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RESUMEN

Para detectar la existencia de polimorfismos RAPD
en materiales de Musa sp. con respuesta diferencial a
Xanthomonas campestris pv. musacearum, se evaluaron
seis genotipos susceptibles (Pisang Awak, Cavendish Enano,
Giant Cavendish, FHIA 17 proveniente del campo, FHIA 17
cultivado in vitro, FHIA 25) y dos tolerantes (BB y BBB).
Se establecieron las condiciones de aislamiento y amplifi-
cacion al azar del ADN polimoérfico (RAPD). El ADN se
aislo, la concentracion se midio espectrofotométricamente
y la pureza mediante las relaciones A260/A280 y A260/
A230. Se utilizaron 27 iniciadores de Operon Technologies
(20 secuencias de la serie OPA, 5 de 1a OPJ y 2 de la serie
OPM). Se realiz6 un analisis de conglomerado jerarquico
usando InfoStat Profesional, el método de agrupamiento
de Ward y la distancia de Jaccard. Se obtuvieron patrones
de bandas diferenciales para cada genotipo, identificindose
seis bandas que distinguen los genotipos tolerantes
(981 pb con el primer OPA-03, 630 pb con OPA-07, 630 pb con
OPA10, 1725 pb con OPJO1, 580 pb con OPM20 y
630 pb con OPJO05). La serie OPA permiti6 observar ma-
yores niveles de polimorfismo, con PICs entre 0,22 y 0,68.
El analisis de conglomerado separ6 dos grupos principales,
uno incluyd los genotipos con genoma A exclusivamente, y
el otro, los genotipos con genoma B, a excepcion del FHIA
17 in vitro. Hubo diferencias genéticas entre el FHIA 17
proveniente de campo y el cultivado in vitro.

Palabras Clave: Resistencia; Xanthomonas campestris
pv. musacearum; RAPD; polimorfismos.
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SUMMARY

To detect RAPD polymorphisms in Musa sp. with differen-
tial response to Xanthomonas campestris pv. Musacearum
six susceptible genotypes (Pisang Awak, Dwarf Cavendish,
Giant Cavendish, FHIA 17, FHIA17 in vitro, FHIA25) and
two tolerant (BB and BBB) were evaluated. Conditions for
DNA isolation and random amplification of polymorphic
DNA (RAPD) were established. DNA was isolated accor-
ding to Dellaporta et al. (1983), as amended by CIAT
(2002), DNA concentration was measured spectrophoto-
metrically. Additionally A260/A280 and A260/A230 ratios
indicated the purity of the molecule. 27 Operon Technology
primers (20 sequences in the series OPA, 5 from OPJ and 2
from OPM) were used. The statistical analysis was perfor-
med with a hierarchical cluster analysis using Infostat
Professional version 2.0, Ward clustering method and the
Jaccard distance. Specific band patterns were obtained for
each genotype. Six bands were identified as unique for
the tolerant genotypes (981 bp with OPA-03, 630 bp with
OPA-07, 630 bp with OPA10, 1725 bp with OPJO1, 580 bp
with OPM20 y 630 bp with OPJ05). OPA series allowed
observation of higher levels of polymorphisms, having
PIC values ranging 0.22 y 0.68. Hierarchical conglome-
rate analysis separated genotypes in 2 main groups, one
including genotypes with the A genome exclusively, and
the other with the B genome, except for FHIA 17 in vitro.
There were genetic differences between FHIA 17 growing
under field conditions and the one regenerated in vitro.

Key Words: Resistance; Xanthomonas campestris pv.
musacearum; RAPD; polymorphisms.



Vol. 61 -2011

AGRONOMIA TROPICAL

Ne2

INTRODUCCION

Los platanos y bananos ocupan el cuarto lugar como el
cultivo mas importante del mundo, después del arroz,
el trigo y el maiz, siendo las frutas de exportacion de
mayor importancia del planeta. Ademas de constituir
el alimento basico para 500 millones de personas,
representan una importante fuente de empleo e ingresos
en numerosos paises en desarrollo. Se cultivan tanto
en zonas tropicales como subtropicales, bajo dife-
rentes sistemas, en 10 millones de hectareas y en 120
paises, con rendimientos entre 7 y 70 t ha'!. Los paises
latinoamericanos y del Caribe producen el 90% del total
de los platanos y bananos que entran en el comercio
internacional (FAO, 2004).

Pérez (2009) expresa que las musaceas son atacadas por
un importante numero de patégenos que limitan su desa-
rrollo y productividad. Estos pueden moverse en virtud
de sus mecanismos naturales de dispersion, pero es el
movimiento de germoplasma y el comercio, la principal
via de transmision. Se han identificado enfermedades
exoticas que afectan a las musaceas y que son riesgos
potenciales para Latinoamérica y El Caribe, entre las
que se destacan:

1) Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 4 tropical
(VCG 01213-01216), es un hongo fitopatdogeno que
causa la enfermedad de panama4, el cual se repord
en el 1989 en Australia, Asia y el Pacifico, donde
ocasion6 dafios millonarios.

2) Cogollo racimoso del banano (siglas en inglés
BBTV) y mosaico de las bracteas del banano (siglas
en inglés BBrMV). El BBTV es un nanovirus que
esta considerado entre las 10 especies invasoras de
mayor importancia y el mas nocivo en musaceas, asi
mismo, el BBrMV es un potyvirus que ha causado
dafios severos en Asia. Ambos se pueden distribuir
aun en el intercambio de vitroplantas y se encontraron
presentes en colecciones internacionales de germo-
plasma de musaceas.

3) Marchitez bacteriana por Xanthomonas campestris
pv. musacearum, descrito en Musa en el 2001 en
Africa. Todos los clones de bananos son afectados.
La transmision por insectos y contacto con animales
y trabajadores permite una rapida diseminacion de la
enfermedad.

4) Mancha rojiza del seudotallo del banano ocasionada
por Pseudomonas spp., inicialmente informada en
1921 como P. celebensis, permanecio confinada a
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Sulawesi (Bali, Indonesia) y las islas vecinas hasta
finales de la década de 1980.

En Musa, los RAPD se utilizaron con diferentes objetivos
(Williams et al., 1990, 1993; Welsh y McClelland, 1990)
siendo utiles para la identificacion de genotipos AAB y
ABB (Pillay et al., 2000, 2001; Visser, 2001; Uma et
al., 2006). Asimismo, se pudo reconocer genomas AA,
AAA,AAB,ABBy BB (Howell et al., 1994; Thu et al.,
2002). Estos marcadores permitieron la identificacion
de variantes somaclonales (Garcia y Giménez, 1999;
Martin et al., 2006; Ray et al., 2006; Lakshmanan et
al., 2007), asi como de enanismo en bananas del grupo
Cavendish (Damasco ef al., 1996; Gubbuk ef al., 2004;
Ramaje et al., 2004).

De igual manera, Kaemmer et al. (1992) detectaron
mutantes obtenidos mediante el uso de irradiacion.
En el caso de estudios de reaccion a enfermedades en
Musa, o establecimiento de polimorfismos entre geno-
tipos con respuesta diferencial a patégenos, los RAPD
han permitido la identificacion de genotipos resistentes
y susceptibles a la Sigatoka amarilla (Vidal y Garcia,
2000), asi como resistentes/tolerantes y susceptibles a
Fusarium oxysporum (Javed et al., 2004; Javed y Othman,
2005). Todo lo anterior confirma la utilidad de las
técnicas de biologia molecular en la identificacion y
caracterizacion de germoplasma de Musa, con énfasis
en la seleccion de materiales tolerantes a patogenos.

El presente trabajo tuvo como objetivo general la identi-
ficacion de polimorfismos entre patrones RAPD en mate-
riales de Musa sp. con respuesta diferencial al ataque de
Xanthomonas campestris pv. musacearum con miras al
establecimiento de un método efectivo de seleccion de
materiales tolerantes.

MATERIALES Y METODOS

El ensayo se realizo en el Centro Nacional de Investiga-
ciones Agropecuarias (CENIAP) del Instituto Nacional
de Investigaciones Agricolas (INIA), Unidad de Bio-
tecnologia ubicada en el Campo Experimental , estado
Aragua. Venezuela.

Se utilizé tejido foliar de plantas del género Musa
pertenecientes a la coleccion de germoplasma del INIA-
CENIAP. Para los fines del presente estudio la seleccion
de los materiales se baso en los trabajo de Tripathi et al.
(2004) y Tripathi y Tripathi (2009), donde se identificaron
como materiales susceptibles los clones ‘Pisang Awak’
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(Musa ABB), Cavendish Giant (Musa AAA), Cavendish
enano (Musa AAA), FHIA 17 (AAAA) y FHIA 25
(AABB). El material de FHIA 17 se obtuvo tanto de
plantas creciendo en condiciones de campo, como
regeneradas in vitro y el ADN de FHIA 25 se logro
exclusivamente de plantas regeneradas in vitro. Como
materiales tolerantes se seleccionaron un genotipo de
Musa balbisiana (Musa BB) y un triploide con genoma
balbisiana (Musa BBB).

El aislamiento del ADN se realiz6 segiin la metodologia
de Dellaporta et al. (1983) modificada por CIAT (1999),
la cual tomaron 0,2 g de tejido foliar sin nervadura
central y se le agreg6 700 puL de Buffer de extraccion
CTAB 2% precalentado a 65 °C.

Las muestras se prepararon por 45 min a 65 °C en un
termomixer Eppendorfa 1000 rpm para la agitacion. Se
agregaron 400 pul de acetato de potasio SM y se colocaron
en hielo por 30 min, previa agitacion por inversion de
los tubos. Las muestras se centrifugaron durante 5 min
a 12000 rpm a una temperatura de 4 °C. El sobrenadante
se traspaso a un tubo nuevo y se agregaron nuevamente
400 pl de acetato de potasio SM. Se centrifugaron las
muestras nuevamente 5 min a 12000 rpm a una tempe-
ratura de 4 °C.

Posteriormente, se separaron en dos porciones iguales
colocadas en tubos nuevos y se agregd un volumen
igual de isopropanol (aproximadamente 400 pl) y 1/10
volumen de acetato de sodio 3 M pH 5,2. Las muestras se
incubaron 45 min a -20 °C para la precipitacion del ADN y
se centrifugaron durante 10 min a 12000 rpm a una tempe-
ratura de 4 °C. Los pellets se lavaron con 500 pl de Etanol
al 70% y luego se centrifugaron por 5 min a 12000 rpm.
Se descartd el sobrenadante y se dejaron secar al aire
libre los sedimentos. El ADN gendmico se resuspendio
en 100 pl de Buffer TE (Tris-EDTA) y se almacenaron
a una temperatura de 4 °C.

Los ADNSs aislados se separaron electroforéticamente en
geles de agarosa al 0,8% para determinar su calidad y
observar la integridad de la molécula. Como patrén de
concentracion se utilizo una solucion 100 ng/pul de ADN
del bacteriofago Lambda; los geles fueron tefiidos con
una solucién 0,05% de bromuro de etidio durante 10 min
y visualizados bajo luz ultravioleta para su analisis. La
concentracion y pureza del ADN se analizaron electrofo-
tométricamente utilizando el Nanodrop 1000 de Thermo,
en el cual se obtuvo directamente la concentracion del
ADN enng/uly las relaciones A260/A280 y A260/A230,
quienes indicaron la pureza de la molécula aislada.
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Las reacciones RAPD se realizaron en tubos de 0,2 ml
de paredes delgadas, conteniendo 10 ng de ADN geno6-
mico, 1 unidad de Go Taq Polimerasa Flexi, 0,3 mM
del iniciador, 3,0 ul de buffer de reaccién (5X), MgCl,
(1,33 mM), BSA (0,2 mg ml!), dNTPs (0,11 mM) en
un volumen final de 15 pl. Se utilizaron 20 iniciadores
de la serie OPA (Operon technologies).

Las amplificaciones se realizaron en un termociclador
PT-200 MJ research, con un paso inicial de 94 °C por
5 min, seguido de 45 ciclos con 93 °C por 1 min, 36 °C
por 30 seg y 72 °C por min y una extension final a
72 °C por 7 min. Las reacciones se mantuvieron a 4 °C
hasta el momento de la separacion de estos productos
de amplificacion, realizadas en geles de agarosa 1,5%
durante 90 min a 85-90 V con buffer TBE 0,5 X. Los
productos de amplificacion se visualizaron previa tincion
con una solucion de bromuro de etidio 0,000002% con
el equipo Chemi-Doc de Biorad, mediante el Software
Quantity One Version 4.2.

Para cada iniciador se calculd el porcentaje de bandas
polimorficas (%BP) y el contenido de informacion poli-
morfica (siglas en inglés PIC) segin la metodologia de
Roldan-Ruiz et al. (2000). Se obtuvieron los patrones de
bandas caracteristicos para cada genotipo estudiado y se
hizo un analisis descriptivo de los patrones encontrados,
con el proposito de establecer semejanzas o diferencias
entre los genotipos A (susceptibles) y los genotipos B
(resistentes). Adicionalmente, se hizo un analisis de
conglomerado jerarquico utilizando el programa Infostat
Profesional version 2.0, con el método de agrupamiento
de Ward y la distancia de Jaccard.

RESULTADOS Y DISCUSION

La metodologia de extraccion del ADN utilizada fue
efectiva, rapida y sencilla, para el aislamiento de molé-
culas con concentracion y pureza suficientes para la
realizacion de las pruebas RAPD (Cuadro 1). Los valores
menores de la concentracion de ADN aislado se obtu-
vieron en las muestras provenientes de condiciones de
crecimiento in vitro. Sin embargo, la calidad, pureza y
concentracion de las moléculas es apta para la amplifi-
cacion al azar.

Casi la totalidad de las muestras presentaron valores de
la relacion A260/A280 entre 1,8 y 2,0 lo cual sugiere
que el ADN aislado esta libre de proteinas y puede
considerarse puro. Los dos valores fuera del rango,
indican la presencia de proteinas en la muestra con el



Vol. 61 -2011

AGRONOMIA TROPICAL

Ne2

valor menor, y probablemente existan problemas con la
concentracion de carbohidratos, que puedan explicar los
valores superiores de 2,21.

CUADRO 1. Concentracion en ng/ul y pureza del
ADN aislado a partir de tejido foliar de
ocho clones de Musa.

Clones Concentraciéon Pureza
(ng/pl) (Relacién 260/280)

Pisang Awak (AAB) 201,90 1,84

FHIA 17C (AAAA) 130,05 1,88

Cavendish Giant (AAA) 164,76 2,00

Cavendish Enano (AAA) 128,07 2,21

BB 272,19 1,99

BBB 184,65 1,95

FHIA 171V (AAAA) 38,07 1,80

FHIA 25 (AABB) 99,84 1,60

De los 27 iniciadores analizados, se obtuvo amplificacion
en 25 de ellos. Solo los iniciadores OPA 17 y OPMOS5 no
produjeron ningtin producto de amplificacion. Se logro
amplificar un total de 337 bandas RAPD, de las cuales
un 75,93% en promedio resultaron ser polimorficas, con
una reproducibilidad del 100%.

En el Cuadro 2 se presentan los porcentajes de bandas
polimorficas obtenidos y el PIC para cada uno de los
iniciadores analizados. Los resultados arrojan un alto
poder discriminatorio entre los iniciadores utilizados.

Se evidencia un alto grado de polimorfismo entre los
ocho genotipos estudiados (Figura 1a y 1b). Todos los
iniciadores utilizados fueron capaces de establecer poli-
morfismos entre los materiales de Musa estudiados. El
primer OPA03 permitio la formacion de un producto de
amplificacion de 982 bp (Figura 1a), presente exclusi-
vamente en los materiales tolerantes a X. campestris pv.
musacearum.
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CUADRO 2. Porcentaje de bandas polimorficas y
contenido de informacion polimorfica
asociados a los 27 iniciadores utilizados
para la caracterizacion molecular de
ocho genotipos de Musa con respuesta
diferencial al ataque de Xanthomonas
campestris pv. musacearum

# bandas NBP %BP PIC

OPA-01 10 10 100,00 0,41

OPA-02 9 8 88,89 0,39

OPA-03 12 12 100,00 0,43

OPA-04 12 11 91,67 0,32

OPA-05 7 7 100,00 0,34

OPA-06 5 5 100,00 0,38

OPA-07 9 9 100,00 0,39

OPA-08 11 11 100,00 0,45

OPA-09 7 3 42,86 0,17

OPA-10 19 19 100,00 0,37

OPA-11 16 16 100,00 0,33

OPA-12 11 11 100,00 0,27

OPA-13 11 9 81,82 0,24

OPA-14 12 12 100,00 0,38

OPA-15 5 5 100,00 0,39

OPA-16 5 4 80,00 0,68

OPA-17 0 0 0,00 0,00

OPA-18 7 7 100,00 0,41

OPA-19 10 10 100,00 0,33

OPA-20 7 7 100,00 0,22

OPJ-01 15 2 13,33 0,37

OPJ-02 25 9 36,00 0,07

OPJ-03 25 1 4,00 0,22

OPJ-04 17 7 41,18 0,13

OPIJ-05 46 44 95,65 0,33

OPM-05 0 0 0,00 0,00

OPM-20 24 14 58,33 0,16

NBP=Numero de bandas Polimérficas, %BP= porcentaje de bandas
polimérficas, PIC= Contenido de Informacion Polimorfica.
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MP= Marcador de peso molecular 1kb ladder; PA= Pisang Awak; F17c= FHIA 17 campo; CE= Cavendish Enano; CG= Cavendish
Gigante; BB= Musabalbisiana; BBB= Triploide Balbisiana; F17i= FHIA 17 in vitro; F25= FHIA 25 in vitro.

FIGURA 1.

(a) Fragmentos de amplificacion obtenidos con los iniciadores OPA03 Y OPA04, respectivamente.

(b) Fragmentos de amplificacion obtenidos con los iniciadores OPAO1 Y OPA02, respectivamente.

En el mismo orden de ideas, Jhaved et al. (2004) repor-
taron un producto de amplificacion del primer OPA03
de aproximadamente 400 bp como relacionado a la
susceptibilidad a Fusarium oxysporum. De lo anterior,
se deduce que el primer OPA(O3 aparece como una

CE __CG

BB

herramienta potencial para la seleccion de materiales
de Musa tolerantes a enfermedades.

De igual modo, el primer OPAO7 permite la amplifi-
cacion de un fragmento de 1029 bp (Figura 2) presente
exclusivamente en los materiales susceptibles a X.
campestris pv. musacearum.

BBB FI17i F25 MP

MP= Marcador de peso molecular 1kb ladder; PA= Pisang Awak; F17c¢= FHIA 17 campo, CE= Cavendish Enano; CG= Cavendish
Gigante; BB= Musabalbisiana; BBB= Triploide Balbisiana; F17i= FHIA 17 in vitro; F25= FHIA 25 in vitro.

FIGURA 2.
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Fragmentos de amplificacion obtenidos con el primer OPAO7.
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Adicionalmente, se identifico en los genotipos tolerantes
una banda de 630 bp con el iniciador OPA 10, una banda
de 1725 bp con el iniciador OPJO1, otra de 580 bp con el
primer OPM20 y la siguiente de 630 bp con el primer
OPJ05. Las bandas identificadas se presentan como
elementos potenciales para la seleccion de individuos
con tolerancia a X. campestris pv. musacearum y se
recomienda afinar los estudios con estos dos posibles
marcadores, a fin de establecer la verdadera corre-
lacion de estos productos de amplificacion RAPD con
la tolerancia al patogeno.

En general se observo que los iniciadores de la serie OPA
tienen mayor poder de discriminacion que los de las otras
series analizadas, evidenciado por un mayor niimero de
bandas polimorficas producidas y un mayor PIC. De los
iniciadores que permitieron amplificar bandas especi-
ficas para los genotipos tolerantes, todos excepto OPJO1
y OPM 20 pueden considerarse como generadores de
un alto grado de polimorfismo debido a que presentan
porcentajes de bandas polimoérficas superiores al 90%.
Los primers evaluados a excepcion de OPM20 presen-
taron rangos de PIC entre 0,33 y 0,43. Valores similares

de PIC fueron mencionados por Salazar et al. (2006)
con los primers OPAO1, OPA02 y OPA 19 analizando
germoplasma de ajonjoli.

En el caso de RAPD en Musa, los valores PIC coinciden
con los sefialados por Zambrano et al. (2007) para los
primers 10 mer utilizados. Sin embargo, el nimero de
bandas polimorficas generadas fue mucho menor que
los encontrados en el presente trabajo utilizando primers
de la serie OPA. Del mismo modo, Nadal-Medina et al.
(2009) encontraron niveles de polimorfismo superiores
al 90% analizando genomas de bananos con los primers
de la serie OPA, lo cual concuerda con los resultados
del presente estudio.

El analisis de conglomerado jerarquico permitié la
separacion de los materiales en dos grandes grupos
(Figura 3), uno de los cuales estuvo formado exclusiva-
mente por genotipos con el genoma A. Los materiales
con el genoma B estuvieron siempre ubicados en el
mismo subgrupo, cercanos al clon Pisang Awak con
genoma (ABB).

Cavendish gigarne (AA L)

Cavendish enano (AL A)

FHIA17 campo (A 44 A)

FHIA25 invitro (AAEE)

FHIAL7 invitvo (A AA R)

Trplaide balbisana (BEE)

Musa kalbisiana (BE)

Pisang Awak(AEBE)

0,16

FIGURA 3.
mediante patrones RAPD
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036 0,56 0,76

Distancia

Dendrograma del analisis conglomerado jerarquico de ocho materiales de Musa caracterizados
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Los dos materiales analizados del clon FHIA 17 tienen
huellas genéticas completamente diferentes, estando ubi-
cados en grupos distintos. Esta diferencia puede deberse
amutaciones producidas durante la reproduccion in vitro,
variacion somaclonal. Sin embargo, dada la ubicacion
del material FHIA 17 en grupos donde hay presencia del
genoma B, y la semejanza genética con el material FHIA
25, es factible que la muestra seleccionada in vitro esté
mal etiquetada y no corresponda al genotipo sefalado.
En cualquier caso, hace falta realizar una exploracion
mas detallada con materiales FHIA 17 procedentes de
campo y de propagacion in vitro, a fin de dilucidar el
origen de la variabilidad genética encontrada.

CONCLUSIONES

- Los patrones de bandas RAPD permitieron generar
una huella genética para cada genotipo estudiado y
posibilitaron el establecimiento de polimorfismos
entre los genotipos con respuesta diferencial al ataque
de Xanthomonas campestris pv. musacearum. Los
primers de la serie OPA determinaron un mayor grado
de polimorfismos que los primers de las series OPJ
y OPM estudiados.

- Se identificaron seis bandas presentes en los geno-
tipos con genoma B, los cuales se sefialan como
tolerantes a la bacteria, convirtiéndose en candidatas
a ser utilizadas como herramientas moleculares para
asistir la seleccion de genotipos tolerantes, una vez
se compruebe la correlacion entre las bandas y la
tolerancia al patdgeno.

- Los genotipos estudiados se dividen en dos grandes
grupos, uno de los cuales se formd con los indi-
viduos que portaban exclusivamente el genoma A.
El segundo grupo, comprendi6 los genotipos que
portaban el genoma B y un genotipo tetraploide para
el genoma A producido in vitro. Este Gltimo presentd
diferencias genéticas con un genotipo similar prove-
nientes de condiciones de campo. Las diferencias
pueden deberse a variacion somaclonal o a errores
en la identificacion del material in vitro, por lo que se
recomienda un trabajo mas detallado, caracterizando
los dos tipos de materiales.
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