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Resumen

RESUMEN

Se caracterizaron morfolégicamente 13 caracteres de los frutos de parentales L7, M22 y
progenie F1y F2 provenientes de la cruza L7xM22. Dichos resultados fueron comparados
con los obtenidos molecularmente mediante marcadores de ADN ‘QTL’ asociados a
caracteres morfologicos de sexo de la flor y fruto de papaya. El objetivo fue validar su uso
en la seleccién asistida por marcadores moleculares (SAM) e implementarlos en el
programa de mejoramiento de papaya iniciado en el CICY.

Los marcadores moleculares CPM1815CY2 y CPFC1 (sexo y color, respectivamente) por
su caracter monogénico, pueden ser incluidos en un programa de mejoramiento asistido
por marcadores (SAM). El marcador CPM1815CY2 logré separar plantas hermafroditas y
femeninas en estado de plantula en una proporcidon esperada 2:1 y confirmada
morfolégicamente 2 meses después cuando las plantas estaban en la etapa de floracién.
En relacién al marcador CPFC1, este fue capaz de separar genotipos con pulpa naranja-
rojiza de frutos amarilios y nuevamente fueron validados cuando las plantas produjeron
frutos hasta los 8 meses después del transplante.

Estos estudios se completaron con la caracterizacion molecular mediante AFLP de los
parentales L7, M22 y su progenie F1. Dicha caracterizaciéon se comparé con la
caracterizacion morfolégica de 32 caracteres evaluados. Las combinaciones de iniciadores
que mayor polimorfismo mostraron fueron E-ACA/M-CTA, E-ACC/M-CTA, E-ACT/M-CGA.

Los resultados de la presente tesis deben servir de base para la blusqueda futura de nuevos
QTL en papaya, asociados a algun caracter fenotipico de interés que pudiera estar
asociados a mayor tolerancia a estreses bidtico o abiético, 0 a un mayor contenido
nutrimental o nutraceutico de plantas y frutos de papaya.






Abstract

ABSTRACT

The Carica papaya L. parentals L7 (landrace) and M22 (comercial), as well as the F1 and
F2 progenies resulting from the intraspecific crossing L7XM22, were morphologically
characterized using 13 UPQOV parameters. The resulting morphological grouping was
compared with a molecular characterization using DNA markers 'QTL' associated with
morphological characters of flower and fruit.

The ultimate aim was to validate the use of molecular markers assisted selection (MAS), to
improve our ongoing papaya breeding program. The molecular markers CPM1815CY2 (sex
type) and CPFC1 (pulp color of fruits) proved useful for being included in a future mas
program for papaya breeding.

The marker CPM1815CY2 correctly separated hermaphrodite from female plants at early
stages (two weeks old seedlings) in an expected proportion (2:1). The validity of the marker
was later confirmed morphologically, when plants produced flowers (2 months later). on the
other hand, the marker CPFC1 was capable to identify genotypes with orange-red pulp in
their fruits, what was again later confirmed when those plants beared fruits (8 months later).

These studies were completed with the molecular characterization of the parentals and their
progeny now using AFLPs. The primers combinations that showed higher polymorphisms
were E-ACA/M-CTA, E-ACC/M-CTA, E-ACT/M-CGA.

The results from the present thesis should serve as a platform to future projects seeking the
identification of new QTL associated with traits related to increased biotic or abiotic stress
tolerance, or increased nutraceutical or nutrimental content of papaya plants and fruits.
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ANTECEDENTES
I.2. ASPECTOS IMPORTANTES DE Carica papaya L.
1.2.1. Caracteristicas de la planta

La papaya es una planta dicotiledénea y se incluye actuaimente en la familia Caricaceae
(Chan, 2009; Chen et al., 2007; Eustice et al., 2008). Este género contiene alrededor de 34
especies, pero solo tres son de importancia hortofruticola; C. papaya, C. candamarcensis
(papaya de montaria) y C. monoica (Antunes y Renner, 2012; Ibar, 1986).

Las plantas cultivadas de Carica papaya L. se clasifican en hermafroditas, femeninas y
masculinas, genotipos denominados también como andromonoica, ginoica y androica,
respectivamente (Ramos et al., 2011; Filho et al., 2007), de las cuales derivan poblaciones
distinguidas como: dioica (plantas con flores femenina y plantas con flores masculinas),
ginoandromonoica o ginodioica (plantas con flores femeninas y plantas con flores
hermafroditas), y trioica (plantas femeninas, plantas hermafroditas y plantas masculinas)
(Oliveira et al., 2010a; Yu et al., 2008; Filho ef al., 2007; Jiménez, 2002).

1.2.2. Clasificacion de flores

En esta especie se reconocen seis tipos bien diferenciados de flores (Figura 1.1): uno
femenino, tres hermafroditas y dos masculinos, designados cominmente como los tipos |,

I, 1II, IV, IV+ y V, respectivamente (Parés et al., 2004).

Las flores hermafroditas se distinguen por el nimero y distribucién de los estambres, forma
de ovario y caracteristicas de la corola; estas flores también se les denomina “pentandria”
(tipo ), “irregular” (tipo HIl) y “elongata” (tipo 1V); las flores de tipo Il y en menor grado las
del tipo |l presentan carpeloidia de estambres. Las flores masculinas pueden ser “funcional
masculina” (tipo IV+) y “masculina tipica” (tipo V); estas flores por lo general no desarrollan
frutos. Las diferencias en la biologia floral depende de las condiciones ambientales,

especialmente sequia y temperaturas altas (Niklas y Marler,
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f. Masculina: flor pequefia con corola gamopétala delgada que termina en cinco pétalos
pequefios. Consta de 10 estambres y un pistilo monocarpelar no funcional. No produce
frutos.

1.2.4. Polinizacién y segregacion del sexo

De manera natural la papaya es polinizada por el viento ¢ insectos (polinizacién cruzada),
y las plantas dioicas presentan un alto grado de alogamia (Crane, 2008; Ronse y Smets,
1999; Baraona y Sancho, 1991), sin embargo, es posible realizar la polinizacién artificial o
manual donde se aprovechan flores con estigmas receptivos y préximas a abrir para
garantizar que no ha sido contaminada con polen externo.

La segregacion del caracter del sexo en papaya presenta diferentes proporciones segun
los individuos utilizados en la polinizacién artificial. El sexo de papaya esta determinado por
herencia monogénica donde participan los alelos M, M? y m (masculino, hermafrodita y
femenina, respectivamente), sin embargo, solo los genotipos Mm, M"m y mm son viables.
El calculo de proporciones del genotipo del sexo reportadas por (Chan, 2009) son de utilidad
tanto para el productor como para el fitomejorador, dado que si los progenitores de una
cruza son conocidos, la relacion de plantas productivas respecto a las no productivas se
puede estimar (Cuadro 1.1).

Cuadro 1.1. Proporciones de la segregacion del sexo en Carica papaya L. segun los
individuos usados en diferentes cruzas.

Polinizacién Proporcién ae 1a segregacion

Femenina Hermafrodita Masculina
mm*Mm 1 . 1
mm*MH 1 1 -
MH (autopolinizacién) 1 2 -
MH * MH 1 2 -
MH *Mm 1 1 1

F: femenina M: masculina H: hermafrodita
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expresion puede estar sujeta a factores ambientales o fenolégicos y solo es posibles
evaluarlo a nivel de toda la planta y en estado adulto (Azofeifa, 2006), en el Cuadro 1.2 se
enlistan las ventajas y desventajas del uso de marcadores morfolégicos.

En el mejoramiento genético estos marcadores son de uso limitado (Masuelli, 1998), no
obstante permanecen (tiles en la identificacion de materiales vegetales que pueden ser
evaluados con métodos sencillos y a bajo costo.

Cuadro 1.2. Comparacion de ventajas y desventajas de una caracterizacion mediante
marcadores morfolégicos.

Ventajas Desventajas

Son faciles de realizar Deben ser evaluados por un experto
No requiere de equipo sofisticado Estan sujetos a cambios ambientales
Apreciacién directa del fenotipo Varian segln etapa de desarrollo

Los descriptores morfolégicos especificos para Carica papaya L. han sido reportados por
la (UPOV, 2010; y por el (IBPGR, 1988) y son frecuentemente utilizados como guia para
realizar pruebas de distincion, analisis de homogeneidad y estabilidad en la caracterizacion
de esta especie.

I.4 CARACTERIZACION MOLECULAR

Se genera del analisis molecular de la variabilidad del ADN, el cual permite determinar
puntos de referencia en los cromosomas técnicamente denominados “marcadores
moleculares”. Diversas técnicas de biologia molecular estan disponibles para la deteccién
de la variabilidad genética a nivel de secuencia de ADN, es decir, para la deteccion del
polimorfismo genético en cualquier poblaciéon. De tal manera que se puede obtener un
numero virtualmente ilimitado de marcadores moleculares cubriendo todo el genoma del
organismo, los cuales pueden ser utilizados para diversas aplicaciones, tanto en estudios
genéticos y en aplicaciones practicas del mejoramiento vegetal (Ferreira y Grattapaglia,
1998).

11












Capitulo |

Esta se basa en: a) conjugar la variabilidad fenotipica y genotipica como fuente de
informacién de la variabilidad existente, b) utilizar como criterio de selecciéon una variable
genética, en este caso marcadores moleculares asociados a la caracteristica de interés.

Se validaron marcadores tipo SCAR y RAPD con busqueda de utilidad en la seleccion de
genotipos de acuerdo al sexo de la planta; de los cuales el marcador RAPD BC210 predijo
correctamente a las plantas femeninas y hermafroditas mostrando gran potencial para la
SAM basado en este caracter (Oliveira et al., 2007).

1.6. LOCI DE CARACTER CUANTITATIVO (QTL)

Al loci de uno o varios genes que afecta un caracter cuantitativo se le denomina en inglés
“quantitative trait loci” y se le conoce por la sigla QTL. Un QTL se basa en la presencia de
loci de gran importancia relacionado con la expresién de caracteristicas cuantitativas
(Rocha et al., 2007).

1.6.1. Mapeo de QTL

El uso de mapas genéticos de marcadores moleculares para el estudio de la herencia de
caracteristicas cuantitativas, permite la identificacion de cromosomas (o grupos de ligacion)
los cuales son importantes para ¢ arminar la expresion de un caracter. Para el mapeo de
caracteristicas cuantitativas, la seleccién de progenitores se basa en la utilizacién de padres
fenotipicamente contrastantes para las caracteristicas de interés, buscando maximizar los
efectos de las sustituciones alélicas en los loci asociados a caracteres cuantitativos para
que puedan ser detectados.

Los programas de mejoramiento genético consideran la seleccién de plantas basado en
diversas caracteristicas de interés agronémico y por lo tanto econémico. En este sentido el
mapeo de QTLs usualmente considera un analisis del tipo univariado, de un caracter. Sin
embargo, actualmente se dispone de una importante base estadistica gendémica que
permite el mapeo simultaneo del QTL para caracteristicas medidas repetidamente en el
tiempo. El andlisis multivariado se puede aplicar cuando varias caracteristicas son medidas
en un mismo individuo.

15
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.7. OBJETIVOS
1.7.1. General

Validar QTLs asociados al tipo sexua :flory a la morfologia del fruto de papaya, asi como
¢ arrollar las bases del proceso de selecci mediante marcadores moleculares (SAM), y
la obtener la huella genética con marcadores AFLPs dentro del proceso del mejoramiento

genético de Carica papaya L. var. Mari  |.
1.7.2. Particulares

Caracterizar morfolégicamente los caracteres asociados al tipo sexual de flor y fruto de
rica papaya L. var. Maradol en pare iles Criolla Linea 7, Maradol 22, progenie F1y F2.

Caracterizar molecularmente el material parental Criolta Linea 7, Maradol 22, progenie F1
y F2 mediante marcadores moleculares ) asociados a caracteristicas morfolégicas del
tipo sexual de flory fruto en Car.  papa

Seleccionar la progenie F1 y F2 mec 1te marcadores moleculares (QTLs) y su
caracterizacion agro-morfolégica como  erial genético de interés para obtener una nueva
variedad con mejora en el aspe¢ iorfolégico del fruto.

Evaluar la variabilidad genética de Carica papaya L. presente en parentales Criolla Linea
7, Maradol 22 y en su progenie F1 provenientes de la cruza intraespecifica L7xM22
mediante marcadores morfol cos y moleculares tipo AFLP.

18
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CAPITULO Ii
CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LOS CARACTERES ASOCIADOS AL
TIPO SEXUAL, COLOR DE LA PULPA Y TAMANO DEL FRUTO DE Carica
papaya L. var. MARADOL EN PARENTALES LINEA 7 (CRIOLLA), MARADOL
22 (COMERCIAL) Y SU PROGENIE F1Y F2.

Il. 1 INTRODUCCION

Para obtener nuevos y mejores tipos de plantas se debe partir de una poblacién donde
existe variacion; entendiéndose por variacién la tendencia que muestran las plantas a
diferenciarse unas de otras. La variacién es por lo tanto la base de todo programa de
mejoramiento genético.

El aprovechamiento del potencial genético de un recurso depende en gran medida de la
disponibilidad de una amplia base genética; asi, los materiales de las colecciones de un
germoplasma juegan un papel muy importante en la conservacién de esa variabilidad
genética. El potencial de un banco de germoplasma radica en la caracterizacion y la
documentacién de las introducciones que permitan evitar duplicados e identificar
accesiones promisorias para procesos de seleccién y mejoramiento genético (Fisher et al.,
2000).

La caracterizacién fenotipica se ha realizado tradicionalmente mediante el uso de
descriptores morfolégicos evaluados en relacién con el comportamiento agronémico.
Cuando la diversidad genética entre especies y dentro de especies es facilimente
observable, los descriptores morfolégicos suministran informacién que puede evitar
duplicaciones del mismo material y minimizar la sobreestimacion de la diversidad existente
(Becerra y Paredes, 2000). Actualmente, la (UPOV, 2010) reporta una serie de
descriptores para papaya, los cuales pueden ser analizados con el uso de herramientas
multivariadas, como el analisis de componentes principales y de conglomerados para
conocer la variabilidad genética a través de la caracterizacién morfoldgica de Carica
papaya L. y permitir hacer uso de este recurso en la seleccién de genotipos élites y a su
vez ser incluidos en programas de mejoramiento genético.
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Il.4. MATERIAL Y METODOS

1.4.1 Condiciones experimentales

El cultivo de parentales y progenie F1 y F2 (L7xM22) se desarrollé en un area del vivero
del Centro de investigacion Cientifica de Yucatan A. C.; protegido con una barrera
perimetral formada con malla antiafidos de tres metros de altura aproximadamente.

11.4.2 Obtencién de material vegetal

Las plantas F1y F2 evaluadas corresponden a la cruza intraespecifica Linea criolla 7 por
Maradol (L7x M22). El parental L7 proviene de colectas realizadas en Cancun, Quintana
Roo (ver Figura 2.1a), el parental M22 proviene de una plantacién comercial (Carica
papaya L. var. (Maradol). Ambos materiales forman parte de la coleccién de materiales de
papaya perteneciente al grupo de trabajo del Laboratorio de Fisiologia Vegetal Molecular
del Centro de Investigacién Cientifica de Yucatan.

En la Figura 2.1 se indican diversas lineas criollas originadas a partir de un fruto (colectado
en Cancun, Quintana Roo). Fueron 11 lineas (L) en total, donde 6 fueron hermafroditas
(L1, L4, L5, L7, L9 y L11), 3 fueron masculinas (L2, L3 y L10) y solamente 2 fueron
femeninas (L6 y L8). Las plantas hermafroditas fueron utilizadas como receptor de polen.

El material var. Maradol que sirvi6 como donador de polen, se tomé de una coleccion
establecida en el invernadero del Centro de Investigacién Cientifica de Yucatan (Figura
2.2).
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Capitulo Il

El método de extraccién de DNA con modificaciones optimizadas para este estudio, requirié
solo dos horas para la extraccién de 150 muestras. El DNA stock obtenido se mantuvo por

varios meses sin degradarse, y las extracciones posteriores fueron innecesarias.

111.5.2 Marcador molecular CPM1815YC2: identificacion de sexo de Carica papaya L.

El tamafio del fragmento esperado del marcador molecular CPM1815YC2 que predijo el
programa bioinformatico prfectBLAST (Santiago y Ramirez, 2012) fue de 167 pb. No
obstante este marcador molecular ligado al tipo sexual de Carica papaya L. amplificé una
doble banda o una sola banda, dependiendo del tipo de planta analizada. El tamafio de
amplicdn en genotipos con doble banda corresponde a 175 y 195 pb, respectivamente,
mientras que en genotipos con una sola banda fue de 190 pb (Figura 3.3). Los datos
anteriores son muy cercanos a los reportados por (Ma et al., 2004) en Carica papaya L.
Kapoho, SunUp y progenie F2, cuyo valor fue de 200 y 204 pb.

En la Figura 3.4 se aprecian que los parentales Criolla Linea 7 y Maradol 22 presentaron
doble banda amplificada, ya que ambos son plantas hermafroditas; de la misma manera se
presentd en 28 genotipos F1. En los 14 individuos F1 restantes se aprecié una sola banda
correspondiente a plantas de sexo femenino. En la progenie F2 generada por la
autopolinizacién de H90B, H77B y H70B se presentaron 35, 40 y 39 genotipos con doble
banda, y 19, 14 y 15 genotipos con una sola banda amplificada, respectivamente (Figura
3.5).

Lo anterior coincide con lo reportado por (Chen et al, 2007) quienes probaron este
marcador molecuiar en materiales de papaya Hawaiana e identificaron como genotipo

femenino y hermafrodita a AU9 y Sunup, con unay doble banda respectivamente.
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los genotipos H77-19 y H77-35 segregaron la forma alélica de L7, pero morfolégicamente
presentaron LF superiores al del progenitor H77B, mientras que H77-43 segregd la forma
alélica del progenitor H77B y una LF (23.5 cm) préximo a M22. Por otro lado, dentro de la
progenie F2 resultante de H70B los genotipos H70-15 y H70-18 segregaron la forma alélica
de L7, pero morfolégicamente estos genotipos F2 presentaron LF (25 cm y 24 cm,
respectivamente) muy cercanos a M22. La relacion molecular y morfolégica resulté
contrariada en estos genotipos F2, por lo tanto el QTL9 se descarté como posible marcador
molecular Gtil en la seleccion asistida por marcadores (SAM) asociado a la LF de Carica
papaya L. var. Maradol.

Otro QTL asociado a la LF fue el QTL10 con el que se obtuvo la forma alélica heterocigota
esperada en 92.8% de la progenie F1. La proporcion restante de la F1 fue representada por
los genotipos H90B y H70B, los cuales segregaron la forma alélica del parental M22, sin
embargo, estos individuos morfolégicamente mostraron LF contrastante (19.8 cmy 156.5
cm, respectivamente). La progenie F2 proveniente de H90B mostr6 la presencia alélica
homocigota esperada segregante de H90B y M22, no obstante, el genotiposF2 H90-5,
morfolégicamente present6 un valor de LF inferior al del parental L7 (16 cm). Dentro de la
progenie F2 proveniente del individuo heterocigoto H77B se apreciaron las tres formas
alélicas esperadas, particularmente se analizé la relacion molecular y morfologica del
genotipo F2 H77-39, el cual segreg6 la forma alélica del parental M22, sin embargo la LF
(13 cm) indicd que morfoldgicamente es inferior a los parentales H77B y L7. La progenie
F2 proveniente de H70B también mostré la presencia alélica homocigota segregante
esperada de H70B y M22, aparentemente en esta pobiacién F2 proveniente de H70B hubo
una asociacion entre los datos moleculares y morfolégicos, ya que estos presentaron frutos
muy semejantes a M22 en LF. La constancia de datos moleculares y morfolégicos
contrastantes presentes en algunos genotipos dentro de la F1 (H70B y H90B) y F2 (H90-56
y H77-39) permitié que el QTL10 fuera descartado como posible marcador molecular util en
la seleccién asistida por marcadores (SAM) asociado a la LF de Carica papaya L. var.

Maradol.

La segregacién alélica con el marcador QTL5 asociado al peso de fruto (PF) fue la
esperada, en una proporcion aproximada de 1:1 dentro de la progenie F1, en la que 17
individuos fueron homocigotos segregantes de M22 y 11 individuos fueron heterocigotos
como L7. Los genotipos F1 H10B y H19B resaltan por su caracterizacién molecular y
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molecular se enfocé a los genotipos F2 H77-39 y H77-43 donde el valor de PF fue de 525.9
gy 1427.7 g, respectivamente, y la forma alélica obtenida para H77-39 fue homocigota
segregante de M22 con los QTL14 y QTL16, mientras que con el QTL17 fue heterocigota
segregante del progenitor H77B. Ademas, la forma alélica obtenida para H77-43 fue
homocigota segregante de L7 con el QTL14, mientras que con el QTL16 y QTL17 fue
heterocigota segregante del progenitor H77B. Es decir, con los QTL14 y QTL16 el genotipo
H77-39 se caracteriz6 molecularmente como segregante de M22, pero morfolégicamente
fue mas parecido a los progenitores L7 y H77B, mientras que con los QTL14, QTL16y
QTL17 el genotipo H77-43 se caracteriz6 molecularmente como segregante de L7, pero
morfolégicamente fue mas parecido al progenitor M22. Los QTL14, QTL16y QTL17 no son
utiles para la seleccidén molecular del caracter peso de fruto en Carica papaya L. var.
Maradol.

ElI QTL7 asociado a la diametro de fruto (DT) mostré la forma alélica heterocigota esperada
en 96.4% de la progenie F1. Solo el genotipo H77B segregé la forma alélica del parental
M22, sin embargo, este individuo morfolégicamente mostré DF (9.37 cm) mas cercano al
del parental L7 (7.5 cm). En la progenie F2 proveniente tanto de H90B y como de H70B
solamente se apreci6 la presencia alélica homocigota segregante de M22,
morfolégicamente la mayoria de estos genotipos F2 tuvieron DF superiores al que
mostraron sus progenitores H90B y H70B. Sin embargo el genotipo F2 H90-31 presenté un
DF inferior al de H90B muy cercano al de L7. La progenie F2 proveniente de H77B present6
tres formas alélicas, particularmente el genotipo F2 H77-17 molecularmente fue segregante
homocigoto del parental L7, y morfolégicamente presentd DF (14.1 cm) superior al de M22,
Aunque pareciera que en la progenie F2 proveniente de H90B y H70B existid6 una
correlacién molecular y morfologica del DF, con el resultado obtenido en los genotipos F2
H90-31 y H77-17 se determin6é que el QTL7 no podria ser confiable para la seleccion
molecular del caracter DF en Carica papaya L. var. Maradol. EI QTL 22 asociado a la forma
de fruto en Carica papaya L. fue enfocado a la asociacion de forma oblonga y piriforme de
L7 y M22, respectivamente, dentro de la progenie F1 Y F2. En progenie F1 once individuos
segregaron la forma alélica de L7 y 17 individuos segregaron la forma alélica de M22, sin
guardar una relacion con la forma de fruto dentro de la F1 de la misma manera se aprecié
dentro de la progenie F2 proveniente de H90B, H77B y H70B (Figura 3.14). Este QTL no
es util en la seleccién molecular del caracter forma de fruto en papaya.

73






























Capitulo I

Miranda, S. P., G. Fagundes, J. A. Filho, A. De Moraes, L. De Lima y O. Yamanishi (2002).
Caracteristicas fisicas e quimicas de mamoées dos grupos ‘Solo’ e ‘Formosa’
cultivados em Brasilia-DF.In: XVII Congreso Brasileiro de Fruticultura, 18-22 nov,
2002, Belen-Para-Brasil.

Mittal, N. y A.K. Dubey (2009). Microsatellite markers- A new practice of DNA based markers
in molecular genetics. Pharmacognosy Reviews, 3(6), 235-246.

Mondragén, J. C. (2001). Cactus pear breeding and domestication. Plant Breeding Reviews,
20, 135-166.

Mora, E. y A. Bogantes (2004). Evaluacién de hibridos de papaya (Carica papaya L.) en
Pococi, Limén, Costa Rica. Agronomia Mesoamericana, 15, 39-49.

Muriozcano, R. M. y A. C. O. Martinez (2009). Paquete tecnolégico para la produccion de
papaya en Sinaloa. Fundacién Produce Sinaloa A.C. 37 p.

Niroshini, E. J., M. D. T. Everard, E.H. Karunanayake y T. L. S. Tirimanne (2008). Detection
of sequence characterized amplified region (SCAR) markers linked to sex expression
in Carica papaya L. Journal of the National Science Foundation Sri Lanka, 36(2),
145-150.

Obando, J., T. J. P. Fernandez, J. A. Martinez, A. L. Alarcén, |. Eduardo, P. ArGs y A. J.
Monforte (2008). Identification of melon fruit quality quantitative trait loci using near-
isogenic lines. Journal of the America Society for Horticultural Science, 133, 139-
151.

Oliveira, E. J., C. J. Leles, D. S. Ferraz, F. C. Moraes, S. A. Santos D. J. L. Loyola (2011).
Molecular characterization of papaya genotypes using AFLP markers. Revista
Brasileira de Fruticultura, 333, 848-858.

Paran, I. y R. W. Michelmore (1993). Development of reliable PCR based markers linked to
downy mildew resistance genes in lettuce. Theoretical Applied Genetics, 85, 985-
993.

Paull, R. E., B. Irikura, P. Wu, H. Turano, N. J. Chen, A. Blas, J. K. Fellman, A. R. Gschwend,
C. M. Wai, Q. Yu, G. Presting, M. Alam y R. Ming (2008). Fruit development, ripening
and quality related genes in the papaya genome. Tropical Plant Biology, 1, 246-277.

Rajeswari, K. S. (2004). Construction of an AFLP linkage map and analysis of QTLs for
economic traits in papaya (Carica papaya L.). Thesis in doctor of philosophy in
Horticulture. University of Hawaii. 174 p.

83









Capitulo IV

En particular, k marcadores AFLP suelen ser preferibles respecto a otros marcadores
molecula debido a que estos no requ  2n de previa informacién genética, ademas el
proceso de la técnica tiene mayor  idez, produce un gran nimero de marcadores y es
altamente reproducible (Vos et 1995; Jones ef al., 1997; Rojas et al., 2007). Estos
marcadores son indicados para estudi  de variabilidad, se utilizan ampliamente en la
evaluacion de diversidad genética, analisis de distancia genética, huella identificadora de
ADN, analisis de colecciones de germoplasma, construccién de mapas genéticos o
saturacion de zonas determinadas di genoma, en la busqueda de marcadores
e: :chamente ligados a genes de interés econdémico “(..s" o su clonaje posicional
(Muel 'y Wolfenbarguer, 1999). 1 2ndo en cuenta la versatilidad de estos marcadores
AFLPs, en este experimento se caracterizaron genotipos de Carica papaya L. para evaluar
su diversidad genética mediante marcadores morfolégicos y marcadores moleculares
Al Ps.
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Los valores de correlacién cofenética obtenidos mediante el andlisis de conglomerados
UPGMA vy la matriz de similitud DICE mostrd una correlacion de 0.652. En el Cuadro 4.11
se muestra que la similitud genética molecular entre todos los genotipos de Carica papaya
L. evaluados tuvo un rango de correlaciéon desde 0.35 a 0.84. En general, el genotipo H9B
con una correlacion promedio de 0.44 es el que menos similitud genética muestras
respecto al resto de los genotipos evaluados. Mientras que los genotipos, H72B y F95 con
una correlacién de 0.84 son individuos que presentaron una estrecha similitud genética
molecular. Los datos de similitud genética molecular entre los genotipos hermafroditas
mostraron una correlaciéon de 0.664, con un valor minimo de 0.350 y maxima de 0.830 (H9B
vs H72B y H10B vs H67B/H70B vs H78B, respectivamente). El valor de correlacién entre
los genotipos femeninos fue de 0.650, con un valor minimo de 0.50 y maxima de 0.79 (F10
vs F6, FO5 vs F96, respectivamente). La correlacién entre femeninas y hermafroditas fue
de 0.644, con un valor minimo de 0.45 y maxima de 0.84 (F10 vs H6B y F95 vs H71B,
respectivamente). Una correlacion de 0.630 mostré el genotipo masculino HM con un valor
minimo de 0.47 y maxima de 0.73 (HM vs H9B, HM vs F96, respectivamente). La
correlacion presente entre los parentales L7 y M22 respecto a los genotipos F1 mostré una
similitud muy semejante. De tal manera que la correlacién entre L7 y los genotipos
hermafroditas F1 fue de 0.651, con un valor minimo de 0.51 y maxima de 0.71 (L7 vs H6B,
L7 vs F9, respectivamente). Mientras que la correlacién entre M22 y los genotipos F1 fue
de 0.662, con un valor minimo de 0.51 y maxima de 0.77 (M22 vs H9B, M22 vs H78B,
respectivamente). El dendograma generado mostré dos grupos, quedando por un fado el
genotipo HI9B y en otro los 44 genotipos restantes (Figura 4.4). El coeficiente de similitud
genética obtenido en la poblacién de papaya analizada se vio reflejado sobre la distribucién
de agrupamiento de los genotipos evaluados, es decir, en general existe una estrecha
relacion genética de estos individuos. Sin embargo dentro del segundo grupo se pudo
apreciar que el genotipo masculino HM se separ6 del 82.14% y el 57.14% de genotipos F1
tipo hermafroditas y femeninos, respectivamente. Estos ultimos formaron otros dos
subgrupos, en el primero se encontré al parental L7 y los genotipos F9, F99, H66B, H68B
y H76B los cuales comparten un indice de similitud genética molecular del 65.1% y en el
segundo al parental M22 agrupado con 20 genotipos hermafroditas y seis genotipos
femeninos H76B los cuales comparten un indice de similitud genética molecular del 66.2%,
es decir, los marcadores AFLP presentes en M22 segregaron en la mayor parte de la
poblacién F1.
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Los primeros tres componentes pri ipales contemplaron el 22.1% de la variacién
observada, pero solo fueron considerados los primeros dos componentes para visualizar el
agrupamiento de la poblacién evaluada.

En la Figura 4.5 se observan que grupos formados con el analisis de componentes
principales reforzaron los resultados obtenidos mediante el analisis de conglomerados. Se
distinguen dos grupos quedando en el | 1ero el 97.7% de la poblacién evaluada, sin
embargo dentro del mismo se aprecié un subgrupo de genotipos F1 con marcadores AFLP

jregantes del parental L7 y otro sub 1po de genotipos F1 con marcadores AFLP
segregantes del parental M22.

Ademas, existen otros genotipos ¢ aunque comparten similitud genética con ambos
subgrupos quedaron ligeramente separados, tal es el caso de genotipo masculino HM. En
el segundo grupo se ubic6 t ame  al genotipo HIB el cual presenté la menor similitud
genética con el resto de la poblacién de papaya evaluada.

La distribucién de subgrupos identificados por el método UPGMA, en general, se mantuvo
con el analisis de componentes principales, con ambos se confirma que los parentales L7
y M22 poseen una variabilidad genética relativamente estrecha, sin embargo, se pueden

entificar genotipos con informacion genética distantes como el genotipo H9B y F6 o bien
genotipos que presentaron una ci rizacién molecular con AFLP segregante ya sea del
parenta 7 o del parental M22.
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CAPITULO V

V.1. DISCUSION GENERAL

La caracterizacién agro-morfolégica de plantas se basa tradicionalmente en evaluaciones
de caracteres morfolégicos y fenotipicos que suelen ser necesarias y utiles para la
identificacién de individuos elite con caracteres valiosos destinados a los programas de
mejoramiento genético o programas de conservacion (Solano et al., 2009). Al respecto la
UPQV (2010), reporté una serie de descriptores morfoldgicos para papaya. En la presente
tesis estos fueron evaluados, analizados y agrupados mediante herramientas estadisticas
univariadas y multivariadas (componentes principales y de conglomerados) para conocer la
variabilidad genética existentes entre parentales L7, M22 y su progenie F1 y F2
provenientes de la cruza intraespecifica L7xM22 Carica papaya L. La aplicaciéon de este
recurso de andlisis estadistico apoyd en la decisién para la eleccion y la seleccion de
progenie (F1y F2) elite que fueron incluidos en el programa de mejoramiento genético de
papaya del CICY.

Actualmente, la asociacién entre un caracter agromorfolégico y la caracterizacion molecular
es ampliamente usada para estimar la variabilidad existente en el conjunto de individuos
evaluados; de tal manera que con la informacién genética obtenida se pueda establecer su
correlacion morfoloégica correspondiente (Franco e Hidalgo, 2003). Es decir, aquellos
estudios que incorporen descriptores morfolégicos y marcadores moleculares proveeran
una mejor y rapida descripcion e interpretacion de la diversidad genética de los individuos
(Demey et al., 2003).

Entre las técnicas basadas en marcadores moleculares mas usadas para evaluar la
variabilidad genética de Carica papaya L. se han reportado los AFLP, RAPD y SSR (Blas,
2008; Rajeswari, 2004; Suresh, 1994), que han sido exitosas para detectar el polimorfismo
presente en esta especie, para la deteccion de nuevos QTLs, o para conocer la segregacion
genética en nuevas poblaciones de la especie. Un porcentaje de polimorfismo alto es muy
importante ya que ayuda a detectar diferencias genéticas entre individuos a nivel de ADN,
a través de un marcador genético, el cual es una fragmento del DNA (QTL) que puede estar
asociado a un gen que influye sobre una caracteristica cuantitativa de interés (Valadez y
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# Fields: query id

Subject id

% identity Alignment length Mismatches Gap opens Q. start Q. endS. start S. end

Evalue Bit score

# 2 hits found

P3K1568A5_(R) ¢i|187566591|gbjDS983357.1f 100 15 0 0 3 17 9873 9859 29 28.3
P3K1568A5_(R) gi[187567398|gb|DS982658.1] 100 15 0 0 4 18 15717 15703 2.9 28.3
# Query: P3K1426C0
# Fields: query id Subject id % identity Alignment length Mismatches Gap opens Q. start Q. endS. start S. end Evalue Bit score
# 8 hits found
P3K1426CO0_(F) gi|187570448|gb|DS981734.1| 100 23 0 0 1 23 48374 48352 1E-04 428
P3K1426C0_(F) gi|187572522|gb|DS981660.1] 100 16 0 0 6 21 230353 230338 0.84 30.1
P3K1426C0_(F) gi|187570106|gb|DS982076.1| 94.44 18 1 0 4 21 14450 14467 2.9 28.3
P3K1426C0_(F) gi|187571509|gb|DS981673.1]  94.44 18 1 0 1 18 158970 158987 2.9 28.3
P3K1426CO_(F) gi}187572555]gb|DS981627.1§ 90 20 2 0 1 20 587035 587016 2.9 28.3
P3K1426C0_(F) gi|187572603|gb)DS981579.1] 100 15 0 0 7 21 1E+06 1094651 2.9 28.3
P3K1426CO0_(F) gi|187574631|gb|DS981551.1| 90 20 2 0 1 20 1E+06 1092674 2.9 28.3
P3K1426CO0_(F) gi|187574656|gb{DS981526.1| 94.44 18 1 0 5 22 2E+06 2353907 2.9 28.3
# Fields: query id Subiject id % identity Alignment length Mismatches Gap opens Q. start Q. endS. start S. end Evalue Bit score
# 4 hits found
P3K1426C0_(R) gi|187570448|gb|DS981734.1] 100 20 0 0 1 20 48271 48290 0.006 37.4
P3K1426C0_(R) gi|187570052|gb|DS982130.1] 100 16 0 0 2 17 20692 20707 0.84 30.1
P3K1426C0_(R) gi|187569853|gb]|DS982303.1] 100 15 0 0 5 19 2992 3006 2.9 28.3
P3K1426C0_(R) gi|187574656[gb|DS981526.1]  94.44 18 1 0 3 20 3E+06 2923124 29 283
# Query: P3K6947C0
# Fields: query id Subject id % identity Alignment length Mismatches Gap opens Q. start Q. endS. start S. end Evalue Bit score
# 48 hits found
P3K6947CO_(F) gi|187572570|gbjDS981612.1] 100 19 0 0 1 19 393602 0.02 35.6
P3K6947C0_(F) gi|187572570|gb|DS981612.1] 94.44 18 1 0 3 20 sorwuu /57383 2.9 28.3
P3K6947C0_(F) gij187572614)gb)DS981568.1] 100 19 0 0 2 20 19117 19099 0.02 356
P3K6947C0_(F) gi|187574644|gb|DS981538.1] 100 19 0 0 2 20 775171 775189 0.02 356
P3K6947C0_(F) gi|187566898|gb|DS983050.1] 100 18 0 0 3 20 9080 9063 0.069 337
P3K6947C0_(F) gi|187572585|gb|DS981597.1| 100 18 0 0 3 20 939356 939373 0.069 337
P3K6947CO0_(F) gi|187574636]gb|DS981546.1] 100 18 0 0 2 19 539474 539457 0.069 337
P3K6947CO0_(F) gij187574636|gb|DS981546.1| 94.44 18 1 0 3 20 1E+06 1433745 2.9 28.3
P3K6947C0_(F) gi|187574650|gb|DS981532.1] 100 18 0 0 3 20 1E+06 1185348 0.069 33.7
P3K6947C0_(F) gi|187570072|gb]|DS982110.1] 100 17 0 0 4 20 4654 4638 0.24 319
P3K6947C0_(F) gi{187570072|gb|DS982110.1) 100 16 0 0 5 20 23590 23605 0.84 30.1
P3K6947CO_(F) gi|187570415|gb|DS981767.1] 100 17 0 0 4 20 212856 212840 0.24 31.9
P3K6947C0_(F) gil187570505|gb|DS981677.1| 100 17 0 0 4 20 439319 439335 0.24 319
P3KE6947CO0_(F) gi|187572623]gb|DS981559.1| 95 20 1 0 1 20 2E+06 2187346 0.24 31.9
P3K6947CO_(F) gi|187574653|gb|DS981529.1f 100 17 0 0 4 20 17811 17795 0.24 31.9
P3K6947C0_(F) gi[187574653|gb|DS981529.1] 100 16 0 0 4 19 2E+06 1965687 0.84 30.1
P3K6947CO_(F) gi|187574653|gb|DS981529.1] 94.44 18 1 0 3 20 2E+06 2131887 2.9 28.3
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