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RESUMEN

La papaya es uno de los principales cultivos en los tropicos, ademas del consumo en fresco es una
fuente de enzimas utilizadas en la industria farmacéutica y alimenticia. Se han desarrollado algunas
variedades de Carica papaya, sin embargo, la que mas se consume a nivel mundial es la variedad
Maradol.

La produccién de plantas de papaya es a través de semillas, no obstante, existen métodos de
propagacién in vitro mediante los cuales se pueden producir plantas de forma masiva. El método
de embriogénesis somética indirecta es caracterizado por la gran capacidad en la regeneracion de
plantas, sin embargo, el uso de reguladores de crecimiento utilizados en el proceso de obtencion
de los embriones puede provocar variacién somaclonal.

El presente trabajo tiene como objetivo regenerar plantas de Carica papaya var. Maradol utilizando
la técnica de embriogénesis somatica indirecta y posteriormente realizar la caracterizacion
molecular para evaluar la posible existencia de una variacion somaclonal.

1. INTRODUCCION

La embriogénesis somatica es un proceso por el cual se produce una estructura bipolar (embrién) a
partir de una célula no sexual. En la actualidad es aplicado en méas de 60 familias, como:
Cruciferas, Cucurbitaceas, Gramineas, Rosaceas, Leguminosas, Palméaceas, etc. La
embriogénesis somatica (ES) se debe a Ia totipotencia de las células, la cual es una caracteristica
que tedricamente tienen todas las células vegetales para desarrollar nuevos individuos a partir de
la planta de procedencia (1, 2).

Como una herramienta de propagacion, la embriogénesis somatica tiene la ventaja de que se
puede llevar a cabo a partir de individuos seleccionados, en poco espacio y tiempo, se puede
obtener una gran cantidad de embriones. Existen dos tipos de embriogénesis somatica, directa que
consiste en la formacién de embriones desde los explantes, este método presenta limitacion en
cantidades de embriones producidos: e indirecta, la cual en la primera fase se induce ala
formacion de callo y posteriormente la formacién de embriones somaticos. En diferentes trabajos
realizados se ha propuesto el uso de diferentes tipos y concentraciones de reguladores de
crecimiento que favorecen la regeneracion de papaya a través de embriogénesis somatica, en la
mayoria de los protocolos se utiliza el acido 2,4-diclorofenoxiacético (2.4-D) para la induccién de
de callo embriogénico (3, 4, 5); también se ha reportado el uso de otros compuestos para la
produccion de embriones somaticos: acido bérico como micronutriente (6); floridzin en medio de
germinacion evitar la vitrificacion de la raiz (5).

Las plantas que se originan de un algun tipo de cultivo de tejido vegetal son llamadas somaclones.
La variacion genética que se presenta entre los somaclones es llamada variacién somaclonal (M y
esta relacionada con el uso de reguladores de crecimiento, la variabilidad y el tiempo de los
cultivos, el nivel de ploidia, fuente de explantes y otras condiciones. (7).

La técnica de Polimorfismo en la Longitud de Fragmento Amplificado (AFLP) es reconocida como
un sistema de marcador de ADN eficiente y confiable en comparacién con (poner el nombre
completo de RAPD y RFLP) la Amplificacion Aleatoria de ADN Polimérfico (RAPD), Polimorfismo
de Longitud de Fragmento de Restriccion (RFLP) y microsatélites. (8). Con los AFLP, los
fragmentos de ADN son amplificados usando cebadores especificos como adaptadores, los cuales
son ligados a esos fragmentos. Ademas, el andlisis AFLP es relativamente facil de ejecutar, es
altamente reproducible y utiliza cantidades pequenas de ADN.




2. PARTE EXPERIMENTAL

Las semillas de Carica papaya var. Maradol fueron extraidas del fruto, mismas que fueron
desinfectadas de la siguiente manera: se realizé un lavado con detergente y tres enjuagues con
agua corriente. Posteriormente, en campana de flujo laminar horizontal se sumergieron en solucion
de hipoclorito de sodio (Solucién comercial Cloralex®) a una concentracion de 50% durante 20
minutos; después se realizaron tres enjuagues con agua destilada estéril. Una vez desinfectadas
las semillas se extrajeron los embriones cigoticos y se cultivaron en el medio de cultivo descrito por
Gutiérrez-Mora (9) y Ascencio-Cabral (5) para la induccion de la embriogénesis somatica (Medio
M1). El medio estd compuesto de la mitad de la concentracién de los elementos mayores y
menores del medio MS, vitaminas descritas por Chen (10) (0.5 mg/l tiamina: 1.0 mg/| piridoxina;
5.0 mg/l &cido nicotinico: 2.0 mg/l glicina; 1.0 mg/l hidrolizado de caseina; 100 mg/l myo-inositol),
100 mg/I de glutamina, 40 g/l de sacarosa, 2.0 g/l de Phytagel® y 2.0 mg/l de 2,4-D. el pH se ajustd
a 5.7. Se incubaron a 27 + 2°C durante un mes, con fotoperiodo de 16 hrs Iuz-8 hrs oscuridad y
una intensidad luminosa de 1300 luxes.

Los callos formados se resembraron en el medio M2 (M1 con reguladores modificados 0.02 mg/l de
2,4-D y 0.2 mg/l de cinetina), incubados por un mes en las mismas condiciones de incubacion.
Posteriormente se resembraron en el medio M3 (M2 con la adicién de acido abscisico 0.2 mg/l).
Para la germinacion de los embriones se utilizé el medio MG donde contenian la mitad de la
concentracion de los elementos mayores y menores del medio MS, vitaminas descritas por Chen et
al. (1987) (0.5 mg/l tiamina; 1.0 mg/l piridoxina; 5.0 mg/l &cido nicotinico: 2.0 mg/l glicina; 1.0 mg/l
hidrolizado de caseina; 100 mg/l myo-inositol), 100 mg/l de glutamina, 40 g/I de sacarosa, agar
(Difco®) 7.5 g/l. Con la adicion de Floridzin 3mg/l y 0.35mg/l de GA3. Posteriormente, los
embriones germinados se trasplantaron al medio de crecimiento (MC), que fue el MG, sin GA; y
con la adicién de 3.0 g/l de carboén activado.

De plantas de 3 cm. de altura se ADN., y el proceso fue realizado de acuerdo con el Genomic DNA
Miniprep Kit de Gen Elute ™ Plant. EI analisis mediante AFLP se realiz6 de acuerdo con el
protocolo propuesto por Vos (8), con algunas modificaciones. Se cortaron alrededor de 250 ng de
ADN geonémico con dos enzimas de restriccion, una rara cortadora Tru 91 (2.5 U) y una frecuente
cortadora EcoRI (2.5 U), en un volumen final de 25 HL por 3 h a 37 °C. El ADN cortado se ligo por 5
h a temperatura ambiente adicionando 25 HL de la mezcla de ligacién que contenia 1 U de T4 DNA
ligasa (Invitrogen) y 1 uL de cada adaptador EcoRI y Msel previamente alineados. E| producto de
la ligacion se diluyo 1:10 con TE (10 mM Tris-HCL pH 8.0, 0.1 mM EDTA).

La amplificacion selectiva se efectus usando el ADN ligado y usando iniciadores complementarios
a los adaptadores pero con una banda selectiva +1 (Mse + C y Eco + A). Las condiciones de
amplificacion fueron: una desnaturalizacién inicial de 94 °C 1 min, 85 °C 1 min, 72 °C 1 min y una
extension final de 5 min a 72 °C. El producto de la preamplificacién se diluyo 1:6 para usarse en la
amplificaciéon selectiva usando iniciadores complementarios a los adaptadores pero ahora con 3
bases selectivas (Msel + 3 y EcoRI + 3), en esta fase se probaron 3 combinaciones de iniciadores
+3. El programa de amplificacién consistié en una desnaturalizacion inicial de 94 °C 2 min y 13
ciclos de 94 T por 1 min, 65 T a 56 C por 1 min (disminuyendo 0.7 C cada ciclo) y 72 T por 1
min; finalmente 26 ciclos de 94 °C 30 s, 56 °C 30's, 72 °C 60 s. Todas las amplificaciones se
desarrollaron en un termociclador Techne (modelo TC-412).

Los productos de PCR generados a partir de la amplificacion selectiva para cada combinacién se
mezclaron con 8 uL de bufer de carga (98% formamida, 10 mM EDTA, 0.05% Xylene cyanol,
0.05% azul de Bromophenol), desnaturalizados 3 min a 90 °C, y colocados en hielo, y los
fragmento se separaron en geles de acrilamida al 6 % en una camara de secuenciacion (Sequi-
Gen® GT Nucleic Acid Electrophoresis Cell), cargando 5 uL de la muestra por pozo, usando 1X
bufer TBE, a 50 Watts por 2 horas. Después de este tiempo los cristales de la camara se separaron
y los fragmentos se visualizaron por tincion con nitrato de plata usando el procedimiento descrito
por Bassam y Caetano-Anolles (11).

Las bandas observadas para cada combinacién de iniciadores AFLP se codificaron asignando el
valor de 1 a la presencia de una banda dada y 0 a su ausencia; formando asi, una matriz de ceros
y unos la cual se utilizé para realizar los analisis correspondientes. El analisis se realizé6 mediante
el uso del paquete computacional Sistema de Analisis Multivariado y Taxonomia Numérica
(NTSYS-pc), versién 2.1, en el cual se realizaron los calculos de similitud entre los ejemplares con
el programa de Similitud para datos cualitativos (SIMCUAL), posterior a esto se construyé un




dendrograma por el método secuencial aglomerativo jerarquico y de agrupamiento de anidamientos
(SAHN Sequential, Aglomerative, Hierarchical and Nested clustering method). Se estimo el
coeficiente de correlacién cofenética para determinar la veracidad del arreglo de los agrupamientos
entre las matrices de similaridad y cofenética (12).

3. CONCLUSIONES

Con la metodologia descrita anteriormente se obtuvo primero callo embriogénico como resultado
de la induccion después de un mes, posteriormente la formacion de embriones somaticos. Una vez
que el embridn fue sembrado en medio de germinacion tardé 21 dias para crecer hasta un tamario
alrededor de 2 cm. Se transplanté en medio de crecimiento durante 20 dias para obtener planta
mas desarrollada v lista para pasar in vivo. La planta fue cultivado por mas de mes y medio para
tener suficiente accesion para realizar extraccion de ADN (figura 1). Fueron seleccionados en
forma aleatoria para analizar la estabilidad geneética utilizando la técnica de AFLP.,

Con las tres combinaciones de iniciadores evaluadas se generaron 160 fragmentos de los cuales
56 fueron polimérficos, representando un 35% de polimorfismo. La combinaciéon de Eco+ ACG —
Mse+CTG presentd el mayor numero de polimorfismo, 30 de los 54 fragmentos totales (56%). EI
numero de bandas obtenido corresponde a lo mencionado por Vos (8), quienes reportan que con
una sola combinacién de iniciadores selectivos es posible obtener de 50 a 100 fragmentos. Por su
parte Kim (13), usando AFLP reportan maximo 36 fragmentos polimorfismos en una combinacion
de iniciadores. La similaridad entre pares de individuos presenté los valores mas bajos entre las
plantas 2 y 9 (0.75 de similaridad); mientras que, el valor mas alto lo tuvieron las plantas 4 y&
(0.98). la similaridad promedio entre todos los individuos fue de 86.3%(en matriz de similitud no
presentado).

Estos valores de similaridad estan de acuerdo a los encontradas en plantas de papaya maradol
provenientes de semilla por Kim (13), quienes reportan valores de similaridad maxima similitud
entre C. pubescence y C. stipulata con 87% y minima similitud entre C. papaya y C. gourdatiana
con 36.4% que sugieren una alta variacién dentro de esta variedad. La variacién obtenida en
sistemas de embriogénesis somatica in vitro ha sido documentada por otros autores como el
Peyvandi (14) en Olea europaea L “cv. Kroneiki"., quienes analizaron la variacién somaclonal en
plantas regeneradas a partir este sistema de propagacion, encontrando valores de similaridad de
69-73% de plantas regeneradas por embriogénesis somaética respecto a sus plantas madre.
Similar a lo reportado previamente por Medina (15), quienes reportan valores de similitud genética
de 76-93% en plantas de de Hevea brasilensis obtenidas por ES. Los resultados obtenidos en el
presente trabajo se pueden deber a la variacion generada por el sistema de propagacion empleado
y por otro lado a que todas las plantas analizadas hasta el momento provinieron de semillas
diferentes, que concuerda con la variacion reportada por Kim (13), en la variedad maradol.

Con el andlisis de agrupamiento realizado a partir de la matriz de similaridad se obtuvo el
dendrograma que se presenta en la figura 2. De acuerdo a los niveles de similaridas y polimorfismo
mencionados, existen materiales que se separan claramente, como el caso de la planta 9, que fue
la que presento los niveles de similaridad menores entre todos los individuos analizados. Por otro
lado debido a que no existio ningun individuo que presentara un patron de bandas idéntico a otro
los individuos que se relacionaron mas en dendrograma fueron los plantas 3 con 8 y 4 con 5, con
coeficientes de similaridad de 0.95 y 0.98 respectivamente.

Del presente trabajo se reconoce que el sistema embriogénesis somatica en papaya variedad
maradol es eficiente para la regeneracion de plantas por esta via y que con el uso de marcadores
AFLP es posible detectar la variacién genetica en la misma; sin embargo, es necesario la
evaluacion de un mayor nimero de individuos regenerados a partir de una sola linea embriogénica
para confirmar si los polimorfimos encontrados se deben a la existencia de variacion somaclonal
producto de la ES o a la variabilidad genética original de la esta especie.
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Figura 1. Regeneracion de Carica papaya var. Maradol por embriogenesis somatica. A) Formacion
de callo embriogénico. Barra= 0.5cm, B) embrién somatico en estado de torpedo, barra= 0.5 mm, C)
embrién somético maduro en medio 3, barra = 1mm, D) planta germinada en medio de germinacién,

barra= 0.5cm, E) planta desarrollada en medio de crecimiento, barra= 1cm, F) planta en el
invernadero.

Meristemo apical

© N O N R0 W

0.83 0.87 0.91 0.94 0.98
coeficiente

Figura 2. Dendograma de agrupamiento (UPGMA), de individuos de papaya Maradol generados a
partir de embryogenesis somatic usando marcadores AFLP (coeficiente Jaccard)..
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