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Resumen

Los marcadores moleculares son herramientas valiosas en los estudios genéticos en plantas, y estan siendo
empleados exitosamente en programas de mejoramiento principalmente en la eleccion de progenitores y en
la seleccion. El polimorfismo observado mediante la técnica molecular AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) ha sido de utilidad para estudios de diversidad genética en frutales. En el presente trabajo se
realiz6 la caracterizacion molecular de 12 accesiones de papaya (Carica papaya 1..) del banco de germoplasma
del Instituto de Investigaciones en Fruticultura Tropical (IIFT), empleando la técnica AFLP. Se evaluaron
seis combinaciones de iniciadores para la amplificacion selectiva, las cuales amplificaron un total de 431 ban-
das con 73,3% de polimorfismo. El nimero total de patrones de bandas identificados fue igual en todas las
combinaciones utilizadas, con un porcentaje de identificacion alto, lo que sugiere que dichas combinaciones
pudieran ser empleadas para estudios de variabilidad genética en papaya. En general, los resultados presenta-
dos demuestran que existe diversidad genética entre las accesiones evaluadas, lo cual constituye un reflejo del
origen que presentan los genotipos analizados a partir de la introduccién de materiales foraneos y la poliniza-
cion abierta de un grupo de materiales selectos. Por tanto, se recomienda retomar la prospeccion y seleccion
de accesiones locales, asf como la introduccién de nuevos genotipos foraneos, como dos vias fundamentales
para aumentar la diversidad genética presente en el banco de germoplasma de papaya de Cuba.
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Abstract

Molecular markers are valuable tools for genetic studies in plants and they are often used successfully in
genetic breeding, mainly for choosing progenitors and selection. Polymorphism observed by amplified frag-
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ment length polymorphism (AFLP) has been useful for genetic diversity studies in fruit trees. Twelve papaya
accessions from the Tropical Fruit Crop Research Institute germplasm bank were molecularly characterised
by AFLP. 431 bands having 73.3% polymorphism were obtained using 6 primer combinations. The total
number of band patterns identified was the same in all combinations assayed with a high percentage of iden-
tification, suggesting that such primer combinations could be used for genetic variability studies in papaya.
The results demonstrated genetic diversity among the papaya accessions evaluated, indicating the origin of
the analysed genotypes from exogenous material and open pollination of a selected group of material. It is
thus recommended that local accessions and their selection be monitored as well as the introduction of new
foreign genotypes as two ways of increasing the genetic diversity of the Cuban papaya germplasm bank.

Keywords: molecular marker, polymorphism, genetic diversity.
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Introducciéon

La papaya es una planta herbacea, de cre-
cimiento rapido y de vida corta. Es nativa de
América Tropical y ampliamente cultivada en
todas las regiones tropicales por sus frutos co-
mestibles y alto contenido de vitaminas (Storey,

1969).

La especie Carica papaya L. pertenece a
una pequefia familia de dicotiledéneas: Carica-
ceae, la cual consta de seis géneros y 35 espe-
cies. Entre ellos se encuentra el género Carica,
que incluye esta sola especie y resulta la mads
importante desde el punto de vista econdémico

(Badillo, 2000).

El Caribe constituye una zona de diver-
sificacion secundaria de la papaya, donde las
poblaciones locales presentan adaptaciones a
las condiciones regionales. La conservacion y
evaluacion de la papaya o fruta bomba consti-
tuye un paso importante para el desarrollo sos-
tenible del cultivo.

La introduccioén, caracterizacion y evalua-
cién de accesiones de papaya pueden permitir
la identificacién de nuevos genotipos, con vista
a proporcionar el material basico para progra-
mas de mejoramiento genético de este frutal
(Alonso e al., 2007). Estos programas van en-
caminados hacia el logro de mejores varieda-
des desde el punto de vista morfoagronémico

Aprobado: noviembre 3 de 2009

y tolerancia a las virosis, por ser este ultimo el
problema patolégico de mayor importancia en
la economia del mismo (Paris, 2005).

Existe gran variedad de métodos para cla-
sificar las accesiones, los niveles de diversidad
y las relaciones entre los individuos (Marcucci
et al., 2001). Los primeros y los de mas antigua
utilizacién son los basados en la morfologia de
la planta, los cuales permiten una primera ob-
servacion, a simple vista, de sus atributos prin-
cipales para analizar las diferencias entre las
accesiones en estudio. Estos métodos son rela-
tivamente econémicos y constituyen la base de
la caracterizacion de las muestras presentes en
los bancos de germoplasma (Rallo ez a/, 2002).

Los métodos citogenéticos y moleculares
(bioquimicos y basados en el ADN) permiten
analizar las diferencias entre los cromosomas, las
proteinas o el ADN de las plantas (Avise, 1994), y
se utilizan para complementar los estudios donde
los marcadores morfolégicos han proporcionado
resultados limitados; asi como para acelerar los
programas de mejoramiento (Persson, 2001).

La genética basada en los marcadores
moleculares esta siendo integrada en varios
programas de investigacién y juega un papel
importante en el mejoramiento de plantas (Oli-
veira et al., 2008). Los marcadores moleculares
tienen un rango amplio de aplicaciones, entre
éstas: el mapeo y marcaje de genes, los estudios
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de diversidad genética, las relaciones entre y
dentro de las diferentes especies, y la distribu-
cion de esa diversidad entre regiones geografi-
cas, entre otras (Valdés-Infante ez a/., 2008).

Las técnicas de Polimorfismo de Longitud
de Fragmentos Restringidos (RFLP) (Aradhya
et al., 1999), Polimorfismo del ADN Amplifica-
do al Azar (RADP) (Stiles, 1993; Jobin-Décor
et al., 1997; Cattaneo, 2001), y Polimorfismo de
Longitud de Fragmentos Amplificados (AFLP)
(Van Droogenbroeck ez al, 2002; Kim et al.,
2002; Morales et al., 2004), han sido aplicadas
en papaya mostrando ser adecuadas para la
determinacion de relaciones genéticas y estu-
dios de diversidad. Por otra parte, el empleo
de los microsatelites (SSR) se considera apro-
piado para detectar y cuantificar la variabilidad
genética en dicha especie (Pérez et al., 2000), y
la determinacién de sexo en plantas de papaya
(Ma et al., 2004; Oliveira et al., 2007; Sanchez
y Nafez, 2008). Estas técnicas se utilizan para
complementar los estudios donde los marca-
dores morfolégicos han proporcionado resul-
tados limitados, o para acelerar los programas
de mejoramiento (Meerow ef al., 2003).

En este sentido, AFLP es reconocida
como una técnica molecular confiable y eficien-
te comparada con los marcadores RFLP, RADP
o microsatélites (Vos ¢z al., 1995; Powell ¢t al.,
1996; Pejic et al., 1998; Kim e al, 2002) y su
ventaja principal es el gran nimero de bandas
polimoérficas que genera (Rafalski ¢z a/., 1996).

El objetivo del presente trabajo fue esti-
mar la variabilidad genética entre accesiones de
papaya pertenecientes al banco de germoplas-
ma de este frutal en Cuba, mediante el poli-
morfismo generado por los AFLP.

Materiales y métodos

Material vegetal

Se utilizaron doce accesiones de papayas
seleccionadas al azar y pertenecientes al banco
de germoplasma del IIFT en Cuba. Las acce-
siones corresponden a cultivares comerciales,

materiales introducidos de diferentes origenes:
Brasil, Islas Canarias (Cultivares del Grupo
Solo), Nicaragua, Ecuador, Costa Rica, Taiwan
(cultivares del Grupo Formosa), México, y get-
moplasma prospectado en Cuba (tabla 1).

Andlisis de diversidad genética
mediante AFLP

Para el aislamiento del ADN se colectaron
hojas jévenes y se utilizé el método del CTAB
descrito por Doyle y Doyle (1990) con modifi-
caciones segin Rohde ¢z a/ (1995).

Las reacciones de AFLP fueron realizadas
mediante el protocolo establecido por Vos et
al. (1995). La amplificacion selectiva se realizo
empleando 6 combinaciones de iniciadores (E-
ACG/M-GCG; E-ACG/M-CAG; E-ACA/M-CAC;
E-ACA/M-CTA; E-AAC/M-CTA). Los iniciado-
res EcoRI fueron marcados con un fluoréforo
(FAN, NED o JOE), de acuerdo con la combi-
nacién empleada. Los fragmentos amplificados
fueron separados usando electroforesis capilar
en un secuenciador automatico ABI 310.

Para obtener el indice de similitud de
Dice se gener6 una matriz binaria asignando el
valor de 1 ala presencia de una banda, y el valor
de 0 a la ausencia, empleando el programa Ge-
neMarker version 1.7. Los criterios de analisis
se establecieron considerando una intensidad
minima de 100 unidades de florescencia en un
rango de 60 a 300 pb.

Se estimaron los siguientes indicadores
para cada unidad de ensayo (U: producto de la
amplificacién de la PCR obtenida con una com-
binacién de iniciadores), segin lo sugerido por
Belaj ez al. (2003):

1. Numero de bandas polimérficas (7).

2. Numero de bandas no polimérficas

()
3. Numero total de bandas (2 = ny+ 7).

4. Nuamero promedio de bandas poli-
moérficas por unidad de ensayo (P= 7,
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Tabla 1. Accesiones de papaya (Carica papaya L.) caracterizadas molecularmente en este estudio.

Cultivares Comerciales

Accesion

Origen

Baixinhio de Santa Amalia (BSA)

Islas Canarias

Golden Brasil
Tainung-1 Taiwan
HG x MA Cuba

HG x MR Cuba
Nica lll Nicaragua

Germoplasma Prospectado

Accesion

Origen

Sapote de Pilén

Pil6on, Granma, Cuba

Amarilla de Pilén

Pil6n, Granma, Cuba

Amarilla de Nava

Baracoa, Guantanamo, Cuba

Amarilla de Duaba

Baracoa, Guantanamo, Cuba

Agroficial

Ecuador

5. Numero de patrones de bandas identi-
ficados por combinacién de oligonu-
cledtidos (15).

6. Numero de patrones unicos de bandas
identificados por combinacién de oli-
gonucleétidos (T5).

7. Porcentaje de identificacion (Pi=( Ty, /
T;)x100).

8. Heterocigocidad esperada (Hep) del
loci polimérfico: He = 1 - Zpi2 don-
de pi es la frecuencia de alelos en el
i™ alelo y la media aritmética de la
heterocigosidad del loci polimorfico:
1, _XH, , donde n es el numero de
marcadores analizados. En todos los
casos, los valores fueron corregidos
por el tamafio de la muestra como:

_ 2xH,
7 2n-1

(2 Media de la heterocigocidad espe-

rada de los loci polimérficos: He=

(O Hep)/ u.

Se estim6 la similitud genética entre todos

los genotipos estudiados, para ello se utilizo

el subprograma SIMQUAL, empleando como
coeficiente Dice (Dice, 1945) y como méto-
do de agrupamiento, el Método de las Medias
Aritméticas por Grupo no Ponderadas (UPG-
MA) por presentar los valores cofenéticos mas
elevados. La conformaciéon de los grupos en
los analisis de conglomerados, y la determi-
nacion de los posibles grupos de diversidad
se apoyo mediante el método de remuestreo
utilizando el programa Winboot (1998). Los
calculos fueron realizados mediante el paque-
te estadistico NTSys-PC (version 2.1).

Resultados y discusién

En el estudio de las accesiones de papa-
ya con las seis combinaciones de iniciadores se
obtuvo un total 431 bandas con un 73,3% de
polimorfismo. Esto corrobora la eficiencia de
los AFLP para generar un gran numero de mar-
cadores por corrida como lo refiere Valdés-In-
fante (2009). La tabla 2 muestra los resultados
relacionados con el polimorfismo para cada
combinacion.

34

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XI No. 2 Diciembre 2009 31-39



Tabla 2. Niveles de polimorfismo detectados entre las accesiones de papaya para cada combinacion
de iniciadores empleados en el andlisis de AFLP.

Combinaciones de oligonucleétidos AFLP
indices y sus abreviaturas ACG/ ACG/ ACA/ ACA/ AAC/ | ACC/ Total
CGC CAG CAC CTA CTA CTA

N° de bandas polimdrficas Ny 62 41 89 59 39 26 316
N° de bandas no polimérficas Nip 2 24 2 47 19 21 115
Ne total de bandas n 64 65 91 106 58 47 431
Ne° promedio de bandas polimérficas P 10.3 6.8 14.8 9.8 6.5 4.3 73.3
N° de patrones de bandas Ty 12 12 12 12 12 12 72
N° de patrones tnicos de bandas Tou 12 12 12 12 12 12 72
Porcentaje de identificacion (%) Pi 100 100 100 100 100 100
Heterocigocidad esperada Hep 0.310 0.347 0.304 0.329 0.328 0.305
Promedio de Heterocigocidad esperada He 0.318

El nimero de bandas polimorficas va-
ri6 de 26 a 89 con las combinaciones E-ACC/
MCTA y E-ACA/MCAC, respectivamente. El
porcentaje de polimorfismo por combinacion
vari6 de 48,7 a2 97,8%. Dichos resultados fueron
superiores a los sefialados por Kim ¢z a/. (2002),
quienes utilizando nueve combinaciones obtu-
vieron 186 bandas polimérficas (42%) en un
total de 445 bandas detectadas en un estudio
de diversidad genética en 63 accesiones de Ca-
rica papaya 1.. El nimero de patrones de bandas
totales fue de 72, y el nimero de patrones tni-
cos fue de 12. Estos niveles de polimorfismo
fueron menores a los obtenidos en un estudio
similar realizado en guayabo (Psidium guajava
L.), donde se registraron valores de 150 y 45,
respectivamente (Valdés-Infante e al., 2008).

El ntmero total de patrones de ban-
das identificados se mantuvo igual en todas
las combinaciones utilizadas, con un porcen-
taje de identificaciéon alto por combinacion
(Pi=100%). Esto sugiere que estas seis combi-
naciones pudieran ser empleadas para estudios
de variabilidad genética en accesiones de papa-
ya. En el caso del numero de patrones de ban-
da dnicos (Ip#) mostré el mismo valor en las
seis combinaciones, 12 por unidad de ensayo,
lo que comparado con el total de patrones de

bandas detectado sugiere la efectividad de estos
oligonucleodtidos en la identificacién de todos
los genotipos evaluados (tabla 2). Esto explica
la potencialidad de los AFLP para estudios de
identificacién en este frutal; resultados simila-
res han sido obtenidos en aguacatero (Persea
americana Mill.) por Rodriguez et al. (2008), en
mango (Mangifera indica 1..) por Capote (2007)
y en el guayabo (Psidium guajava 1..) por Valdés-
Infante e al. (2008).

De manera general, la heterocigocidad
promedio esperada fue 0,31, resultados que
corroboran los valores obtenidos para la he-
terocigocidad esperada por combinacion. La
combinacion E-ACG/M-CAG mostré el mayor
valor de heterocigocidad esperada (He = 0,34),
mientras que con las combinaciones E-ACA/
M-CAC y E-ACC/ M-CTA se obtuvo el menor
valor (He = 0,30).

El coeficiente de similitud de Dice vari6
de 0,299 a 0,785, con un promedio global de
0,542. Este valor promedio fue superior (0,880)
en el estudio conducido por Kim ez a/. (2002),
como era de esperarse por el mayor nimero
de combinaciones de iniciadores (9) y accesio-
nes de papaya analizadas (63). Por otra parte,
los valores de similitud obtenidos muestran a
‘Nica-11I’ como la accesién con mayor hetero-
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geneidad genética al presentar el valor mas bajo

(0,299).

En la figura 1 se muestran las relaciones
genéticas entre las 12 accesiones de papaya
evaluadas, se puede apreciar que el marcador
AFLP permiti6 la discriminacion de todas las
accesiones.

El dendrograma presenta tres grupos de
diversidad bien definidos y dos accesiones ex-
ternas (figura 1). E1 Grupo I (incluye accesiones
introducidas del Grupo Solo ‘Sunset’, ‘Golden’
y el hibrido “Tainung-01’); el Grupo 1II (incluye
una accesion local y dos cultivares comerciales
cubanos ‘HGxMR’ y ‘HGxMA) y el Grupo 111
(incluye tres accesiones locales y una accesion
introducida de Ecuador - Agroficial). Dentro
de las accesiones externas se encuentra el cul-
tivar comercial ‘Baixinhio de Santa Amalia’
(BSA) y el cultivar introducido de Nicaragua
(‘Nica-IIT).

El cultivar ‘BSA’ constituye una accesion
externa en el dendrograma generado utilizan-
do los datos AFLP, lo que puede deberse a que
fue originada a partir de una mutacién natural
del cv ‘Sunrise Solo’ en la localidad de Espirito
Santo, Brasil (Dantas ez al., 2002).

Se observa la asociacién de ‘Golden’ y ‘Sun-
set’ (figura 1, Grupo I), aspecto que potencia la
afirmacion de que son cultivares interrelacionados
y pertenecientes a la linea Solo. El cultivar ‘Sun-
set’ constituye una linea hermana del cv ‘Sunrise’,
originada a partir de un mismo parental y, a su
vez, la posicion del cultivar “Tainung-01” entre las
accesiones de este grupo no resulta sorprendente,
si se tiene en cuenta que este hibrido fue obtenido
a partir del cruce de una seleccion de papaya de
Costa Rica y el cv ‘Sunrise’.

Las accesiones ‘HGxMR’ y ‘HGxMA
pertenecientes al Grupo 1I corroboran sus re-
laciones de parentesco, ambos genotipos fue-
ron obtenidos a partir del cruzamiento con el
cultivar ‘Hortus Gold’ y ‘Maradol’. Ademas, la
ubicacién en este grupo de la accesion local
‘Sapote de Pilon’, seleccionada por un produc-
tor en la region de Pilon (provincia Granma),
mostré una similitud genética de 0,59, lo que
pudiera indicar que este material estd com-
partiendo parte de su genoma a través de los
cruzamientos por polinizacién abierta con el
mismo progenitor comun de ambos cultivares,
teniendo en consideracién que el progenitor
‘Maradol’ constituye el cultivar mas extendido
comercialmente en el pafs.

BSA

Gripo |

Sunea

Galden

Tamung-1

Gruoa |

Sapobe-Piin

4‘

HEuMA

HGEMR

Agrofslal

Amania-Pldn

Gruga Il

Amans-Duabs

Amaria-Nava

Coefficient

075

Naes-fll

Figura 1. Resultado del analisis de agrupamiento de las accesiones de papaya evaluadas, realizado mediante el
coeficiente de Dice, utilizando como método de agrupamiento el UPGMA, sobre la base de los 431 marcadores
AFLP generados con seis combinaciones de iniciadores.
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Las accesiones locales ‘Amatrilla de Nava’,
‘Amarilla de Duaba’ y ‘Amatrilla de Pilén’, la ma-
yoria colectadas a partir de diferentes produc-
tores de papaya en la region oriental de Cuba
formaron el Grupo 111, sugiriendo una estre-
cha relacion genética entre estos materiales, lo
que pudiera estar indicando un posible origen
comun en estas accesiones. En el caso especi-
fico de la accesion introducida de Ecuador, no
se conoce informacién alguna relacionada con
sus parentales, por lo cual se hace necesario de-
sarrollar estudios adicionales con marcadores
moleculares codominantes como los SSR para
determinatlo.

Igualmente, result6 efectiva la introduc-
cion del genotipo foraneo ‘Nica-1II’ con el
objetivo de ampliar la base genética de la co-
leccion, el cual tiene un origen geografico dife-
rente al de las accesiones presentes en el banco
de germoplasma, lo cual se ve reflejado en su
ubicacién en el dendrograma. No obstante, se
requiere la introduccién de nuevos materiales
con un origen mas diverso y caracterfsticas
morfolégicas mas distintivas.

De forma general, los resultados presenta-
dos demuestran que entre las accesiones de pa-
paya existe diversidad genética, lo cual constituye
un reflejo del origen que presentan los genotipos
analizados a partir de la introduccién de materia-
les foraneos y la polinizacién abierta de un grupo
de materiales selectos. Por tanto, se recomienda
seguir retomando la prospeccion y seleccion de
accesiones locales, asi como la introduccion de
nuevos genotipos foraneos, como dos vias fun-
damentales para aumentar la diversidad genética
presente en el banco de germoplasma de papaya.
Valdés Infante (2009) y Taamalli ¢f a/. (2006) arti-
baron a estas mismas conclusiones en la caracte-
tizacién de accesiones de Psidium gnajava 1.y Olea
europaea 1., respectivamente.

Los resultados obtenidos y discutidos en
este trabajo coinciden y reafirman lo reportado
por Rodriguez y Arencibia (2002), respecto a
lo poderosa que resulta la técnica AFLP, y los
marcadores moleculares en general, para la de-
teccion y evaluacion de la variacion genética en

colecciones de germoplasma, asi como en los
estudios de biodiversidad. Ademas, también
corrobora lo planteado en la literatura, de que
los matrcadores moleculares constituyen una
herramienta moderna y poderosa para el viejo
arte de la seleccion (Coto y Cornide, 2002).

Conclusiones

Las combinaciones de iniciadores AFLP
utilizadas en este estudio permitieron la dife-
renciacion de todas las accesiones evaluadas.
Los resultados evidencian la utilidad de este
tipo de marcadores en la identificaciéon de ge-
notipos, y en estudios de diversidad genética en
papayo, informacién que puede ser de gran uti-
lidad en el disefio de métodos y estrategias de
mejoramiento genético.

Las seis combinaciones evaluadas pudie-
ran ser empleadas para estudios de variabilidad
genética en accesiones de papaya, por el alto
porcentaje de identificaciéon por combinacion
(Pi = 100%) obtenido.

La diversidad genética observada entre las
accesiones de papaya sugiere que la prospec-
cion y seleccion de accesiones locales, asi como
la introduccién de nuevos genotipos foraneos,
constituyen dos vias fundamentales para au-
mentar la variabilidad en el banco de germo-
plasma del cultivo.
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