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Resumen

Con el propósito de establecer el momento fenológico de la transición flo-
ral en Musa (AAB) cv. Plátano Hartón Enano y caracterizar secuencias de genes
que regulan este proceso, se realizó un ensayo en el Instituto Nacional de In-
vestigaciones Agrícolas (INIA), Chama, 8°43´27" LN y 71°44´33" LO. Para ello
se realizaron cortes histológicos en ápices procedentes de plantas que tuvieron
una emisión foliar total de entre 15 y 36 hojas. Los ápices fueron cortados
longitudinalmente a la mitad, donde una parte se observó a través del micros-
copio óptico y la otra mitad se utilizó para la búsqueda de genes que regulan el
proceso de floración en este cultivo mediante PCR en tiempo real. El 60% de
transición floral se observó en plantas que habían emitido un total de 27 hojas,
pero fue a partir de la hoja 30, donde se observó entre un 80 y 100% de transi-
ción. La altura del meristema, se incrementó desde la hoja número 15 y hasta
la hoja 27 mientras que la longitud de la base del meristema disminuyó. Los
genes encontrados relacionados con la transición floral fueron: "MUSAFLT" 1,
2 y 3, homólogos del gen FLOWERING LOCUS T (FLT) en Arabidopsis y
MUSACO, homólogo del gen CONSTAN (CO) también encontrado en
Arabidopsis. El gen MUSAFLT obtuvo un alto nivel de expresión durante la
fase de transición floral en plátano.
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Abstract

With the purpose to establish the phenological moment of the floral
transition in Musa (AAB) cv Dwarf Horn plantain and to characterize genes
sequences that regulate this process, an essay was carried out in the Instituto
Nacional de Investigaciones Agrícolas (INIA) Chama, 8°43´27" LN and 71°44´33"
LW. Histological cut were made in apexes coming from shafts and whose total
leaf emission was between 15 and 36 leaves. The apexes were cut lengthwise in
half, where a part was observed through the optic microscope and the other
half was used for searching of genes that regulate the flowering process in this
crop using real time PCR. The floral transition was observed in 60% in plants
that had emitted a total of 27 leaves, but it was starting from the emission of
leaf 30, where it was observed between a 80 and 100% of floral transition. The
height of the meristems was increased from the leaf number 15 and until the
leaf 27, while the longitude of the longitude of meristems base diminished. The
opposing genes related to floral transition were: «MUSAFLT» similar to the
gene FLOWERING LOCUS T (FLT) and MUSACO, similar of the gene CONS-
TAN (CO), all similar of flowering reported in Arabidopsis. The gene MUSAFLT
obtained a high expression level during the phase of floral transition in plantain.
Key words: Musa, floral transition, gene.

Introducción

En plátano, el primer indicio de
la fase floral se observa sobre el ex-
tremo meristemático; su función prin-
cipal consiste en formar la
inflorescencia y mucho más tarde en
regular el crecimiento. Esto marca el
comienzo del crecimiento del tallo ver-
dadero, que después de permanecer
al ras del suelo, va a convertirse en
un tallo aéreo, en cuyo ápice se en-
cuentra la inflorescencia, que es
transportada por el centro del
pseudotallo hacia la parte superior de
la planta, alcanzando en algunos
clones de Musa varios metros de al-
tura. Investigaciones en plátano han
demostrado que el momento donde
ocurre el proceso de transición floral,
está relacionado con la emisión de
cierto número de hojas y con cambios

Introduction

In plantain, the early sign of flo-
ral phase is observed on the meristem
extreme; its main function consists on
forming the inflorescence and later to
regulate growth. This is the beginning
of growth of real stem that after
remain at soil surface becomes on
aerial stem, with the inflorescence is
on the apex, that is moved by center
of pseudo-stem toward the superior
part of plant, reaching some meters
of height in some Musa clones.
Researches in plantain have shown
that the moment where the process
of floral transition occurs, is related
to the emission of certain number of
leaves and with morphological
changes that they suffer during this
process, beginning this when plants
have produced 50% of total of leaves
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morfológicos que experimentan las
mismas durante dicho proceso, co-
menzando este cuando las plantas
han emitido el 50% del total de hojas
a producir durante su ciclo vegetativo
(ICA, 1991 y Belalcazar, 1994).

El paso a la transición floral, no
se manifiesta en plátano por algún
índice visible notable en el exterior de
la planta, por lo cual los estudios de
inducción floral en Musáceas presen-
tan grandes dificultades. En otro gru-
po de plantas, la transición floral, ocu-
rre en un grupo de células del tallo
localizados en una región denomina-
da brote del meristemo apical (Howell,
1998 y Dumais y Kwiatkoswska,
2001).

La transición floral en el ápice,
está regulada por la interacción de los
factores endógenos de una planta con
el ambiente que la rodea, lo cual bajo
condiciones favorables se crean las
señales para que ocurra el proceso de
floración. La transición, es regulada
por una compleja red de genes que se
activan o desactivan según los esta-
dos del desarrollo de la planta, per-
mitiendo que la floración ocurra al
haber suficientes recursos internos
acumulados y las condiciones ambien-
tales sean las más favorables
(Simpson et al., 1999). Por ejemplo,
los cambios en la duración del día se
perciben en las hojas como una señal
del ambiente que debe ser traslocada
a una considerable distancia para pro-
ducir un efecto en el meristemo, al
igual que las bajas temperaturas. Por
tal razón, la modificación en la dura-
ción e intensidad de tales factores, han
sido empleados en tratamientos para
inducir la floración (Simpson et al.,
1999), no teniendo aun muy claro la

to be produced during its vegetative
cycle (ICA, 1991 and Belalcazar,
1994).

The step toward floral transition
is not manifested in plantain by some
obvious index on plant exterior, thus,
the studies on floral induction in
Musaceae shows great problems. In
other group of plants, the floral
transition occurs in a group of stem
cells in a region called apex meristem
bud (Howell, 1998 and Dumais and
Kwiatkoswska, 2001).

The floral transition in apex is
regulated by the interaction of
endogenous factors of a plant with its
environment that in presence of favo-
rable conditions, the flowering process
occurs. Transition is regulated by a
complex genus network that are
activated or inactivated according to
plant development stages, permitting
that flowering occurs when there are
enough internal resources
accumulated and environmental
conditions be the more favorable
(Simpson et al., 1999). For example,
changes in day duration perceive in
leaves like an environmental signal
have to be moved toward a considera-
ble distance to produce an effect on
meristem, just like low temperatures.
The modification in duration and
intensity of these factors have been
used in treatments to induce
flowering (Simpson et al., 1999),
although the relation of these factors
with some metabolic way that induce
flowering is not clear (Ohto et al.,
2001).

 The moment in which, direct or
indirectly, floral transition occur, is
caused by a group of genus that
activate destination of meristems and
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relación de estos factores con alguna
ruta metabólica que induzca la flora-
ción (Ohto et al., 2001).

El momento en el que ocurre la
transición floral, directa o indirecta-
mente, se debe a un grupo de genes
que activan el destino de los
meristemos y los transforman de
vegetativos a florales (Alonso-Blanco
et al., 1998). Investigaciones realiza-
das, sobre el momento de la floración
en mutantes de Arabidopsis, bajo cier-
tas condiciones ambientales, han es-
tablecido múltiples rutas que contro-
lan la transición floral en esta espe-
cie, pudiéndose extrapolarlas a otras
especies de plantas. Dos de esas ru-
tas, están mediadas claramente por
las señales ambientales, siendo la pri-
mera la ruta de promoción de la flo-
ración por el "Fotoperíodo", y la se-
gunda por "Vernalización" (Alonso-
Blanco et al., 1998). En contraste con
las rutas anteriores, existen otras dos
rutas que promueven la floración de
una manera independiente de las se-
ñales ambientales; la ruta de promo-
ción autónoma causado por las hor-
monas "Giberelinas" (Simpson et al.,
1999) y por los "Genes del grupo
Flowering Locus T o FT" (Turk et al.,
2007). Sin embargo, poco se sabe so-
bre la inducción de la floración en
muchas especies de plantas crecien-
do bajo igual duración del día y la
noche, en zonas cercanas al Ecuador,
donde aparentemente las plantas son
capaces de acumular lentamente mí-
nimas diferencias fotoperiódicas, pro-
moviendo la floración bajo esas con-
diciones (Borchert et al., 2005).

Dado que los plátanos y bananos,
son de reproducción netamente
asexual y de que están muy bien adap-

they change from vegetative to floral
(Alonso-Blanco et al., 1998).
Researches carried out about the
moment of flowering in Arabidopsis
mutants under some environmental
conditions, multiple ways have been
established to control floral transition
in this specie, could being
extrapolated to other plants species.
Two of these ways are clearly
mediated by the environmental
signals, being the first one those of
flowering promotion by the
"Photoperiod", and the second one, by
"Vernalization" (Alonso-Blanco et al.,
1998). In contrast with previous ways,
there are other two ways that
promotes flowering like a manner
independent of environmental
signals; the autonomous promotion
way caused by the "Gibberellins"
hormones (Simpson et al., 1999) and
by the "Genus of Flowering Locus T
or FT group" (Turk et al., 2007).
However, the knowledge about
flowering induction in many plant
species growing under the same day
and night duration, in regions closed
to the Ecuador, where apparently
plants are capable to slowly
accumulate minimum photoperiodical
differences, promoting flowering
under that conditions (Borchert et al.,
2005).

Taking into account that
plantain and banana are totally of
asexual reproduction and they are
well adapted to the tropical conditions
of Equator, there is a lot of studies
related to Botany, Physiology, among
others, but it is totally unknown what
are the internal factors (genetics) and
environmental that produces
flowering in Musa and its similarity
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tados a las condiciones tropicales del
Ecuador, son muchos los estudios en-
contrados referentes a la botánica, fi-
siología, entre otros, pero se descono-
ce totalmente cuáles pueden ser los
factores internos (genéticos) y ambien-
tales que producen la floración en
Musa y su similitud con otros modelos
de floración en plantas mayormente
estudiadas. La comprensión de los
genes, como factores internos que con-
trolan la floración en plátano, permi-
tiría obtener en un futuro plantas con
floración acelerada (Samach et al.,
2000), obteniéndose dos ciclos de cose-
cha en un tiempo menor y plantas más
pequeñas en su altura producto de
acortar el ciclo vegetativo, haciéndo-
las menos susceptibles al acame de los
vientos. Por todo lo anterior, se hizo
necesario establecer el tiempo y mo-
mento fenológico de la transición flo-
ral en plantas de plátano Hartón ena-
no, y detectar genes análogos de flora-
ción para estudiar sus patrones de ex-
presión durante la etapa de floración.

Materiales y métodos

El ensayo fue realizado en la es-
tación Chama del Instituto Nacional
de Investigaciones Agronómicas
(INIA), en el sur del Lago de
Maracaibo, Venezuela, 8°43´27" LN y
71°44´33" LO, recolectando ápices
meristemáticos provenientes de plan-
tas de plátano Musa AAB cv. Hartón
Enano (Ocumare) (Haddad et al.,
1992), cuya emisión foliar total se en-
contrara entre las 15 y 36 hojas, con
el propósito de tomar ápices durante
el estado de transición floral, agru-
pándolos como ápices provenientes de
plantas entre 15 y 21 hojas, plantas

with other flowering models in plants
studied. The genus comprehension,
like internal factors controlling
flowering in plantain, would later
permit to obtain plants with
accelerated flowering (Samach et al.,
2000), being obtained two harvest
cycles in a lesser time and lower
plants in its average height as a
product of reducing vegetative cycle,
making them less susceptible to the
winds laying. It is necessary to
establish time and physiological
moment of floral transition in plants
of dwarf plantain and to detach
flowering analogues genera to study
its expression patterns during
flowering stages.

Materials and methods

The essay was carried out in
"Chama" station, Instituto Nacional de
Investigaciones Agronómicas (INIA),
placed in south of Maracaibo Lake,
Venezuela, 8°43´27" NL and 71°44´33"
WL, collecting meristem apexes from
plantain plants Musa AAB cv. Dwarf
Harton (Ocumare) (Haddad et al.,
1992), whose total foliar emission was
found between 15 and 36 leaves, with
the purpose of taking apexes during
the floral transition stage, being
grouped like apexes coming from
plants between 15 and 21 leaves,
plants between 22 and 28 leaves and
plants between 29 and 35 leaves
emitted. Seven plants from each foliar
emission stage were taken. Once corms
obtained, each one of petioles bases of
leaves were took off and reserve tissue
until to get the meristem apex which
was longitudinally divided; one part
was immersed on liquid nitrogen for
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entre 22 y 28 hojas y plantas entre 29
y 35 hojas emitidas. Para cada esta-
do de emisión foliar fueron tomadas
siete plantas. Obtenidos los cormos,
se les retiraba una a una las bases de
los pecíolos de las hojas y el tejido de
reserva hasta llegar al ápice
meristemático, el cual fue seccionado
longitudinalmente, guardándose in-
mediatamente una parte en nitróge-
no líquido para los estudios genéticos
y la otra mitad tratada para su ob-
servación bajo el microscopio óptico a
fin de determinar el estado ontogénico
del tejido.

Estudios histológicos:
Para la observación de los ápices

al microscopio, los mismos fueron fija-
dos en una solución de FAA,
formaldehído (25%), etanol (70%) y áci-
do acético glacial por 48 horas. Luego
deshidratadas con alcohol butírico ter-
ciario (TBA) al 70, 85, 95 y 100% e in-
filtradas con parafina. Los cortes fue-
ron realizados con un microtomo de ro-
tación Slee 4050, a un grosor de 15 ìm
y observados con un microscopio óptico
Zeiss (Axiolab), objetivo 4X y un ocular
C8x/18 con divisiones o reglilla en su
lente. Con la ayuda de una cámara de
New Bauer, se determinó la longitud
de la base del meristema (LBM) en mi-
límetros, usando como referencia la lon-
gitud de una línea recta medida entre
las dos bases de las axilas del tercer
primordio foliar emitido desde el cen-
tro hacia a fuera, y la altura del
meristemo apical (ALMA) en milíme-
tros desde esa línea recta de la LBM
(punto considerado como valor cero de
altura) hasta la última capa exterior de
células de la cúpula del meristema,
siendo valores de altura por debajo de
LBM negativos y por encima positivos.

the genetic studies and the other half
treated for its observation on the
optical microscope with the purpose of
determining the ontogeny stage of
tissue.

Histological studies:
For the observation of apexes on

microscope, these were fixed in a FAA
solution, formaldehyde (25%), ethanol
(70%) and acetic acid glacial by 48
hours, after they were dehydrated
with tertiary butyric alcohol (TBA) at
70, 85, 95 and 100% and infiltrated
with paraffin. Cuts were done with a
rotation microtome Slee 4050, at a
thickness of 15 ìm and observed with
optical microscope Zeiss (Axiolab),
objective 4X and an ocular C8x/18
with divisions on its lens. With the
help of a New Bauer camera, the
length of meristem base was
determined (LMB) in millimeters,
using like reference the length of a
straight line measured between the
two bases of third foliar axils
primordium emitted from center to
outside and meristematic apex height
(MAH) in millimeters from that
straight line of LMB (point considered
like value zero of height) until the
exterior layer of meristem dome cells,
being the height values below LMB
negatives and above positive.

Extraction of genomic DNA:
Genomic DNA was extracted

from 100 mg of leaves according to the
Bromide Hexadecyt-trimethyl
Ammonium (CTAB) methodology
(Doyle and Doyle, 1990), with
modifications added by Weising and
Kahl (1997).

Design of degenerated
primers:

Ten (10) genera related to
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Extracción del ADN
genómico:

El ADN genómico se extrajo a par-
tir 100 mg de hojas según la metodolo-
gía del Bromuro de Hexadeciltrimetil
Amonio (CTAB) (Doyle y Doyle, 1990),
con las modificaciones incorporadas por
Weising y Kahl (1997).

Diseño de cebadores degene-
rados:

Se seleccionaron diez (10) genes
que estuviesen fuertemente relaciona-
dos con la regulación de la transición
floral, entre los que se encontraron
como promotores de floración: LEAFY
(LFY), FLOWERING LOCUS T (FT),
CONSTANS (CO), SUPPRESSOR
OF OVEREXPRESSION OF CO1
(SOC1 ), GAMYB, GIBBERELLIC
ACID 1, 5 y 4 que codifican para las
enzimas KAU, GA 20ox y GA-3ox res-
pectivamente. Como represores de la
floración: EMBRIONIC FLOWER
(EMF) y DELLA. La búsqueda de es-
tos genes, se realizó con el software
disponible en la página Web del Na-
cional Center of Biotecnology
Information (NCBI). Los genes publi-
cados relacionados con la transición
floral, se usaron para generar grupos
homólogos de secuencias usando el
BLAST, contra bancos de secuencias
de proteínas o nucleótidos. Luego, es-
tos grupos de secuencias relacionados,
se alinearon mediante el software
ClustaW (1.83) usándose el formato
de secuencias alineadas para encon-
trar bloques de secuencias consenso o
conservadas mediante el programa
Blocks Multiple Alignment Processor.
Estas regiones conservadas fueron
utilizadas para el diseño de los
cebadores degenerados con el software
CODEHOP (Rose et al., 1998).

regulation of floral transition were
selected; like flowering promoters were
found: LEAFY (LFY), FLOWERING
LOCUS T (FT), CONSTANS (CO),
SUPPRESSOR OF
OVEREXPRESSION OF CO1 (SOC1),
GAMYB, GIBBERELLIC ACID 1, 5
and 4 that codifies for the enzymes
KAU, GA 20ox and GA-3ox respectively.
Like flowering repressors were found:
EMBRIONIC FLOWER (EMF) and
DELLA. The looking for these genera
was done using the available software
on web site of National Center of
Biotechnology Information (NCBI). The
published genera related to floral
transition, were used to generate
homologous groups of sequences using
BLAST, against banks of proteins or
nucleotides sequences. After, these
groups of sequences related, were lined
up by the software ClustaW (1.83) with
the format of aligned sequences to find
blocks of consensus or conserved
sequences through the Blocks Multiple
Alignment Processor program. These
regions preserved were used for the
design of degenerated primers with the
software CODEHOP (Rose et al., 1998).

The PCR reaction was carried
out on a thermal cycler BioRAD model
i-Cycler, with an initial
denaturalization of 2´ to 94ºC
«Hotstart»; the rest of cycling was
accomplished with a "touchdown"
strategy by beginning in 60ºC for after
diminishing temperature to -0.5ºC per
cycle until reaching 55 to 53ºC (10 to
12 cycles) in the rest of cycling,
followed by a late final extension to
72ºC during 10 minutes.

Obtaining of flowering
analogues in Musa

Once obtained the fragment size
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La reacción de PCR se realizó en
un termociclador BioRAD modelo i-
Cycler, con una desnaturalización ini-
cial de 2´ a 94°C "Hotstart"; el resto del
ciclado se realizó con una estrategia
"touchdown" comenzando en 60°C para
luego descender la temperatura -0,5°C
por ciclo hasta alcanzar 55 a 53°C (10
a 12 ciclos) en el resto de los ciclados,
seguido por una última extensión final
a 72ºC durante 10 minutos.

Obtención de análogos de
floración en Musa

Obtenido el tamaño del fragmento
esperado, según el diseño de los
cebadores, se procedió a su purificación
a partir de geles de agarosa, clonaje y
transformación en E. coli DH5α.-T1R
químicamente competente
(Invitrogene). Luego se purificaron las
bandas de interés (QUIAGEN) y se li-
garon con en el vector pCR®4-TOPO®

(Invitrogene). Una vez realizada la li-
gación se procedió a la transformación
en bacterias del vector (pCR®4-TOPO®)
con el inserto de interés para luego
amplificarlo en las colonias bacterianas
mediante PCR usando cebadores uni-
versales T3 y T7 que flanquearon el
sitio del clonaje del vector. Obtenida
la amplificación del inserto, se proce-
dió a un análisis con enzimas de res-
tricción de corte frecuente como DRAI,
RSAII y HINI, que reconocen cuatro
pares de bases. Los patrones de res-
tricción obtenidos, se agruparon con la
ayuda de un dendograma que permi-
tió seleccionar las secuencias según su
patrón de restricción.

Estas secuencias fueron contras-
tadas con los bancos de datos de
nucleótidos y proteínas para verificar
si lo clonado era un análogo de flora-
ción en Musa. El análisis funcional de

waited, according the primers design,
its purification from agarose gels,
cloning and transformation in E. coli
DH5α.-T1R chemically competent
(Invitrogene). After that, the interest
bands were purified (QUIAGEN) and
they were join to the pCR®4-TOPO®

vector (Invitrogene). When binding
was done, the transformation in bac-
teria of vector (pCR®4-TOPO®) was
accomplished with the insert of
interest for after amplified it in the
bacterial colonies through PCR by
using universal primers T3 and T7
flanking the vector cloning place.
Once obtained the amplification of
insert, an analysis with enzymes of
restriction of frequent cut like DRAI,
RSAII and HINI that recognize four
pairs of bases. The restriction
patterns obtained were grouped with
the help of a Dendrogram that
permitted to select the sequences
according its restriction pattern.

These sequences were
contrasted with data banks of
nucleotides and proteins to verify if
those cloned was an analogous of
flowering in Musa. The functional
analysis of proteins for genes found
was done through the Software
InterProScan (Quevillon et al., 2005).
The positive sequences of flowering
analogous in Musa, were registered
in the GENBANK of NCBI and the
specific primers were designed for the
next genetic expression analysis by
PCR on real time. Thus, the kinetics
of expression of these floral transition
genera can be studied with the
flowering in plantain, correlating
from the ontogeny point of view, the
development of apex according to the
foliar emission stage.
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las proteínas para los genes encontra-
dos fue realizado a través del Software
InterProScan (Quevillon et al., 2005).
Las secuencias positivas de los aná-
logos de floración en Musa, fueron
inscritas en el GENBANK del NCBI
y se procedió a diseñar los cebadores
específicos para los posteriores análi-
sis de la expresión genética por PCR
en tiempo real. De esta forma, se pudo
estudiar la cinética de la expresión de
estos genes de transición floral con la
floración en plátano, correlacionando
desde el punto de vista ontogénico, el
desarrollo de los ápices según el esta-
do de emisión foliar.

Trascripción reversa
Para el aislamiento de ARNm, se

tomaron los ápices a cada uno de los
siete estados de emisión foliar por gru-
po y se mezclaron lo más
homogéneamente. A cada muestra se
la añadieron 10 µL de Buffer 10X Tur-
bo DNase 2U.µL-1 (Qiagen) e inmedia-
tamente se le aplicó 1 µL de la enzima
TURBO DNase y se colocó a incubar
por 30 min a 37ºC. Luego, se le aplicó
40 ìl del inactivador de DNase, se agitó
por 3 min y se centrifugó por 90 seg a
10.000 xg. La extracción del ARNm se
realizó con el RNeasy Mini kit (Qiagen)
e inmediatamente se realizó una
trascripción reversa del ARNm para
obtener ADNc (Promega). Luego de
verificar la eficiencia de la
retrotranscripción, se cuantificó con un
espectrofotómetro (Nano Drop), la con-
centración final de ADNc, llevándolo a
una concentración final de 50 ng.µL-1.

Análisis de expresión de los
análogos de floración en Musa

Se utilizó un termociclador
Rotor-Gene 3000 (CORBETT
RESEARCH), con sistema múltiple de

Reverse transcription
For the mARN isolation, the

apex in each of seven foliar emission
stages was taken by group and they
were homogeneous mixed. 10 µL of
Buffer 10X Turbo DNase 2U.µl-1

(Qiagen) were added to each sample
and immediately 1 µL of the TURBO
DNase enzyme was applied and after
and it was incubated during 30 min
to 37ºC. Moreover, 40 µl of inactivated
DNase were applied, it was agitated
during 3 min and centrifuged during
90 sec to 10.000 xg. The mARN
extraction was done with the RNeasy
Mini kit (Qiagen) and immediately a
reverse transcription of ARNm was
accomplished in order to obtain ADNc
(Promega). After verifying the
efficiency of retro transcription, it was
quantified with a spectrophotometer
(Nano Drop), the final concentration
of ADNc, until reaching a final
concentration of 50 ng.µl-1.

Flowering analogue
expression analysis in Musa

A thermal cycler Rotor-Gene
3000 (CORBETT RESEARCH) was
used with a multiple system of four
channels, detection system with
filters from 510 to 610 nm connected
to a computer Desktop, Pentium III,
600 Mhz, 32 MB RAM. The
commercial kit of detection was the
iTaqTM SYBR Green Supermix with
bRox, for 500 reactions I (BIO RAD),
which already had the Buffer of
reaction (2X) dNTPs (0.4 mM) Taq
ADN polymerase (50 units.mL-1),
Mg2Cl (6 mM), internal reference
ROX (1µM) and the Fluorophore
SYBR Green, (BIORAD) (Deprez et
al ., 2002). The thermal cycler
conditions for each of genus evaluated
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cuatro canales, sistema de detección
con filtros desde 510 a 610 nm aco-
plados a una computadora Desktop,
Pentium III, 600 Mhz, 32 MB RAM.
El kit comercial de detección fue el
iTaqTM SYBR Green Supermix with
bRox, para 500 reacciones I (BIO
RAD), el cual ya contenía el Buffer de
reacción (2X) dNTPs (0,4 mM) Taq
ADN polimerasa (50 units.mL-1),
Mg2Cl (6 mM), referencia interna
ROX (1µM) y el fluoróforo SYBR
Green, (BIORAD) (Deprez et al.,
2002). Las condiciones del
termociclador para cada uno de los
genes estudiados fue:
Desnaturalización inicial: 95ºC, 2
min. Ciclado PCR: 40 ciclos de 95ºC
por 10 seg, 55ºC por 30 seg y 72ºC por
30 seg. Curva de disociación o melting:
desde la temperatura de alineamien-
to (55ºC) hasta los 95ºC. Se utilizó
como control interno un gen de refe-
rencia la β-Actina de Arabidopsis
(Iskandar et al., 2004).

La secuencia de los primer
que amplificaron a la βββββ-Actina y
a los genes fueron:

β-Actina F: C T G G A A T G G T
C A A G G C T G G T; R: T C C T T C
T G TCCCATCCCTACC

MUSAFLT2-F: G C T T C G T G
T T C G T C C T C T T C; 1R: T T T A
A A C G AATTCGCCCTTC: 101pb

MUSACO1-1F: G A T C T C G
A T A C G G C T C G T C; 1R: T G G
A T T GATGGTGTGGAGAA: 126 pb

Siendo F forward y R
reverse.

Obtenido los valores de Ct para
el gen de referencia y para cada uno
de los genes de interés, se procedió a
calcular sus niveles de expresión re-
lativa en cada uno de los estados jo-

were: Initial denaturalization: 95ºC, 2
min. Cycling PCR: 40 cycles of 95ºC
during 10 seconds, 55ºC during 30
seconds and 72ºC during 30 seconds.
Curve of dissociation or melting: from
the storage temperature (55ºC) to
95ºC. As an internal control, a
reference genus β-Actina of
Arabidopsis (Iskandar et al., 2004)
was used.

The primers sequence that
amplified to the βββββ-Actina and to
the genera were:

β-Actina F: C T G G A A T G G T
C A A G G C T G G T; R: T C C T T C
T G TCCCATCCCTACC

MUSAFLT2-F: G C T T C G T G
T T C G T C C T C T T C; 1R: T T T A
A A C G AATTCGCCCTTC: 101pb

MUSACO1-1F: G A T C T C G
A T A C G G C T C G T C; 1R: T G G
A T T GATGGTGTGGAGAA: 126 pb

Being F forward and R
reverse.

Once Ct values obtained for the
reference genera and for each of
interest genera, its relative expression
levels were estimated each of stages
young, medium and adult through the
formula: R= 2–(Delta Ct): being R, the
relative expression of the times in
which a genus is revealed with regard
to the reference. Delta Ct, correspond
to the value of normalization between
the result of difference of white gene-
ra Ct and the genus of reference for
each of tissues (Vega, 2003).

Results and discussion

The floral transition began to be
observed approximately at 4.5 months
(135 days after sowing), in 33% of
plants with a total of 25 leaves,
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ven, medio y adulto a través de la fór-
mula: R= 2–(Delta Ct): siendo R, es la ex-
presión relativa de cuantas veces más
o menos se expresa un gen con res-
pecto al de referencia. Delta Ct, co-
rresponde al valor de la normalización
entre el resultado de la diferencia de
los Ct de los genes blancos y el gen de
referencia para cada uno de los teji-
dos (Vega, 2003).

Resultados y discusión

La transición floral comenzó a
observarse aproximadamente a los 4,5
meses (135 días después de la siem-
bra), en un 33% de las plantas que
habían emitido un total de 25 hojas,
incrementándose a 60% en plantas
que alcanzaron las 27 hojas. Aún
cuando se encontró en la hoja núme-
ro 28, un 100% de plantas en transi-
ción, no fue hasta la hoja número 30,
donde se observó entre el 80 y 100%
en transición y todas, a excepción de
plantas con hoja 30, presentaron tran-
sición después de los 200 días de la
siembra (6,6 meses aproximadamen-
te). Este resultado coincidió con lo
señalado por Summerville (1944), al
trabajar con "Dwarf Cavendish" repor-
tó que la inflorescencia en este clon
comenzó a observarse entre los 3 a 6
meses de la siembra y esto dependió
de las condiciones ambientales pre-
sentes. Las primeras plantas en tran-
sición floral, presentaron perímetros
del pseudotallo de 30 cm y valores
cercanos o superiores a los 40 cm de
perímetro, medido a la mitad de la
altura de la planta, lo cual podría con-
siderarse como de alta probabilidad
para conseguir plantas en estado de
transición floral (80 a 100%). En cuan-

increasing 60% in plants reaching 27
leaves. Even when in leave 28 it was
found a 100% of plants in transition,
leave 30 showed between 80 and 100%
in transition and all of them, with
exception of plants with leave 30,
showed transition after 200 days after
sowing (6.6 months approximately).
This result agreed with those reported
by Summerville (1944), working with
"Dwarf Cavendish" who said that
inflorescence in this clone began to be
observed between 3 to 6 months of
sowing and this depended on
environmental conditions. The first
plants in floral transition showed
perimeters of pseudo- stem of 30 cm
and values closed or superior to 40 cm
perimeter, measured on the half of
plant height, which could be
considered of a high probability to
reach plants in floral transition stage
(80 to 100%). In relation to the
meristematic apex height (MAH) that
from leave 15 and to the leave 27 (-
0.25 to -0.01 mm, respectively), the
apex height remained with tendency
almost constant and with negative
mean values with regard to the
insertion plane of third armpit of
foliar primordia with regard to the
meristematic apical dome. From leave
28, the mean values of MAH changed
into positive ones, by showing a
progressive increase on apex height
until becomes almost constant in a
rank from 0.0 to 0.5 mm height. After
28 leaves emitted, tendency in values
of LMB were stabilized and they did
not decrease of 1.53 mm length, in
agreement to the increase of MAH
variable and in the higher
percentages of plants in floral
transition (figure 1).
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to a la altura del ápice meristemático
(ALMA), se observó que desde la hoja
número 15 y hasta la hoja 27 (-0,25 a
-0,01 mm, respectivamente), la altu-
ra del ápice permaneció con tenden-
cia casi constante y con valores pro-
medios negativos respecto al plano de
inserción de la tercera axila de los
primordios foliares con respecto al
domo apical meristemático. A partir
de la hoja 28, los valores promedios
de ALMA se tornaron positivos, indi-
cando un aumento progresivo en la
altura del ápice hasta volverse tam-
bién casi constante en un rango que
fue de los 0,0 a 0,5 mm de altura. Des-
pués de las 28 hojas emitidas, la ten-
dencia en los valores de LBM, se
estabilizaron y no disminuyeron de
1,53 mm de longitud, coincidiendo con
el aumento de la variable ALMA y en
los mayores porcentajes de plantas en
transición floral (figura 1).

Genes análogos de floración
en Musa

De 79 oligos degenerados y 142
combinaciones, se lograron encontrar
tres grupos genéticos en plátano
Hartón Enano, los cuales fueron regis-
trados en el GenBank del NCBI como:
MUSAFLT y MUSACO, todos análo-
gos de floración de Arabidopsis, como
Flowering Locus T o FT (Nakatsuka
et al., 2009) y Constan (CO), respecti-
vamente. Los cebadores utilizados fue-
ron: FLOWERING LOCUST1F: 5'-C
GGACCTTCTACACCCTGGTnatggtngayc-
3'- 3R: 5'-CGCAGCCGGACTCC
ckytgrcartt-3'

CONSTANT1F:5'-CGCCTA
CCTGTGCGCCwsntgygayrc-3'-2R:5'-
GATCCGCGGCCGGryytcngcrta-3'

Además, el análisis BLAST mos-
tró que los productos de PCR

Analogue genera of flowering
in Musa

From 79 degenerated oligo and
142 combinations, it was possible to
find three genetic groups in Dwarf
Harton plantain, which were
registered in GenBank of NCBI like:
MUSAFLT and MUSACO, all the
flowering analogues of Arabidopsis,
like Flowering Locus T or FT
(Nakatsuka et al., 2009) and Constan
(CO), respectively. Primers used were:
FLOWERING LOCUST1F: 5'-C
GGACCTTCTACACCCTGGTnatggtngayc-
3'- 3R: 5'-CGCAGCCGGACTCC
ckytgrcartt-3'

CONSTANT1F:5'-CGCCTA
CCTGTGCGCCwsntgygayrc-3'-2R:5'-
GATCCGCGGCCGGryytcngcrta-3'

Also, the BLAST analysis
showed that PCR products sequenced
were analogues to flowering genera in
other species of monocotyledonous
plants like rice (Oryza satiiva) and
corn (Zea mays).

Sequences of analogues
MUSAFLT and MUSACO flowering
in plantain

 MUSAFLT1: DQ153045: GGA
AACGAGATCGTCTGCTACGAGAG
CCCACGGCCAACAGCTGGTATCCACCG
C  T T C G T G T T C G T G C T G T T
C CGGCAATCGGTC C G G C A G A
C G A T C T A C G C G C C T G G G
T G G A G G C A G A A C T T C A A
C A C C A A G G A C T T C T C C G C
T C T C T A C A A C C T C G GG G A
T C C C G T C G C T G C C A T G T T
C T T C A A T T G C C A G C
GGGAGTCCGGCTGCGAAGG

A m i n o a c i d s : NE I V C Y
E S P R P T A G I H R F V F V L F R
Q S V R Q T I Y A P G W R Q N F N T
K D F S A L Y N L G D P V A A M F
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Figura 1. Altura y longitud de la base del meristema apical en plantas
de plátano Hartón Enano con 15 y hasta 35 hojas emitidas.

Figure 1. Height and length of apex meristem base in plantaun plants
of Dwarf Harton with 15 and 35 leaves.

secuenciados fueron análogos a genes
de floración en otras especies de plan-
tas monocotiledóneas como arroz
(Oryza satiiva) y maíz (Zea mays).

Secuencias de MUSAFLT y
MUSACO análogos de floración en
plátano

 MUSAFLT1: DQ153045: GGA
AACGAGATCGTCTGCTACGAGAG
CCCACGGCCAACAGCTGGTATCCACCG
C  T T C G T G T T C G T G C T G T T
C CGGCAATCGGTC C G G C A G A
C G A T C T A C G C G C C T G G G
T G G A G G C A G A A C T T C A A
C A C C A A G G A C T T C T C C G C
T C T C T A C A A C C T C G GG G A
T C C C G T C G C T G C C A T G T T
C T T C A A T T G C C A G C
GGGAGTCCGGCTGCGAAGG

Aminoácidos:NE I V C Y E S
P R P T A G I H R F V F V L F R Q S
V R Q T I Y A P G W R Q N F N T K D
F S A L Y N L G D P V A A M F F N C
Q R E S G C E G N E I V C Y E S P R
P T A G I H R F V F V L F R Q S V R
Q T I Y A P G W R Q N F N T K D F S

F N C Q R E S G C E G N E I V C Y E
S P R P T A G I H R F V F V L F R Q
S V R Q T I Y A P G W R Q N F N T K
D F S A L Y N L G D P V A A M F F N
C Q R ESGCE

MUSAFLT2: DQ153047: AC G
A A A G T C C A A G G C C A A C T C
T G G G G A T C C A T C G C T T C G
T G T T C G T C C TC T T C C T G C
A G T T G G G T C G G C A G A C G
G T G T A C A C C C C G G G C T G
G C G G C A A A A C T T C A A C A C
C A G G G A C T T C G C C G A G C
T C T A C A A C C T C G G C T C G C
C T G T G G C T G C C G T C T A C T
T C A A C T G C C A A C G G G A G
T C C G G C T G C G A A G G G C G
A A T T C G T T T A A A C C T
GCAGGAC

Aminoacids: Y E S P R P T L
G I H R F V F V L F L Q L G R Q T V
Y T P G W R Q N F N T R D F A E L
Y N L G S P V A A V Y F N C Q R E S
G C EGRIRLNLQD

MUSAFLT3: DQ153048: C C G
C G C G C A C A G G T C G A G A G
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A L Y N L G D P V A A M F F N C Q
R ESGCE

MUSAFLT2: DQ153047: AC G
A A A G T C C A A G G C C A A C T C
T G G G G A T C C A T C G C T T C G
T G T T C G T C C TC T T C C T G C
A G T T G G G T C G G C A G A C G
G T G T A C A C C C C G G G C T G
G C G G C A A A A C T T C A A C A C
C A G G G A C T T C G C C G A G C
T C T A C A A C C T C G G C T C G C
C T G T G G C T G C C G T C T A C T
T C A A C T G C C A A C G G G A G
T C C G G C T G C G A A G G G C G
A A T T C G T T T A A A C C T
GCAGGAC

Aminoácidos: Y E S P R P T L
G I H R F V F V L F L Q L G R Q T V
Y T P G W R Q N F N T R D F A E L
Y N L G S P V A A V Y F N C Q R E S
G C EGRIRLNLQD

MUSAFLT3: DQ153048: C C G
C G C G C A C A G G T C G A G A G
T T G G T C T G C T A C G A G A G C
C C G C G G C C G A C G A T A G G
G A T T C A C C G C A T G G T C T T
C G T G C T G C T C C G C C A G A
T G G G G A G G G G G A C G G T G
T T C G C G C C G C A G A T G C G
C C A C AA C T T C A G C A C C A G
A A G G T T C G T G C T G C A G T A
C T A C C T G G C G C C T G T C G C
C G C C A C C T A C T T T A A C T G
C CAAAGGGAGTCCGGCTGCG

Aminoácidos: S A R T G R E L
V C Y E S P R P T I G I H R M V F V
L L R Q M G R G T V F A P Q M R H
N F S T R R F V L Q Y Y L A P V A A
TY FNCQRESGC

CO1: DQ153049: CCCTTAAC
CG G G C G G C C T C C A G C C A T
G A G C G C G C C T G G C N N T G
C G A G G C C T G C G A G C A T G
T C C C C G C CG T C G T C A C C

T T G G T C T G C T A C G A G A G
C C C G C G G C C G A C G A T A G
G G A T T C A C C G C A T G G T C T
T C G T G C T G C T C C G C C A G A
T G G G G A G G G G G A C G G T G
T T C G C G C C G C A G A T G C G
C C A C AA C T T C A G C A C C A G
A A G G T T C G T G C T G C A G T A
C T A C C T G G C G C C T G T C G C
C G C C A C C T A C T T T A A C T G
C CAAAGGGAGTCCGGCTGCG

Aminoacids: S A R T G R E L
V C Y E S P R P T I G I H R M V F V
L L R Q M G R G T V F A P Q M R H
N F S T R R F V L Q Y Y L A P V A A
TY FNCQRESGC

CO1: DQ153049: CCCTTAAC
CG G G C G G C C T C C A G C C A T
G A G C G C G C C T G G C N N T G
C G A G G C C T G C G A G C A T G
T C C C C G C CG T C G T C A C C
TG C A A G G C C G A C G C C G C C
G T C C T A T G C G C C G A C T G T
G A C G C C G A C A T C C A C T C C
G C C A A C C C C C T C G C T C G C
C G C C A C G A G C G C A T C C C
C C T G C T T C C C T T C C T C G G
C C C T G C C C C C A A G C C C C C
T G C C AC C G G A C G C G T A G G
C A G C G G C G A C G A C G A C G
A G A C G G A C G C C G A  G G C C
G C C T C A T C C C T C C T C C C C
C A A G A G G G C C C G G T G C T
C C G A T C G G C C G C G G A G T
T C T T C T T C T C C G A C G C T G
A T G C T T A C C T G G A T C T C G
A C T A C G G C T C G T C G A T G G
A C G A G A T G A A G A C C G T C
G T G G G A G C A G A C C A G C C
G T T C T T C C T G G C A C C C G G
T G G T G A A T A T T T C G A T C T
C A A T A T C G C C G G A T G C A A
A C A A G A A G C C G A T C A T T C
C T T A T G C C A C A G C G T A T T
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TG C A A G G C C G A C G C C G C C
G T C C T A T G C G C C G A C T G T
G A C G C C G A C A T C C A C T C C
G C C A A C C C C C T C G C T C G C
C G C C A C G A G C G C A T C C C
C C T G C T T C C C T T C C T C G G
C C C T G C C C C C A A G C C C C C
T G C C AC C G G A C G C G T A G G
C A G C G G C G A C G A C G A C G
A G A C G G A C G C C G A  G G C C
G C C T C A T C C C T C C T C C C C
C A A G A G G G C C C G G T G C T
C C G A T C G G C C G C G G A G T
T C T T C T T C T C C G A C G C T G
A T G C T T A C C T G G A T C T C G
A C T A C G G C T C G T C G A T G G
A C G A G A T G A A G A C C G T C
G T G G G A G C A G A C C A G C C
G T T C T T C C T G G C A C C C G G
T G G T G A A T A T T T C G A T C T
C A A T A T C G C C G G A T G C A A
A C A A G A A G C C G A T C A T T C
C T T A T G C C A C A G C G T A T T
C T C C A C A C C A T C A A T C C A
C G T C G A G C T A A A AA A A G C
G C C A C C G C A A C G T G T T C T
C A C A G C T T T G C T T C G T G G
G A C G G T G C A G G T G T C G T
C G T C G G A G G C A G C C G T G
G T G C C G G A C G T G T C G C A
G C C A T C G G C G G T G G G G A
T G C C G T G T G A T C C G G C G
G C A G C A C G G T T G G A C C G
G GA G G C A A G G C T G A T G C G
A T A C A G G G A G A A G C G G A
A G A G C C G G A G G T T C G A G
A A G A C G A T A A G G T A C G C
G T C G A G G A A G G C C T A C G
C T G A G G C C C G G C C G C G G
A T C A A G G G C G A A TTCA

Aminoácidos: L N R A A S S H
E R A W X C E A C E H V P A V V T
C K A D A A V L C A D CD A D I H S
A N P L A R R H E R I P L L P F L G

C T C C A C A C C A T C A A T C C A
C G T C G A G C T A A A AA A A G C
G C C A C C G C A A C G T G T T C T
C A C A G C T T T G C T T C G T G G
G A C G G T G C A G G T G T C G T
C G T C G G A G G C A G C C G T G
G T G C C G G A C G T G T C G C A
G C C A T C G G C G G T G G G G A
T G C C G T G T G A T C C G G C G
G C A G C A C G G T T G G A C C G
G GA G G C A A G G C T G A T G C G
A T A C A G G G A G A A G C G G A
A G A G C C G G A G G T T C G A G
A A G A C G A T A A G G T A C G C
G T C G A G G A A G G C C T A C G
C T G A G G C C C G G C C G C G G
A T C A A G G G C G A A TTCA

Aminoacids: L N R A A S S H
E R A W X C E A C E H V P A V V T
C K A D A A V L C A D CD A D I H S
A N P L A R R H E R I P L L P F L G
P A P K P P A TG  RV  G S G D D D E
T D A E A A S S L L P Q E G P V L R
S A A E F F F S D A D A Y L D L D Y
G S S M D E M K T V VG  AD  QP  F
F L A P G G E Y F D L N I A G C K Q
E A D H S L C H S V F S T P S I H V
E L K K A P P Q R V L T A L L R G
TV Q V S S S E A A V V P D V S Q P
S A V G M P C D P A A A R L D R E
A R L M R Y R E K R K S R R F E K
T I RYASRKAYAEARPRIKGEF

Analogues expression
analysis of flowering in plantain
for MUSAFT and MUSACO

The MUSAFLT proteins showed
to be homologous to those found in
Centroradialis (CEN) Phosphatidyl-
Ethanolamine-Binding (PEBP) (8.5e-
37 [1-72]T), a family of highly
preserved proteins and identified in
numerous tissues of a high variety of
organisms like bacteria, yeast,
nematodes, plants, Drosophila and in
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P A P K P P A TG  RV  G S G D D D
E T D A E A A S S L L P Q E G P V L
R S A A E F F F S D A D A Y L D L D
Y G S S M D E M K T V VG  AD  QP
F F L A P G G E Y F D L N I A G C K
Q E A D H S L C H S V F S T P S I H
V E L K K A P P Q R V L T A L L R G
TV Q V S S S E A A V V P D V S Q P
S A V G M P C D P A A A R L D R E
A R L M R Y R E K R K S R R F E K
T I RYASRKAYAEARPRIKGEF

Análisis de expresión de aná-
logos de floración en plátano para
MUSAFT y MUSACO

Las proteínas de MUSAFLT,
mostraron ser homólogas a las encon-
tradas en Centroradialis (CEN)
Phosphatidyl-Ethanolamine-Binding
(PEBP) (8,5e-37 [1-72]T), una fami-
lia de proteínas altamente conserva-
das e identificadas en numerosos te-
jidos de una gran variedad de orga-
nismos como bacterias, levaduras,
nemátodos, plantas, Drosophila y en
mamíferos. En plantas, la función de
PEBP ha sido reportada como un
activador morfológico del meristemo
en crecimiento y de estructuras flora-
les en cebada (Hordeum vulgare;
Farre et al., 2007), así como también
juega un papel importante en la re-
gulación de quinasas en Antirrhinum
centroradialis (Banfield y Brady,
2000).

El alineamiento por ClustalW,
mostró bloques altamente conservados
a nivel de los aminoácidos en proteí-
nas de MUSAFLT, y los genes FLT de
diferentes especies como Populus
nigra, A. thaliana, Avena sativa y O.
sativa (figura 2) y el análisis Blast2,
también mostró una alta conservación
de secuencias, entre un 80 y 92%, en
las diferentes especies analizadas. En

mammalian. In plants, the PEBP
function has been reported like a
morphological inactivator of meristem
in growing and of floral structures in
barley (Hordeum vulgare; Farre et al.,
2007), as it plays an important role
on chynases regulation in
Antirrhinum centroradialis (Banfield
and Brady, 2000).

The ClustalW aligning showed
highly preserved blocks at level of
amino acids in proteins of MUSAFLT,
and genera FLT of different species
like Populus nigra, A. thaliana, Ave-
na sativa and O. sativa (figure 2) and
the Blast2 analysis, also showed a
high sequences conservation, between
80 and 92%, on different species
analyzed. In rice for instance, a
monocotyledonous as plantain, an
analogous genus of FT, Hd3a
Expand+ (Takahashi et al., 2009),
showed almost 70% of homology with
FT (Kojima et al., 2002), a
conservation value below those found
for MUSAFLT.

The phylogenetic tree done for
MUSAFLT, showed that these
sequences were related to homologous
genera of O. sativa. In A. thaliana, FT
and LEAFY (LFY) promotes flowering
and they were positively regulated by
the transcription factors of
CONSTANS (CO), (Turk et al., 2007).
FT mediated those signals inducing
flowering of contrary matter with the
genus TERMINAL FLOWER1 (TFL).
FT also function as a transcriptional
activator of genera APETALA1, WUS,
FUL, SEP3 and other unknown ge-
nera, which were accumulated in the
meristems and contributed to begin
the floral transition (Teper and
Samach, 2005).



Rev. Fac. Agron. (LUZ). 2010, 27: 521-544

537

arroz por ejemplo, una
monocotiledónea al igual que plátano,
un gen análogo de FT, Hd3a Expand+
(Takahashi et al., 2009), mostró cerca
de un 70% de homología con FT
(Kojima et al., 2002), valor de conser-
vación en su secuencia muy por deba-
jo por lo encontrado para MUSAFLT.

El árbol filogenético realizado
para los MUSAFLT, mostró que es-
tas secuencias estuvieron relaciona-
das con genes homólogos de O. sativa.
En A. thaliana, FT junto con LEAFY
(LFY), promueven la floración y fue-
ron positivamente regulados por fac-
tores de transcripción de CONSTANS
(CO), (Turk et al., 2007). FT actuó en
parte mediando las señales que indu-
jeron la floración de manera antagó-
nica con el gen TERMINAL
FLOWER1 (TFL). FT funcionó tam-
bién, como un activador
transcripcional de los genes
APETALA1, WUS, FUL , SEP3 y
otros genes desconocidos, los cuales se

Figura 2. Relación entre proteínas MUSAFLT y MUSACO con otras
proteínas relacionadas a genes de floración en plantas.

Figure 2. Relationship between MUSAFLT and MUSACO proteins with
other proteins related to flowering genes in plants.

The CO genus was one of
responsible of inducing flowering on
long days in Arabidopsis (Fornara et
al., 2009). The proteins or the RNAm
of CO, were moved from leaves and
phloem toward meristematic apex in
vegetative stages, being the genus
also expressed in the meristem
(Huang et al., 2007), but this
expression is need for the flowering
induction. The CO function was
mainly as of photo periodical signals
and after they induced to other gene-
ra like direct responsible of floral
transition, as SOC, FT (Ayre and
Turgeon, 2004) and LFY, not being
this last genus a direct target of CO
(Nilsson et al., 1998). CO, codify for a
protein of 373 amino acids residues
with two highly conserved regions.
The first one, in the N terminal region
shows two Zinc fingers (the Zinc
fingers of CONSTAN), related to
transcription factors of GATA type
and the second region have a termi-
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acumularon en los meristemas y con-
tribuyeron a iniciar la transición flo-
ral (Teper y Samach, 2005).

El gen CO, fue uno de los genes
responsable de inducir la floración en
días largos en Arabidopsis (Fornara
et al., 2009). Las proteínas o el mis-
mo ARNm de CO, se movilizaron des-
de las hojas y se transportaron por el
floema a los ápices meristemáticos en
estados vegetativos, pudiendo tam-
bién expresarse el gen en el mismo
meristema (Huang et al., 2007), pero
no siendo esa expresión quizás nece-
saria para la inducción de la floración.
La función de CO, fue primordialmen-
te como receptor de las señales
fotoperiódicas y luego indujeron a
otros genes como responsables direc-
tos de la transición floral, tal como
SOC, FT (Ayre y Turgeon, 2004) y
LFY, no siendo este último gen un
blanco directo de CO (Nilsson et al.,
1998). CO, codifica para una proteí-
na de 373 residuos de aminoácidos con
dos regiones altamente conservadas.
La primera, en la región N terminal
presenta dos dedos de Zinc (los dedos
de Zinc de CONSTAN), muy relacio-
nados a factores de transcripción de
tipo GATA y la segunda región con-
tiene un dominio carboxílico terminal
llamado CCT, llamado así por estar
presente en proteínas de CO, CO-Like
(COL) y TIMING OF CAB
EXPRESSION1 (TOC1) (Martynov y
Khavkin, 2005).

El dominio CCT presentó un
módulo de aproximadamente 43
aminoácidos, el cual estuvo relaciona-
do con la traducción de las señales lu-
minosas. Esta región CCT, fue sufi-
ciente para regular la función de pro-
teínas de localización nuclear y presen-

nal carboxylic dominance called CCT,
present in proteins of CO, CO-Like
(COL) and TIMING OF CAB
EXPRESSION1 (TOC1) (Martynov
and Khavkin, 2005).

The CCT domain showed a mo-
dule of 43 amino acids approximately,
which was related with the
translation of light signals. This CCT
region was enough to regulate the
function of nuclear location proteins
and they exhibit additional roles in
the protein-protein interaction
(Kurup and Holdsworth, 2000; Kwan
et al., 2005). MUSACO 1, showed a
CCT region and a box with zinc
fingers domain, these had almost 40
amino acids. One or two copies of
these reasons generally have been
related to a fingers ring, to form the
tripartite reason. This reason was
essentially found in transcription
factors, ribonucleoproteins and proto-
oncoproteins, with a domain function
yet unclear (Borden, 1998). This Zinc
fingers box MUSACO1 was located on
the amino acid 10 of 57 (E: 8.3e-17).
The align MUSACO with proteins
related to other species with ClustaW
showed a highly conserved zinc finger
box. Nevertheless, through the Blast2
analysis only were reported between
38 and 50% of identical amino acids
that reflected the rest of amino acids
sequence of USACO1 protein was
very variable with regard to the rest
of CO proteins. The phylogenetic tree
MUSACO1 showed that this genus
was related to CO sequences found of
O. sativa and H. vulgare . These
results also agreed with other
research where sequences CO found
in Lolium perenne "Ryegrass" (LpCO),
also related to O. sativa and H.
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taron roles adicionales en la
interacción proteína-proteína (Kurup
y Holdsworth, 2000; Kwan et al., 2005).
MUSACO 1, presentó una región CCT
y una caja con dominios de dedos de
Zinc; estos tuvieron alrededor de 40
aminoácidos. Uno o dos copias de es-
tos motivos han sido generalmente
asociados con un anillo de dedos, para
formar el llamado motivo tripartito.
Este motivo, se encontró esencialmen-
te en factores de transcripción,
ribonúcleo-proteínas y proto-
oncoproteínas, no estando la función
de este dominio claramente asignada
(Borden, 1998). Esta caja de dedos de
Zinc de MUSACO1 fue localizada en
el aminoácido 10 de 57 (E: 8,3e-17). El
alineamiento MUSACO con proteínas
relacionadas de otras especies de plan-
tas con ClustaW, mostró un motivo
altamente conservado denominado la
caja del dedo de zinc. Sin embargo,
mediante el análisis Blast2 solo se re-
portaron entre 38 a 50% de
aminoácidos idénticos lo que reflejó
que, el resto de la secuencia de
aminoácidos de la proteína MUSACO1
fue muy variable al resto de las pro-
teínas CO. El árbol filogenético,
MUSACO1 mostró que este gen estu-
vo relacionado con secuencias de CO
encontradas en plantas de O. sativa y
H. vulgare. Estos resultados también
concordaron con otra investigación
donde se reportaron secuencias CO
encontradas en Lolium perenne
"Ryegrass" (LpCO), relacionadas tam-
bién con los de O. sativa y H. vulgare,
y con un 53 a 69% de homología en su
secuencia con las de CO en A. thailana
(Martín et al., 2004).

Análisis de abundancia de
ARN mensajero de MUSAFLT y

vulgare, and with 53 to 69% of
similarity in its sequence with those
of CO in A. thailana (Martín et al.,
2004).

Abundance analysis of
messenger ARN of MUSAFLT and
MUSACO

The apex of group 3 showed
54.93 times of high levels of RNAm
for MUSAFLT, when comparing to
apex of less development stage,
increasing the expression value in
MUSAFLT of 10 to 1000 times on
apex from young stage to the adult
stage or in floral transition (table 1).
This increase of MUSAFLT value
suggested strong genus participation
on floral transition in this cultivar,
because in Arabidopsis FT promoted
flowering and they were positively
regulated by transcription factors as
CO genus in the same plants genus
(Onouchi et al., 2000). It has been
proved that FT expression mainly
happened in vascular tissue of leaves
(An et al., 2004) and that FT stimuli
or the same FT  translated to
messenger was moved to the
vegetative apexes to induce flowering
(Kuem-Lim et al., 2007). However, the
SOC1 genus very related to FT, was
expressed both in leaves and in
meristematic apexes. The size of FT
protein (23 kD) was below size of
plasmodesma expression limit,
therefore, protein could be free remo-
ved from the meristematic apex; this
movement changed during
development of growing organs (Kwan
et al., 2005). Unlike those reported in
CO, the FT messengers in long days
conditions like those found in plants
located in regions closed to the
Equator, FT was accumulated during
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MUSACO
Los ápices del grupo 3 mostra-

ron 54,93 veces altos niveles de ARNm
para MUSAFLT, al compararse con
ápices de menor estado de desarrollo,
incrementándose el valor de expresión
en MUSAFLT de 10 a 1000 veces en
ápices de estado joven al estado adul-
to o en transición floral (cuadro 1).
Este incremento del valor de
MUSAFLT, sugirió una fuerte parti-
cipación del gen sobre la transición
floral en este cultivar, ya que en
Arabidopsis FT promovió la floración
y fueron positivamente regulados por
factores de transcripción como los del
gen CO en el mismo género de plan-
tas (Onouchi et al., 2000). Se ha de-
mostrado que la expresión de FT, ocu-
rrió principalmente en el tejido
vascular de las hojas (An et al., 2004)
y que el estímulo de FT o el mismo
FT traducido a mensajero, se trasla-
do a los ápices vegetativos para indu-
cir la floración (Kuem-Lim et al.,
2007). Sin embargo, el gen SOC1 muy
asociado con FT, se expresó tanto en
hojas como en ápices meristemáticos.
El tamaño de la proteína de FT (23
kD), estuvo por debajo del tamaño de

Cuadro 1. Expresión relativa (R) para los genes análogos de floración
MUSAFLT y MUSACO en grupos de ápices de plantas de
plátanos en diferentes estados de emisión foliar.

Table 1. Relative expression (R) for analogues genes of MUSAFLT and
MUSACO flowering in groups of plantain plants apex in
different stages of foliar emission.

Gen Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
(15-21 hojas) (22-28 hojas) (29-35 hojas)

MUSAFT 0,00995 0,027 54,948
MUSACO 0,0000336 0,00088 0,0232

the day, being the dawn light the
maximum peak and falling on twilight
(Teper and Samach, 2005).

MUSACO, showed increases in
its expression values in ten times
when passing from group 1 to 2, or
when increasing the number of
emitted leaves, with a difference of
more than 5.000 times superior in
group 3 or in flowering stage, possibly
by showing this strong participation
in floral induction in Musa as reported
in Arabidopsis plants. The main
expression of CO was accomplished in
leaves, could be very few the
MUSACO treatments that as
activator signal perhaps reached the
plasmodesma to the meristematic
area of apex where was perceived and
accumulated in little quantities, but
enough to activate other genera as FT
and SOC1, accelerating the floral
transition process (Kwan et al., 2005).
This could explain the great increase
in the MUSAFLT expression when
increase the number of emitted leaves
in plantain plants. However, some
researches have suggested that
RNAm of CO, apparently they are
able to emigrate through phloem
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exclusión límite de los plasmodesmos,
por lo cual la proteína podría mover-
se libremente en el ápice
meristemático, cambiando este movi-
miento durante el desarrollo de los
órganos en crecimiento (Kwan et al.,
2005). Contrario a lo reportado en CO,
los mensajeros de FT en condiciones
de días largos como las encontradas
en plantas ubicadas en zonas cerca-
nas al Ecuador, FT se acumuló duran-
te el día, siendo el pico máximo du-
rante el crepúsculo y cayendo al
anocher (Teper y Samach, 2005).

MUSACO, presentó incremen-
tos en sus valores de expresión en diez
veces al pasar del grupo 1 al 2, ó al
aumentar el número de hojas emiti-
das, con una diferencia de más de
5.000 veces superior en el grupo 3 o
en estado de floración, indicando po-
siblemente esto una participación
fuerte en la inducción floral en Musa
tal y como se ha señalado en plantas
de Arabidopsis. La expresión princi-
pal de CO se realizó en las hojas, pu-
diendo ser muy pocos los transcritos
de MUSACO que como señal
activadora quizás lograron llegar a
través de los plasmodesmos a la zona
meristemática del ápice donde fue
percibido y acumulado en pequeñas
cantidades, pero suficientes para ac-
tivar otros genes como por ejemplo FT
y SOC1, acelerando el proceso de tran-
sición floral (Kwan et al., 2005). Lo
anterior podría explicar el gran incre-
mento en la expresión de MUSAFLT
al aumentar el número de hojas emi-
tidas en las plantas de plátano. Sin
embargo, algunas investigaciones han
sugerido que los ARNm de CO, apa-
rentemente no pueden emigrar a tra-
vés del floema hasta los ápices

toward the meristematic apexes (Ayre
and Turgeon, 2004) but they takes
part on activation of FT genus
(Fornara et al., 2009).

In plantain, the corm or real stem,
is the place where a great quantity of
reserve starches were accumulated, in
accordance with growth, reserves
increased until moment of flowering,
where the plant growth was stopped
and only makes the growing
inflorescence. In potato culture, a simi-
lar process occurred since the reserves
accumulation was stopped when plants
began the floral transition, being the
CO genus one of genera responsible on
diminishing of tuberization rate as a
product of floral transition induction
(Martínez et al., 2002).

Conclusion

The floral transition in Dwarf
Harton plantain mainly occurred in
plants with more of 27 emitted leaves.
The sequences of MUSAFLT and
MUSACO found in plantain or in its
cultivar apparently were similar to
genera sequences of floral transition
in other plants and they could have
an important role in regulation of flo-
ral transition process on Dwaf Harton
plantain cultivation. This statement
could mean the first step to
understand the molecular genetic
mechanisms that induce flowering in
plants of Musa genus.
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Conclusión

La transición floral en plátano
Hartón enano, ocurrió principalmen-
te en plantas con más de 27 hojas
emitidas. Las secuencias encontradas
de MUSAFLT y MUSACO hallados
en plátano o en su cultivar fueron
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Musa.
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