

[
o o
[uny
[
N
[uny
N
[

CtaP3.12dpiMf
CtaP1.15dpiMf

N
[
[uny
[
N
[uny
N
[

CtaP2.15dpiMf

O O O O O O O O O o o o o o o o o o o o o o o o
O O O O O O O O O o o o o o o o o o o o o o o o

CtaP3.15dpiMf 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

% W= ‘Williams’, Cta= ‘Calcutta-4’, dpi= Dias post inoculado, Mf= M. fijiesis.
*Datos tomados en el afio 2012
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Evaluacién semanal de sintomas de M. fijiensis en las variedades de

‘Williams’ y ‘Tuu Gia’ .

*
SEMANAS

CODIGO PLANTA 11-ene 18-ene 25-ene 01-feb 08-feb 15-feb 22-feb 01-mar

TUUGIA1 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Nl O O . O O O L
WILLIAMS 1 0 0 0 0
_
TUUGIA3 0 0 0
_
WILLIAMS 3 0 0 0
_
TUUGIAS 0 0 0
_
WILLIAMS 5

*Datos tomados en el afio 2013
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APENDICE D
Evolucién de los sintomas de la sigatoka negraenv  ariedades

resistentes y susceptibles.

Ensayo — ‘Williams’ - ‘Calcutta’ — M. fijiensis

Williams Calcutta 4

Semana 1

Semana 2

Semana 3

Semana 4

Semana 5

Semana &
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APENDICE E
Secuencia de Primers de genes candidatos a reistenc  ia a sigatoka
negra.
Nombre Secuencia T.. Tamaiio del amplicon (pares de
bases)

ESO1-B5F | AGATCCCATGATCTACAGTTTGGT |59.28

ESO1-B5R | AGCACAATACACATGTTTGACAAT |57.91 190
ESO1-B9F GCGTGGGAGAGCAAATACCA  |60.39

ESO1-B9R GCCCGAAGCCCAACATAATC  |59.33 121
ESO1-C3F GGGTTTCCAGCGAATCCTTT  |58.45

ESO1-C3R | TGACATACGCTATGGACAATCT |57.06 149
ESO1-C7F GGTAGGAACAGCATCTGGGA |58.80

ESO1-C7R CCGATCTCTCAGCCCTTTCT  |58.88 100
ESO1-C8F | TCTCTCCTCGATGATGTTCTTG |57.35

ESO1-C8R CTGCCCGAAGATGCAAACTG  |59.83 135
ESO1-C9F GACCAGCCCGAGAAGACAAG | 60.39

ESO1-C9R | CGATTGGGATTGTCGGTGATG |59.40 147
ESO1-C10F | GAGACCGGACCCTTCATCAG |59.54

ESO1-C10R GCCTTTCCGTCGGTCTTTGA  |60.60 143
ESO1-G10F | TAATCTGCATCGAGCTTCTTGAC |58.88
ESO1-G10R| AGGTTTGTGGTCTTGTTGTGA |57.92 102
ESO1-E5F | CACCATTGAGGTACGGAGAAC |58.38

ESO1-ESR | GGGTCATCCAGACCATGTAGAG |59.63 109
ESO2-A10F | TGCAAGCAAACTGGGACAGAT |60.48

ESO2-A10R| AGGCGCTGAGTCACTATCAG |59.26 96
ESO2-A11F GATGTTCGTGCCGATTTCCA  |58.92

ESO2-A11R| ACTCCTTCTCCCACCACTCT  |59.51 149
ESO2-C8F | TCTCGGCAAATGTTCTTGTTCA |58.79

ESO2-C8R | CAATCCTGCAAATACAGGAGTAGT |58.57 148

Tabla continua
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ESO2-D3F ACAGCTCTAGATGCCTTCTCAA |58.90
ESO2-D3R CAATCACGATGGTCGAGCAAA |59.27 130
ESO2-D6F | TCCAGTATCGTATGCTTCCCTTA |58.52
ESO2-D6R | GCCTCGTATCAGCAGAAGCTAA |60.22 135
ESO2-D11F | CTCCATTGACTGTCCCATCTCA |59.50
ESO2-D11R GGAAGACAGGCCTCGAACTG 60.39 127
ESO2-D12F TGCCGGAAATCCCGATTGAG 60.46
ESO2-D12R| ATTGATTGCCGAAGGGAAGATG |59.05 119
ESO2-E7F CCAAACCACAACATCACAGTCT |59.05
ESO2-E7R GGCTGGGCTTCGTAGTTATC 58.13 114
ESO2-F8F ACACAACATGACTCAGCAAACA |58.98
ESO2-F8R GCATGGAGTTCCACATCACTCA |60.62 121
ESO2-G4F GGCAGCATTAGTGTTGACTCTT |58.92
ESO2-G4R TGAAGGCACTGATCACAACCA |59.86 118

La tabla muestra las secuencia de los

primers forward y reverse y el

tamafo del amplicon de cada gen. T, Temperatura de anillamiento.

APENDICE F

Base de datos de secuencias en la web

Base de Datos

Direccion en la WEB

Banana genome

http://banana-genome.cirad.fr/

NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
TAIR http://www.arabidopsis.org/
UNIPROT http://www.arabidopsis.org/
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BLAST de secuencias de los genes usados en el estud
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io (Banana Genome — NCBI).

Blast X Banana Genoma Blast X NCBI Blastn NCBI (EST)
Gen Code (BM - CIBE)
E VALUE DESCRIPTION E VALUE DESCRIPTION E VALUE DESCRIPTION
ESO1 - BS No hits found No hits found No hits found
GSMUA_Achr117T01090_001~ serine carboxypeptidase, putative
ESO1 - B9 3.E-43 |Serine carboxypeptidase-like 18~ 3.E-11 [Ricinus communis] No hits found
SCPL18~ complete ref|XP_002510076.1|
GSMUA_AchrUn_randomT01190 _| ankyrin repeat domain-containing [ MACVLIMFLS005D_E03_.b_019 MACVLIMFLS
ESO1-C3 1.E-73 001 An.kyrln rep'eat domain- 3.E-56 protein 2—I|.ke' [Cicer 1.E-145 Musa acuminata cDNA clone
containing protein 2~ AKR2~ arietinum] MACVLIMFLS005D_EO03_.b_019 5', mRNA
complete ref|XP_004499676.1| sequence] gb|JK544075.1|
[MUC4LC1010_D08 .b_062. Musa acuminata
leaves COLD stress Musa acuminata subsp.
ESO1-C7 No hits found No hits found 6.E-84
burmannicoides cDNA 5', mRNA sequence]
gb|DN239809.1 |
. . [Embrapa_Mbalbisiana_PKW_Leaf004_E10_b
GSMUA_Achr9T24740_001~ 22.3 uncharacterized protein L
) ) Embrapa_Musa balbisiana_PKW_Leaf Musa
ESO1-C8 2.E-44 kDa class VI heat shock protein™ 1.E-19 LOC100306244 [Glycine max] 2.E-13

HSP22.3~ modules

ref|NP_001235938.1|

balbisiana cDNA, mRNA sequence.]
gb|FL646411.1|

Tabla continla
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GSMUA_Achr8T32740_001~ V-
type proton ATPase 16 kDa

putative. proteolipid subunit of

MAA4LIMFES006C_H04 MAALIMFES Musa

ESO1 - C9 1.E-32 L . 8.E-26 vacuolar H+ ATPase, partial [Zea 0.E+00 acuminata cDNA clone MA4LIMFESO006C_HO04 5',
proteolipid subunit c1/c3/c5™ ] gb|AAA18550.1| RNA b|JK534160.1|
VHA-C1~ complete mays] g . m sequence. g .
ESO1 - C10 1.E-100 G:TUtA_A;hrts Tosé;giggi 2.E-98 : protein GPR107-like [Vitis 3.E-121 D[l\Zlg_lEfO(;%HlEngOZOOSH_;fSZ'mgl::\eerofﬂcmale ]
. utative Protein . vinifera] ref|XP_002274179.1] . c clone ZO__ , m sequence.
Gprl07~ fragment gb|DY372004.1|
ESO1 - G10 No hits found No hits found No hits found
istﬂal;A;Ad?gngszrijz;:::e NBS-LRR class resistance protein
ESO1 - E5 3.E-57 RPuP13I\:'k ' o 1 ' ans 1.E-56 [Musa acuminata AAA Group] No hits found
-like protein 1~ ~
=ikep gb|ABW96287.1]
missing_completeness
GSMUA_Achr3T09560_001~ . . Embrapa_Musa_ABB_Stressed_Cachaco_D152TF
. hypothetical protein
Putative Repressor of RNA B Embrapa_Musa_Cachaco_ABB_Stressed Musa
ESO2 - A10 2.E-26 . 6.E-22 SORBIDRAFT_04g024970 [Sorghum 9.E-88
polymerase lll transcription bicolor] FIXP_002454124.1 ABB Group cDNA, mRNA sequence.
MAF1 homolog™ MAF1~ fragment| icolorl - retiAr_ : gb|FL659918.1]
putative extracellular serine
GSMUA_Achr6T12850_001~ .
Hypothetical protein™~ Ndell™ protease [Clavibacter
ESO2 - A1l 3.E-16 misZ?n functi:nal completenes 6.E-04 michiganensis subsp. No hits found
e - P michiganensis NCPPB 382]
s ref|YP_001220798.1|
ESO2 - C8 No hits found No hits found No hits found
GSMUA_Achr6T35290_001~ PREDICTED: uncharacterized E?nfgiga;MMbalzl?:&é;ZiY}RK%?/t—s:i—&ot;b
ESO2 - D3 5.6-94 expressed protein™ mx~ 3.E-64 protein LOC100266617 [Vitis 0.E+00 b;bfs_a“na CDNA' 'mRN—A oo !
complete vinifera]  ref|XP_002282328.1| st g quence.
gb|FL649572.1|
GSMUA_Achr8T20830_001"~ Heat| heat shock protein 70 [Nicotiana EST1232150 ESTSYN-F Musa acuminata AAA
ESO2 - D6 5.E-54 shock cognate 70 kDa protein™ 4.E-55 P ! 'cot 0.E+00 Group cDNA clone pESTSYNF-5E19 5', mRNA

HSP70~ complete

benthamiana] dbj|BAD02271.1|

sequence. gb|ES431943.1|

Tabla continla
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GSMUA_Achr1T21370_001~

unknown [Zea mays]

MACVLIMFLS026D_F11 MACVLIMFLS Musa

ESO2 - D11 5.E-92 Transcription initiation factor 4.E-93 b|ACF84713.1 0.E+00 acuminata cDNA clone MACVLIMFLS026D_F11 5',
11B~ TFIIB~ complete & ' mRNA sequence.  gb|JK545824.1|
GSMUA_Achr5T12030_001~ lanC-like protein 2-like [Cicer MACVLIMFLS015A_HO5 MACVLIMFLS Musa
ESO2 - D12 1.E-28 Putative LanC-like protein 2~ 6.E-22 arietinum] 5.E-178 acuminata cDNA clone MACVLIMFLS015A_HO5 5',
Lancl2~ complete ref| XP_004514463.1| mRNA sequence.  gh|JK545275.1]|
GSMUA_Achr2T14960_001~ K [Pi itchensis] MAA4LIMFESOO6A_B10 MA4LIMFES Musa
unknown [Picea sitchensis
ESO2 - E7 1E-25  [Chlorophyll a-b binding protein 4, 3E-27 b|ACNA0598.1| 6E-126 acuminata cDNA clone MA4LIMFESO06A B10 5/,
chloroplastic~ LHCA4~ complete & ' mMRNA sequence. gb|JK539290.1|
GSMUA Achr6T26180 001~ MAALIMFES003B_MAA4LIMFES003B_BO01_.b_009
£SO - 8 2E-13 Metalloth';ne'n like rot_e'nt . 8.6-10 metallothionein type 3 [Typha 2 E-171 MA4LIMFES Musa acuminata cDNA clone
- .E- ionein-li i .E- .E-
3~ MT3A P et ¥p angustifolia] gb|ACV51811.1] MA4LIMFESO03B_MA4LIMFES003B_BO1 .b_009
~ ~ complete
P 5', mRNA sequence. gb|JK532596.1|
iSMLi:—SChlmTlf?OE—CO:Z{ onic anfycase [L ol MA4LIMFES008B_F10 MA4LIMFES Musa
ESO2 - G4 4E-16 ypothetical protein 9.9 |C@roonicannydrase (Lemna minor 2.E-75 acuminata cDNA clone MAALIMFESO08B_F105',

missing_functional_completenes
s

gb|ACD10927.1]

mRNA sequence. gb|JK537613.1|
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io (TAIR - UNIPROT)

Blast X TAIR Blast Uniprot
Gen Code (BM - CIBE)
E VALUE DESCRIPTION E VALUE DESCRIPTION
S3JWD7_KLEPN [PTS system cellobiose-
ESO1 - BS No hits found 6.1x10-2 speC|f|F transporter s.ubunlt 11A]
[Klebsiella pneumoniae subsp.
pneumoniae B5055]
[SCPL19, SERINE CARBOXYPEPTIDASE-LIKE 19, MORNEO_MUSAM [Uncharacterized
ESO1 - B9 3.E-06 SINAPOYLGLUCOSE ACCUMULATOR 2, SNG2] 6.0x10-45 ) .
protein] [Musa Acuminata ]
AT5G09640.1
ESO1 - C3 5 E-40 [ AFT, AKR2, AKR2A, ANKYRIN REPEAT- 9.0x10-88 MOU5D1_.MUSAM [Uncha'racterlzed
CONTAINING PROTEIN 2] AT4G35450.5 protein] [Musa Acuminata ]
ESO1 - (7 5 E+00 [ Zinc finger C-x8-C-x5-C-x3-H type family 8.5x10-1 C3Z107_BRAFL [Putative uncharacterized
' protein] AT3G06410.1 ' protein ]
MOU381_MUSAM [ Uncharacterized
[HSP20-like chaperones superfamily protein ] protein Musa acuminata subsp.
ESO1 - C8 9.E-13 6.0x10-52

AT5G54660.1

malaccensis (Wild banana) (Musa
malaccensis) ]

Tabla continla
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[AVA-P1, VHA-C1, ATVHA-C1 | ATPase, FO/VO

11JS14_SOYBN [ Glycine max (Soybean)
(Glycine hispida)] Uncharacterized

ESO1-C9 2.E-22 complex, 3.0x10-37 rotein
subunit C protein] AT4G34720.1 P
. MOSWSO_MUSAM  Musa acuminata
| Lung seven transmembrane receptor family - . .
ESO1 - C10 5.E-80 . 5.0x10-122 |subsp. malaccensis (Wild banana) (Musa
protein | AT5G18520.1 . . .
malaccensis) Uncharacterized protein
ESO1 - G10 No hits found No hits found
NB-ARC d . tainine di ist A9Y8Q4_MUSAC Musa acuminata AAA
ESO1 - E5 7.E-14 omain-containing disease resistance 1 3 110-67 | Group (dessert banana) NBS-LRR class
protein | >AT3G14470.1 . .
resistance protein
MOSD73_MUSAM  Musa acuminata
ESO2 - A10 3.E-16 transcription regulators >AT5G13240.1 3.0x10-29 |subsp. malaccensis (Wild banana) (Musa
malaccensis) Uncharacterized protein
HXOOKD-t It ; famil tei MOT6l4_MUSAM  Musa acuminata
ESO2 - A1l 2.E+00 ype acy-transterase family protein 4.0x10-63 |subsp. malaccensis (Wild banana) (Musa
>AT5G57840.1 . . .
malaccensis) Uncharacterized protein
£SO2 - C8 4.E400 RNA-binding (RRM/RBD/RNP motifs) No hits found
AT2G14870.1
unknown protein; BES:' Arabldopsm thaliana MOTCX2_ MUSAM Musa acuminata
ESO2 - D3 1.E-42 protein 3.0x10-116 |subsp. malaccensis (Wild banana) (Musa

match is: unknown protein
(TAIR:AT1G12530.1) >AT1G56420.1

malaccensis)

Tabla continla
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ESO2 - D6

6.E-46

HSP70, ATHSP70 | heat shock protein 70 |
>AT3G12580.1

1.0x10-63

KOAOD7_ELAGV Elaeis guineensis
var. tenera (Oil palm) DnaK-type
molecular chaperone hsp70 [Hsp70]

ESO2 - D11

7.E-64

Cyclin-like family protein ~ >AT3G10330.1

1.0x10-111

MOS1U5_MUSAM Musa acuminata
subsp. malaccensis (Wild banana) (Musa

malaccensis) Uncharacterized protein

ESO2 - D12

1.E-18

GCL2 | GCR2-like 2  >AT2G20770.1

4.0x10-30

MOSXT2_MUSAM  Musa acuminata
subsp. malaccensis (Wild banana) (Musa

malaccensis) Uncharacterized protein

ESO2 - E7

2E-23

LHCA4, CAB4 | light-harvesting chlorophyll-
protein complex | subunit A4 >AT3G47470.1

1.0x10-27

M0S837_MUSAM Musa acuminata
subsp. malaccensis (Wild banana) (Musa
malaccensis) Uncharacterized protein

ESO2 - F8

2.E-07

MT3, ATMT3 | metallothionein 3
>AT3G15353.1

1.0x10-13

MOTAB3_MUSAM Musa acuminata
subsp. malaccensis (Wild banana) (Musa
malaccensis) Uncharacterized protein

ESO2 - G4

2.E-09

ATBCA3, BCA3 | beta carbonic anhydrase 3
>AT1G23730.1

3.0x10-15

MOSPO5_MUSAM  Musa acuminata
subsp. malaccensis (Wild banana) (Musa
malaccensis) Carbonic anhydrase
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