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1. Introduccion

La papaya (Carica papaya L.) pertenece a la familia Caricaceae, donde
los géneros Carica, Jacaratia y Jarilla son exclusivamente americanos,
mientras que Cylicomorpha es originaria de Africa. Dentro del género Carica
hay aproximadamente 22 especies pero sélo C. papaya es cultivada a gran
escala debido a su fruto comestible (Létschert y Beese, 1983).

El cultivo de papaya es actualmente uno de los principales cultivos en
los trépicos de todo el mundo y su fruto es importado principalmente por
Estados Unidos y paises de Europa. Ademas, es fuente de enzimas utilizadas
en la industria farmacéutica y alimenticia. La produccion mundial de papaya es
de aproximadamente 6.7 millones de ton al afio y en México se cultivaron, en el
2006, alrededor de 19 000 ha con una produccién de 805,672 ton (FAO, 2006).

Se han desarrollado muchas variedades de Carica papaya, pero la que
mas se consume a nivel mundial es la maradol, sin embargo, es la mas
susceptible al Virus de la Mancha Anular de la Papaya (VMAP o PRSV por sus
siglas en inglés). La enfermedad causada por el VMAP es la principal causa de
pérdida de este cultivo y se encuentra en todas las areas donde se cultiva la
papaya. Se transmite por injerto y por &fidos pero nunca por semilla. Un
método para combatir esta enfermedad es la hibridacion interespecifica que se
lleva a cabo cruzando variedades comerciales de C. papaya con especies
silvestres de Carica que muestran resistencia al virus (L&tschert y Beese,

1983).
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Carica cauliflora es una especie silvestre que ha demostrado ser
resistente al VMAP y ha sido ampliamente usada para la hibridacion con
papayas comerciales, pero la cruza de Carica papaya x C. cauliflora deriva en
barreras postcigéticas que impiden la obtencion de plantas adultas. Para
superar esto se ha recurrido al rescate de embriones (Magdalita y col., 1998;
Gutiérrez-Mora, 2002).

El analisis de ADN polimérfico amplificado al azar (RAPD, por sus siglas
en inglés) es una herramienta confiable y estable para detectar hibridacion.
Esta técnica utiliza iniciadores con secuencias arbitrarias de nucleétidos, que
cuando amplifica regiones al azar, muestran los polimorfismos que hay entre
especies y/o variedades.

En este trabajo se analizé por medio RAPDs el ADN de 15 hibridos R,y
se compard con el de sus progenitores para detectar polimorfismos y poder
comprobar la hibridacién. Ademas se incluyeron individuos F»,, una especie de
papaya silvestre proveniente de Yucatan y una variedad hawaiana de papaya,

éstos Ultimos como referencia.
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2. Antecedentes

2.1. Caracteristicas generales de la papaya

La situacién taxonémica del género Carica esta actualmente en
discusion, pues Badillo (1993) lo divide en dos, Carica 'y Vasconcella, dejando a
Carica papaya como Unica especie del género; sin embargo, esto no ha sido
ampliamente aceptado (Magdalita y col., 1997a; Magdalita y col.,, 1997b;
Magdalita y col., 1998; Mallikarjuna y col., 1999; Van Droogenbroeck y col.,
2002; Van Droogenbroeck y col., 2006).

La papaya es originaria
de los trépicos de América, se
distribuye desde el sur de
México hasta Brasil y se
cultiva desde antes de la
llegada de los espafioles
(Lotschert y Beese, 1983).
Gracias a la eficiente
propagacion por semilla, esta
planta fue facilmente
distribuida y popularizada por
los colonizadores espafioles

en todas las regiones

tropicales del mundo (lbar, 1979).

Figura 1. Carica papaya var. maradol.
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La papaya es una de las principales especies cultivadas en los tropicos
de todo el mundo y se han desarrollado muchas variedades de esta especie.
La variedad que mas se consume a nivel mundial es la maradol (figura 1),
desarrollada por el fruticultor cubano Adolfo Rodriguez Rivero. La altura de esta
planta es de aprox. 2.5 m, lo cual la sitia como enana al compararse con otras
variedades y con especies silvestres. Presenta fructificacién temprana, pulpa
de color rosado, de consistencia firme y sabor dulce. Estas caracteristicas
hacen que sea una variedad de interés para el productor y que tenga
preferencia por el consumidor en el ambito internacional. Ademas, la papaya es
importante fuente de sustancias bioquimicas, como carpaina, usada en la
industria farmacéutica (Chan y Tang, 1979), y papaina y quimopapaina,
enzimas proteoliticas (Medora y col., 1973; Hossain y col., 1993).

Segun la FAO (2006), México es el segundo productor de papaya en el
mundo con casi un millén de toneladas al afio y es el principal exportador a
Estados Unidos. El estado de Jalisco ocupa el lugar numero 9 en la produccion
de papaya en el pais, por debajo de Veracruz, Chiapas, Oaxaca, Colima,

Yucatan, Guerrero, Michoacan y Tabasco (SAGARPA, 2006).

2.2 Virus de la mancha anular de la papaya

La variedad maradol es la mas cultivada a nivel mundial por las
caracteristicas ya mencionadas, pero es también la mas perjudicada por el
VMAP. Las plantas infectadas con este virus desarrollan primeramente una

clorosis en las hojas jovenes, seguida por el aclaramiento de las nervaduras,
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encrespamiento y moteado evidente de las hojas. Estas se deforman, se
reducen y se vuelven filiformes. En el tallo y los peciolos se forman manchas
grasosas de color verde oscuro, alargadas, en los frutos las manchas son en
forma de anillo. Las flores son también atacadas, formandose en los pétalos
manchas anilladas, similares a las de los frutos. Muchas flores y hojas llegan a
caerse y los frutos se reducen en tamafo y se deforman (Conover, 1964,

Cook, 1972; Gonsalves, 1998).

Se han realizado muchos intentos para controlar efectivamente el VMAP.
El uso de aceite vegetal y/o insecticidas sistémicos asperjados a las plantas
para matar los insectos vectores de la enfermedad, controla la enfermedad
Unicamente cuando el porcentaje de indculo dentro de la plantacion es bajo y
cuando las aspersiones son periédicas. En Taiwan, la enfermedad se evita
sembrando en las estaciones donde ocurren pocos afidos. Se han intercalado
cultivos de tallo alto como barreras, por ejemplo la cafia de azlcar y el maiz.
Se colocan plasticos reflectores de color plateado después del transplante en el
campo y las plantulas se protegen en el vivero con bolsas plasticas
transparentes o mallas antiafidos. La erradicacion de las plantas enfermas solo
es eficiente donde el virus no es endémico, por lo que el virus permanece
latente (Yeh y col., 1988).

Otra solucion son las plantas resistentes obtenidas mediante ingenieria
genética. Fitch y col. (1993) reportaron alta eficiencia en la transferencia del

gen que codifica para la capside del virus, por medio de biobalistica, misma
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que le confiere una proteccion cruzada que impide que el virus se desarrolle
dentro de la planta. Estos investigadores utilizaron embriones cigdticos
inmaduros los cuales se bombardearon con un plasmido construido con el gen
que codifica para la proteina de la capside y dos genes marcadores, Neomicina
Fosfotransferana (NPTII) y B-glucuronidasa (GUS). Esto no ha sido del todo
exitoso debido a que el virus puede sufrir mutaciones.

Cabrera-Ponce y col. (1995) desarrollaron plantas transgénicas de
papaya resistentes a herbicidas modificando el ADN mediante bombardeo de
particulas.

Por otro lado, México es pais de origen de la papaya por lo que utilizar
plantas transgénicas implicaria una gran pérdida en la diversidad bioldgica,
ademas del rechazo total a los productos_ transgénicos por parte de los paises

con mayor consumo de este fruto (Milligan, 1994, Jauhar, 2006).

2.3 Hibridacion interespecifica

Debido a todas estas limitaciones ya mencionadas se ha recurrido al
desarrollo de cultivares genéticamente resistentes por medio de la hibridacion
interespecifica e intervarietal, que es ampliamente usada para la transferencia
de genes de individuos silvestres resistentes a plagas y enfermedades a
cultivares econémicamente importantes (Jauhar, 2006).

Especificamente con papaya se han llevado a cabo cruzas entre C.
papaya y especies silvestres que muestran resistencia genética al VMAP

(figura 2) (Alvizo-Villasana y col., 1987; Gutiérrez-Mora, 2002; Magdalita y col.,
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1997a; Magdalita, y col., 1997b; Magdalita y col., 1998; Manshardt y Wenslaff,

1989a; Manshardt y Wenslaff, 1989b).

Carica caulifora es una
especie silvestre que no es de
importancia econdmica, pues
sus frutos no son comestibles,
pero ha demostrado ser
resistente al VMAP por lo que
se ha usado para obtener
hibridos resistentes. Sin
embargo, las cruzas con C.
papaya no proporcionan
buenos resultados dadas las

barreras de incompatibilidad

genetica que ocasionan aborto
Figura 2. Especie silvestre de Carica sp. de embriones inmaduros
(Magdalita y col., 1998;

Gutiérrez-Mora, 2002).

Estas barreras postcigéticas que se derivan de la cruza de estas dos
especies han sido superadas gracias a la técnica de rescate de embriones, en
la cual se extraen los embriones inmaduros y se mantienen en un medio de
cultivo adecuado para su desarrollo (Manshardt y Wenslaff, 1989a; Gutiérrez-

Mora, 2002).
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Para obtener un hibrido que sea resistente al virus, pero que ademas
tenga las caracteristicas comerciales de la variedad maradol, se han llevado a
cabo retrocruzas hacia maradol (Gutiérrez-Mora, 2002). Para ésto, el
procedimiento comienza llevando a cabo cruzas entre Carica papaya var.
maradol con Carica sp. silvestre resistente al VMAP. De la primera generacion
(F1) se seleccionan las que muestran mayor resistencia al virus y se realiza una
retrocruza (R1) hacia maradol. Se seleccionan plantas de la generacion R
resistentes al virus pero ademas con las caracteristicas comerciales de
maradol, como tamanio, sabor, color y olor del fruto, y se realiza una segunda
retrocruza (Rz) hacia maradol, donde tedricamente cada planta deberan tener

una carga genética del 87.5 % de maradol y un 12.5 % con las papayas

silvestres (Figura 3).
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Carica sp. (silvestre) X Carica papaya var. maradol

l

o
50 % silvestre |=‘| X C. papaya var. maradol
50% maradol

Porcentaje < 25 % silvestre

de carga
genetica 75% maradol

12.5 % silvestre
87 5% maradol

R,
\

R, X  C. papaya var. maradol

Figura 3. Diagrama para la obtencién de hibridos tolerantes a traves
de la cruza de Carica papaya X Carica sp. silvestre.

2.4 Marcadores moleculares

Los marcadores son caracteres que diferencian a un organismo de otro
y tienen gran importancia en estudios evolutivos y de variabilidad, usandose
principalmente en la diferenciacién de individuos, discriminacion entre clones,
analisis filogenéticos y taxondmicos y mejoras genéticas (Rico-Cabanas, 2005).

Existen tres tipos de marcadores: morfologicos, bioquimicos vy
moleculares. Tradicionalmente, la caracterizacién y determinaciéon taxonomica
de especies o variedades se basa en el empleo de caracteres morfolégicos y/o
agronomicos (Azofeifa-Delgado, 2006). Sin embargo, la expresion de estos

caracteres puede estar influenciada por condiciones del medio ambiente,
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estacion del afio, segregacion genética y estado de desarrollo de la planta
(Beckman y Soller, 1986). Ademas, bajos niveles de polimorfismo limitan la
confiabilidad de los resultados del analisis y es particularmente dificil diferenciar
especies o variedades estrechamente relacionadas (Greef y Triest, 1999).

Por otro lado, los avances en biologia molecular han permitido el
desarrollo de métodos de identificacion basados en marcadores moleculares
que superan casi todas las limitantes de los morfoldgicos, principalmente las
influencias del medio ambiente. Estos marcadores moleculares son
fenotipicamente neutros, presentan mayor segregacion o polimorfismo que los
morfologicos, pueden ser evaluados desde los primeros estados de desarrollo
de las plantulas, son aplicables a cualquier tipo de material vegetal, son
independientes de la época del afio en que se realiza el andlisis y permite
seleccionar los individuos aun antes de que expresen el rasgo de interés
(Azofeifa-Delgado, 2006; Rico-Cabanas, 2005).

Los marcadores mas usados son los analisis de patrones de isoenzimas,
microsatélites o Secuencias Simples Repetidas (SSR), Polimorfismo de la
Longitud de los Fragmentos de Restriccion (RFLP por sus siglas en inglés),
Amplificacion Aleatoria del ADN Polimorfico (RAPD por sus siglas en inglées),
Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos Amplificados (AFLP por sus
siglas en inglés), etc. (Azofeifa-Delgado, 2006; Rico-Cabanas, 2005; Ude,
2002).

Las isoenzimas fueron los primeros marcadores bioguimicos en ser
usados por su metodologia rapida y sencilla, sin embargo, al igual que en el

caso de los marcadores morfolégicos, los resultados pueden ser afectados por

10
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cambios en el ambiente y |la etapa de desarrollo de las plantas (Rico-Cabanas,
2005). Tanksley (1993) menciona que el uso de las isoenzimas ha
estado muy limitado por el escaso numero de colorantes enzimaticos
disponibles y por la imposibilidad de contar con suficientes marcadores para
cubrir todo un genoma.

Con el descubrimiento de la reacciéon de polimerizacion en cadena
(PCR), una gran cantidad de técnicas de marcadores moleculares se han
generado (Jauhar, 2006), y hasta el momento se siguen generando mas, con
diferentes ventajas y desventajas, de tal manera que muchas veces se
convierte en un problema determinar cual seria la técnica mas conveniente
para lograr el objetivo planeado.

La técnica RFLP fue la primera técnica desarrollada basada en
marcadores de ADN en el 1970. Se define como la variacion en la longitud de
los fragmentos de ADN producida por una endonucleasa de restriccion
especifica a partir de ADNs genomicos de dos o mas individuos de una
especie. Su principal inconveniente es el elevado costo econémico (Azofeifa-
Delgado, 2006; Rico-Cabanas, 2005).

En los afios 90s se desarrollaron en plantas métodos para detectar
variabilidad basados en microsatélites o SSR (Simple Sequence Repeats). Se
trata de secuencias de 2-6 pb repetidas en tandem, en un numero que va de
dos hasta cientos de veces, y que se presentan distribuidos aleatoriamente en
el genoma de los eucariotas. Estos marcadores proporcionan un nivel de
polimorfismo elevado que se produce por el cambio en el numero de

repeticiones. La mayoria se comportan como codominantes. Son utiles en la

11
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construccion de mapas genéticos y altamente informativos. El desarrollo
de marcadores SSR es laborioso debido a que deben identificarse y
secuenciarse regiones gendmicas concretas (bordes del microsateélite)
(Azofeifa-Delgado, 2006; Rico-Cabanas, 2005).

Los AFLPs son considerados marcadores de alta eficacia, permiten el
analisis de un elevado nimero de loci por experimento sin requerir informacion
previa sobre su secuencia, son en su mayoria dominantes y altamente
reproducibles. Esta técnica combina el RFLP y la PCR ya que, aunque el
método deriva de la PCR, el polimorfismo que se detecta deriva de las
variaciones que se dan en los sitios de restriccion. Como desventajas presenta
que son marcadores dominantes y que fragmentos generados con el mismo
tamafio no tienen porque ser homologos (Azofeifa-Delgado, 2006; Rico-
Cabanas, 2005).

El analisis de ADN polimorfico amplificado al azar (RAPD) es una técnica
simple y confiable. Se basa en la amplificacién de segmentos de ADN al azar
usando iniciadores con secuencias arbitrarias de nucleétidos. Estos iniciadores
detectan polimorfismos, los cuales funcionan como marcadores geneéticos y
pueden ser usados para construir mapas genéticos que muestran caracteres
dominantes (Welsh y McClelland, 1990; Williams y col. 1990). Los RAPDs
generan un numero inmenso de marcadores vy, al contrario de los RFLPs, no
requieren de sondas especificas para cada especie y la cantidad de ADN

necesaria para el analisis es mucho menor.

12
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La eficiencia de los marcadores RAPDs puede estar influenciada por la
calidad y la pureza del ADN y por las condiciones de la reaccién de PCR, como
el numero de ciclos de amplificacion, la cantidad de ADN inicial, la longitud del
ADN, el iniciador y la temperatura (Azofeifa-Delgado, 2006). Sin embargo, esta
técnica ha sido usada exitosamente para determinar el nivel de diferenciacion
genética entre individuos (Hadrys y col., 1992; Milligan y col., 1994).

En papaya se han utilizado distintos tipos de marcadores para una gran
cantidad de estudios. Magdalita y col. (1997a) diferenciaron hibridos mediante
analisis de caracteres morfolégicos, citolégicos y RAPD. Jobin-Décor y col.
(1997) estudiaron relaciones genéticas entre Carica papaya y especies
silvestres relacionadas mediante patrones de isoenzimas y RAPD. Aradhya y
col. (1999) usaron RFLP para confirmar la estrecha relacion geneética que
existe entre las especies silvestres de Sur América y establecer linajes
evolutivos. Van Droogenbroeck y col. (2002 y 2004) utilizaron AFLPs y RFLPs,
respectivamente, para establecer relaciones filogenéticas entre Vasconcellea y
Carica, dos géneros estrechamente relacionados de la familia Caricaceae. Kim
y col, en el 2002, estudiaron la diversidad genética entre variedades vy
cultivares de Carica papaya mediante marcadores AFLPs, logrando obtener
mapas de relaciones genéticas del género.

Los marcadores moleculares mas utilizados en papaya son los
microsatélites y RAPD, los cuales se han aplicado en la determinacién de
sexo, mediciones de diversidad genética, desarrollo de mapas de ligamiento e
identificacidon de hibridos. Jobin-Décor y col. (1997) establecieron relaciones

genéticas entre Carica papaya y especies silvestres relacionadas utilizando
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RAPD: Magdalita y col. (1997a) identificaron hibridos de Carica papaya X

Carica cauliflora mediante RAPD; Parasnis y col. (1999) revelaron diferencias
especificas del sexo en papayas utilizando microsatélites; Parasnis y col.
(2000) lograron establecer una metodologia basada en RAPDs para
diagnosticar el sexo de plantulas de papayas; Urasaki y col. (2000) identificaron
marcadores RAPD especificos para papayas hembras y machos; Macedo y col.
(2002) lograron identificar el sexo de papayas mediante marcadores RAPD;
Kyndt y col. (2005) aislaron y caracterizaron microsatélites de Vasconcellea
heilbornii; Ocampo-Pérez y col. (2008) identificaron microsatélites en Carica
papaya y los transfirieron a especies de Vasconcellea; Eustice y col. (2007)
desarrollaron y aplicaron microsatélites para analizar el genoma de la papaya,

desarrollando mapas genéticos entre especies de Carica.
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3. Problematica

Debido a la extraordinaria productividad de la papaya, no solo como
cultivo fruticola, sino también como fuente bioquimica, es una de las principales
especies horticolas de los tropicos. El virus de la mancha anular de la papaya
(VMAP) provoca una enfermedad destructiva de la planta y afecta todas las
regiones donde la papaya es cultivada.

Para combatir esta enfermedad se ha recurrido a la hibridacion
interespecifica, y para comprobar ésto se utilizan varias técnicas. El andlisis de
ADN polimérfico amplificado al azar (RAPD) es una herramienta sencilla y
confiable que muestra los polimorfismos entre especies y/o variedades aun en
etapas tempranas de la planta donde otras técnicas no moleculares tienen

limitaciones.
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4. Justificacion

La principal causa de pérdida de cultivos de papaya en todo el mundo es
la enfermedad provocada por el virus de la mancha anular de la papaya
(Papaya Ring Spot Virus, VMAP), afectando notablemente el rendimiento y la
calidad del fruto.

Diversos autores han reportado especies silvestres que presentan
tolerancia a este virus, tal es el caso de Carica sp. la cual no ha sido explotada
con fines comerciales debido a que sus frutos no son comestibles. Sin
embargo, posee esta importante caracteristica que puede ser transferida a una
especie con un alto valor comercial, como es el caso de la Carica papaya var.
maradol, mediante mejoramiento genético convencional asistida con
herramientas de biotecnologia, como el rescate de embriones.

Es necesario constatar la hibridacion a nivel molecular para comprobar
el porcentaje de carga genética de los hibridos Rz, en relacion a los parentales
y verificar que la hibridacién fue exitosa. Para esto, el analisis de ADN
polimérfico amplificado al azar es una técnica rapida, econdmica, sencilla y
confiable para comprobar la hibridacién, atn en estadios inmaduros de las

plantas.
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5. Objetivo

Evaluar la hibridacién de plantas R, comparando genéticamente los

hibridos con sus progenitores.

6. Hipotesis

- Los hibridos seleccionados muestran mayor carga genética de maradol

que de la especie silvestre (Carica sp.).
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7. Materiales y métodos

7.1. Material vegetal

Se colectaron hojas jévenes de individuos visiblemente sanos de 10
plantas de maradol, 2 plantas de papaya silvestre, 4 plantas F2y 15 plantas Ry,
en la parcela experimental utilizada para la hibridacién en el campo del INIFAP,
en la Huerta, Jalisco (Tabla 1).

Las hojas se guardaron en bolsas de plastico y se transportaron en hielo
al laboratorio de biotecnologia vegetal del CIATEJ donde se cortaron y
congelaron a — 80° C hasta llevar a cabo las extracciones de ADN.

También se colectd material vegetal de la papaya silvestre proveniente

de Mérida y de la variedad Hawaiana.

Tabla 1. Relacién de ejemplares colectados para el analisis RAPD.

No de Muestra | Ejemplar No de Muestra | Ejemplar
1 Foa 18 Retrocruza 2, 44C
2 Fab 19 Retrocruza 2, 341V
3 Fac 20 Parental silvestre H
4 Fod 21 Parental silvestre M
5 Retrocruza 2, 44F 22 Parental maradol 1
6 Retrocruza 2, 44B 23 Parental maradol 2
7 Retrocruza 2, 44D 24 Parental maradol 3
8 Retrocruza 2, 44E 25 Parental maradol 4
9 Retrocruza 2, 45| 26 Parental maradol 5
10 Retrocruza 2, 45l1 27 Parental maradol 6
11 Retrocruza 2, 45llI 28 Parental maradol 7
12 Retrocruza 2, 45V 29 Parental maradol 8
13 Retrocruza 2, 44VI 30 Parental maradol 9
14 Retrocruza 2, 44VII ] Parental maradol 10
15 Retrocruza 2, 34VII 32 Control hawai
16 Retrocruza 2, 341X 33 Control mérida
17 Retrocruza 2, 44A
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7.2. Extracciéon de ADN
Se trituré el tejido foliar hasta su pulverizacion en un mortero con

nitrégeno liquido, y se colocaron 250 mg de muestra en tubos eppendorf de 2

mL.

Se hizo la extraccion de ADN con el kit de extraccion de SIGMA®
(GenElute Plant Genomic DNA Miniprep kit) siguiendo las recomendaciones del
fabricante para tal propésito. Después de la extraccion se agregaron 5 i de
ARN-asa (10 mg/mL), para eliminar el ARN y se incub6 por lo menos 1 hora a

temperatura ambiente.

7.3. Estimacién de la concentracion de las muestras

A partir de la solucién de ADN obtenida para cada muestra se preparo
una dilucién de 1:100 (10 uL del ADN de cada muestra mas 990 pl de TE), para
estimar la concentracion y la pureza del ADN por medio de un

espectrofotémetro de luz ultravioleta; la concentracion se obtuvo mediante la
formula:

[ADN (ng/uL)] = (DO260)(FD)(50 ng/ulL)
Donde:

DO.so= Densidad optica de la solucion de ADN leida a la longitud de
onda de 260 nm
FD= Factor de dilucién

50 pg/uL= Equivalencia en ADN de una unidad de densidad optica a 260
nm

La pureza del ADN se evalué como la proporcion de las lecturas a
longitudes de onda de 260 a 280 nm (260/280) donde valores entre 1.8y 2.0

indican ADN con pureza suficiente para la reaccién de PCR. Una relacion
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inferior a 1.8 indica la existencia de proteinas y/u otros elementos absorbentes
de UV en la muestra. Valores mayores de 2.0 indican contaminacion por ARN,
cloroformo, fenol o alguna otra sustancia organica.

A la par con esta cuantificacién se evalué la calidad del ADN obtenido
para cada muestra mediante un gel de calidad, cargando 10 uL de ADN mas
2uL de 5X de azul de bromofenol, en un gel de agarosa (ultrapura, Invitrogen)
al 1 %. Se incluyd como estandar de concentracién conocida ADN de
Arabidopsis a 50 ng/uL. La electroforesis se desarrollo en una camara de
electroforesis horizontal a 80 Volts durante una hora. Transcurrido este tiempo
el gel se tifi6 con bromuro de etidio y se visualizaron las bandas obtenidas por

medio de un transiluminador de luz ultravioleta y se digitalizé la imagen.

7.4. RAPD
7.4.1. Iniciadores
Se usaron 6 iniciadores de “AMERSHAM BIOSCIENCE?” (iniciadores 1-4,
9 y 10) y 5 iniciadores de “INVITROGEN" (iniciadores 5-8 y 11) utilizados

previamente por Magdalita y col. (1997a) (Tabla 2).
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Tabla 2. Secuencias de los iniciadores utilizados
Iniciador 1 5-d(GGT GCG GGA A)-3
Iniciador 2 5-d(GTA GAC CCG T)-3
Iniciador 3 5-d(AAG AGC CCG T)-3
Iniciador 4 5-d(CCC GTC AGC A)-3'
Iniciador 5 5-d(GAA CGG ACT C)-3
Iniciador 6 5-d(CAA ACG GGT G)-3
Iniciador 7 5-d(GGG TAA CGC C)-3
Iniciador 8 5-d(CCT TGA CGC A)-3
Iniciador 9 5'-d(AAG CCT CGT C)-3
Iniciador 10 5-d(TGA GTG GGT G)-3
Iniciador 11 5-d(CAA ACG TCG G)-3

7.4.2. Mezcla de reaccion para RAPD

El volumen total para la reaccion fue de 12.55 pl, constituido por los

siguientes componentes:

- Agua destilada ultra pura

- Buffer 10 X

- MgCl;, (50 mM)

- dNTPs (10 mM)

- ADN

- Iniciador (5 pmoles/pl)

- Taq polimerasa (Invitrogen 5u/ul)

5.4 ul
1.25 l
1l

7.4.3. Amplificacion y condiciones de la PCR

La amplificacion mediante la reaccién en cadena de la ADN-polimerasa

(PCR) se llevé a cabo en un termociclador TECHNE-TC 412 usando el

programa de amplificacién que se detalla en la tabla 3.
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Al término de la reaccion de amplificacion, las muestras fueron

guardadas en congelaciéon a -20° C, hasta realizar la electroforesis.

Tabla 3. Temperaturas y tiempo de la reaccion de PCR

Temperatura Tiempo

94°C 3 minutos
4 ciclos

94°C 30 segundos

36°C 1 minuto

72°C 2 minutos
42 ciclos

93°C 30 segundos

35°C 1 minuto

72°C 2 minutos

4°C Al final de los ciclos

7.4.4. Electroforesis

La separacion de los fragmentos obtenidos por iniciador para cada
muestra se efectud en geles de agarosa al 2% y bromuro de etidio (10mg/mL),
durante 3 horas a 120 Volts en una camara BIO-RAD.

A cada muestra se le agregaron 2 ul de azul de bromofenol y en cada
pozo se cargaron 12.5 ul. En el primer y ultimo pozo se cargaron 2 pl del
marcador de peso molecular de 100 pb. Después de la electroforesis se
procedié a la tincion del gel durante 15 min en una solucién de bromuro de

etidio. Se utilizé un amplificador de imagenes marca “Bio Rad” para fotografiar

los geles.
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7.4.5 Analisis de datos

Las bandas obtenidas fueron registradas en base a un cédigo binario
dando al valor 1 a la presencia y 0 a |la ausencia de bandas hasta formar una
matriz de presencias y ausencias, la cual fue usada para calcular una matriz de
similaridad genética utilizando diferentes indices (SM, Dice y Jacar). La matriz
de similaridad se usé para generar un dendrograma con el algoritmo UPGMA
(por sus siglas en inglés). Se estimo el coeficiente de correlacion cofenética
para determinar la veracidad del arreglo de los agrupamientos entre las
matrices de similaridad y cofenética para asi determinar cual indice se
aplicaria. Se utilizé el software NTSYS-pc ver 2.1 (Rohlf, 2000).

Se llevd a cabo un analisis de coordenadas principales (ACoP), con el
propésito de trazar relaciones no jerarquicas entre los ejemplares estudiados.
Los valores y vectores propios se calcularon con el uso de la matriz de
correlaciones y la opcion Eigen, el plano en dos dimensiones se trazé usando
la opcién 2Dplot, ambas aplicaciones incluidas en el software NTSYS-pc 2.1.

(Rohlf, 2000).
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8. Resultados y discusion

8.1. Extraccion de ADN y estimacion de la concentracién de las
muestras

La extraccidon de ADN es un paso importante en cualquier técnica que
emplea marcadores moleculares. La calidad del ADN depende, en gran parte,
del método de extraccion, el tipo de tejido y la edad del mismo. De tal manera
que a veces es necesario usar mas de un método de extraccion o hacer ajustes
a la metodologia para obtener ADN en la cantidad y calidad deseadas, asi
mismo, la concentracion de ADN molde asi como la presencia de algunos
contaminantes pueden afectar significativamente, la eficiencia de la
amplificacion.

La calidad del ADN obtenido se confirmé mediante geles de agarosa
(Figura 4). No se present6 degradacion del ADN, ni contaminacién por ARN u
otros productos; de igual modo, se observé una banda de ADN total bien
definida y en concentraciones similares para todas las muestras extraidas, por
lo que el método de extraccion utilizado fue igualmente eficiente para todos los
individuos.

Las lecturas de absorbancia de todos los individuos se presentan en la
tabla 4. La cantidad de ADN para todas las muestras fue similar (alrededor de
45-50 ng/ul, lo que concuerda con lo obtenido previamente en el gel de
calidad). En cuanto a la pureza, las relaciones 260/280 no fueron muy buenas

(Tabla 4), sin embargo, en el gel de calidad no se observdo que el ADN
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estuviera degradado o contaminado por lo que se decidié6 usar el ADN sin

hacer otro paso de purificaciéon, que si bien pudiera mejorar la calidad, se
correria el riesgo de perder ADN.

Las concentraciones de ADN recomendadas para hacer una reaccion de
RAPDs se encuentran entre 10 y 100 ng/ul (Welsh y McClelland, 1990). Dado
que las concentraciones fueron muy homogéneas se decidi6 usar las muestras
sin hacer ninguna dilucion y, dado que en las pruebas preliminares los
resultados fueron satisfactorios, se mantuvo esta concentraciéon para el resto

del trabajo.

Tabla 4. indices de absorbancia

Muestra | DO280 | DO260 | Con. ng/ul | Muestra | DO280 | DO260 | Con. ng/y
1 0.0825 | 0.0913 45.65 18 0.0877 | 0.0964 48.20
2 0.0825 | 0.0925 46.25 19 0.0927 | 0.1009 50.45
3 0.0860 | 0.0948 47.40 20 0.0837 | 0.0923 46.15
4 0.0877 | 0.0978 48.90 21 0.0856 | 0.0936 46.80
5 0.0822 | 0.0902 45.10 22 0.0846 | 0.0934 46.70
6 0.0826 | 0.0905 45.25 23 0.0844 | 0.0958 47.90
7 0.0822 | 0.0914 45.70 24 0.0845 | 0.0933 46.65
8 0.0869 | 0.0966 48.30 25 0.0835 | 0.0930 46.50
9 0.0824 | 0.0911 45.55 26 0.0864 | 0.0961 48.05
10 0.0827 | 0.0909 45.45 27 0.0847 | 0.0926 46.30
11 0.0830 | 0.0911 45.55 28 0.0851 | 0.0946 47.30
12 0.0851 | 0.0943 47.15 29 0.0835 | 0.0927 46.35
13 0.0821 | 0.0909 45.45 30 0.0843 | 0.0926 46.30
14 0.0817 | 0.0899 44.95 31 0.0837 | 0.0926 46.30
15 0.0811 | 0.0902 45.10 32 0.0844 | 0.0934 46.70
16 0.0816 | 0.0903 45.15 33 0.0842 | 0.0935 46.75
17 0.0834 | 0.0925 46.25
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Muestras

A S R W

Figura 4. Gel de calidad de ADN de hibridos de papaya (m = Arabidopsis).

8.2. Niveles de polimorfismo

Los once iniciadores utilizados en las reacciones fueron informativos,
con base en el numero de bandas obtenidas y en el nivel de polimorfismo que
cada iniciador presenté. El patrén de bandas obtenido para el iniciador 6 se

presenta en la figura 5, mientras que el resto de los geles en el anexo 2.

Meridz

= o
o F2 Rz Silvestre maracol z
= T

v — .

Figura 5. Ejemplo de patrén de bandas obtenido con el iniciador 6 (M.P.M.: Marcador de
Peso Molecular; R2: Retrocruzas2; Silvestre: Carica sp.; maradol: Carica papaya var. maradol,
F2, Hawaii y Mérida: controles)
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Con los 11 iniciadores RAPD utilizados se obtuvieron 163 bandas en
total con un promedio de 14.88 bandas por iniciador y un total de 139 (85.27 %)
bandas polimérficas. Resultados similares a los nuestros los encontraron Jobin-
Decor y col. (1997), ellos obtuvieron 188 bandas utilizando 14 iniciadores en 8
muestras al analizar relaciones genéticas entre Carica papaya y especies
silvestres relacionadas, mientras que Xu y Gai (2003), utilizando 20 iniciadores
obtuvieron 177 bandas, de las cuales 66 (37.3%) fueron polimoérficas y con un
promedio de 5.5 bandas por iniciador.

En el analisis de bandas por iniciador (Tabla 5) se observé que el
iniciador 4 es el que presenta un mayor nimero de bandas totales (28) y
también un mayor nimero de bandas polimorficas (25), aunque no es el
iniciador con mayor porcentaje de polimorfismo (89.28 %), estando por debajo
de los iniciadores 3y 7 (90 % y 89.47 %, respectivamente), y los iniciadores 6 y
9, en los que todas sus bandas fueron polimérficas (100%).

El iniciador 9 presentd 8 bandas totales y el iniciador 6 mostré 11, por lo
tanto, se considera que el iniciador que mayor informacién arrojé fue el 6.

El iniciador 8 presenté sélo 6 bandas y ninguna fue polimérfica, por lo
tanto fue el iniciador que dio menos informacion.

Sobresale el hecho de que los iniciadores utilizados previamente por
Magdalita y col. (1997a) en su identificacion de hibridos interespecificos de
papaya (iniciadores 5, 6, 7, 8 y 11), no arrojaron mayor informacion que los

nuevos iniciadores que se probaron (iniciadores 1, 2, 3, 4, 9y 10).
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Tabla 5. Numero de bandas y polimorfismo por iniciador

Iniciador Numero de Numero de bandas % Porcentaje de
Bandas polimérficas polimorfismo

1 9 8 88.88 %

2 19 16 84.21 %

3 20 18 90 %

4 28 25 89.28 %

5 18 16 88.88 %

6 11 11 100 %

7 19 17 89.47 %

8 6 0 0 %

9 8 8 100 %

10 18 16 88.88 %
11 i 4 5714 %

En la tabla 6 se puede observar que el grupo formado por los

organismos de las retrocruzas 2 (R2), y con los iniciadores utilizados, son los

que presentaron el nimero mas elevado de bandas polimérficas con un total de

69 (53.48 %). Seguido por el grupo de individuos formado por la variedad

maradol con un numero de bandas polimorficas total de 58 (50 %). En

contraparte el grupo que presentd menos variabilidad (bandas polimérficas) fue

el formado por la especie silvestre, el cual Unicamente presenta 36 bandas

(34.61 %).
Tabla 6. Nivel de polimorfismo por grupos estudiados
Nimero de bandas
Grupo polimorficas Porcentaje de polimorfismo
Maradol 58 50.00%
Silvestre 36 34.61%
R> 69 53.48%
Fo £ 45.08%
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Estas diferencias en los niveles de polimorfismo no eran los esperados,
pues los individuos de especies silvestres tienden a mostrar mayor variabilidad
que las especies y variedades cultivadas, ya que al haber sufrido un manejo
agricola, se puede haber reducido su acervo genético, como reporta Xu y Gai
(2003) en estudios de diversidad genética de soya, en el que especies
silvestres muestran mayor diversidad que las cultivadas, obteniendo 64 bandas
polimérficas para los individuos silvestres y solo 46 para los cultivados.
Igualmente Arana-Gutiérrez  (2006) reportd, en sus resultados de
caracterizacion de Agave angustifolia, que poblaciones silvestres mostraron
mayor diversidad que las cultivadas. Lo mismo se esperaba con las retrocruzas
en relacion a las F.

Kim y col. (2002) reportan resultados similares a este trabajo. En un
estudio de diversidad genética entre diferentes cultivares de Carica papaya y
especies silvestres de Carica, utilizando AFLP encontraron cierto grado de
polimorfismo (3 - 6%) en especies cultivadas, cunado esperaban encontrar 0%
y explican que la posible causa de esta variabilidad puede ser una fuente de
contaminacion de polen de cultivos vecinos, pudiendo afectar hasta el 5% de
las semillas producidas.

Por otro lado, el niumero reducido de individuos analizados de la especie
silvestre y de los individuos F> (2 y 4 respectivamente) pudieron haber influido
en el bajo nivel de polimorfismo de estos grupos en relacién con el numero de
individuos analizados de maradol y de retrocruzas, de los cuales se analizaron

10 y 15 muestras respectivamente.
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Los resultados indican que el material genético de los dos parentales fue

exitosamente incorporado en el hibrido. En la tabla 7 se observa que del total
de bandas (129) obtenidas para R», el 68.99 % de éstas son compartidas tanto
por maradol como por la especie silvestre. EI 17.82 % esta presente sélo en
maradol y el 6.97 % en la especie silvestre. Estos resultados son logicos
teniendo en cuenta que las retrocruzas se hicieron hacia maradol.

El 6.20 % restante son bandas nuevas que sélo se presentaron en las
retrocruzas y pueden ser el resultado de una recombinacion. Chen y col.
(2005), en su trabajo sobre produccién de hibridos somaticos interespecificos
con Brassica juncea, reportan también bandas parciales de los dos parentales

presentes en ciertos hibridos que se presentaron como resultado de la

recombinacion del genoma.

Tabla 7. Bandas compartidas por las retrocruzas y los parentales

Porcentaje del total de
No. de bandas bandas
En todas 89 68.99 %
En R,y Silvestre 9 6.97 %
En R, y Maradol 23 17.82 %
Soloen R» 8 6.20 %
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menor variabilidad, tienen un valor de 7.79. Estos mismos resultados
obtuvieron Kim y col. (2002) al comparar los niveles de polimorfismo con los

valores de similaridad entre cultivares de C. papaya y distintas especies de

Carica.
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8.4. Dendrograma
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Figura 6. Dendrograma de agrupamiento mediante el coeficiente SM y el método de agrupamieto
UPGMA, de individuos de papaya, a partir de marcadores RAPD (r = 0.89).
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Para verificar que el dendrograma obtenido se ajusta correctamente con
los datos obtenidos, se estimd el coeficiente de correlacidn cofenética y se
obtuvo el valor de “r". Esta prueba puede ser interpretada de la siguiente
manera:

Nivel de interpretacion.

Si rda un valor de 0.9 o mayor tiene muy buen ajuste.

Si res menor de 0.9 pero igual o mayor a 0.8 el ajuste es bueno.

Si res menor a 0.8 pero igual o mayor a 0.7 tiene un ajuste pobre.

Si res igual o menor de 0.7 entonces el ajuste es muy pobre.

Se probaron diferentes indices de similaridad y al comparar los valores
cofenéticos de los distintos indices probados se encontroé que los tres SM, Dice
y Jacar, dan valores de “r" muy cercanos entre si (0.890, 0.909 y 0.904
respectivamente). A pesar de que el valor de “r’ del indice SM es el menor, se
decidio utilizar éste para el analisis, pues agrupa los individuos F» dentro de la
misma linea, mientras que los otros indices separan a uno de los individuos F».

El dendrograma de agrupamiento generado a partir de los datos de 11
iniciadores RAPD, se presenta en la figura 6. En éste se observa la clara
separacion de los individuos usados como controles, hawaii y mérida, mientras
que en el primer caso se trata de una variedad de papaya comercial (la cual se
separa 0.76 de coeficiente de similaridad del grupo principal), la segunda es
una especie silvestre que fue colectada en el estado de Yucatén, por lo que su

separacion con respecto al grupo principal fue mayor (similaridad de 0.64).

34



UNIVERSIDAD
DE
GUADALAJARA Resultados

El grupo principal se compuso de varios subgrupos, al 0.79 de
similaridad se separaron las dos muestras de la especie silvestre, mientras que
a un 0.80 de similaridad se divide un grupo formado por todas las retrocruzas y
las muestras de maradol, separandose claramente de los individuos F,. Los
individuos de maradol y las R2 se mezclaron sin ningun patrébn aparente,
demostrando que, gracias a las dos retrocruzas, los hibridos estan mas
cercanos a maradol. Van Droogenbroeck y col. (2006) analizaron especies
silvestres de Vasconcellea e hibridos naturales de estas mismas y obtienen
resultados similares en su dendrograma, pues los hibridos se agruparon junto
con V. stipulata, especie con la que se sugiere ha sufrido retrocruzas.

Tanto los indices de similaridad, como el dendrograma, mostraron gran
diferencia entre los individuos de maradol con la variedad Hawaiana, lo que
sugiere origenes completamente distintos. Mientras que Kim y col. (2002)
muestran una similitud muy marcada entre varias variedades hawaianas.

Se observo también una marcada diferencia entre Carica papaya y las
otras dos especies silvestres. Resultados similares obtuvieron Jobin-Decor y
col. (1997) en un estudio sobre diversidad genética de papaya, comparando 6
especies de Carica, en el que C. papaya fue la mas alejada. Kim y col. (2002)

también observaron que C. papaya es la menos semejante a las otras especies

de Carica.
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8.5. Analisis de coordenadas principales
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Figura 7. Analisis de coordenadas principales (2D).

En este analisis (Figura 7) se reafirma lo expuesto por la matriz de

similaridad y el dendrograma. Se observa una clara agrupacion entre individuos

de maradol y las retrocruzas, lo cual indica que las retrocuzas resultaron

exitosas. Van Droogenbroeck y col. (2006) también presentan sus muestras

una distribucién similar, agrupando los hibridos con la especie que se sugiere

hubo retrocruza.

Los individuos F2 se separan de este grupo y se acercan mas a las

muestras de la especie silvestre, indicando que probablemente son producto de

la cruza de individuos F1 con la especie silvestre.
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La especie de Mérida se separa claramente del todas las demas
muestras evidenciando una marcada diferencia aun con la especie silvestre

utilizada para la hibridacion, mientras que la variedad hawaiana si se agrupa

con ésta ultima.
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9. Conclusiones

1. Los 11 iniciadores utilizados para la técnica RAPD proporcionaron
suficiente informacion para la diferenciaciéon de los grupos de individuos
estudiados, tanto entre los parentales, como entre estos y los hibridos.

2. Los hibridos R2 analizados estan mas cercanamente relacionados con
la variedad maradol que con la especie silvestre. Lo que nos indica una
mayor carga genética hacia este progenitor.

3. Se observa una gran variabilidad genética en la variedad maradol, lo que
sugiere que no es una linea pura o que tiene contaminacion de polen
externo en los sitios de produccién de semilla

4. Aunque no se ha logrado determinar el nombre de las especies
silvestres que se analizaron, se observa una gran distancia genética
entre la Carica sp. y la proveniente de Mérida.

5. La especie C. papaya esta genéticamente muy alejada de las demas
especies de Carica.

6. La técnica RAPD es un método confiable para identificar hibridacion en
papaya.

7. Es necesario probar RFLP y AFLP para observar codominancia y

heterozigosis.
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11. ANEXOS

Anexo 1. Matriz de similaridad
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Anexo 2. Fotografias de los Geles con los distintos Iniciadores
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