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RESUMEN

La Papaya (Carica papaya L.) es un arbol tropical frutal de gran relevancia
econdmica mundial. La planta entera produce una enzima proteolitica Ilamada papaina,
la cual se utiliza como suavizante de carne, clarificador de cerveza entre otras posibles
aplicaciones médicas. La papaya es oriunda de Centro Ameérica, y es la Unica especie
del género Carica.

Aun cuando su comercio mundial ha ido en aumento en los Gltimos afios, muy poca
importancia se ha puesto en tratar de caracterizarla. Recientes estudios, tales como el
Proyecto del Genoma de la Papaya, han aportado una serie de secuencias microsatélites
de esta planta. En este trabajo se evalGan seis de esas secuencias microsatélites con el
fin de evaluar su grado de polimorfismo entre dos generaciones filiales de papaya
maradol. Este estudio muestra que las seis secuencias microsatelites antes mencionados,
no son marcadores polimorficos para la papaya maradol.

Los resultados obtenidos del analisis de las huellas digitales obtenidas de la
amplificacion por las dos secuencias intermicrosatélites, muestra un alto grado de
heterocigosidad de la generacion F1 y F2. Esto demuestra tras el analisis de los
dendrogramas obtenidos, una seleccion de ciertos genes de la F1, que son trasmitidos a
la F2; aumentando de esta manera la brecha de variabilidad genética entre ambas
generaciones.

Se respalda de esta manera que muy probablemente las semillas obtenidas de otras
certificadas, no mantienen las caracteristicas moleculares de sus predecesoras en su
totalidad; y que el uso de éstas (semillas no certificadas) proporciona frutos y
caracteristicas morfologicas del arbol, dudosas, como productos de papaya maradol.

Se recomienda la continuacion del analisis de las secuencias microsatélites restantes,
con el fin de encontrar marcadores moleculares eficientes para medir el polimorfismo en

este cultivo.

A su vez se insta a continuar analizando las posteriores generaciones filiales de la
papaya maradol, con el fin de estimar los cambios subsecuentes en la heterocigosidad.

xii



ABSTRACT

Papaya (Carica papaya L.) is a tropical fruit tree of great economic importance
worldwide. The whole plant produces a proteolytic enzyme called papain, which is used
as a softening of meat, beer clarifier among other possible medical applications. The
papaya is native to Central America, and is the only species of the genus Carica.

While world trade has grown in recent years, very little importance has been placed
on trying to characterize it. Recent studies, such as the Papaya Genome Project, have
made a series of microsatellite sequences from this plant. In this paper we evaluated six
of these microsatellite sequences in order to assess their degree of polymorphism
between two generations of papaya maradol. This study shows that the six microsatellite

sequences mentioned above are not polymorphic markers for papaya maradol.

The results of the analysis of the fingerprints obtained by amplification of the two
sintermicrosatellites sequences show a high degree of heterozygosity of the F1 and F2
generations. This analysis of the dendrograms obtained, shows a selection of certain
genes of the F1, which are transmitted to the F2, thus increasing the gap between

genetic variability of both generations
It is recommended the continuation of the analysis of the remaining microsatellite
sequences in order to find molecular markers to measure effective polymorphism in this

crop.

This in turn encourages further assess of the next generations of papaya maradol, to

estimate the subsequente heterozigosity variation.
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.  INTRODUCCION

El cultivo de la papaya en Guatemala es de gran importancia, como producto agricola
no tradicional de exportacion. El cultivo a escala mundial va en incremento en su
popularidad y demanda, tanto como fruta para consumo humano, como por las enzimas

que se pueden extraer de él.

Existen muchas variedades de papaya, entre ellas la papaya Maradol que se caracteriza
por su sabor singular, tamafio y productividad. Esta papaya se cultiva a partir de semilla
certificada, debido a que se trata de una planta hibrida disefiada cientificamente. Una
planta hibrido es aquella en la cual se han mezclado caracteristicas genéticas de distintos
congeneres. Estas caracteristicas se seleccionan por medio de métodos tradicionales, tales
como la seleccion de genes por fenotipos deseados. De esta manera solamente las plantas

que cumplan los requisitos visuales, tendran oportunidad del apareamiento.

Cada dia, los productores del cultivo se ven en la necesidad de afrontar la rentabilidad
de la cosecha. Esto es en parte debido a que el vigor hibrido de la papaya se pierde con el
paso del tiempo, al pasar de generacién en generacion, por causa de entrecruzamientos
entre organismos relacionados. Es asi como las plantas Maradol preseleccionadas
comienzan a manifestar caracteristicas propias de sus antecesores y no de las mezclas

deseadas.

La importancia de este estudio radica en el hecho de analizar molecularmente la
variabilidad genética que ocurre de la primera a la segunda generacion filial de papaya,
cuando no se utilizan por segunda vez semillas certificadas. De esta manera se analiza la
posibilidad de disminuir el consumo de semillas certificadas, debido a que no se pierde

informacion genética importante hasta la segunda generacion de la papaya Maradol.



A. ANTECEDENTES

1. El papayo. El papayo (Carica papaya) es un arbusto perteneciente a la familia
Caricaceae. Es una planta de origen americano, conocida y empleada en toda América

desde hace varios siglos.
Actualmente figuran 21 especies pertenecientes al género Carica; aun asi, Carica
papaya es la especie de mayor importancia econémica. (Tung et al. 2003).

La clasificacion taxonomica del papayo se muestra en el Cuadro 1.

CUADRO 1: Clasificacion taxonomica del papayo.

Dominio Eukaria
Reino Vegetal
Division Antophyta
Subdivision Angiosperma
Clase Dicoteleddnea
Subclase Chrisopetala
Orden Apriétales

Familia Caricacea
Género Carica
Especie Carica papaya

(Ibar 1986) (Tung et al. 2003)

La planta posee un tronco hueco sin ramas (a pesar de lo que podria inferirse de la
imagen incluida en la clasificacién cientifica), de una altura entre 1,8 y 6 m, coronado por
follaje en forma palmeada, provisto de largos peciolos (ver Figura 1). EI mismo conserva
aun en los especimenes maduros una textura suculenta y turgente, escasamente lefiosa; y
presenta numerosas cicatrices caracteristicas, producto del crecimiento y caida
consecutiva del follaje superior. El arbusto presenta una raiz principal pivotante que

puede desarrollarse hasta un metro de profundidad. Las raices secundarias se concentran


http://es.wikipedia.org/wiki/Caricaceae
http://es.wikipedia.org/wiki/Am%C3%A9rica
http://es.wikipedia.org/wiki/Metro

en un radio de 80 cm y la mayor concentracion de raices absorbentes se encuentra en los

primeros 20 cm de la superficie del suelo.

Las hojas de tipo palmeadas poseen largos pedunculos y I6bulos, midiendo las hojas
hasta 24 cm de diametro y los tallos alrededor de 61 cm de largo. Estas estan dispuestas a
lo largo del tallo en forma alterna. La planta produce un promedio de 2 hojas por semana,
desarrollando en un afio hasta 100 hojas nuevas. Una planta adulta posee alrededor de 30
hojas funcionales, y se considera que el minimo de hojas con las cuales puede
desarrollarse bien es de 15. (Tung et al. 2003)

Figura 1: Fotografia del papayo, sus hojas, flores y fruto.

A % [P . ‘ ! e | \

B

(Yurrita 2008)

La papaya es el fruto del papayo. Este fruto es rico en vitamina A, B1, B2, y acido
ascorbico. Ademas de consumirse como fruta fresca el latex obtenido de la papaya
contiene papaina. La papaina es una enzima con numerosas aplicaciones en la industria
de la alimentacion (como clarificador de cerveza y como ablandador de carne, cosmética

y farmacéutica.) (Ibar, 1986)

El papayo es un arbol que posee los sexos separados. Incluso, las flores masculinas y
femeninas se encuentran en distinto pie de la planta; por lo que se le considera una planta

dioica. Sin embargo, algunas veces las flores masculinas y femeninas estan en el mismo


http://es.wikipedia.org/wiki/Hoja
http://es.wikipedia.org/wiki/Cent%C3%ADmetro

pie, por lo que la planta es monoica. Si existen flores masculinas, femeninas y
hermafroditas, entonces la planta es poligama. (Mora y Bogantes; 2005) (Hao et al.,
2004)

2. Siembra y cultivo de la papaya. La practica mas comun de propagacion de la
papaya es por medio de semilla. En la mayoria de los casos, y debido a que la variedad
Maradol es un hibrido, suelen utilizarse semillas certificadas. El uso de semillas requiere
de la utilizacion de semilleros, donde se desarrollan las plantulas. En algunos lugares las
siembras se hacen directamente en el campo, usando un promedio de 20 semillas por

postura.

Existen otros metodos de propagacion de semilla, entre los cuales se encuentran los
métodos asexuales. En ellos se desarrolla la plantula a partir de cultivo de tejidos usando
yemas laterales y posteriormente los meristemos aislados, o por medio de propagacion
por estacas, injertos y raices. Con respecto a la propagacion por medio de cultivo de
tejidos, se ha visto que se puede llegar a obtener un 100% de hermafroditismo. (Escobar
2000)

Durante el proceso de crecimiento del cultivo es necesario realizar un raleo previo, en
donde los brotes laterales del tallo principal del arbusto son removidos; esto se debe a que
estos tallos axiales tienden a producir frutos que suelen ser de mucho menor tamafo. Otra
practica comun es el deshoje, en el cual las hojas mas viejas de las plantas deben ser
eliminadas ya que pueden convertirse en hospederos de varias plagas y enfermedades,

tales como el virus del anillado de la papaya (PRSV-p). (Escobar 2000)

Una vez las plantas de papaya han madurado y empiezan a producir flor, es posible
realizar un sexado. En esta préctica, los productores buscan seleccionar mediante
caracteristicas morfologicas de las flores, el sexo de las mismas. De esta manera se
seleccionan las plantas hermafroditas y las hembras, en tanto que las plantas macho son
eliminadas. Esto tiene como fin tratar de aumentar el porcentaje de plantas hermafroditas

que aseguren una produccion predominantemente de frutos alargados. (Escobar 2000)



3. Genética de la papaya. El papayo es una planta dioica con herencia diploide.
Basado en esta relacion de segregacion sexual, Horovitz y Jiménez (1967) consideran que
la papaya tiene un sistema de determinacién sexual de tipo cromosémico XY. La
combinacion cromosdémica XX determina el fenotipo femenino y XY determina el tipo

masculino.

Recientemente se ha confirmado que la papaya presenta un cromosoma Y
evolutivamente incipiente que contiene un pequefio sector no recombinante (Ma et al.
2004), el cual agrupa los genes que codifican para sus caracteres sexuales masculinos
(Liu et al. 2004).

Se postula que dicha region también comprenderia un gen vital mutado e inactivo para
el desarrollo del embrion, por lo cual los genotipos homocigotos dominantes serian

letales (Liu et al, 2004). El resto del cromosoma Y es de caracteristicas autosémicas.

Actualmente se conoce que el genoma de la papaya estd compuesto por 372 millones
de pares de bases, contenidos en nueve cromosomas. (Universidad de Hawaii en Manoa
2008).

4. Variedades de papayos. Debido a que el papayo se reproduce generalmente

por semillas, son muchas las variedades conocidas y continuamente aparecen otras

nuevas (Tung et al. 2003).

En cada zona de cultivo existen variedades propias mejor adaptadas a sus condiciones
climatoldgicas. Sin embargo, las variedades mestizas son poco estables, por lo que es
preciso tener cuidado en obtener semillas cuyos progenitores pertenezcan a la misma
variedad (Hao et al. 2004).

Factores como la complejidad de sexos, multiples combinaciones florales, facilidad de
cruzamiento por viento o insectos, hacen dificil mantener la pureza de las distintas

variedades. Esto hace que una variedad pierda su identidad en dos o tres generaciones, sin



embargo se puede evitar que esto suceda mediante polinizacion controlada. Para ello se
puede lograr mayor homogeneidad usando variedades que posean solamente flores
hermafroditas; o desarrollar mediante investigacion algin método de reproduccion
asexual, que mantenga las caracteristicas deseables de la variedad (Hao et al., 2004)

Actualmente, son muy conocidas en el mundo, las variedades Solo (Hawaiana),
Bluestem, Maradol, Graham, Betty, Fairchild, Rissimee, Puna y Hortusgred. En
Guatemala se encuentran y comercializan las variedades hawaiana taynun y maradol
(Tung et al. 2003).

Las diferencias entre las tres principales plantas de papaya en Guatemala, son
bastante bien marcadas desde un punto de vista fenotipico. Estas diferencias se
manifiestan dnicamente cuando la planta empieza a florear o en la produccion del fruto.
(Tung et al. 2003).

5. Papaya Maradol. La variedad maradol es de origen cubano. El arbol es de porte

relativamente bajo y los frutos son de tamafo mediano (2.8 kg). A su vez, los frutos
presentan la ventaja que poseen tanto la pulpa como su cascara muy firme, lo que la hace
bastante resistente al transporte. Ademas su forma es generalmente alargada, facilitando
su empaque. Las plantas de esta variedad, tienen una proporcion de 67% de

hermafroditismo y 33% de flores femeninas. (Mora y Bogantes 2005).

La papaya Maradol se destaca por su buen sabor y alto valor nutricional. La buena
duracion en pos cosecha, su resistencia al transporte en largas distancias, y la alta
productividad del cultivo (180 toneladas por hectarea al afio) le confieren un lugar estable

en el mercado presente y futuro. (Tung et al. 2003).

6. Semillas certificadas de la variedad Maradol. La propagacion de las
distintas semillas de cada variedad suele realizarse mediante semilla importada. Estas
semillas suelen ser certificadas. Este proceso suele ser bastante costoso tanto por la

adquisicion de las semillas, como por el largo proceso llevado a cabo para su preparacion



antes de pasar al campo de siembra; ain asi, algunos agricultores contintian haciendo uso
de él. El alto costo de este proceso ha generado que muchos de los agricultores en
Guatemala contintien sus cosechas mediante el uso de semillas obtenidas de la siembra
anterior, provocando una posible variabilidad genética entre las plantas de la misma
variedad. (Tung et al. 2003).

En Guatemala la produccién de papaya se centra a dos regiones Unicamente: la region
sur (Retalhuleu y Escuintla), regién oriental y la norte (Petén), en mucha menor cantidad.
Aunque solamente en la region sur del pais se siembra la variedad maradol. (Tung et
al.,2003) (MAGA, 2008)

La semilla certificada tiene un 66% de plantas hermafroditas y un 33% de hembras.
Los agricultores tienden a aumentar estas proporciones al sembrar el doble o en algunos
casos hasta el tripe de semillas certificadas. Esto permite que aumenten el porcentaje de

hermafroditismo a un 85 y 93% respectivamente. (Tung et al. 2003)

Esta practica genera un problema, se aumenta el grado de hermafroditismo al mismo
tiempo que, se incrementa el grado de hembraesterilidad. Este es un mecanismo natural,
en el cual se asegura la supervivencia de la especie, al tratar de aumentar las posibilidades

de intercambio genético entre dos plantas de papaya distintas. (Tung et al. 2003)

7. Vigor hibrido de la variedad Maradol. EI vigor hibrido o heterosis es el

fendbmeno en donde los hibridos o generacion F1 obtenida a partir de varias plantas,
exhiben fenotipos superiores a los de sus padres. Esta técnica permite obtener variedades
superiores tanto en calidad, como en productividad. Este tipo de hibridizacion entre
papayas permite especiacion, evolucion adaptativa e innovaciones ecoldgicas (Zhuang et
al. 2007).

La papaya Maradol es un hibrido disefiado por un laboratorio cubano. En ella se busca

fomentar las mejores caracteristicas de sus padres.



El vigor hibrido se mantiene conservando constantemente un reservorio de semillas
certificadas de esta variedad. De esta manera se descartan las plantas de la cosecha
anterior, y se sustituyen por nuevas plantas, obtenidas de un nuevo lote de semillas
certificadas (Stupar et al. 2008).

Al realizar la cruza entre dos organismos, sin importar el namero de ellos, el producto
F1 posea un méximo vigor hibrido. Al cruzar la F1 entre si, para obtener la segunda
generacioén, o F2, se disipa una porcion del vigor inicial. Esta reduccion del vigor hibrido
entre F1 y F2 depende del nimero de variedades o razas que integran la mezcla. Y, entre
mayor es el namero de razas que integran la mezcla, mayor es la retencion del vigor
hibrido (Stupar et al. 2008). Debido a que la composicion de la F1 con respecto a la de
los padres puede variar drasticamente, es oportuno mencionar que la disipacion de genes
de una generacion a la siguiente, pueda variar de igual manera. La composicion de la
generacion F2, variaria en un 50% (con el mismo porcentaje de reduccion del vigor

hibrido), generando variaciones aleatorias en el resto del genoma (Balestre et al. 2008).

8. Mercado de la papaya. La papaya es una de las frutas tropicales con mayor

potencial que se producen a nivel mundial. Los mercados de papaya han mostrado un
continuo Yy estable crecimiento, y muchos importadores estan optimistas con respecto al
futuro de este producto, la clave del éxito para la papaya en el futuro son los desarrollos
en cuanto a variedades, avances en el manejo del cultivo ademas del desarrollo de

tecnologias para el transporte y el manejo post cosecha (MAGA 2008).

En el afio 2000 la Organizacion Mundial para la Alimentacion y la Agricultura de la
Organizacion de las Naciones Unidas reportd un estimado de 5.1 millones de toneladas
métricas cosechadas a nivel mundial, esto casi duplica la produccion del afio 1980 (FAO
2007).

Los mercados actuales de papaya en el mundo han aumentado considerablemente. Y
aungue paises como Brazil y México exportan una gran cantidad de papaya al

extranjero; la demanda por este producto no llega a saciarse por completo (FAO 2007).



Actualmente nuevos mercados como el europeo, asiatico e incluso el estado unidense
han incrementado su importe y exporte tanto de frutas como vegetales. La papaya no ha
sido la excepcidn, la cual, como se observa en el Cuadro 2 mantiene una alto nivel de
exportacion en toneladas meétricas, en especial por paises de América. Pronto este
mercado se ampliara para paises como Holanda, Alemania y Bélgica. Registros indican
que durante los afios 2003 y 2004, el mercado Europeo compré un 62% de la produccion
total mundial de productos no tradicionales como la papaya. Esto se tradujo a US$31.9
millones invertidos en este tipo de productos; generando ganancias para 1,056
productores aproximadamente. Este valor fue US$5.7 millones mayor que en afos
anteriores (FAO 2007).

CUADRO 2 : Listado de los principales paises exportadores de papaya en el mundo.

Pais exportador Toneladas metricas

de papaya en general

Mexico 59,638
Malasia 34,312
Brasil 9,878
Estados Unidos 6,024
Jamaica 4,000
Holanda 2,051
Guatemala 1,467
Costa Rica 1,000
Ghana 1,000

(FAO 2007).

El mercado de actual de los paises que exportan papaya en Latinoamérica esta
altamente influenciado por la exportaciéon de la variedad maradol. Este hecho se puede
observar en el Cuadro 2, donde se muestra el volumen de produccion de papaya (en
toneladas). A su vez, en el Cuadro 3 se muestran las principales variedades producidas en
Guatemala, junto a la generacion anual de jornales que se manifiesta en la siembra de
papaya. (FAO 2007)
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CUADRO 3: Detalle de las plantaciones de papaya establecidas y la generacion de
jornales de los afios 2006 y 2007, segin el MAGA y PROFRUTA

Depar- Varie- Hecta- Cantidad de Monto GENERACION DE
tamento dad reas plantas asignado JORNALES
estable-  otorgadas ANUALES
cidas Q)
2006 2007
Escuin-  Criolla 60.530  131,148.00 31,983 34,172
tla 491,805.00
Maradol ~ 31.100 91,366.00 9,638 11,750
180,777.88

Subtotal 94.630 222,514 671,582.88 41,621 45,922

Quet- Criollas 21.903 50,157 11,573 12,365
zalte- 188,088.75
nango
Subtotal 21.903 50,157 188,088.75 11,573 12,365
Retal- Criolla 46.955 106,350 398,812.50 24,810 26,508
huleu
Maradol 17.730 82,004 9,368 10,009
178,768.72
Tainung 11.200 44,800 5,918 6,323
97,664.00
Subtotal 75.885 233,154 40,096 42,840
675,245.22

Guatemala es uno de los paises que mediante el renovado impulso por parte de
sectores privados, han promovido la produccion y exportacién de productos agricolas no
tradicionales. Entre estos se encuentran la papaya, la mora y el mango, entre otros.

Esto se ve reforzado, mediante el hecho que tanto el clima como el suelo de Guatemala
son ideales para el cultivo de la papaya (clima tropical, suelo con pH entre 6y 7 y una
humedad relativa del 70%) (Tung et al. 2003), (MAGA 2008).



11

9. Marcadores moleculares. La caracterizacion e identificacion tradicional de
variedades se ha basado en el empleo de caracteres morfol6gicos y agronémicos
Actualmente se han desarrollado técnicas que permiten la caracterizacién de una planta
como la papaya, mediante el uso de marcadores moleculares (marcadores de ADN o
acido desoxirribonucleico) (Azofeifa-Delgado 2006).

Existen dos clases de marcadores, los morfol6gicos y los moleculares. Los marcadores
morfoldgicos han sido muy Utiles, pero presentan muchas limitantes. Esto se debe a que
la expresion de algunos caracteres estan sujetos a factores ambientales o fenologicos. Con
frecuencia, este tipo de marcadores solo es posible evaluarlos a nivel de toda la planta,
cuando ésta llega a su estado adulto, en donde para la gran mayoria de frutales tropicales

significa una espera, no deseable, de varios afios (Azofeifa-Delgado 2006)

Por otro lado, los marcadores moleculares, gracias a los avances en la biologia
molecular, se han implementado como métodos de identificacion y caracterizacion; que
superan en la gran mayoria de los casos, las limitaciones de los métodos tradicionales.
Estos marcadores moleculares son fenotipicamente neutros, presentan mayor segregacion
o0 polimorfismo que los morfologicos, y pueden ser evaluados desde los primeros estados
de desarrollo de las plantulas. Ademas son aplicables a cualquier tipo de material vegetal,
son independientes de la época del afio en que se realiza el analisis, y permiten la
identificacion correcta de la variedad sin necesidad de muchos caracteres. Es importante

mencionar que estan libres de los efectos epistaticos (Azofeifa-Delgado 2006).

Los marcadores moleculares han sido definidos como cualquier diferencia notipica
controlada genéticamente. Los marcadores del ADN se basan fundamentalmente en el
andlisis de las diferencias en pequefas secuencias del ADN entre individuos. Las técnicas
empleadas para ello son muy diversas y dan el nombre a los distintos tipos de

marcadores, los cuales pueden ser de caracter dominante o codominante (IAEA 2002).

Actualmente los marcadores moleculares se emplean para la caracterizacion genética y

para el mejoramiento genético de muchos cultivos. Esto permite determinar la
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biodiversidad de los cultivos y reconstruir relaciones filogenéticas de los mismos o bien,
la de sus patogenos. (Shen, et al. 2006).

Algunos ejemplos de las técnicas que utilizan marcadores moleculares son:
Microsatélites o secuencias simples repetidas (SSR), el polimorfismo de la longitud de
los fragmentos de restriccion (RFLP), secuencias simples inter repetidas (ISSR),
amplificacion aleatoria del ADN polimérfico (RAPD), polimorfismo en la longitud de los
fragmentos amplificados (AFLP), entre otros (IAEA 2002).

En el Cuadro 4 se presenta el resumen de las principales caracteristicas de los

marcadores moleculares antes mencionados (Gupta et al. 2007) (Azofeifa-Delgado 2006).

CUADRO 4: Comparacion de las caracteristicas de cuatro tipos de marcadores

moleculares
Caracteristica SSR AFLP ISSR RAPD
Nivel de polimorfismo que  Alto Medio Alto Medio
detecta
Tipo de dominancia Codominante ~ Codominante ~ Codominante =~ Dominante

/ dominante /dominante

Numero de loci Multiloci Multiloci Multiloci Multiloci
Abundancia en el genoma Media Alta Media Muy alta

(Azofeifa-Delgado 2006).

10. Secuencias Simples Repetidas (SSR). Los microsatélites 0 secuencias

simples repetidas (SSR) son regiones de secuencias pequefias (dos a 10 pares de bases)
repetidas, arregladas en serie, tal como se observa en la figura 2, y distribuidas
aleatoriamente en los genomas de los organismos. Ademas son secuencias de ADN
altamente variables; presentes en los genomas de hongos, plantas y animales (Suresh et
al. 2007). Estas secuencias pueden o no estar asociadas con genes; por lo que son loci
altamente mutables que pueden estar presentes en muchos sitios del genoma (Muduniri y

Nagarajaram 2007).



13

FIGURA 2: Diagrama en el que se muestra una region microsatélite, delimitada por dos
regiones, con las cuales es factible disefiar los iniciadores.
) Repeticion
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(Azofeifa-Delgado 2006).

Se sabe ademas que la repeticion microsatélite por si misma no codifica para formar
ninguna proteina, y que debido a que las secuencias de ADN repetitivo pueden
recombinarse y expandirse mas frecuentemente que otros tipos de secuencias, mantienen
un alto grado de variabilidad polimorfica. Esto genera que estas regiones son a menudo
altamente variables y consecuentemente Utiles para medir el polimorfismo entre especies

o0 variedades muy relacionadas (Azofeifa-Delgad 2006) (Suresh et al. 2007).

Cuando estas regiones son individualmente amplificadas por medio de la reaccion en

cadena de la polimerasa (PCR), utilizando un par de oligonucle6tidos flanqueantes como
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iniciadores, muestran casi invariablemente polimorfismo debido a las diferencias en su
longitud, como consecuencia de la ocurrencia de los diferentes nimeros de las unidades
de repeticion o motivos (Mackay, Wright y Bongfiglioli 2008). EIl origen de tal
polimorfismo estd aln en debate, aunque previsiblemente éste se deba al evento de
“resbalon” o “slipagge” durante la replicacion del DNA (Schlotterer y Tautz 1992; Zane
et al. 2002), en el cual ya sea la cadena nueva o la cadena patrén se desliza sobre la otra
en al menos un motivo, resultando en un mal apareamiento de las mismas (Moxon y
Wills 1999). Otras posibles causas para la generacion de polimorfismo son otros tipos de
mutaciones, como las eliminaciones e inserciones, ya sean en el microsatélite en si o0 en
las regiones que lo flanquean alterando el tamafio de la region microsatélite. La
duplicacion de una secuencia microsatélite en otra region del genoma da lugar a la
generacion de marcadores microsatelites multilocus (Jarne y Lagoda 1996; Villamon
2000).

Los microsatélites fueron inicialmente descritos en humanos, y en poco tiempo fueron
hallados en otros mamiferos como el ratdn y el cerdo. Su potencial como marcadores
atiles para los estudios en plantas fue rapidamente reconocido, resultando en su
aislamiento y aplicacion en muchas especies (Rossetto et al. 1999). Es asi, que los
principales cultivos en la actualidad cuentan con una base de datos con apreciable
cantidad de microsatélites como es el caso de la papa (Milbourne et al. 1998), yuca (Mba
et al. 2001), arroz (Cho et al. 2000), trigo (Bryan et al. 1997), cebada (Davila et al. 1999)
y recientemente para la papaya ( Universidad de Hawaii en Manoa 2008).

La identificacion de secuencias microsatélites en la papaya ha sido factible debido a la

secuenciacion del genoma de la papaya, por la Universidad de Hawaii.

En la mayoria de los casos, la interpretacién de los microsatélites como de los
intermicrosatélites se realiza como alelos codominantes. Este analisis es realizado
mediante el analisis en geles de poliacrilamida, para separar las bandas polimorficas de

acuerdo al tamafio de la secuencia. (Dowling et al., 1996).
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a. Caracteristicas de los microsatélites. Las caracteristicas de los microsalites
como ejemplo casi perfecto de marcadores moleculares es muy variable, y al mismo
tiempo muy importante. Como ya se ha especificado con anterioridad, existen mucho
marcadores moleculares, pero solamente los microsalites mantienen un amplio margen de
variabilidad. La razén principal del incremento del uso de los SSRs como una
herramienta molecular es que proveen la mas alta incidencia de polimorfismo o PIC
(Polymorphic Information Content) en comparacién con otras técnicas como RFLPs y
RAPDs (Powell et al. 1996). Poseen, ademas, muy valorables atributos que incluyen:

= Ser altamente informativos: presentan herencia codominante y muchos alelos son
encontrados entre individuos estrechamente relacionados. La herencia codominante
permite diferenciar con facilidad, entre individuos diploides sin ningin problema.

= Ser técnicamente simples: la tecnologia del PCR puede facilmente y rapidamente
ser utilizada para la automatizacion en el uso de estos marcadores.

= Ser una técnica sensible: solo pequefias cantidades de DNA son requeridas.

=Ser analiticamente simples: los datos son producidos de forma confiable y
altamente reproducibles. Al mismo tiempo, la informacion que se suele obtener a través
de ellos, suele ser de facil andlisis. Otras técnicas moleculares requieren el uso de equipo
software altamente efectivo para analizar la compleja estructura del patron de huella
digital obtenido. En cambio los microsalites por su escaso numero de bandas, permite
realizar un analisis manual de la informacion.

= Ser muy abundantes: los microsatélites estan uniformemente dispersos a través del
genoma.

= Ser ampliamente aplicables: los loci son frecuentemente conservados entre especies

relacionadas y algunas veces entre géneros (Yafiez 2002).

b.  Clasificacion de los microsatélites. Los microsatélites se clasifican de
acuerdo a su secuencia. De esta manera existen de tipo puro (o perfecto), en los cuales
una secuencia corta se repite varias veces. De tipo compuesto en los cuales dos
secuencias cortas se repiten varias veces. Finalmente los de tipo complejo, que se utilizan

para especificar que uno, dos 0 mas tipos de motivos, respectivamente, se encuentran
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presentes a lo largo de un locus microsatélite dado. Un ejemplo de cada uno de los tipos
de microsatélite se muestra en el Cuadro 5 (Chambers y MacAvoy 2000) (Suresh, et al.
2007).

CUADRO 5. Tipos y ejemplos de microsatélites

Tipo de microsatélite Ejemplos
SSR Puro (ACQC)9
SSR Interrumpido puro (ACC)6 -TG - (ACC)7
SSR Compuesto (ACC)5 -(TTG)9

SSR Interrumpido compuesto  (ACC)8-TG-(ACC)5-GA-
(TTA)6

SSR Complejo (ACC)-TG-(GA)12-(TTA)5-
GC-(TTA)4+3

(Yafez 2002).

c. Ventajas de los microsatélites. Los microsatélites presentan mas ventajas
en su utilizacién, que desventajas. Algunas de estas ventajas son que se requiere ADN
en baja concentracion y con una pureza no muy alta, y que luego de su amplificacion, su
interpretacion es bastante sencilla, haciendo posible un buen estudio analitico, altamente
reproducible (IAEA 2002).

d. Limitaciones de los microsatélites. La Unica limitacion significativa de los
microsatélites puede ser la inversion inicial de recursos econdmicos y la experiencia

técnica requerida para la clonacién y secuenciacion de los loci SSR (IAEA 2002).

Por otro lado, se darian limitaciones con menor frecuencia o efecto, en el caso que
mutaciones ocurridas en el sitio de apareamiento de los iniciadores, tengan como
resultado alelos nulos. Otra limitacion es la presencia de "bandas tartamudas”. Estas

ultimas se encuentran frecuentemente asociadas con la amplificacion de ADN repetitivo
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como es el caso de los microsatélites. Las "bandas tartamudas” son productos de la
amplificacion por PCR que difieren en una unidad de repeticion con respecto a la
longitud del alelo original. La ocurrencia de estos artefactos dificulta la lectura de los
geles, e inclusive, repetidamente son confundidos como alelos, complicando el analisis
genotipico (IAEA 2002).

e. Aplicaciones de los microsatélites. Los microsatélites al igual que otros
marcadores moleculares, han sido utilizados para diversos fines. Una de sus
aplicaciones radica en el estudio de las especies frutales del trépico. Entre estos
estudios, su uso mas frecuente corresponde a la estimacion de la diversidad genética
intra e inter poblacional. Para ello, permite el desarrollo de mapas de ligamiento para el
estudio de las relaciones filogenéticas entre especies, para la caracterizacion de
germoplasma, identificacion de genotipos, determinacion de pureza, aislamiento y

caracterizacion de genes especificos (Azofeifa-Delgado 2006) (Suresh et al. 2007).

f. Iniciadores utilizados para amplificar secuencias microsatelites de papaya.
En el Cuadro 6 se presentan los nombres, secuencias y temperatura de fusion (Tm) de
los iniciadores a utilizarse en este estudio para las regiones microsatélites de papaya
maradol. Estos iniciadores fueron disefiados por PBSEL (Papaya BAC-end sequence

library) de la Universidad de Hawaii en Manoa.

CUADRO 6: Secuencias de iniciadores utilizados para la amplificacion de

microsatélites en papaya

Nom- Patron Ta- Tm Secuencia del iniciador Tamafio
bre SSR mario del
del se- producto
ini- cuencia que

ciador SSR amplifica

PM1 TAA 24pb  52.0°C  5-CATGCAGACCCAAAAACAAA-3’ 131pb.
. 52.7°C 5-TTGCTTCTCATCGTCTTCCC -3

PM2 AAC 24pb  52.3°C 5-AGATTCACCCACTTGCATCC -3 167pb.
52.6°C 5- GGTGTGTCCCAGTCTCCATC-3"

PM3 TTC 21pb  52.6°C 5-CTTGCCGCTTCTTCTTTGTC -3 211pbh.
52.6°C 5-CAAAAACGCGATGGATTCTT-3
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Continuacion Cuadro 6.

Nom- Patron Ta- Tm Secuencia del iniciador Tamafio
bre SSR mafio del
del se- producto
ini- cuencia que

ciador SSR amplifica

PM4 CATA 20pb  52.6°C 5-CCATCCATTGTAATGTGGCA -3 314pb.
52.5°C 5-GCAAGGGAACAAGCTCAAAG-

3
PM5 AAG 21pb  52.5°C 5- CCAAACCTGGGCATTAGAAA - 493pb.
52.5°C 3

5- CGTAAACTGACATCCATGCG-3"

ATCA 32pb  52.2°C 5-ACTCATCGTCATCTCACCCC-3 297pb.
PMG6 52.9°C 5-CCGTTGAGCTTTGATTCCAT-3

(Universidad de Hawaii en Manoa 2008)

11. Secuencias simples Intermicrosatélites (ISSR). Los ISSRs son un tipo de

marcador genético que permite obtener los niveles de variacion en las regiones
microsatélite que se encuentran dispersas en varios genomas, particularmente el nuclear.
Estas regiones consisten en repeticiones en tdndem de motivos simples como (CT)n 6
(CA)n, ubicadas entre secuencias no repetitivas del genoma nuclear eucarionte (IAEA
2002).

Los ISSRs son marcadores semiarbitrarios amplificados por la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) a partir de la presencia de un oligonucledtido o iniciador
complementario a un microsatélite, disefiado para unirse a los motivos repetidos de di y
trinucledtidos (evitando los mononucledtidos presentes en el cloroplasto) (Gonzalez
2005).

Cuando dos secuencias repetidas se presentan dentro de una distancia amplificable y
con una orientaciéon invertida, el iniciador complementario a ella puede inducir la

amplificacion del segmento de ADN intermedio.
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La molécula generada, con un tamafio particular (masa molecular), se considera un
“locus”, que representa el segmento de ADN entre los microsatélites. Se ha visto que los
ISSRs frecuentemente amplifican de 25 a 50 bandas en una sola reaccion. Este patron
caracteristico de productos de PCR se considera la “huella digital genética” de cada uno
de los individuos analizados. El polimorfismo entre individuos de la misma poblacion
puede detectarse, ya que el analisis es sensible a la presencia/ausencia del elemento
gendmico reconocido por el iniciador y a la longitud de la secuencia intermedia
amplificada (IAEA, 2002).

En la Figura 3 se muestra un ejemplo de la amplificacion de una region

intermicrosatélite.

FIGURA 3: Amplificacion de una secuencia interrmicrosatélite, realizada por un
iniciador (CA)n anclado en el extremo 5°con tres nucledtidos extras. Amplificacion del

segmento intermedio entre dos secuencias de microsatélites en orientacion invertida.

5 3
[ GTGTGTGTGTGTGTGTGTGTO |
4——— ACACACACACACACACACNNN
|
NNNCACACACACACACACA —»
| GTOTGTGTGTGTGTGTGTOTG |

3 t -
MICROSATELITE
(Gonzéles 2005)

Las bandas de ISSRs son consideradas marcadores dominantes como ya se ha
mencionado anteriormente. La presencia de la banda representa el genotipo dominante
(homécigo o heterdcigo), mientras que su ausencia representa el genotipo homaocigo

recesivo. Se asume gue existen dos alelos por locus (Gonzélez 2005).
La ausencia de una banda puede deberse a varios factores:

e La no existencia de un sitio de union completo al primer debido a una mutacion,
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eRearreglos estructurales en el cromosoma durante la meiosis, inserciones o
eliminaciones suficientemente grandes como para aumentar o disminuir el tamafio de la

banda, de manera que se identifica como un locus diferente (Gonzélez, 2005).

a. Ventajas y desventajas en la utilizacion de ISSR’s. Las ventajas que ofrece
esta técnica se centran principalmente en la alta variacion que detecta, asi como en su
reproducibilidad debida principalmente a las altas temperaturas de alineacion utilizadas
en la PCR. Asimismo, no son necesarias altas concentraciones de ADN. Por otro lado,
para disefiar los iniciadores no es necesario conocer la secuencia del genoma del
organismo en estudio. Pueden visualizarse tanto en geles de agarosa como de acrilamida.

Finalmente, son sencillos de montar, rapidos, eficientes y poco costosos (Gonzélez 2005).

En cuanto a las desventajas, la homologia de las bandas es incierta. Y dado que son
marcadores dominantes, no permiten el calculo de ciertos pardmetros que exigen
distinguir a los heterdcigos de los homdcigos dominantes (como FIS y FIT) (Gonzélez
2005).

Asimismo, para estimar la heterocigosis poblacional es necesario asumir a priori que

la poblacidn se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg (Gonzéalez 2005).

b. Iniciadores utilizados para la determinacion de ISSR. En el Cuadro 7 se
muestran las secuencias y los nombres de los dos iniciadores disefiados por Awashi y
colaboradores (2006), con el fin de amplificar secuencias intermicrosatélites en cualquier
tipo de planta. Esto se debe al alto contenido de repeticiones de guaninas (G) y citocinas

(C) en las secuencias.

CUADRO 7: Secuencias de los iniciadores para la amplificacion de intermicrosatélites.

Nombre Patron de ™m Secuencia del iniciador
repeticion
IPM1 (TG)Y 51.3°C (CAT)(GCA)(CAT)(TG);Y
IPM2 (CA)Y 51.6°C (GCT)(AGT)(GCT)(CA);Y

(Awasthi et al. 2004)
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12. Genética de poblaciones. Los marcadores moleculares, tales como los
microsatélites y los intermicrosatélites son muy Utiles para medir pequefias variaciones
genéticas entre organismos muy relacionados, como se ha expuesto con anterioridad. Aun
asi se necesitan de herramientas estadisticas poderosas que permitan medir el verdadero
nivel de significancia entre las posibles variabilidades. La determinacion de la
heterocigocidad y el nivel de relacion entre las plantas de papaya maradol muestreadas,

pueden ser determinadas mediante las funciones estadisticas mostradas a continuacion.

a. Frecuencia alélica en las poblaciones: También llamada frecuencia génica
es la proporcion que se observa de un alelo especifico respecto al conjunto de los que
pueden ocupar un locus determinado en la poblacion. Si las frecuencias permanecen
constantes de una generacion a la siguiente, la poblacién no esta experimentando cambio
evolutivo, y se dice que estd en equilibrio génico. Sin embargo, los cambios en las
frecuencias alélicas en generaciones sucesivas implican que ha ocurrido evolucién
(Martinez 2007).

b. Equilibrio de Hardy-Weinberg: EIl equilibrio de Hardy-Weinberg es una
extension de las leyes de herencia de Mendel. En las leyes de Hardy-Weinberg se
describe la relacion esperada entre las frecuencias de los alelos en una poblacién, al
mismo tiempo que considera las frecuencias de varios genotipos en esa misma poblaciéon.
Para realizar una determinacion del equilibrio de una poblacion, mediante Hardy-
Weinberg es preciso realizar un muestreo de un cierto nimero de individuos. A partir de
este muestreo se estiman las frecuencias genotipicas y alélicas (Wallace 1981). Los
nameros observados y esperados se comparan usando una prueba no paramétrica, tal
como Chi cuadrado (X?). Los grados de libertad se calculan como n(n-1)/2, en donde n
es el numero de alelos. Para poder concluir que el modelo se ajusta a la poblacion en

estudio, la probabilidad obtenida deber ser mayor o igual a 0.05 (Ewens 2000).

c. Heterozigosidad: En las poblaciones existe variabilidad debida a causas
genéticas o bien debidas a causas ambientales. La variacion genética puede medirse por
polimorfismos o heterozigosidad. La heterozigosidad es la frecuencia media de
individuos heterocigdticos en una poblacion. Se estima calculando la frecuencia de

heterocigoticos para cada locus y dividiendo por el total de loci.


http://es.wikipedia.org/wiki/Alelo
http://es.wikipedia.org/wiki/Locus
http://es.wikipedia.org/wiki/Poblaci%C3%B3n_%28biolog%C3%ADa%29
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d. Arboles filogenéticos: Un arbol filogenético es una representacion grafica
de datos, que organiza en subcategorias los datos, permite observar la relacion genética
entre dos individuos. De esta manera se permite establecer el grado de emparentamiento
existente entre los organismos. EI método usado para determinar arboles filogenéticos es
el de NJ (Neighbour Joining) expuesto por Saituo y Nei. Para ello debe calcularse las
distancias (porcentaje de divergencia) entre todos los pares de secuencias de un
alineamiento maltiple (Martinez 2006).

B.  Objetivos
1. General.

Comparar la genética poblacional de la papaya Maradol (Carica papaya L.)
producida en los departamentos de Escuintla y Retalhuleu a partir de semilla certificada
(F1), con la primera generacion (F2) producida a partir de semillas obtenidas de cultivos

previos.

2. Especificos

e Optimizar la técnica de extraccion de ADN y amplificacion por PCR para detectar

el tamafio de secuencias microsatélites para la variedad de papaya Maradol.

eDeterminar la utilidad de los iniciadores amplificadores de secuencias

microsatélites, como marcadores moleculares de muestras de papaya Maradol.

eOptimizar la técnica de amplificacion por PCR para detectar los patrones

polimdrficos de las secuencias intermicrosatélites para la papaya variedad Maradol.
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C. Hipdtesis

Existe diferencia genética observada por microsatélites e intermicrosatélites
polimorficos, entre la poblacion de papaya Maradol (Carica papaya L.) cultivadas a
partir de semillas no certificadas (F2), con las poblaciones cultivadas a partir de semillas

certificadas (F1) de los departamentos de Escuintla y Retalhuleu.



II.  METODOLOGIA

A. Colecta de muestras.

Se recolectd un total de 60 muestras de la variedad de papaya maradol (Carica
papaya L.) en los departamentos de Escuintla y Retalhuleu (ver figura 4). De cada uno
de los departamentos se recolecté: 15 muestras compuestas por hojas jovenes
provenientes de plantas de papaya Maradol cultivadas a partir de semillas certificadas; y
las 15 muestras de papaya Maradol que provendran de arboles de papaya cultivados a
partir de semillas no certificadas (semillas obtenidas del cultivo original certificado).
Las muestras provenientes del municipio La Borrera, Escuintla se recolectaron en la
finca El Obraje (Longitud: N 14.15018, Latitud: W 091.02636, Altitud: 170 m SNM)
(las semillas certificadas utilizadas son provenientes de Pilones de Antigua), en tanto las
muestras provenientes del municipio de Retalhuleu, Retalhuleu fueron colectadas en la
finca Santa Elena Longitud: N 14.43774, Latitud: W 091,76779 Altitud: 86 m SNM)

(las semillas certificadas utilizadas son provenientes de Frutas Maya).

Para ello, la muestra de cada uno de los arboles consistio de dos hojas de papaya
Maradol, de arboles entre 2 a 4 semanas de edad. Se muestred la totalidad de los arboles
de manera aleatoria. De cada arbol de papaya muestreado se tomdé dos hojas
provenientes de la parte superior del arbol (regién comprendida entre 60cm desde la
copa del arbol). Las muestras fueron elegidas mediante el método aleatorio sin
reemplazo. La eleccion de cada arbol de papaya se realizd de manera alternada. El

siguiente cuadro muestra la disposicion de los arboles elegidos.

CUADRO 8 : Forma de muestreo de arboles de papaya. Los cuadros coloreados de
negro indican los arboles muestreados, en tanto los cuadros claros indican los arboles no

utilizados en el estudio y por consiguiente no muestreados.

24
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Las muestras fueron empacadas en bolsas plésticas ziploc y transportadas en frio al
laboratorio.

Al momento de ingresar las muestras al laboratorio, se tomé una porcion de cada una
de las hojas, tratando de evitar las venas, la cual fue introducida en tubos cénicos marca
Corning de 50mL para ser almacenadas a -40°C durante tres dias. Después de esto, se
procedid a su liofilizacion en un liofilizador marca Labconco 4.5, durante un periodo de
dos dias.

Las muestras liofilizadas fueron almacenadas a -40°C.

FIGURA 4: Mapa de Guatemala donde se muestra la locacion del municipio de
Escuintla (mostrado en color gris oscuro) y Retalhuleu (mostrado en color gris palido).
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B.Extraccion de material genético.

Se tom6 0.1g de hoja de cada muestra liofilizada, para ser pulverizada en un tubo
eppendorf de 1.5mL mediante la utilizacion de un palillo de madera. EI ADN genémico
de cada muestra fue extraido mediante la utilizacion de 0.4mL del reactivo de extraccion

comercial, plant DNAzol manufacturado por Invitrogen®. Este procedimiento se realizd
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siguiendo las especificaciones del fabricante. Se mezcl6 por inversion y luego se incubo

con movimiento a 25°C por 5 minutos.

Se afiadi6 0.3mL de cloroformo. Se mezcld vigorosamente. Posteriormente se
centrifugé en una centrifuga marca Eppendorf 5415C a 12,000g por 5 minutos. Se
transfirié el sobrenadante conteniendo el material genético, a otro tubo.

Se precipité el ADN mediante la adicion de 0.225mL de etanol grado absoluto al
100%, marca Merck. Para una posterior centrifugacion a 5,000g por 4 minutos, con el fin
de sedimentar el ADN. Se removio el sobrenadante y se lavo el precipitado de ADN con
una mezcla de un volumen de Plant DNAzol en 0.15 volimenes de etanol al 100%. Se
adicion6 0.3mL de la mezcla por tubo.

Se removio la solucion de lavado y se adiciono 0.3mL de etanol al 75%. Se mezcld
vigorosamente y luego se centrifugo a 5,000g por 4 minutos. Se decant6 el etanol, y se

dejo secar a temperatura ambiente el precipitado.

Los precipitados de ADN se re suspendieron en 150ul de agua destilada, y se

almacenaron -20°C.
C. Verificacion de la integridad del ADN extraido.

La integridad del ADN extraido se realzé mediante la corrida de las muestras en una
camara de electroforesis horizontal. Las caracteristicas de la cAmara y la corrida se

muestran en el Cuadro 7.

CUADRO 9 : Soluciones y materiales utilizados para la verificacion de la integridad
del ADN.

Tipo de material o solucién utilizada Descripcion / cantidad

Camara de electroforesis Marca horizontal Apollo

Dimensiones: 7 x 10 (cm)

peine 12 pozos de 1mm de ancho.




Continuacion Cuadro 9.
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Tipo de material o solucion utilizada

Descripcion / cantidad

Solucién de agarosa

Concentracion: 1%

Volumen utilizado: 30mL

Amortiguador TBE

(Tris, EDTA 'y &cido borico)

Concentracion: 1x

Volumen: 1L

Amortiguador TBE

(Tris, EDTA 'y &cido borico)

Concentracion: 1x

Volumen: 1L

Solucion de bromuro de etidio

Descripcion: tincién de ADN.

Concentracion stock: 10mg/ml

Muestra de ADN

Volumen depositado por pozo: 7ul.

Condiciones eléctricas de corrida

55V, amperaje constante por 30 minutos

1. Procedimiento. Se prepar6 la cadmara de electroforesis y sus piezas,

enjuagandolas con agua destilada. Se colocé dos peines por cdmara. Los peines se

colocaron a una distancia de 6¢cm de separacion. Para la preparacion de la solucion de

agarosa se utilizé 0.3g de agarosa de Promega en 30mL de amortiguador TBE 0.5X. Se

fundid la solucion por calentamiento a ebullicion en microondas durante 25 segundos. La

solucién de agarosa se vertié en la camara de electroforesis y se dejo reposar con el fin de

permitirle gelificar. Se agregd un volumen de 100mL aproximadamente de amortiguador

TBE 1X en la camara (Avalos 2004).

Se impuso las condiciones de corrida de ADN mostradas en el Cuadro 7, mediante la

utilizacion de una fuente de poder marca VWR, modelo 5000. Al finalizar la

electroforesis, el gel fue expuesto al contacto con la solucion de bromuro de etidio, en
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una bandeja de plastico. La tincion se llevd a cabo durante 6 minutos. Se removio el
exceso de bromuro de etidio, sumergiendo el gel durante 1 minuto en agua destilada
(Avalos 2004).

La visualizacion de bandas de ADN se realizd mediante la utilizacion de un
Transiluminador ultravioleta marca UVP, bioDoc-it. La fotografia fue tomada a una
resolucion de 3.2. El gel contaminado con bromuro de etidio se descarté como un sélido
contaminado (Avalos 2004). El criterio de verificacion de integridad de ADN utilizado
fue que las muestras presentaran poco o nada de cola en el carril de corrida (Avalos
2004).

D. Cuantificacion y determinacion de la pureza del ADN extraido.

La cuantificacion y determinacion de la pureza de las muestras de ADN extraido, se
realiz6 en un espectrofotdmetro UV-visible, con las caracteristicas mostradas en el
Cuadro 8.

CUADRO 10. Soluciones y materiales utilizados para la cuantificacion y

determinacion de pureza del ADN extraido por muestra.

Tipo de material o solucion Descripcion / cantidad
utilizada
Espectrofotometro ultravioleta Marca: Thermospectronic.

Modelo: Genesys 10UV.
celda Material: cuarzo.

Capacidad: 400ul

Tipo de analisis ADN de doble hebra
Factor de dilucién de ADN 322.33 (3uL de muestra
en 967uL de agua

destilada
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1. Procedimiento. Usando un espectrofotometro Genesys 10UV, se
selecciond el tipo de analisis cuantificacion ADN/ARN, antes indicado (Cuadro 8).

Se utilizé como blanco para el espectrofotometro, agua destilada. Esto es debido a
que el ADN extraido se encuentra re suspendido en agua del mismo tipo.

Se agreg6 3ul de ADN en 967ul de agua destilada. Se homogenizd por inversion.

Las lecturas se realizaron a una longitud de onda de 260, 280 y 320nm. (Avalos
2004).

Para calcular la concentracion de ADN extraido se utilizo la siguiente ecuacion:

Concentracion ADN (ng/uL) = (A260 — A320 ) x (Factor de dilucion) x (Factor de

correccion)
Factor de correccion: 50ng/ulL.
Para calcular la pureza del ADN extraido se utilizé la siguiente ecuacion:

Pureza de ADN = (A260 — A320) / (A280 — A320)
E. Determinacion de la diversidad por microsatelites (SSR)

1. Amplificacion de SSR. Se amplifico las secuencias SSR del ADN de las
muestras obtenidas de los principales departamentos de Guatemala que producen papaya
maradol. La amplificacion se realiz6 mediante el uso de iniciadores y de la técnica de la

Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés).

Los iniciadores utilizados se muestran en el Cuadro 6. Estos iniciadores fueron
elegidos de acuerdo a la variedad de oligonucle6tidos que detecta, su Tm similar entre

ellos, y por la amplificacién de bandas de variada masa molecular.

Las concentraciones finales de los reactivos de la reaccién en cadena de la polimerasa
son: MgCl, (Promega) 2mM, Amortiguador de Reaccién (Promega) 1X, dNTP
(Promega) 2.5mM cada uno, iniciadores de amplificacion (IDT) 10uM cada uno y Taq

polimerasa (Promega) 0.02U/ul; llevados a un volumen final de reaccién de 20uL con
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agua destilada y desmineralizada. Posteriormente los tubos de reaccién fueron colocados
en un termociclador marca Eppendorf Mastercycler personal, siguiendo el programa
mostrado en el Cuadro 9.

Es importante mencionar que Los iniciadores liofilizados por el proveedor fueron re
suspendidos con agua destilada y desmineralizada, a una concentracioén de almacenaje

de 100uM. Las concentraciones de trabajo son de 10uM.

Al igual que para la técnica de andlisis por intermicrosatélites, se utilizo como
controles material genético extraido de plantulas cultivadas en pilones en los
invernaderos de la Universidad del Valle de Guatemala. Estas plantulas fueron crecidas
en condiciones controladas a partir de semillas certificadas, provistas por Frutas Maya.
Se utilizé como controles dos semillas certificadas de maradol y dos semillas de papaya
hawaiana. Ademas se incluyo un control de ADN de tomate, provisto por el kit de
AFLP de Invitrogen. Los controles fueron tratados de la misma manera que las

muestras, desde la extraccion de ADN hasta la posterior amplificacion por PCR.

CUADRO 11: Programa de amplificacion de PCR para SSR de papaya.

Paso Tiempo Temperatura

1 5 minutos 94°C
2 45 segundos 94°C
3 1 minuto 56°C
4 1 minutos 72°C
5 Repetir paso 2 al 4, 40 veces -

6 7 minutos 72°C
7 indefinido 4°C

2. Preparacion del gel de poliacrilamida. Los productos de amplificacion de

las secuencias obtenidas mediante SSR se separaron utilizando geles de secuenciacion,
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visualizandose asi los patrones de diferenciacion entre las bandas amplificadas de las
papayas; con posterior tincion con plata.

3. Preparacion de cristales o placas de vidrio. Se sumergieron los dos
cristales (uno grande y uno pequefio) durante 2 horas en una solucién de hidréxido de
sodio (Merck) al 10%. Se lavo los cristales con detergente comin, mediante la

utilizacion de una esponja.

Se enjuago con agua destilada y etanol al 70%. Los cristales se secaron a temperatura

ambiente.

Se le aplico al cristal pequefio una vez seco, una dilucion de solucion adherente Bind
silane de Sigma (en el Cuadro 10 se presenta su preparacion) ( en una proporcion de 6ulL
de Bind silane en 1mL de agua destilada), mediante la utilizacion de un Kimwipe. Esta

aplicacion se realizo dos veces.

Se aplico 2mL de solucion Sigmacote de Sigma al cristal grande. Se dejo secar ambas

soluciones en los cristales.

Se colocaron tres separadores de plastico 0.4mm de espesor, entre los cristales, uno a
cada lado, y el tercer separador en la parte inferior (las caras de los cristales que fueron
impregnadas con las soluciones Bind silane y Sigmacote, deberan quedar hacia adentro,

una frente a la otra).
Se sujeté ambos cristales con pinzas, a lo largo del borde, sobre los separadores.

CUADRO 12. Preparacion de la solucion de Bind silane.

Reactivo Cantidad
Etanol al 95% 15mL
Acido acético glacial, grado reactivo 75uL
(Merck)

Metacriloxipropil-trimetoxisilano 75uL
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4. Preparacion del gel. Los reactivos y las cantidades utilizadas para elaborar

75mL de gel de poliacrilamida al 6% y urea a 7.5M, se muestran en el Cuadro 11.

CUADRO 13. Nombre de los reactivos y sus respectivas cantidades utilizadas en la
elaboracion del gel de acrilamida.

Nombre del reactivo Cantidad utilizada
Urea (Merck) 30g
Amortiguador TBE 5X 15mL
Solucién de acrilamida (Merck) 40%, 10mL
19:1
Solucion TEMED 99.92uL
Solucion APS (Persulfato de amonio) 312.12uL
Agua destilada Aforar a 75mL

Las soluciones de TEMED y APS se afiadieron a la solucion justo antes de verter el

gel entre los dos cristales para su polimerizacion.

La solucion del Cuadro 11 se vertio entre los dos cristales evitando la formacion de
burbujas. Se utilizaron dos cristales que se muestran en la figura 4 . El cristal A tiene un
tamafio de 34.5 x 45cm. Y el cristal B de 34.5 x 43cm. Inmediatamente se coloco un
peine invertido de dientes de tiburdn, en la parte superior, cuidando de introducirlo

0.5cm en el gel. Esto se hace con el fin de delimitar una linea superior del gel.
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Figura 5. Disefio de los cristales A y B de la camara de electroforesis.

34.5cm

45¢cm 43cm

Cristal A Cristal B
Se dej6 polimerizar la acrilamida durante 40 minutos.

Se retiraron las pinzas, el peine y el separador inferior. Se limpié con una toalla de papel
himeda, la parte exterior de los cristales, con el fin de remover cualquier remanente de

poliacrilamida exterior.

El conjunto de cristales y gel, se colocd en una cdmara de electroforesis vertical de
34.5 x 45cm, marca ThermoElectron EC 1600.

Se volvio a colocar el peine de dientes de tiburdon, pero esta vez los dientes
posicionados de tal manera que penetren 4mm aproximadamente del gel. El peine

utilizado consta de 50 pozos, y su tamafio es de 30.5cm de largo y 0.4mm de espesor.

Inmediatamente después se vertio 1.5L de amortiguador TBE 1X (Tris 0.89 M, Acido
borico (Merck) 0.89M, EDTA 0.025M) en los sitios respectivos de la camara de

electroforesis. (Avalos, 2004)

5. Pre-corrida del gel. Se precalentd el gel durante 30 minutos a 1435V,
44mA'y 60W.

6. Preparacion de muestras de ADN. Durante el tiempo de pre-corrida, se
prepararon las muestras que se agregaron al gel. Para ello, a cada muestra se le agreg6
solucién desnaturalizante (NaOH 10mM, formamida (Merck) 95%, azul de bromofenol

(Merck) y naranja G (Merck) al 0.05%) en una relacion 1:1 con el volumen de muestra.
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Las muestras fueron desnaturalizadas en un termociclador marca Eppendorf
Mastercycler personal a 94°C por 5 minutos; y luego colocadas en hielo durante 2

minutos.

7. Carga de las muestras en el gel. Se carg6 cada pozo con un volumen final
de 6uL de mezcla de producto de amplificacion y solucion desnaturalizante a cada pozo.

Se utiliz6 una escalera de marcador molecular estdndar de 50pb (Invitrogen).

8. Corrida de las muestras. Las muestras se corrieron en el gel de
poliacrilamida a 1400V, 56mA y 60W por 2 horas.

9. Post- corrida de muestras. Luego de la corrida de muestras, se aplicaron

las siguientes condiciones: 1300V, 38mA, 50W por 45 minutos.

Una vez terminado el tiempo de post- corrida, se dren6 el amortiguador de la cdmara

de electroforesis y se removieron los cristales con el gel.

Se separaron ambos cristales, y el cristal que contenian el gel se sumergid en solucion
de acido acético glacial (Merck) al 10% durante 30 minutos, con agitacion moderada y

constante.
La elaboracion de la solucion de &cido acético glacial se muestra en el Cuadro 12.

CUADRO 14: Preparacion solucion de acido acético al 10%.

reactivo Cantidad
Acido acético glacial (Merck) 150mL
Agua destilada 1350mL
10. Tincién del gel con nitrato de plata. Se guard6 la solucidn de acido

acetico para un paso posterior.

El cristal con el gel se lavo tres veces con 1L de agua destilada y agitacion moderada.
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Se sumergid el cristal con el gel en solucién de nitrato de plata durante media hora,
con agitacion constante y velocidad moderada.

La preparacion de la solucidn de nitrato de plata se muestra en el Cuadro 13 .

CUADRO 15: Preparacion de la solucion de nitrato de plata.

Reactivo Cantidad
Nitrato de plata (Merck) 1.59
*Formaldehido al 37% 2.25mL
Agua destilada 1.5L

Mientras el gel se encontraba sumergido en la solucion de nitrato de plata, se procedio
a preparar la solucion de carbonato de sodio, mostrada en el Cuadro 14. Al terminar los
30 minutos en nitrato de plata, se lavo el cristal con el gel, sumergiéndolo durante 2

minutos en agua destilada. Este lavado se realiz6 dos veces.

CUADRO 16: Preparacion de la solucion de carbonato de sodio.

Reactivo Cantidad
Carbonato de sodio (Merck) 30g
*Tiosulfato 2% (Merck) 2.5uL
*Formaldehido 37% 1.5mL

Agua destilada 1L
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*Estas soluciones se mantuvieron en el congelador a 4°C hasta su uso. Y se
agregaran tanto a la solucién de nitrato de plata como a la de carbonato de sodio,
antes de ser utilizadas.

Inmediatamente luego que se agreg6 el formaldehido y el tiosulfato, se vertié la
solucion de carbonato de sodio, sobre el gel. Se agitd6 manualmente hasta que la solucién
empez06 a oscurecer y en el gel se comenzé a distinguir las bandas de ADN. En este
momento se desechd la solucion de carbonato de sodio. Su decantacion se realizo
vertiéndola en la solucién de nitrato de plata previamente utilizada. De esta manera se

precipito la plata para su desecho.

Una vez retirado el gel de la solucion de carbonato de sodio, se sumergio el cristal
con el gel en la solucion de acido acético, previamente utilizada. EI cristal con el gel

permanecid en esta solucion por 20 minutos.
Se enjuago luego con agua destilada y se dejo secar.

Mediante el uso de un digitalizador marca Cannon se copio el gel de manera

electronica.
F. Amplificacion de secuencias intermicrosatélites (ISSR)

1. Amplificacion de ISSR. Se amplifico las secuencias ISSR del genoma de
la papaya mediante la técnica de PCR, haciendo uso de dos iniciadores disefiados por

Awashi y colaboradores (2006), mostrados en el cuadro 7.

Las concentraciones finales de la solucion de la reaccién en cadena de la polimerasa
fueron: MgCl, (Promega) 2mM, amortiguador de reaccion (Promega) 1X, dNTP
(Promega) 0.1mM cada uno, iniciadores de amplificacién (IDT) 6.0uM cada uno y Taq
polimerasa (Promega) 0.02U/ul; llevados a un volumen final de reaccion de 25uL con
agua destilada y desmineralizada. En el cuadro 15 se muestra el programa de PCR para

amplificar las secuencias ISSR.
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Los iniciadores liofilizados por el proveedor fueron re suspendidos con agua destilada
y desmineralizada, a una concentracion de almacenaje de 100uM. Las concentraciones
de trabajo fueron de 10uM.

CUADRO 17: Programa de PCR para la amplificacion de ISSR

Paso Tiempo Temperatura
1 2 minutos 94°C
2 30 segundos 94°C
3 45 segundos 52°C
4 2 minutos 72°C
5 Repetir paso 2 al 4, 30 -
veces

6 7 minutos 72°C
7 indefinido 4°C

Las condiciones de corrida en gel de poliacrilamida, fueron llevadas a cabo de igual

manera que para la visualizacion de las secuencias microsatélites.
G. Anélisis de resultados.

Se analiz6 los patrones de bandas mediante el programa de computacion Totallab
TL120 version 2006. El tamafio de banda de cada alelo por muestra fue determinado por
el mismo programa. Las masas moleculares de cada alelo fueron ingresados al programa
Excel de Microsoft. Por medio de la aplicaciones disponibles en los programas Arlequin
3.1, Popgene 1.31 y GenePop 4.0 se determind la heterocigosidad de la poblacion, el
equilibrio de Hardy Weinberg, y las distancias genéticas para la elaboracion de los

dendrogramas por los métodos Neighbor joining y UPGMA.



1. RESULTADOS Y DISCUSION

A. Cuantificacion y determinacion de la pureza de ADN extraido de

papaya.

El ADN extraido de cada una de las muestras de papaya de ambas localidades, fue

evaluado en pureza y cuantificado mediante el procedimiento espectrofotométrico.

Como se observa en el Cuadro 18, se muestra la absorvancia de cada una de las muestras
de ADN de papaya, junto a su respectiva concentracion y pureza de acido nucleico extraido.
Con respecto a la pureza de las muestras, la mayoria se encuentra entre el rango aceptado de
1.8 a 2.0. Otro grupo limitado de muestras muestran una pureza menor a 1.8, indicando
contaminacion por proteinas, y finalmente un grupo menor presenta pureza mayor a 2.0,

indicando contaminacion por ARN (acido ribonucleico).

Debido que para el fin de que se pretende utilizar el ADN extraido no requiere de una

gran pureza, se procedio a utilizar las muestras con estos niveles de separacion.

Con respecto a la concentracion de ADN extraido, se observa en el mismo cuadro que los
niveles oscilan entre 220 a 450 + 63.67 ng/ul. Esta cantidad de ADN se consider6 adecuada

para realizar la investigacion.

B. Evaluacion de la integridad del ADN extraido.

Con el fin de evaluar la calidad del ADN extraido de las papayas, se procedid a realizar
una electroforesis horizontal en agarosa al 1%. Para ello se utilizd 22 muestras de ADN
puro extraido, escogidas al azar. Los resultados de tal corrida electroforética se muestras en

la Figura 5.

38
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FIGURA 6: Patron de corrida electroforética de muestras de ADN de papaya; en gel de

agarosa al 1%. Cada numero superior, indica el nimero de pozo y de muestra.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Como se observa en la Figura 5, el método de extraccion de ADN proporciona una
integridad variable de ADN. En algunos casos el ADN extraido queda sumamente dafiado
como se observa en las muestras 6 y 7, pero debido a que la amplificacién por marcadores
moleculares no requiere de un ADN altamente integro, se procedi6é a su utilizacién. El
ADN presente en las muestras 1 — 4, 9 y 13 presentan altos niveles de integridad. EI ADN

utilizado para las pruebas, fue constantemente reemplazado, por ADN recién extraido.
C. Optimizacion de la técnica de PCR para la amplificacion de SSR.

Con el fin de amplificar las secuencias microsatélites contenidas en el genoma de las
plantas de papaya Maradol, se probd cuatro distintos programas de amplificacion para ser
utilizados en el termociclador. Los programas antes mencionados se muestran en el Cuadro

19, divididos por las letras A — C.

La seleccion de los posibles programas de PCR se realizd mediante la variacién de: el
tiempo necesario para la desnaturalizacion inicial del ADN (paso 1), el tiempo necesario

para la desnaturalizacion previo a iniciar el anillamiento de los iniciadores (paso 2), la
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temperatura de anillamiento (paso 3), el nimero de repeticiones en que se lleva a cabo la
amplificacién (paso 5), y en el tiempo requerido para la elongacion (paso 6).

Los resultados obtenidos mostraron que el programa (A) fue el mas adecuado para
realizar una buena y eficiente amplificacion, lo bastante selectiva como para no obtener
productos inespecificos. Esto se debe en su mayoria a que la temperatura de anillamiento
es cuatro grados Celcius superior al Tm de cada uno de los iniciadores utilizados (Cuadro
6). El programa (B) en cambio, posee una temperatura de anillamiento de 58°C, seis
grados superior al Tm aparente.

Esto demuestra que tratar de amplificar las secuencias microsatélites, con una
temperatura de anillamiento de 58°C, resulta ser muy astringente. El anillamiento a 56°C
aun conserva cierto grado de astringencia para la amplificacion selectiva, sin permear la

propia amplificacion de las secuencias SSR.

Con respecto al resto de variaciones, se encontrd que no son determinantes. Se prefirio
trabajar con una repeticion de ciclos de cuarenta veces en lugar de treinta, con el fin de
asegurar una cantidad significativa de ADN amplificado. A su vez el tiempo de elongacién
se mantuvo en siete minutos, debido a la mayoria de programas utilizados en trabajos

previos los mostraba como un tiempo frecuente.

Se probaron distintas concentraciones finales de reactivos para lograr la amplificacion
por PCR. Las variaciones realizadas se muestran en el Cuadro 20. El protocolo B,
mostrado en el Cuadro 19 de la seccion de anexos, debido a que utiliza una menor cantidad

de iniciadores y de Tag polimerasa.

D. Optimizacion de la técnica de visualizacion de bandas por gel de

acrilamida.

Debido a que las condiciones de suministro de energia eléctrica en la Ciudad de
Guatemala son sumamente variables; las bandas separadas por los geles de poliacrilamida
utilizados se obtenian con sesgos, desviaciones, inclinaciones, curvaturas entre otras. Por

esta razon se implementd el paso denominado post-corrida, sefialado en la seccién de
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metodologia. El siguiente paso, el cual se realiza inmediatamente después de la corrida, se
lleva a cabo mediante la imposicion de condiciones eléctricas mucho méas pequefias (tanto
en potencia como en corriente eléctrica) con el fin de lograr un desplazamiento muchos
menor y mas controlado de los pequefios fragmentos de cada una de las bandas que no
lograron asentarse por completo.

Los resultados obtenidos en los geles (Figuras 6-15), muestran que la implementacion
de la post-corrida permite un analisis mucho mas sencillo y adecuado del desplazamiento
de cada uno de los fragmentos de amplificacién, tanto para la técnica de SSR como para la
de ISSR.

E. Andlisis de los patrones genéticos observados mediante el uso de las

secuencias microsatélites en ambas generaciones filiales de papaya Maradol.

Los resultados observados en los geles de secuenciacion mostrados en el anexo
(Figuras 6- 14) no muestran la presencia de ningun tipo de polimorfismo observable en los

alelos mediante la amplificacion de las secuencias microsatélites utilizadas en este estudio.

Las secuencias microsatélites utilizadas son un pequefio conglomerado de secuencias,
recientemente identificadas por el Proyecto del Genoma de la Papaya. Los iniciadores que
amplifican para tales secuencias fueron seleccionados debido a su gran parecido en lo
referente a su temperatura de anillamiento, al mismo tiempo que cada uno representa un
patrdn de repeticion distinto al anterior. A su vez cada secuencia microsatélite esta
compuesta por un patron distinto (dinucledtido, trinucledtido o tetranucedtido) a tal

manera de aumentar el grado de astringencia en el reconocimiento de la secuencia.

Al mismo tiempo secuencias de microsatélite muy cortas, como seria una sola
repeticion (no utilizada en este estudio) o dos repeticiones, pueden considerarse
microsatélites que muy probablemente no produzcan polimorfismos; este hecho soporta los
recientes descubrimientos realizados por Wang et al (2008). De esta manera se utilizd las
secuencias con motivos trinucledtidos debido a que que Rae et al. (2000) obtuvo
evidencias que repeticiones cortas de motivos con trinucleétidos podrian ser altamente

polimérficas.
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Debido a que en todas las muestras analizadas de ambas generaciones filiales de papaya
Maradol pudieron ser amplificadas sus secuencias microsatélites, sin excepcion, se
concluye que estos SSR no contienen secuencias flanqueantes truncadas, sino altamente
conservadas. De esta forma, las secuencias SSR planteadas en este estudio, pudieron ser

totalmente amplificadas, ain cuando no se traten de marcadores moleculares beneficiosos.

Se sabe que una gran variedad de microsatélites no son secuencias Utiles para observar
polimorfismos. Este hecho es afirmado por Wang et al (2008), el cual en recientes estudios
ha demostrado que la amplificacion de secuencias microsatélites en la papaya tiene un
éxito del 66.6%, y que los niveles de polimorfismo encontrados son del 17.6%, aun cuando
la densidad de secuencias microsatélites es de uno por cada 0.7kb de ADN. Debido a que
hasta el momento no se ha realizado ningun tipo de analisis de las secuencias aqui
mostradas; se indica en este estudio que las secuencias microsatélites del Cuadro 6, no son
secuencias Utiles para observar polimorfismos. Se recomienda continuar estudios en los
cuales se analice la posibilidad de encontrar marcadores moleculares de microsatélites
atiles con el fin de caracterizar la papaya maradol y sus generaciones filiales

respectivamente.

Es preciso denotar que Wang y colaboradores (2008) recientemente han observado que
secuencias microsatélites que posean motivos tales como: AT, AAT, AG, AAG y ATG
(Wang et al. 2008), podrian presentar las razones mas altas de polimorfismos presentes en
papaya. Es preciso denotar que aunque se considerd en este estudio una amplia gama de
secuencias SSR, ninguna de las presentes contiene este tipo de motivos. Por esta razén se
recomienda analizar la posible variabilidad genética entre ambas generaciones filiales con

SSR del tipo polimorficos.

Con respecto a la amplificacion dada por cada uno de los iniciadores, se puede observar
que toda las secuencias utilizadas, amplifican segmentos del genoma de la papaya; y que
esta amplificacion suele ser de uno o dos alelos Gnicamente (iniciadores PM2, PM3, PM4 y
PM5). Esto puede indicar la variabilidad de la misma repeticién en cada uno de los
cromosomas de la papaya Maradol. En cambio la amplificacién por medio de los
iniciadores PM1 y PM6 sefialan que esa repeticion se encuentra tres y seis veces

respetivamente en los cromosomas de la papaya. La amplia presencia de bandas
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observadas tras la amplificacion con PM6 (Anexo 18 y 19) podria indicar la presencia de
bandas tartamudas, las cuales no son nada mas que el producto ocurrido tras el
deslizamiento de la Tag polimerasa en el proceso de amplificacion.

Por supuesto que la presencia de una gran cantidad de bandas presentes, puede ser
adjudicado al hecho, tal como Santos, et al (2007) lo ha descrito con anterioridad, que las
condiciones desnaturalizantes del tipo de geles utilizados en este estudio (ver en la seccién
de metodologia) no sean lo suficientemente fuertes como para lograr una completa
desnaturalizacién del ADN amplificado. Esto da como resultado la visualizacion de tres o
maés bandas. Este hecho, segun Santos, et al, puede ser superado mediante la utilizacion de
geles que contengan ademas de urea y acrilamida, formamida; para afinar la claridad y la
definicion de los alelos presentes. Esto podria indicar la implementacion de formamida en
la preparacion del gel, y no en la administracion a las muestras de ADN. Esto permitira que

las muestras estén bajo estricta desnaturalizacion todo el tiempo durante la corrida del gel.

Es preciso denotar el hecho, que solamente para la amplificacion con el iniciador PM6,
no se presenten las condiciones desnaturalizantes suficientes. Esto es debido a que para el
resto de los iniciadores, exceptuando el PM1, solamente se obtienen una o dos bandas. Con
PM1, siendo éste una repeticion de tan s6lo dos nucléotidos; puede representarse una alta

probabilidad de ocurrir varias veces en el genoma de la papaya.

La presencia de dos bandas en la mayoria de los casos indica que la mayoria de los
microsatélites utilizados en este estudio, muestran dos distintos alelos para un genotipo.
Ademas que la presencia de una banda (PM3) no indica plenamente un estatus

homocigético, sino mas bien la existencia de un alelo nulo.

Otro aspecto interesante es que el tamafio de los pares de bases amplificados por cada
uno de los iniciadores es bastante similar entre los departamentos de Escuintla y
Retalhuleu. El hecho, que ambos pares de datos no sean totalmente iguales, se debe a
diferencias del desplazamiento de las bandas por el gel electroforético. Debido que el
andlisis de estas bandas, y su respectivo tamafio se realiza basando la informacién sobre el
marcador molecular de 50pb; es prudente concluir que los juegos de datos no deben ser

iguales, y que debido que se encuentran en geles electroforéticos distintos, y por lo tanto
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condiciones de corrida distinta, estos no deben ser comparados. Por este hecho, no existen
bandas polimorficas entre las poblaciones de Escuintla y Retalhuleu, al mismo tiempo que
no existen entre los dos departamentos, aun cuando los tamafios de pares de bases sean

distintos.

F. Andlisis de la heterocigosidad presente en la primera y segunda

generacion filial de papaya Maradol.

Se ha evaluado la variabilidad genética existente dentro de las poblaciones F1 y F2 de
los departamentos de Escuintla y Retalhuleu mediante los estimadores de diversidad, tal
como la heterocigosidad. Este medidor proporciona una idea acerca de la riqueza genética
contenida dentro de las poblaciones por region, y de la informacion genética pasada de

generacion a generacion subsecuente.

En el anexo se puede observar una heterocigocidad media para Escuintla de 0.2463, y
para Retalhuleu de 0.325. Esto indica que un individuo promedio de la poblacion en
general, sera heterocigoto en un 24.63% de sus loci en Escuintla, y en un 32.50% para

Retalhuleu.

Al comparar estos valores de heterocigosidad observada con la esperada, se obtuvo el
valor de Chi-cuadrado, mostrado en el mismo Cuadro 25. Los datos indican que aunque la
heterocigosidad observada es un poco mayor que la esperada, las poblaciones, segun el
valor de la prueba estadistica, muestran cierta tendencia hacia la heterogeneidad de sus
genomas; por lo tanto, aunque el nimero de muestras no es muy alto, la mayoria de éstas

dentro de la poblacidén se comportan como heterocigotos.

La variabilidad genética intrapoblacional en plantas ya ha sido revisada con anterioridad
en las publicaciones de Hamrick et al de 1983 y de Gottlieb en 1981. En estos estudios se
observé que existe un gran diferencia entre variabilidad genética, si se trata de una planta
autdgama o una alégama. Esto se debe a que el sistema de cruzamiento es fundamental y

determinante en el flujo génico.

Estos estudios, citados con anterioridad muestran heterocigosidades muy distintas a las

encontradas en este trabajo. En cambio, los estudios realizados por Wheller y Guries en
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1982 muestran que las heterocigosidades pueden variar dependiendo si se trata de una
conifera o una planta herbacea. Los valores de heterocigosidad observados en plantas
lefiosas es mucho mayor al de las herbdceas. De esta manera el valor promedio de
heterocigosidad observado en las plantas de papaya, aun cuando es un poco mayor al
observado en plantas tales como Pinus ponderosa (H: 0.138) o Stephanomeria exigua (H:
0.150), es similar al encontrado para Picea abies (H: 0.370).

El alto nivel de variabilidad genética encontrado de la primera a la segunda generacion
filial, se puede deber a que tal, como Hamrick (1983) propone, a una serie de factores que
se sabe estan correlacionados con alta heterocigocidad, tales como amplia distribucion, alta
fecundidad, alogamia y largo tiempo de generacion. Todos estos factores encontrados en el
proceso de vida de la papaya. En especial la alogamia, siendo la papaya una planta
naturalmente dioica (mecanismo de reproduccion alogdmico), se puede ver favorecida la

tendencia a fomentar la variabilidad genética.

A su vez, una heterocigosidad tan alta, no suele estar presente en especies vegetales
autdgamas, que dado su sistema de fecundacion, presentan valores de heterocigosidad

cercanos a cero.

En el Cuadro 26 se muestran las heterocigosidades respectivas de cada una de las
generaciones. Este cuadro a su vez es una ampliacion del Cuadro 26, en el cual se mostraba
el nivel de heterocigosidad global. En el Cuadro 26 se aprecia como los altos niveles de
heterocigosidad global son proporcionados en gran parte a la generacion F1. En cambio se
observa como la F2 mantiene niveles muy bajos de heterocigosidad. Esto demuestra que
los niveles de homocigotos en las generaciones F2 aumentan drasticamente, a comparacion
de los presentes en la F1; y que esto podria ser producto de la reproduccioén hermafrodita
de las F1, ocasionando depresiones en la variabilidad genética y en el vigor hibrido de las

plantas de papaya.

Mediante los analisis realizados con el programa TotalLab, fue posible generar
dendrogramas que comparan la F1 y F2 por region. Estos dendrogramas se presentan en
los anexos 25 a 32. Los dendrogramas presentados se realizaron por dos métodos, el

primero por Neighbor joining, y el segundo por maxima parsimonia (UPGMA). Debido a
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la naturaleza del estudio, result6 mucho mas efectivo el andlisis de los dendrogramas
UPGMA, que por Neighbor joining. Esto es debido a que UPGMA considera y agrupa las
especies relacionadas por similaridad génica. En cada dendrograma se muestra la
disposicion de cada una de las muestras. Las muestras 1 a 15 son parte de la generacion F2,
y las muestras 16 a 30 parte de la F1. En cada uno de los dendrogramas presentados en la
seccion de anexo se utilizo en lugar de ADN de papaya, ADN de tomate. Este ADN de
tomate fue tratado de la misma manera que el de papaya, a tal manera de obtener la huella
dactilar del tomate mediante el uso de los ISSR. Estas muestras fueran tomadas por grupos

externos (“outgroups”) para generar el dendrograma en cuestion.

Como se puede observar en los dendrogramas, se muestran tres clados esencialmente.
Un primero que agrupa a la gran mayoria de muestras F2 (Clado A). Este clado A se
mantiene constante en todos los dendrogramas, denotando una alta similitud genética entre
estas muestras. Por otro lado, las muestras F1 suelen estar dispersas en tres clados
generalmente (clados B, C y D). Esto indica que existe mayor diversidad genética dentro
de la primera generacion filial, que en la segunda. Por lo tanto, la heterocigosidad es
bastante elevada dentro de la poblacién muestreada. Las plantas pertenecientes a la F2,
estan llegando a un nivel de equilibrio genético, y muy probablemente mucha de la
informacion genética se esté perdiendo de una generacion a la siguiente. Si esta tendencia
continuara, la F3 deberia encontrarse mucho menos dispersa, y ser mas similar
genéticamente que la propia F2. Esto podria indicar, que aunque un individuo dentro de la
poblacion es 24 0 32% de su loci heterocigoto, esta media de heterocigosidad observada se
encuentra comprendida en gran parte dentro de la F1 de cada region. Y que la F2 esta
llegando a un nivel en donde la informacién genética trasmitida de generacién en
generacion estd siendo homogénea dentro de toda la poblacion. Al mismo tiempo, la
poblacion F2 se encuentra intimamente relacionada con la F1, genéticamente hablando.
Por lo tanto aunque los genes se estén seleccionando para unos cuentos, estos aun

transmiten la informacién adecuada de una generacion a la otra.

Las diferencias encontradas en las plantas muestreadas, no son Unicamente genotipicas.
Fenotipicamente hablando, las plantas muestreadas F1 suelen ser arboles de papaya altos,

con las primera hojas de sus brotes dispuestas en la parte superior del arbol. En cambio la
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morfologia y distribucién de las hojas principalmente en las plantas de la F2. En las F2 las
hojas suelen salir del tronco principal del arbol, en la region muy cercana al suelo,
haciendo que la mayoria de los arboles de la F2 sean arboles mucho méas pequefios en
estatura que los de la F1. Y aungue aun no se ha observado una diferencia clara con
respecto a la morfologia, sabor ya caracteristicas en general del fruto de la F2; no se
esperaria que pasara mucho tiempo, antes que comenzaran a observarse cambios

significativos.

Al comparar los dendrogramas de las muestras colectadas en el departamento de
Escuintla, con ambos iniciadores intermicrosatélites, se puede observar que las muestras
30, 19, 24, 21, 22 y 18 presentan un alto grado de similitud genética. Esto puede ser
evidenciado puesto que comparten el mismo clado en ambos dendrogramas. En cambio, en
los dendrogramas en los cuales se presenta la distribucion genética de las muestras de
Retalhuleu, se observa que un nimero mayor de muestras presentan relacion estrecha entre
si; estas muestras son 30, 28, 29, 27, 26, 25, 24, 23, 22 y 21. Este hecho evidencia una
intima relacion genética entre los grupos de muestras de la F1, sin que por necesidad todas

las muestras analizadas sean genéticamente iguales (comparten en general tres clados).

Con respecto a los dendrogramas obtenidos mediante el método de Neighbor joining, se
observa en esencia la misma distribucidn que la obtenida por el método UPGMA. En ésta,
las muestras de la F2 se encuentran intimamente relacionadas, en tanto que las de la F1 se
encuentran contenidas en varios clados. Pero este tipo de dendrograma solo permite
observar y remarcar las posibles diferencias genéticas contenidas en cada una de las
muestras. Aln asi este tipo de dendrograma resulta interesante debido a que muestra qué
tan diferentes genéticamente son las muestras. Esto se puede observar al medir la longitud
o la distancia marcada por cada una de las ramificaciones en cada clado. Como se observa,
en general las muestras de la generacion F2 se estan agrupando en clados muy cercanos; en
tanto las muestras de la generacion F1, mantienen una agrupacion variada, compartiendo
en algunos casos uno o dos clados. En resumen, esta informacion es consistente, con que la
variabilidad genética de las muestras se esta perdiendo de una generacion a la siguiente.
Este hecho es probable debido a que los arboles en las fincas son seleccionados por los

agricultores. Solamente los mejores arboles, los mas productivos o los que sean
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sexualmente correctos, seran elegidos para continuar la cosecha posterior. De esta manera
se estd procediendo a seleccionar cierto grupo de genes que se moverdn dentro de la
poblacién (F1), la cual daré posterior origen a la F2. Esto indica en conjunto que el grado
de variabilidad genética dentro de la poblacion es muy alto (alta heterocigosidad), y que
algunas plantas aun son muy similares genéticamente a las F1. Los clados en la
distribucion general, entre la F1 y la F2 no son genéticamente muy distantes, aunque
debido a seleccion al momento de la cosecha, se esté eligiendo a cierto grupo de genes de

la generacién F1, que son los que circulan preferentemente en la generacion F2.

La informacion obtenida mediante la prueba de Hardy Weinberg indica que ninguna de
las poblaciones se encuentra en equilibrio (Anexo 28). Esto es consistente con los valores
encontrados para la heterocigocidad. Por lo tanto, tras un apareamiento al azar, las
frecuencias de los genotipos de un locus individual de la poblacion de papaya Maradol, no
se fija en un valor de equilibrio particular. Esto se puede deber a que las plantas dentro de
la poblacion son seleccionadas por los agricultores, como ya antes se ha mencionado,

promoviendo alteraciones en la composicion genética de la poblacién.

G. Dinamica del indice de fijacion (Fst) entre la poblacién F1 y F2 de

papaya Maradol.

Se sabe que valores de 0.05 de indice de fijacion son el resultado de una diferencia
genética negligente dentro de la poblacién; por otro lado valores superiores a 0.25 indican
una gran diferencia genética. Los resultados obtenidos de indice de fijaciébn mostrados en
el Cuadro 32, muestran valores de Fst de 0.137 y 0.139. estos datos con consistentes con
una diferenciacion genética notable dentro de la F1 y F2; aun cuando al parecer esta
diferencia no es completa, como para generar una amplia subdivision. De esta manera, los
resultados son concordantes con los obtenidos mediante la heterocigosidad; en la cual la

poblacion F2 se encuentra subdividiendo en un solo grupo.
H. Indices de similitud dentro de la poblacion de papaya Maradol.

Los resultados obtenidos y mostrados en el Cuadro 31, muestran los indices de

similitud promedio. La similitud promedio entre los genotipos de la F1 mostré un


http://es.wikipedia.org/wiki/Locus
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agrupamiento escaso, puesto que sus valores se encuentran en el rango de 0.400. Este
hecho puede ser a su vez observado en los dendrogramas antes mencionados, donde el
grupo de las F1, se encuentra distribuido en varios clados. En cambio, las muestras
pertenecientes al grupo F2, muestran valores mucho mas elevados de similitud entre ellas.
Lo cual podria indicar, como ya antes se mencion0, cierta tendencia por parte de las F2, a
poseer genotipos bastante similares. A su vez en los valores de similitud entre las F1 y F2
(general de la poblacion) muestran valores cercanos al 0.3700; este resultado podria estar
afectado por la poblacién F1, haciendo que la similitud entre toda la poblacion sea bastante
baja. Resultados similares se obtuvieron en el estudio del Andlisis de la diversidad
Eucalyptus grandis, donde el indice de similitud obtenido fue de 0.452, aun cuando las

muestras analizadas se trataban de genotipos medio-hermanos.

|. Efectos de la endogamia y pérdida del vigor hibrido dentro de la

poblacion de papaya Maradol.

Se sabe que el gran porcentaje de papayas Maradol hermafroditas, presentes en la
poblacion, promueve la autofertilizacion y por ende la endogamia. Este evento es
concordante con el hecho que ocurra un incremento sustancial en el namero de
homocigotos dentro de la poblacion F2, en comparacion con la F1. Esto no solo se observa
de manera genética, sino como anteriormente se ha mencionado, de manera fenotipica por

igual.

La endogamia suele hacer decrecer el efecto de la heterosis en los organismos. Como
es bien conocido, la papaya Maradol es un hibrido, en el cual se han fijado una serie de
genes que en combinacion, hacen de esta papaya un organismo mucho mas eficiente para

los agricultores, que la utilizacidn de los antecesores genéticos de esta variedad.

El uso de semillas F2 en las poblaciones, y su aislamiento de otros tipos de variedades y
de plantas, puede haber generado un aislamiento genético aun mayor que el esperado con

la pérdida del vigor hibrido de una generacion a la siguiente.

Los datos obtenidos demuestran que la endogamia ocurrida puede haber generado una

sobreexpresion de genes recesivos, que normalmente no se esperarian. Como resultado se
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esta observando dentro de la poblacion F2, en comparacion con la F1, rasgos tipicos de la
endogamia, tales como reduccion en la fertilidad de las plantas, disminucién en el tamafio
de un adulto normal, decaimiento en las razones de crecimiento y menores tazas de

generaciones de brotes (nacimiento de nuevas plantulas).



IV. CONCLUSIONES

Se encontrd que las seis secuencias microsatélites, disefiadas por la Universidad de
Hawaii en Manoa, en el Proyecto del Genoma de la papaya, son marcadores moleculares
no polimarficos para la papaya Maradol.

Al mismo tiempo, los iniciadores IPM1 ((CAT)(GCA)(CAT)(TG);Y) e IPM2
((GCT)(AGT)(GCT)(CA)7Y) que amplifican secuencias intermicrosatélites en varias
especies de plantas, diferentes a la papaya, son marcadores moleculares polimdrficos
efectivos para comparar variabilidad genética entre las poblacion de papayas Maradol de
Guatemala.

El analisis mediante el uso de estos dos intermicrosatélites demostro que existe una alta
heterocigosidad entre la primera y la segunda generacion filial de plantas de papaya
Maradol sembradas en Guatemala. Por lo que genéticamente no resulta rentable para los
agricultores de Guatemala utilizar las semillas producto de la primera cosecha, para
producir una segunda siembra. Esto es debido a que las caracteristicas genéticas de la

papaya obtenida, habran variado significativamente.
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V. RECOMENDACIONES

Se recomienda continuar analizando las secuencias microsatélites restantes,
encontradas por el Proyecto del Genoma de la Papaya; con el fin de encontrar marcadores
moleculares Utiles para medir el grado de polimorfismo en el cultivo de papaya.

A su vez se denota que debido a trabajos recientemente publicados, los motivos que
probablemente presenten los mayores grados de polimérficos son AT, AG y ATG,; por lo

que se recomienda centrar la investigacion en este tipo de motivos.

Al mismo tiempo se promueve a continuar analizando las siguientes generaciones
filiales de semillas (F3, F4, F5, etc), con el fin de observar un posible aumento en la
heterocigosidad de la poblacion de papaya Maradol no certificada.
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VIl. ANEXO

CUADRO 18: Absorbancias a 260, 280 y 320 nm, razon A260/A280 y concentracion de
muestras obtenidas a partir del método de extraccién de ADN.

NUmero
Generacion de A260 A280 A320 Pureza Concentracion
filial,
locacion muestra ng/ul
1 0.017 0.014 0.009 1.60 248.8
0.013 0.009 0.005 2.00 248.8
3 0.016 0.013 0.009 1.75 217.7
4 0.036 0.028 0.019 1.89 2737
5 0.034 0029 002 156 435.4
6 0.018 0.014 001 2.00 248.8
7 0.04 0031 002 1.82 222.0
Mgggﬁ?r:tzl 8 0.011 0.008 0.006 2.50 155.5
9 0.044 0.035 0.025 1.90 305.9
10 0.045 0037 0026 1.73 305.9
11 0022 0017 0016 1.60 186.6
12 0052 0043 0031 1.75 338.1
13 0013 001 0006 1.75 217.7
14 002 0015 001 200 311.0
15 0.044 0033 0022 2.00 354.2
16 0.04 0031 0022 200 289.8
17 0.052 0.041 0029 1.92 255.3
Mé‘srgl‘j?n'tgz 18 0.041 0033 0023 1.80 289.8
19 0014 0011 0007 1.75 217.7
20 0031 0025 0018 1.86 209.3
21 006 005 0036 1.71 386.4
22 0029 0024 0016 1.63 209.3
23 0038 0033 0023 15 2415
24 0066 0058 0044 1.57 354.2
25 0027 0023 0017 1.67 311
26 0022 002 0015 14 217.7
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Continuacion Cuadro 18.

Generacion  Numero A
filial, de A260 A280 320 Pureza Concentracion
locacion  muestra ng/ul
Maradol 2. 28 0.059 0.046 0.029 1.76 333
29 004 0035 0028 1.71 373.2
Escuintla 30 0022 0019 0013 15 279.9
31 0.037 0032 0.024 1.63 274.3
32 002 0016 0012 2 248.8
33 0025 002 0014 1.83 342.1
34 0016 0013 001 2 186.6
35 004 0031 0022 2 289.8
36 0.052 0.041 0.029 1.92 255.3
37 0.041 0.033 0023 1.8 289.8
“éiiifﬂ.gﬁ 38 0014 0011 0007 1.75 217.7
39 0.031 0.025 0.018 1.86 339.3
40 006 005 0036 171 386.4
4 0018 0014 001 2 248.8
42 0.04 0031 002 1.82 322
43 0.011 0.008 0.006 2.5 155.5
44 0.04 0031 0022 2 379.8
45 0.052 0.041 0.029 1.92 370.3
Maradol F2, 46 0.041 0.033 0.023 1.8 289.8
Retalhuleu 47 0014 0011 0007 1.75 217.7
48 0.031 0.025 0.018 1.86 209.3
49 0.06 005 0036 171 266.4
50 0.06 0.052 0036 15 266.4
51 0.029 0024 002 225 279.9
52 0.088 0.078 005 1.36 231.8
53 0.068 0.066 0.061 1.4 217.7
54 001 0.07 0.002 16 248.8
55 0.038 0.032 0015 1.35 370.3

56 0.015 0.012 0.004 1.38 342.1
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Continuacion Cuadro 18.

Generacion NUmero A 5
Filial, de A260 A280 320 Pureza Concentracion
locacién muestra ng/ul

58 0.012 0.01 0.006 1.5 186.6
59 0.019 0.014 0.008 1.83 342.1
60 0.068 0.066 0.061 1.4 217.7

CUADRO 19: Programas de PCR utilizados para la amplificacion de SSR en papaya.

A. B.

Paso Tiempo Temperatura Paso Tiempo Temperatura
1 5 minutos 94°C 1 5 minutos 94°C
2 45 94°C 2 45 94°C

segundos segundos
3 1 minuto 56°C 3 1 minuto 58°C
4 1 minutos 72°C 4 1 minutos 72°C
5 Repetir - 5 Repetir -

paso 2 al 4, paso 2 al 4,

40 veces 40 veces
6 7 minutos 72°C 6 7 minutos 72°C
7 indefinido 4°C 7 indefinido 4°C

C. D.

Paso Tiempo Temperatura Paso Tiempo Temperatura
1 7 minutos 94°C 1 5 minutos 94°C
2 45 94°C 2 1 minuto 94°C

segundos
3 1 minuto 56°C 3 1 minuto 56°C
4 1 minutos 72°C 4 1 minutos 72°C
5 Repetir - 5 Repetir -
paso 2 al 4, paso 2 al 4,

40 veces 30 veces
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Continuacion Cuadro 19.

C. Dy
Paso Tiempo Temperatura Paso Tiempo Temperatura
6 30 72°C 6 3 minutos 72°C
segundos
7 indefinido 4°C 7 indefinido 4°C

CUADRO 20: Protocolos de PCR con distintas concentraciones finales de reactivos

para la amplificacion de SSR.

Protocolo A Protocolo B
Tampon 1X Tampon 1X
MgCI2  1mM MgCI2 2mM
dNTP’s 1.0mM dNTP’s 2.5mM
clu clu
Primer F  0.3uM Iniciador F  0.1uM
Primer R 0.3uM Iniciador R 0.1uM
Taqg 1 Ul Taq 0.5 UMl
polimerasa polimerasa
ADN  25ng ADN  25ng
Volumen  20ul Volumen  20ul
Total Total

Anexo. Secuencia producto de amplificacion del iniciador PM1 de microsatélites.
Las secuencias subrayadas indican la localizacion de los respectivos iniciadores. La
secuencia en gris palido indica al codon de iniciacion. La secuencia en italica indica
secuencia de lectura abierta, en tanto la seccién en negrilla indica al codén de
finalizacion.

5 -
CATGCAGACC CAAAAACAAA AACAGTAATA ATAATAATAA TAATAATA
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AT AGTTTGGTGG ACTGCCCAGA ACCTCATCTC ACAGCATCAA AGTTCTA
AAT TAAAAGGCATCEEEAAGACEMTGAGAAGCA A -3

Secuencia producto de amplificacion del iniciador PM2 de microsatélites

5-

AGATTCACCC ACTTGCATCC ACAAACAGAC ACCATG
TGAAAGA GAAAAGAGAA AGGAGAAAAA AAAAAAAAGA AAAGAGAG

AT GGAGACTGGG ACACACC -3

Secuencia producto de amplificacion del iniciador PM3 de microsatélites

5 -

CTTGCCGCTT CTTCTTTGTC GCTTGATATT TGCATTTGCT GCTGCTTCAC G
CACTACTTC TGCTACTTTT TATCACCCCC TTTCTTCTTC TTCTTCTTCTTCT
TTTTCTT CTTCTTCTTC TTCTTTCAAC TGCTCTCTTT GTTTCCGGCT CATGE

ATNCICCTCATCNEEIEEEIACINEEEETGAT TAAGAATCCATCGCGT

TTTT G -3

Secuencia producto de amplificacion del iniciador PM4 de microsatélites

5-

CCATCCATTG TAATG
TAGTT

ATTTGTGTCT ATTTCTTTAT TTTTAATCTT TTTACTCTTC TTTTTAAGTG G
CAATGATCT TGAGGTCTTA GTGTTGAGCC CTGGGTGGAG TAACCAATGA
GGGCTCTTGT AGTGTTCATG GCAACTGGAT GGACACTCTA ACTGTGCCAT
GTATGGCTCT AAAGAATAGG TGCCGTCCCT TCTTTTTCAA TAAGCTTTGA
GCTTGTTCCCTTGC -3

Secuencia producto de amplificacion del iniciador PM5 de microsatélites

5 -

CCAAACCTGG GCATTAGAAA AAAAAAAAAG GTCAAAATGA TATTGTTTT
A TGAAACCTCA AAATGATATG ATTTTGAATA TTAAGAAAAG AAAATAG
AGG CATATGATAC GATTTTGAAT ATTAAGAAAA GAAAATAGAG GCGTG

TATG
TAGAAGAG ATCTGAGCAG AGAGAGAGAA AGAGAAAGAA ANNNAGAGA

G GAGGTTACGG CNNNNNNATC AACAGCGTAG AGNNNNGAAA TAGAAA
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AAGA AGAAGAAGAA GAAGAAGAAA AAGAATAAGA ATGAGATGAA GA
ACAAGAAA CTGGTGCTTC NNNNNNACGN NNNGACTNNN NNAGAAGAGG
GACTGTGTGC GACGGCCTTG TCTGGAGAAA AAACGTTGAT TTACGCATG
G ATGTCAGTTT ACG -3

Secuencia producto de amplificacion del iniciador PM6 de microsatélites

5-

ACTCATCGTC ATCTCACCCC CCAGCTCTCC AGACAGGTCA ATCATCAATC
ATCAATCAAT CAATCAATCA ATCAATCAAT CAATTCTATA TCAATCGAC
TAATTTAGGTAGGTTTCTTTT TTTTTTTTTT TTTTTTTTCAATTTTGTGGC
ATCEARACAGIE TGATACGAG CGATTTCAGG GTGCAGGANN NNNNNNNN
NN NATTGGAGGA AGAGAACAGA GCACTGATGG NNNNNNNNAT CCAAA
CGCTG CCGTTGCGTT TNNNNNAGNA GGNNNCAATG GAATCAAAGC TCA
ACGG -3

CUADRO 21: Cantidad y longitud de bandas obtenidas tras amplificacién por tipo de
microsatélite.

Departamentos

Tipo No.
SSR Motivo Bandas Escuintla Retalhuleu
272 247
PM1 TAA 3 163 170
134 136
PM2 AAC 2 201 198
169 164
PM3 TTC 1 75 82
PM4 CATA 2 311 822 Tamafio de
237 225 bandas (pb)
PM5 AAG ) 975 898
488 528
523 520
351 339
PM6 ATCA 5 310 297
290 275
277 261
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Figura 7: Gel de secuenacion donde se muestra la amplificacion de una muestra de papaya
maradol F2 y F1 con el iniciador PM1, PM2 y PM3. E: Escalera 50pb. 1,2,6,9 : muestra de
papaya maradol F2. 3, 4, 7, 10, 11: muestra de papaya maradol F1. 5, 8, 12: muestra de papaya

hawaiana.
PM1 PM2 PM3
- _/ - _J — _J
' ' '
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Figura 8: Gel de secuenacion donde se muestra la amplificacion de una muestra de papaya
maradol F2 y F1 y muestras de papaya hawaiana, con el iniciador PM4, PM5. E: escalera de
50pb. 1,5, 7: muestra de papaya maradol F2. 2, 3, 6, 8:Muestras de papaya maradol F1.4, 9:

Muestras de papaya hawaiana.

PM4 PM5
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Figura 9: Gel de secuenciacion microsatélite PM1, de las muestras de Escuintla, Papaya
Maradol F1 y F2. E: Escalera de 50pb.

E Papaya maradol F2 Papaya maradol F1

YT '
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Figura 10: Gel de secuenciacion microsatélite PM3 de las muestras de Escuintla, Papaya
Maradol F1 y F2. E: Escalera de 50pb.

E Papaya maradol F2 E Control (-) Papaya maradolF1

— g — SV N
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Figura 11: Gel de secuenciacion microsatélite PM5 de las muestras de Escuintla, Papaya
Maradol F1 y F2. E: Escalera de 50pb.

E Papaya maradol F2 Papaya maradol F1

— P g

V V
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Figura 12: Gel de secuenciacion microsatélite PM6 de las muestras de Escuintla, Papaya
Maradol F1 y F2. E: Escalera de 50pb.

E Papaya maradol F2 Papaya maradol F1

V V
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Figura 12: Gel de secuenciacion microsatélite PM1 de las muestras de Retalhuleu, Papaya
Maradol F1 y F2. E: Escalera de 50pb.

E Papaya maradol F2 Papaya maradol F1

V V
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Figura 13: Gel de secuenciacion microsatélite PM3 de las muestras de Retalhuleu, Papaya
Maradol F1 y F2. E: Escalera de 50pb.

E Papaya maradol F2 Papaya maradol F1

V V
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Figura 14: Gel de secuenciacion intermicrosatélite IMP2 de las muestras de Escuintla, Papaya
Maradol F1y F2.

E Papaya maradol F2 Papaya maradol F1

N '




Figura 15: Esquema de la escalera Promega de 50pb.
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Cuadro 22: Presencia / ausencia de alelos por muestra de las generaciones F1 y F2 de papaya Maradol tras la amplificacion de la

secuencia ISSR, IMP1, en el departamento de Escuintla.
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Cuadro 23: Presencia / ausencia de alelos por muestra de las generaciones F1 y F2 de papaya Maradol tras la amplificacion de la

secuencia ISSR, IMP2, en el departamento de Escuintla.
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Continuacion Cuadro 23.
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Cuadro 24: Presencia / ausencia de alelos por muestra de las generaciones F1 y F2 de papaya Maradol tras la amplificacion de la

secuencia ISSR, IMP1, en el departamento de Retalhuleu
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Cuadro 25: Presencia / ausencia de alelos por muestra de las generaciones F1 y F2 de papaya Maradol tras la amplificacion de la

secuencia ISSR, IMP2, en el departamento de Retalhuleu.
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Cuadro 26: Lista de las heterocigosidades observadas y esperadas de cada una de las regiones evaluadas.

Heterocigosidad

Region geografica / tipo de Heterocigosidad esperada Chi-cuadrado
iniciador observada
Escuintla / IPM1 0.2083 0.115
Escuintla / IPM2 0.2843 0.145 0.6471
Retalhuleu / IPM1 0.3160 0.199
Retalhuleu / IPM2 0.3340 0.201 0.6921
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CUADRO 27: Lista de heterocigosidades esperadas y observadas de cada una de las generaciones filiales por separado en
cada una de las poblaciones.

F1 F2
Region geografica/ tipo Heterocigosidad Heterocigosidad chi- cuadrado Heterocigosidad Heterocigosidad chi- cuadrado
de iniciador observada esperada observada esperada
Escuintla / IPM1 0.3080 0.0970 0.3201 0.1010 0.1230 0.8810
Escuintla / IPM2 0.3280 0.0990 ' 0.0570 0.1000 '
Retalhuleu / IPM1 0.3460 0.1100 0.4223 0.0230 0.0980 0.7593
Retalhuleu / IPM2 0.3156 0.1650 ' 0.0320 0.0890 '
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CUADRO 28: Valores de Chi cuadrado y valores P para observar equilibrio de Hardy Weinberg dentro de las poblaciones de
Escuintla y Retalhuleu. Con un valor P < 0.05. Y un nivel de significancia de Chi cuadrado para 1 grado de libertad de 3.84.

Region gt_ao_g(éfica / tipo de valor Chi valor P Equilibri_o de
iniciador cuadrado Hardy Weinberg
Escuintla / IPM1 4.611852 0.3156 desequilibrio
Escuintla / IPM2 5.791557 0.4296 desequilibrio
Retalhuleu / IPM1 3.901842 0.4013 desequilibrio
Retalhuleu / IPM2 3.8774 0.4280 desequilibrio
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CUADRO 29: indices de similitud de las muestras de Escuintla amplificadas con el iniciador IPM1.

Muestra
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0.42
0.39
0.36

0.3
0.35
0.25
0.33

0.31

0.4
0.54
0.58
0.37
0.44
0.37
0.56

0.5
0.49
0.32
0.39
0.51

0.71
0.56
0.46
0.16
0.22

0.28

0.3
0.38
0.23
0.24
0.28
0.16
0.12

0.29
0.47
0.59
0.54
0.29
0.51
0.34
0.61
0.55
0.59
0.38
0.35
0.43
0.71

0.57
0.41

0.2
0.24
0.15
0.31
0.33
0.41
0.32
0.21
0.26
0.14
0.22

0.37
0.41
0.53
0.41
0.38
0.33
0.33
0.47
0.42
0.49
0.33
0.34
0.43
0.56
0.57

0.53
0.24
0.2
0.3
0.3
0.32
0.33
0.31
0.14
0.3
0.14
0.16

0.28
0.32
0.51
0.37
0.33

0.4
0.33
0.44
0.33
0.36
0.24
0.41
0.34
0.46
0.41
0.53

0.17
0.27
0.29
0.29
0.32
0.33
0.24
0.26
0.24
0.26
0.26

0.41
0.37
0.32
0.3
0.21
0.2
0.3
0.31
0.26
0.4
0.38
0.3
0.38
0.16
0.2
0.24
0.17

0.22
0.25
0.53
0.57
0.34
0.45
0.29
0.49
0.29
0.48

0.32
0.34
0.27
0.25
0.29
0.16
0.32
0.36
0.29
0.24
0.52

0.2
0.26
0.22
0.24

0.2
0.27
0.22

0.34
0.26
0.16
0.32
0.15
0.28
0.26
0.33

0.2

0.2
0.23
0.22

0.1
0.24
0.15
0.24
0.16
0.15
0.17
0.26
0.23
0.21

0.15

0.3
0.29
0.25
0.34

0.32
0.21
0.48
0.33

0.4
0.32

0.4
0.29

0.45
0.46
0.53
0.42
0.39

0.3
0.48
0.47
0.46
0.49
0.35
0.36
0.43
0.28
0.31

0.3
0.29
0.53
0.26
0.32

0.68
0.59
0.65
0.48
0.77
0.42
0.68

0.4
0.31
0.43
0.44
0.28
0.38
0.33
0.42
0.29
0.48
0.33
0.33
0.42

0.3
0.33
0.32
0.32
0.57
0.16
0.21
0.68

0.39
0.65
0.27
0.63

0.2
0.68

0.47
0.37
0.41
0.33
0.28
0.33
0.39
0.39
0.43
0.36
0.29
0.34
0.39
0.38
0.41
0.33
0.33
0.34
0.32
0.48
0.59
0.39

0.48

0.7
0.41
0.61
0.45

0.42
0.38
0.46
0.35
0.36
0.41
0.31
0.44
0.43
0.42
0.27
0.32
0.36
0.23
0.32
0.31
0.24
0.45
0.15
0.33
0.65
0.65
0.48

0.44
0.65
0.37

0.7

0.33
0.27
0.32
0.19
0.23
0.28
0.29
0.35
0.34
0.26

0.2

0.5

0.3
0.24
0.21
0.14
0.26
0.29
0.28

0.4
0.48
0.27

0.7
0.44

0.42
0.91
0.53

0.3
0.33
0.37
0.38
0.39

0.2
0.26
0.39
0.35
0.33
0.31
0.26
0.35
0.28
0.26

0.3
0.24
0.49
0.26
0.32
0.77
0.63
0.41
0.65
0.42

0.42
0.59

0.29
0.22
0.26
0.14
0.17
0.21
0.23

0.3
0.29
0.21
0.24
0.43
0.25
0.16
0.14
0.14
0.26
0.29
0.33

0.4
0.42

0.2
0.61
0.37
0.91
0.42

0.47

0.44
0.31
0.35
0.32
0.19
0.32
0.28
0.33
0.29
0.39
0.24
0.33
0.33
0.12
0.22
0.16
0.26
0.48

0.2
0.29
0.68
0.68
0.45

0.7
0.53
0.59
0.47

0.26
0.35
0.34
0.26
0.19
0.23
0.25
0.32
0.32
0.29
0.21
0.16
0.27
0.18

0.4
0.23

0.3
0.19
0.25
0.35
0.27
0.22

0.5
0.28
0.32
0.27
0.32
0.37

0.4
0.29
0.21

0.2
0.15
0.09
0.34
0.31
0.31
0.32
0.41
0.22
0.28
0.19
0.22
0.13
0.05
0.31
0.46
0.21
0.31
0.25
0.29

0.2
0.25
0.24
0.25
0.29



CUADRO 30: indices de similitud de las muestras de Escuintla amplificadas con el iniciador IPM2,

muestra 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

1 02 024 014 017 0.14 008 012 0.09 016 015 015 017 0.05 007 015 0.06 041 032 0.2 045 04 047 042 033 03 029 044 026 04
0.2 1 032 026 024 009 02 017 0.07 014 023 005 012 01 0.02 0.07 005 0.37 0.34 0.23 046 031 0.37 0.38 0.27 0.33 0.22 0.31 0.35 0.29
0.24 0.32 1 034 014 014 0.08 011 009 0.08 014 013 0.12 0 007 015 013 032 027 0.22 053 043 041 046 032 037 026 035 034 0.21
0.14 0.26 0.34 1 012 014 018 015 0.08 013 027 018 012 009 013 02 023 03 025 0.1 042 044 033 035 0.19 0.38 0.14 032 026 0.2
0.17 024 014 0.12 1 017 022 016 01 013 016 019 013 014 011 01 014 021 029 0.24 039 028 0.28 0.36 0.23 0.39 0.17 0.19 0.19 0.15
0.14 009 014 014 0.17 1 024 017 026 018 02 018 02 02 01 022 012 02 016 015 0.3 038 033 041 028 0.2 021 0.32 0.23 0.09
008 02 008 018 022 0.24 1 019 018 014 025 016 015 005 012 011 016 0.3 032 024 048 0.33 039 031 029 0.26 0.23 0.28 0.25 0.34
012 017 011 015 016 0.17 0.19 1 021 019 031 023 011 019 02 025 016 031 036 0.16 047 042 039 044 035 039 03 033 032 031
0.09 007 009 008 01 026 018 0.21 1 013 031 018 014 02 029 017 022 026 0.29 0.15 046 0.29 043 043 0.34 035 029 0.29 032 0.31
0.16 0.14 008 013 013 0.18 014 019 013 1 029 026 036 018 024 016 02 04 024 017 049 048 036 042 026 0.33 0.21 0.39 0.29 0.32
015 023 014 027 016 02 025 031 031 0.29 1 033 025 012 0.17 022 0.24 0.38 052 0.26 035 0.33 0.29 027 0.2 031 024 024 021 041
0.15 005 013 0.18 019 0.18 016 0.23 0.18 0.26 0.33 1 02 016 019 024 021 03 02 023 036 033 034 032 05 026 043 033 016 0.22
0.17 012 012 012 013 02 015 011 014 036 025 0.2 1 031 026 016 0.26 0.38 0.26 0.21 043 042 039 036 03 035 025 0.33 0.27 0.28
005 0.1 0 009 014 02 005 019 02 018 012 016 031 1 024 019 022 0.16 0.22 0 028 03 038 023 024 028 016 0.12 0.18 0.19
0.07 002 007 013 011 01 012 02 029 024 017 019 026 0.24 1 025 027 02 024 015 031 033 041 032 021 026 0.14 022 04 0.22
0.15 007 015 02 01 022 011 025 017 016 0.22 024 0.16 0.19 0.25 1 025 024 02 03 03 032 033 031 014 03 014 0.16 0.23 0.13
0.06 005 013 023 014 012 016 0.16 022 0.2 024 021 026 022 0.27 025 1 0.17 0.27 0.29 0.29 0.32 0.33 0.24 0.26 0.24 0.26 0.26 0.3 0.05
042 044 033 035 0.19 038 0.14 015 023 0.14 027 016 0.2 0.16 0.12 0.18 0.19 1 022 025 053 057 034 045 0.29 049 029 048 0.19 031
0.39 0.28 0.28 0.36 0.23 0.39 0.17 015 005 0.13 018 0.19 018 0.14 022 04 0.22 0.22 1 034 026 016 0.32 0.15 0.28 0.26 033 0.2 0.25 0.46
0.3 038 033 041 028 02 021 017 012 012 012 013 02 0.14 0.16 0.23 0.13 0.25 0.34 1 032 021 048 033 04 032 04 029 035 021
0.48 0.33 0.39 031 029 0.26 0.23 005 0.1 0 009 014 02 0.26 026 0.3 0.05 053 0.26 0.32 1 0.68 059 0.65 048 0.77 042 0.68 0.27 0.31
0.47 042 039 044 035 039 0.3 048 0.33 039 031 029 0.26 0.29 0.48 0.19 031 057 0.16 0.21 0.68 1 039 065 0.27 063 0.2 068 0.22 0.25
0.46 029 043 043 034 035 0.29 0.47 042 039 044 035 039 033 0.2 025 046 0.34 032 048 059 0.39 1 048 0.7 041 061 045 05 0.29
0.16 0.15 023 014 027 016 0.2 046 0.29 043 043 034 035 04 029 035 021 045 0.15 0.33 0.65 0.65 0.48 1 044 065 037 0.7 028 02
0.19 0.15 005 0.13 018 019 018 049 048 036 042 0.26 0.33 042 068 0.27 031 0.29 028 04 048 027 0.7 0.44 1 042 091 053 032 0.25
013 017 012 012 012 013 0.2 035 033 029 027 02 031 0.2 068 022 025 049 0.26 0.32 0.77 0.63 041 0.65 0.42 1 042 059 0.27 0.24
014 005 01 0 009 014 02 036 033 034 032 05 026 061 045 05 029 029 033 04 042 0.2 061 037 091 042 1 047 032 0.25
0.21 043 042 039 036 03 032 043 042 039 036 03 035 037 0.7 028 0.2 048 0.2 029 0.68 068 045 0.7 053 059 047 1 037 0.29
014 02 005 019 02 018 012 016 031 031 0.2 0.68 0.22 091 053 0.32 025 0.19 025 035 0.27 022 05 0.28 032 0.27 032 0.37 1 016
011 01 012 0.2 029 024 017 0.19 026 0.26 0.61 045 05 042 059 0.27 0.24 0.31 046 0.21 031 0.25 029 0.2 0.25 0.24 0.25 0.29 0.16 1
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CUADRO 31: Indices de similitud promedio de las muestras F1 y F2 de cada uno de los departamentos e iniciadores
muestreados. Con su respectiva desviacion estandar y su intervalo de confianza con un 95% de confianza.

. .. Intervalo Intervalo ... Intervalo Intervalo ... Intervalo Intervalo
Desviacion Desviacion General Desviacion

; de de . de de . de de

F1 estandar . . F2 estandar . . dela estandar . .
confianza confianza confianza confianza L, confianza confianza

F1 (%) R . F1(x) s . poblacion F1(x) NP .
inferior  superior inferior  superior inferior  superior

IPM1/ Escuintla  0.4401  0.08725 0.4287 0.4515 | 0.5786 0.1010 0.5654 0.5654 0.3277 0.1243 0.3115 0.3115
IPM2/ Escuintla  0.4576 0.1310 0.4405 0.4747 | 0.5378 0.1176 0.5224 0.5224 0.3714 0.1001 0.3583 0.3583
IPM1/ Retalhuleu  0.4597 0.1271 0.4431 0.4763 | 0.6101 0.1361 0.5923 0.5923 0.3897 0.1287 0.3729 0.3729
IPM2/ Retalhuleu 0.4583 0.1225 0.4423 0.4743 | 0.5963 0.1153 0.5812 0.5812 0.3997 0.1238 0.3835 0.3835

/8



Figura 16: Grado de confianza de los indices de similitud. En el eje X se muestra el nimero de mediciones, y en el eje Y el
valor promedio con su desviacién estandar de los indices de similitud. Muestra 1- 4: indice similitud grupo F1, muestra 5-8:
indice similitud grupo F2, muestra 9-12: indice similitud general de la poblacidn.
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CUADRO 32: Valores de los indices de fijacion total de la poblacion (Fst) de las muestras F1 y F2 de papaya maradol.

Valores de Fst

Poblacion F1 y F2 del departamento de Escuintla 0.137
Poblacion F1y F2 del departamento de 0.139
Retalhuleu

68



Figura 17: Dendrograma basado en Neighbor joining de las muestras de Escuintla, utilizando el iniciador IPML1.
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Figura 18: Dendrograma basado en Neighbor joining de las muestras de Escuintla, utilizando el iniciador IPM2.
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Figura 19: Dendrograma basado en Neighbor joining de las muestras de Retalhuleu, utilizando el iniciador IPM1.
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Figura 20: Dendrograma basado en Neighbor joining de las muestras de Retalhuleu, utilizando el iniciador IPM2.
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Figura 21: Dendrograma basado en el analisis por agrupamiento UPGMA de las muestras
de Escuintla, utilizando el iniciador IPM1.
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Figura 22: Dendrograma basado en el analisis por agrupamiento UPGMA de las

muestras de Escuintla, utilizando el iniciador IPM2.
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Figura 23: Dendrograma basado en el andlisis por agrupamiento UPGMA de las

muestras de Retalhuleu, utilizando el iniciador IPM1.
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Figura 24: Dendrograma con UPGMA de las muestras de Retalhuleu, utilizando el
iniciador IPM2.
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