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Introduccién. El Banano, pertenece al género Musa, el
cual incluye especies como M. acuminata y M. balbisiana
cultivadas en nuestro pais. Las variedades hibridas de
estas son AB como es el 'Ladyfinger' y AAB o ABB
(platanos macho). Durante su cultivo las plantas estan
sujetas a diversos factores de estrés abidticos, sin
embargo, se han identificado algunos genes que
confieren tolerancia a varios tipos de estrés en diferentes
especies. Una estrategia para obtener plantas resistentes
es introducir genes de tolerancia, como primer paso para
lograrlo es el aislamiento de esos genes (1).

El objetivo fue identificar y aislar secuencias de genes
involucrados en la respuesta a la resistencia de factores
abidticos a partir de plantas de M. balbisiana, utilizando
PCR de gradientes y empleando oligonucleétidos
degenerados derivados del gene DREB2.

Metodologia . Se utilizaron plantas de Musa balbisiana
variedad Pisang Klutuk Wulung de 1 mes de edad,
sometidas a bajas temperaturas, se extrajo su ARN, se
realiz6 la retrotranscripcion para obtener ADNc, Este
ADN fue sometido a PCR con diferentes combinaciones
de oligos degenerados, se recuperaron los productos
amplificados y se insertaron en pGEM T-EASY, el cual se
insertd en E. coli por choque térmico, se recuperaron las
colonias transformadas para realizar PCR y seleccionar
las bacterias recombinantes, se secuencié su ADN y se
realiz6 el analisis bioinformatico mediante Clustalw y
Blast.

Resultados y discusion La Figura 1 muestra la
amplificacién de productos de PCR por gradientes,
correspondientes a la amplificaciébn con la combinacién
de oligos F2 vs R1 y dT para el gen DREB2. El tamafio
de los productos obtenidos fue de 0.25 Kb, 0.8Kb y 1 Kb,
los fragmentos mayores a 0.5 Kb fueron secuenciados.
La secuenciacién de uno de ellos (K7) revelé un tamafio
de 497 pb con el 89% de homologia con la ribulosa
bifosfato carboxilasa/oxigenasa activasa. Este mensajero
se ha reportado para avena (Avena sativa), especie
donde se incrementa la expresion de este gen cuando las
plantas se exponen a 4° C por 6, 12 y 24 horas (2). El
fragmento fue clonado a pesar de poseer “huecos” en la
traduccion.
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Fig. 1. Residuos de PCR en gradientes en gel de agarosa con
oligos degenerados derivados del gen DREB2 de M. balbisiana.

El gen DREB2 tiene una gran variacion en la secuencias
para monocotiledéneas, en las cuales el mayor
porcentaje de similtud es de 78 % entre las proteinas de
Schedonorus arundinaceus y Festuca arundinacea (3).
Ademas, el empleo de oligonucleétidos degenerados,
disefiados a partir de regiones conservadas, fueron
factores influyeron para que la metodologia utilizada
mostrara una alta probabilidad de clonar fragmentos
diferentes al gen.

Conclusiones . Utilizando los oligonucleétidos DREB2
disponibles, solo 2 de ellos permitieron la amplificacién
de 12 secuencias de ADNc, de las cuales una
correspondié a un fragmento de un mensajero cuya
expresion se incrementa a bajas temperaturas como es
la ribulosa bifosfato carboxilasa/oxigenasa activasa.
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