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Standarization of Isozymic Systems in clones of the Colombian
Collection of the genus Musa
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RESUMEN

Con el proposito de estudiar [a variabili-
dad genetica presents en la Colecci6n Colom-
biana de Musaceas, S8 estandarizaron varios
sistemas enzimatrcos en clones de diferentes
ploidlas. conservados bajo condiciones in
vitro. Sa probaron un total de 23 sistemas,
seis de los cuales presentaron actividad
electrotoretica en condiciones diferentes a las
previamente reportadas par at res autores:
Diaforasa (DIA E.C.1.6A.3.), Enzima matlca
(ME E.C.l.1.1AO.), Fosfoglucoisomerasa (PGI
E.C.5.3.1.9.), Fosfogluconato deshidrogenasa
(PGDH E.C.1.1.1A4.), Fosfoglucomutasa
(PGM E.C.2.7.5.1.) Y Rubisco (RUB
E.CA.11.1.39.) . Las enzimas DIA y RUB se
reportan por prirnera vez para el genera Musa,
ME, GDH, PGDH Y PGI se reportan por pri-
mera vez en geles de acrilamida. Diaforasa
present6 alto pournornsmo en los clones pro-
bados, mientras que Rubisco mostr6 una sola
zona de actividad.
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SUMMARY

The main purpose of this study was the
standardization of several isozymic systems
using clones of different ploidy belonging to
the Colombian Collection of Musa maintained
under in vitro conditions. A total of 23 systems
were assayed. Six isozymes presented new
electrophoretic activity with regard to previous
reports: Diaphorase (DIA E.C.1.6A.3.), Malic
enzyme(ME E.C.1.1.1AO) Phosphoglucoiso-
merase (PGI E.C.5.3.1.9.), Phosphogluconate
dehydrogenase (PGDH E.C.1.1.1.44.),
Phosphoglucomutase (PGM E.C.2.7.5.1.) and
Rubisco (RUB E.CA.11.1.39.). The enzymes
DIA and RUB are reported the first time for
the genus Musa. ME, GDH, PGDH and PGI
are described the first time in acrylamide
support. DIA presented high level of
polymorphism in the Colombian clones tested.
RUB showed only one zone of activity .

Key words: Biochemical markers,
isozymes, tissue culture, Musa.

INTRODUCCION

La electroforesis de proteinas es una
herramienta de investigaci6n que S8 utillza en
diferentes disciplinas bloloqicas. En particu-
lar, los analisis isoenzirnaticos han permitido
avanzar en el campo de la biologfa sistemati-
ca y evolutiva (Tanksley y Orton, 1983).
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Una de las razones para utilizar las tee-
nicas electrotoreticas es que las isoenzimas
proveen la posibilidad de marcar genes para
analisis de herencia y variabilidad genetica
(Tanksley y Rick. 1980).

En el genero Musa. se han utilizado
ampliamente las isoenzimas como mareado-
res geneticos y los resultados obtenidos han
servido para la identlticacion clonal. la deter-
minacion de duplicados en una coteccion, el
monitoreo de la estabilidad qenetica en los
clones. la determinacion de la diversidad
alelica en una coleccion 0 en germoplasma
originario de diferentes areas geograficas y
para la identificacion de hibridos via fusion
de protoplastos, cuyo entasis principal es el
estudio de la evolucion, la taxonomfa y la
medida de la variacion somaclonal (Horry,
1989. De Langhe. 1990; Espino y Pimentel.
1990; Jarret y Litz, 1986 a. bye; Jarret, 1990;
Bhat et et, a • b. 1992; Lebot et al.• 1993).

En general. los trabajos que se han
reatizado han side en subespecies diploides
fertites de M. acuminata y M. baibisiana y
cultlvos comerciales de varies niveles de
ploid!a. Usando electrotoresis en geles de
almid6n y poliacrilamida, se han logrado
identlflcar y caracterizar loci que codifican
determinadas enzimas, las cuales presentaron
un alto nivel de discriminaci6n entre los
cultivares (Jarret y l.itz, 1986 bye; Bhat et al..
1992 a y b;Lebot et 81.• 1993).

Se han reportado unas 18 enzimas en
el genero Muse, de las cuales las mas alta-
mente polim6rficas son Tetrazolium oxidasa
(TO)(Jarret. 1987). Esterasa (EST). Fosfatasa
acida (ACP) (Jarret. 1987; Bhat et a/ .• 1992a);
Glutamato transaminasa (GOT).
Fosfoglucomutasa (PGM). Deshidrogenasa
Shikimica (SKDH) (Jarret y Litz. 1986 a y b) Y
Peroxidasa (PRX) (Bonner et a/ .• 1974; Bhat
et al.• 1992b) y se emplean. espeelalmente.
para diferenciaci6n entre clones.

Las teenicas tradicionales, como la des-
cripe ion de fenotipos (morfotaxonomia). com-
plementada con metodos como la
quimiotaxonomia (isoenzimas) y la bioiogia
molecular facilitan la caracterizaci6n de espe-
cies 0 sUbespecies y ayudan a identificar

microeentros geneticos y, posiblemente, un
origen geogratico mas exacto de los clones
de platano y banano, hoy en dia cultivados; y
estas son las principales herramientas para
la evaluaci6n y mejoramiento de cultivos
(Jarret, 1987).

EI objetivo de este trabajo fue el de es-
tandarizar diferentes sistemas isoenzimaticos
para la posterior caracterizacion bioquimica
de la Colecclon Colombiana de Musaceas, con
el fin de identificar los posibles duplicados pre-
sentes en la colecci6n y determinar el grado
de variabilidad genetica presente en la mis-
mao

MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

EI material vegetal que se emple6 en
este estudio sa torno, originalmante, de la
Coleccion Colombiana de Musaceas (CCM)
del Centro Experimental EI Agrado (Municipio
de Montenegro. Quindio). Parte de la colec-
ci6n 58 mantiene bajo condiciones in vitro en
ellaboratorio de Recursos Geneticos Vegeta-
les de CORPOICA Tlbaltata (Km 14 via
Mosquera. Cundinamarca).(Cuadro 1).

Sa utilizaron 15 clones de diferente
ploidia (platanos y bananos) mantenidos en
condiciones in vitro, utilizando eJ medio de
micropropagaci6n raportado por Krikorian
(1990).

Electroforesis de Isoenzimas

Se probaron echo sistemas de extrac-
ci6n para la obtenci6n de las protefnas solu-
bles. EI medio que permiti6 mayor resoluci6n
fue el reportado por Jarret y Litz (1986) y
modificado en este estudio: Tris HCI 0.1 MpH
7.5; PVPP 5%; Sucrosa 10%; on 10 mM;
Triton X-1000.1 %. incorporandole 2-Mercapto
etanol (14 mM). como elemento nuevo.

Para la extracci6n de las proteinas, se
tomo 0.5 g de tejido foliar joven de las
vitro plantas y se coloco sobre papel filtro hu-
medo y frio. La muestra se macer6 en nitro-
geno liquido y se adielonaron 1.5 ml de buffer
de extraccion. La mezcla se colect6 en tubas
eppendorf. previamente marcados y enlriados.
Las muestras se centrifugaron a 5500 r.p.m.
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CUADRa 1. Clones de la CeM ulilizados para la caracterlzacicn bioquimica mediante isoenzimas
(1-10 banancs: 11-15 pratanos).

No. Nombre Cornun Especie/Grupo Subsp/subgr

1 Siam M. acuminata spp. (AA) Siamea

2 Bocadillo chilena Diploide derivado
M. acuminata IAA\ Sucrier

3 Banano 2 Triploide derivado
M. acuminata (AAA) Gros Michel

4 Seredow Triploide derivado
M. acuminata (AAA) Cavendish

5 Gran Enano Triploide derivado
M. acuminata (AAA) Cavendish

6 Pigmeo Triploide derivado
M. acuminata (AAA) Cavendish

7 Poyo Triploide derivado
M. acuminata (AAA) Cavendish

6 Guayabo A Triploide derivado
M. acuminata (AAA) Red

9 Tatetan Rojo Triploide derivado
M. acuminata (AAA) Red

10 Tatetan Verde Triploide derivado
M. acuminata (AAA) . Red

11 Truncho Triploide
M. acuminata X M. bal-
bisiana (AAB) Plantain

12 Cachaco Cornun Triploide
M. acuminata X M. bai-
bisiana (ABB) Bluoooe

13 Cachaco Espermo Triploide
M. acuminata X M. bal-
bisiana (ABB) Bluggoe

14 Mutant Palmira Triploide
M. acuminata X M. bal-
bisiana (ABB) Saba

15 Saba Triploide
M. acuminata X M. bel-
bisiana (ABB) Saba

durante 30 minutos y se colect6 el sob rena-
dante en alicuotas de 250 ~1. Las mueslras
S6 almacenaron a -70ll C para su posterior
usa. Se prepar6 el marcador de corrido, con
1 ml de buffer de extracci6n y una traza de
azul de bromofenol.

Para la preparacl6n de geles se utiliza-
ron los protocolos reportados por Bhat y
Lakhanpaul (1995) (Cuadros 2a y 2b). Dos
sistemas de buffer de corrido (I y II) fueron
utillzados, dependiendo de las enzimas pro-
bad as (Cuadro 3). EI sistema de buffer I (Tris-
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CUADRO 28, Mezelas de polimerlzaci6n empleadas en la preparaci6n de gales de poliaerllamlda
(16x20x1,5 em). Basado en Bhat y Lankhanpaul, 1995.

Separador 7,7% Soluci6n A 16 ml

Soluci6n B 32 ml

H2O 16 ml

Solucion D 64 ml

Soluci6n E 40 ml

Con centrad or 4,6% Soluclon A 5 ml

Soluci6n C 10 mi

H2O 5 ml

Soluci6n D 20 ml

CUADRO 2b. Sclucicnes madre para la preparaci6n de geles de acrilamida. Basado en Bhat y
Lakhandpaul, 1995,

SOLUCION COMPONENTES CANTIDAD PARA 100 ml

A HCI IN 48,0 ml

Trizma 36,6 gr

TEMED 0,46 rnl

B. Acrilamida 30,0 gr

Sis 0,8 gr

C Acrilamida 100,0 gr

Bis 0,47 gr

D. Persulfato de amonia 0,14 gr

E. Glicerol 50,0 ml

CUADRO 3. Sistemas de buffer de corrida para electroforesis de isoenzimas en clones de la ceM.

Sistema Enzima Buffer gel Buffer gel Buffer de Condicion de
concentrador separador corrida corrido

I' GDH Tris HCI 0,375 M Tris HCI 0,375 M Tris 0,02 M 70V - 60'

pH 8,9 pH 8,9 Glicina 0,19 M 200V -Final

pH 8,8

II" DIA Tris HCI 0,5 M Tris HCI 1,5 M Tris 0,06 M 50V -15'

ME pH 6,8 pH 8,8 Ac.bonco0,017M 100V - 15'

PGI pH 8,8 150V - 30'

PGDH 200V - 15'

RUB 250V - final

• Basado en Bhat and Lakhanpaul, 1995 -. Basado en Hussain et ai, 1986
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CUADRO 4. Prolocolos de tinci6n para sels sistemas isoenzfmaticcs en clones de LA ceM.

DIAFORASA (DIA)

Tris HC! 1M pH 8,5

H20

B-NAD

2,6-Dicloro fenal indafenal

MTI

10 ml

so rru
0,08 gr

Traza

0,03 gr

Disolver el sustrato y la sal de coloracion en el buffer e incubar en

oscuridad par cuatro horas a temperatura ambiente.

GLUTAMATO DESHIDROGENASA (GDH)

Tris HCI 0.1 M pH 7,5 100 ml

Glutamata 1 M pH 7,0 5 ml

B - NAD 0,035 gr

MTI 0,015gr

PMS 0,01 gr

Mezclar, incubar por cuatro horas a 37 QC.

ENZIMA MALICA (ME)

Tris malate 0.1 M pH 7,2

MgCI2 0,1 M

B - NADP

MTI

PMS

L-malata

90 ml

10 ml

0,02 gr

0,06 gr

0,01 gr

0,04 gr

Mezc!ar e incubar durante 45 minutes, a 37 Q C .
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CUADRO 4. (Continuaci6n) Protocolos de tinci6n para seis sistemas isoenzirnaticos en clones de
LA GGM.

B-NADP

MTT
PMS

0,02 gr

0,015 gr

0,01 gr

FOSFOGLUCO ISOMERASA (PGI)

Tris HCI 0.1 MpH 8,0

H20

MgCI2 0,1 M

10 ml

80ml

2 ml

Glucosa-6-fosfato deshldrogenasa 50 unidades

Mezclar, incubar a 37 Q C durante cuatro horas.

FOSFOGLUCONATO DESHIDROGENASA (PGDH)

Tris malato 0,1 M pH 7,2

Acido fosfoqluconlco

B-NADP

MTT
PMS

100 ml

0,025 gr

0,02 gr

0,02 gr

0,01 gr

Mezclar, incubar a 37 9 C durante tres haras.

RUBISCO (RUB)

Azul negro de naftol

Solucion de lavado:

Metanol

0,1 gr

H20

100 ml

100 ml

20 mlAc. Acetico

Disolver el azul negro de naftol en 100 ml de solucion de lavado y filtrar, agregar la mezcla
al gel y dejar en agitacion durante toda la neche a temperatura ambiente, despues, lavar repetidas
vaces cen la solucion de lavado, dejando en agitacion hasta que el gel tome un color azul claro.
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glicina, pH 8,8), el cual esta basado en la
metodologia reportada par Bhat y Lakhanpaul
(1995), permiti6 buena resoluci6n para la en-
lima GDH. EI sistema II (Tris-acidob6rico.pH
8,8) , tundamentado en los protocolos pro-
puestos par Hussain et el. (1986), permiti61a
resoluci6n de las enzirnas PGDH, RUB, DIA,
ME, Y PGI.

Los geles fueron Ilevados a una carna-
ra de electraforesis PROTEAN II Y manteni-
dos a corriente constants (Fuente de poder
BIORAD modelo 500), de acuerdo can el pro-
grama descrito en el cuadro 3. Para el revela-
do de las bandas, los gales fueron tincionados
histoquirnicarnente, sequn los protocolos des-
critos en otras especies par Shawn y Prasad
(1970), Stuber et ei. (1988), Soltis et el. (1983)
y Vallejos (1983) can algunas modificaciones
(Cuadra 4).

Despues de incubados, los gales S8 la-
varon y fijaron en una solucion compuesta par
acido acetico glacial, metana I y agua (1 :6:14).
Los patrones de bandas fueron interpretados
visual mente y fotografiados. Posteriormente
los gales fueron deshidratados con una solu-
cion de etanol, glicerol y agua (50:1 :49) y guar-
dados en balsas plasticas debidamente iden-
tificadas.

Am11isis de Zimogramas

Una vez fijados los gales, estos S8 50-
metieron a interpretaci6n, determinando las
zonas de actividad (loci) y el numero de ban-
das por locus (alelos) para las enzlmas pro-
badas. AI locus mas anodal se Ie denomin6 1,
al siguiente 2 y asi sucesivamente; en cada
locus, la aloenzima que migr6 mas rapidamen-
te fue denominada a, la siguiente b, y asi su-
cesivamente.

RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de tejido foliar joven de clones
micropropagados bajo condiciones in vitro, se
probaron 23 sistemas isoenzimaticos, De 11
sistemas con actividad electroforetica, seis
reportan variaciones con respecto a estudios
anteriores. Las enlimas DIA y RUB se
reportan par primera vez para el genera MUS8.

Diaforasa present6 un alto grado de

polimorflsrno, mientras que Rubisco mostr6
monomorfismo en los clones de platano y
banana estudiados. Cuatro enzimas: ME,
GDH, PGDH Y PGI se reportan par primera
vez en geles de acrilamlda. A continuaci6n,
se analiza y propone el patron de
comportamiento de estas enzimas.

Diaforasa (DIA): Esta isoenzima
present6 cuatro zonas de actividad con 10
alelos distribuldos en el material estudiado. La
zona mas an6dica, DIA-1, mostr6 un patron
monomorfico de doble banda para todos los
clones probados. Las zonas DIA-2 y DIA-3,
presentaron cuatro alelos cad a una. La
presencia de doble banda en los individuos
hibridos hace suponer una estructura
rnonornertca de la enzima. EI area mas
cat6dica D1A-4, permiti6 inferir la presencia de
a! menos dos alelos distribuidos en los
materiales bajo estudio, en condici6n
monomerica (Fig.1).

Hallazgos similares, tanto en el nurnero
de zonas de actividad, como del polirnorfis-
mo dentro de loci, S8 han reportado para es-
pecies como frijol (Koenig y Gepts, 1989) y
yuca (Giraldo, 1996). Esta enzima ha sida con-
siderada per muchos autares como una ex-
calente candidata para ser utilizada en la iden-
tificaci6n clonal, por sus claros bandeos y la
alta repetibilidad de sus patrones (Giraldo,
1996; Roca et aI., 1993: Koenig y Gepts, 1989,
Kiang y Gorman, 1983).

Rubisco (RUB): Este sistema se repor-
ta por primera vez para el genero Musa. Se
encontro una zona de actividad: Rub·1, bas-
tante catodal. Se expres6 en forma
monom6r1ica con una sola banda para todos
los clones evaluados (Figura 1). Se alcanla-
ron a visualizar otras bandas, pera el revela-
do fue muy tenue, impidiendo interpretar, de
manera confiable, el patron enzimatico. Este
sistema ha sido probado en otras especies,
como el Irijol, obteniendo resultados simila-
res (Hussain et aI., 1986).

Enzima Malica (ME): EI corrimiento de
este sistema es nuevo en acrilamida para clo-
nes de Musa . Se observaron dos zonas de
actividad en los geles: ME-1 present6 dos
variantes con una y tres bandas para los
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FIGURA 1. Zimograma para los sistemas DIA, RUB Y ME en clones de la ceM. Miqracicn anodal para
todas la enzimas.

homodfmeros y heterodfmeros, respectiva-
mente; ME-2 mostr6 solo una banda
monom6rfica en tad as los clones estudiados
(Figura 1). Jarret y Litz (1986 b) reportan la
aparicion de esta banda en el genero, con
una amplia actividad en gales de almid6n.
En yuca cultivada (Manihot escuienta
Crantz), S8 describen dos zonas de migra-
cion, coincidiendo en 81 patron de la zona
mas cat6dica ME-2 que present6 la misma
banda (Giraldo, 1996).

Glutamato Deshidrogenasa (GDH):
Esta isoenzima S8 reparta par primera vez en
acrilamida. La actividad de Ja enzima se ob-
servo en grupos de aproximadamente siete
bandas (Figura 2), en contraste con 10 sena-
lado par Jarret y Litz (1986 b) en geles de al-
midon que revelaron un triplete de bandas.
De estos resultados se puede inferir que la
diferencia de patrones pudo ser causada por
el sistema electrotoretico empleado para la
separaci6n de la enzima, ya que cualquier
cambio en el corrimiento es motivo de altera-
cion en el patron de bandeo (Keparth, 1990).

Fosfogluconato Deshidrogenasa
(PGDH): Esta isoenzima revelo dos areas de
actividad en los geles de poliacrilamida y es
la primera vez que se reporta en este tipo de

matnz. En la zona PGDH-1, se observ6 una
banda en forma monom6rfica para todos los
clones; PGDH·2 rnostro su naturaleza
dirnerica evidente con tres bandas para el
genotipo heterocigoto (Figura 2). Estos resul-
tados estan de acuerdo con 10 presentado por
Jarret y Litz (1986) en Musa, quienes indican
la aparicion de las tres bandas en la zona
catodai PGDH-2, sugiriendo la
heterocigocidad de un locus simple. Hesulta-
dos similares para otras especies como rnaiz
( Zea mays L.) han side consignados por
Goodman et al (1983).

Fosfoglucoisomerasa (PGI): Esta es
la primera vez que se expresa esta isoenzima
en acrilamida. Revel6 una zona de actividad
negativa y muy tenue (Figura 2). La razon
pudo ser el sistema de coloracion empJeado,
basado en letrazolium, el cual incluye MIT y
PMS que son sales que se fotoreducen y se
puede velar con mucha facilidad la tincion,
porque se inhibe la Iormacion del crom6foro
que revelarfa en el sitio de actividad de la en-
zima, dejando un "Background" 0 sombra fan-
tasma difusa en su lugar (Vallejos, 1983). En
contraste con el anal isis de Jarret y Litz (1986
b) Y Lebot et al (1993), en corrimientos he-
chos en almid6n, se observ6 un triplete de
bandas, sugiriendo la estructura dimerica.
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FIGURA 2. Zimograma para las enztmas GDH,PGDH y PGI en clones de la ceM. Migraci6n anodal para
todas la enzimas.

Para la caracterizaci6n bioquimica de
la Colecci6n Colombiana de Musaceas, S8
sugiere la utilizaci6n de las enzimas, DIA, ME,
GDH, PGDH Y PGI, Y en especial la enzima
DIA (diaforasa) por el alto nivel de polimorfis-
mo encontrado durante este estudio,
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