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RESUMEN

Se estudio la diversidad genética de la coleccion venezolana
de la familia Caricaceas a través de 15 iniciadores aleatorios de
las series OPA, OPK, OPM, OPY, OPO y OPW, de Operon Tech-
nologies Inc., y se identificaron los fragmentos de amplificacion
asociados a la discriminacion entre Carica papaya L y tres es-
pecies del género Vasconcellea: V. cundinamarcensis Linden, V.
cauliflora Jacq y V. microcarpa Jacq (subespecies microcarpa y
pilifera). Los 15 iniciadores RAPDs utilizados para la amplifi-
cacion produjeron un total de 403 fragmentos polimorficos con
tamarios entre 186-2550 pares de bases (pb), una proporcion de
reproducibilidad >90% y permitieron la separacion de las cu-
atro especies, utilizando la disimilaridad debida al coeficiente de
emparejamiento simple y los grupos obtenidos bajo el algoritmo
UPGMA, aplicados a las tres primeras dimensiones del anali-
sis de coordenadas principales (ACoP). Los fragmentos de am-

plificacion seleccionados, después del ajuste del biplot logistico
externo (BLE), que intervienen directamente en la clasificacion
de las accesiones fueron: OPA-07(466pb), OPY-07(640pb), OPY-
09(390pb), OPO-10(680pb), OPW-06(230pb) y OPW-06(420pb)
que discriminan entre los dos géneros, y OPA-02(1111pb), OPA-
07(675pb) y OPW-06(740pb) que separan las especies de Vas-
concelleas. Los andlisis no detectaron ningun patron asociado al
origen geogrdfico. Los resultados obtenidos para la coleccion de
Caricdaceas venezolana a través de los iniciadores RAPDs proba-
dos coinciden con los reportados por varios autores en estudios
morfologicos, andlisis bioquimicos y moleculares, y cruzamien-
tos intergenéricos, y han gemerado informacion que facilita el
manejo de la coleccion, la eleccion de progenitores y seleccion
en programas de mejoramiento genético.

ya L., es la unica espe-
cie del género y como
centro de origen se identifican el sur de

& a lechosa, Carica papa-

(Badillo, 1993, 2000). Al final de la dé-
cada de los 90 estudios basados en la
morfologia del ovario, las relaciones de
cruzamiento y la filogenia han permitido

comerciales en el género Vasconcellea
St. Hil.,, denominadas comunmente ‘pa-
payuelas’, que incluye unas 21 especies
de América del Sur (Aradhya et al,

Meéxico y el norte de América Central reclasificar las caricas silvestres y semi- 1999; Badillo, 2000; Badillo et al.,
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2000). Aunque dentro de la familia Cari-
cacea la lechosa es la especie mas im-
portante desde el punto de vista econo-
mico, las papayuelas, al igual que la le-
chosa, producen frutos comestibles jugo-
sos, aromaticos y nutritivos de sabor
agradable, los cuales se utilizan en las
industrias alimenticia, textil, de pieles,
de cauchos y farmacéutica, asi como en
la reposteria doméstica y la medicina
popular (Badillo, 1971; NRC, 1989).
Ademas de la diversidad de usos, las pa-
payuelas representan un recurso fitoge-
nético potencial importante por poseer
caracteristicas de adaptabilidad y resis-
tencia a estreses bidticos y abioticos que
permiten considerarlas fuentes de genes
de resistencia en programas de mejora-
miento genético de la lechosa (Mekako y
Nakasone, 1975).

En Venezuela, algunas
poblaciones de lechosa se consideran
asilvestradas por ser dioicas y por en-
contrarse en zonas alejadas a las areas
cultivadas y se les denomina ‘pajarera’
(Badillo, 2000). Entre las poblaciones
comerciales se encuentran ‘Maradol’,
‘Cartagena’, y ‘Paraguanera’ y otros hi-
bridos introducidos de ‘Maradol’, ‘Red
Lady’ y ‘Carmen’. Las plantaciones
abarcan 1-50ha y, ademas, el cultivo for-
ma parte de la mayoria de los huertos
familiares (Vegas et al., 2004). Asi mis-
mo, se han identificado tres especies del
género Vasconcellea o papayuelas. Las
papayas de altura: V. cundinamarcensis
y V. microcarpa subesp pilifera, y las
papayas de altitudes medias a bajas: V.
cauliflora y V. microcarpa subesp micro-
carpa (Badillo, 1971, 2000).

La V. cundinamarcensis
V.M. Badillo es abundante en sitios tem-
plados desde Panama hasta Bolivia, a al-
turas de 1500-3000msnm. Frecuentemen-
te protegida y semicultivada; es posible
hallarla en situaciones disimiles, bien a
campo abierto y a veces ventoso y seco,
asi como en lugares umbrios y humedos
dentro del bosque. En Venezuela se dis-
tribuye exclusivamente en la region an-
dina, estados Mérida, Téachira y Trujillo,
entre los 1900 y 2800msnm. Son plantas
arborescentes de hasta mas de 10m de
altura; hojas grandes de hasta 60cm de
ancho y peciolo de hasta 40cm de largo.
Posee flores masculinas, femeninas y bi-
sexuales, verde o crema o amarillo-ver-
dosas, corto-pedunculadas. Los frutos
son amarillos, de cinco lados, con longi-
tud de 15-20cm, peso hasta 130g, acidos,
con muchas semillas puntiagudas, pulpa
y una fragancia fuerte, agradable y pe-
netrante (Badillo, 1993; Rodriguez et al.,
2005a, b). En Chile y Peru se cultiva co-
mercialmente, y los frutos se utilizan en
la elaboracion de jaleas, conservas, mer-
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meladas y bebidas (Hoyos, 1989; Mora-
les et al., 2004).

Vasconcellea cauliflora
(Jacq.) A. DC es una especie propia de
selvas tropicales o de transicion; se dis-
tribuye desde el sur de México hasta el
norte de Sur América, incluyendo la isla
de Trinidad, a alturas de 0-1200msnm.
En general, esta especie coincide en
gran parte con el area de distribucion de
la C. papaya. En Venezuela se distribu-
ye desde el centro-occidente hasta el no-
roriente, abarcando los estados Anzoate-
gui, Aragua, Barinas, Carabobo, Guari-
co, Lara, Mérida, Sucre, Trujillo, Yara-
cuy y Zulia. Las plantas son vigorosas,
con altura que en algunos casos exceden
los 6m, no tienen ramificaciones, de ho-
jas grandes de hasta 0,5m?, de cinco 16-
bulos, palmatilobadas, haz de color ver-
de claro y peciolo de mas de 60cm de
largo. Flores masculinas de 3-3,5cm de
largo, con pedicelo corto y corola blan-
co-verdosa. Flores femeninas grandes de
3-5cm, con pedicelo de 2-3cm y corola
blanca. Los frutos son ovoides, amari-
llos, de hasta 7cm de largo, peso entre
25 y 112g, y semillas numerosas. Es co-
mestible en ciertas partes, limitadamente
(Badillo, 1971, 1993; Rodriguez et al.,
2005a, b).

Vasconcellea microcar-
pa (Jacq.) A. DC es propia de bosques
subtropicales humedos y dos de las cin-
co subespecies se encuentran en Vene-
zuela. La subespecie microcarpa ademas
se distribuye en zonas bajas de Colom-
bia, Ecuador, Guayana Francesa, Panama
y Peru, a alturas de 500-1200msnm y en
Venezuela se ha reportado en los estados
Apure, Aragua, Distrito Federal, Falcon,
Me¢érida y Miranda. La subespecie pilife-
ra solo ha sido reportada en Venezuela,
en los estados Lara y Mérida, a alturas
de 1200-2400msnm; las plantas son de
tamafio pequeflo a mediano, con tallo
simple, presentan una alta variabilidad
en cuanto a las dimensiones de hojas y
flores, y alcanzan hasta 2m de altura.
Sus hojas son medianas a grandes, fre-
cuentemente del mismo verde en ambas
caras. Inflorescencias masculinas verde-
amarillentas, amarillas o blancas, de 15-
20cm de largo, generalmente largo-pe-
dunculadas. Flores femeninas con pe-
dunculo corto o raramente hasta 9cm de
largo. Los frutos son redondeados, de
color amarillo hasta anaranjado, peque-
fos y acidos, de 1,2-4cm de largo, con
pesos entre 2,8-3,5g, semillas abundantes
y pulpa escasa, no utiles para el consu-
mo humano (Badillo, 1971, 1993, 2000;
Rodriguez et al., 2005a, b). De acuerdo
a Vickers y Plowman (1984) los frutos
de la subespecie heterophylla se colectan
y se consumen en el Ecuador.

Basados en el espectro
de variabilidad genética descrito, la exis-
tencia de informacion previa, la tecnolo-
gia disponible, la importancia econdémica
y estratégica ya que son especies con
potencial alimenticio, arraigadas en las
comunidades agricolas venezolanas y
que pueden ser utilizadas dentro de un
sistema de agricultura sustentable, el
Centro Nacional de Conservacioén de los
Recursos Fitogenéticos (CNCRF), adscri-
to a la Oficina Nacional de Diversidad
Biologica (ONDB) del Ministerio del Po-
der Popular para el  Ambiente
(MPPAMB) establecid la coleccion de la
familia Caricaceas de Venezuela, con el
objetivo de preservar, medir y caracteri-
zar su diversidad genética, y generar in-
formacion requerida para agricultores y
mejoradores de plantas que incentive y
contribuya al uso y desarrollo de culti-
vares que permitan proteger estos recur-
sos genéticos, superar las limitaciones
naturales y obtener mayores beneficios.

En conjunto con la ca-
racterizacion morfologica de las accesio-
nes, las técnicas de marcadores molecu-
lares constituyen una herramienta pode-
rosa para la deteccion y evaluacion de la
variabilidad genética del germoplasma.
Ademas, contribuyen en acelerar el pro-
ceso de mejoramiento, en la seleccion de
caracteristicas agronéomicamente desea-
bles, por su rapidez, confiabilidad y re-
producibilidad. En la familia Caricacea
se han desarrollado marcadores molecu-
lares a nivel mundial, basados en el liga-
miento genético y utilizados para estu-
diar la relacion entre el marcador mole-
cular y caracteristicas agrondmicas im-
portantes. Sus aplicaciones, entre otras,
abarcan la seleccion temprana de los me-
jores segregantes de poblaciones mejora-
das, la identificacion y evaluaciéon de la
variaciéon genética de cultivares de le-
chosa, especies de Vasconcellea e hibri-
dos, determinacion del sexo, estudios
taxondmicos y la construccion de mapas
genéticos (Magdalita et al., 1997; Paras-
nis et al., 2000; Van Droogenbroeck et
al., 2002; Morales et al., 2004; Kyndt et
al., 2005, 2007; Lai et al, 2006; San-
chez-Betancourt y Nufiez-Zarantes,
2008; Yu et al., 2009).

En los géneros Carica 'y
Vasconcellea, ambos caracterizados por
un genoma pequeiio diploide 2n= 18,
372-744Mbp (Arumuganathan y Earle,
1991), su diversidad ha sido investigada
a través de estudios isoenzimaticos, RA-
PDs, RFLPs, AFLPs, microsatélites y
PCR-RFLPs. Para la mayoria de los
marcadores moleculares se han detectan-
do suficientes patrones polimoérficos con
un alto nimero de fragmentos especifi-
cos que permiten identificar cultivares y
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progenies F1 de lechosa y especies de
Vasconcelleas (Aradhya et al., 1999;
Kim et al., 2002; Van Droogenbroeck et
al., 2002, 2004; Kyndt et al, 2005,
2007; Morales et al., 2004; Ocampo Pé-
rez et al., 2006; Eustice et al., 2008;
Wang et al, 2008; Carrasco et al.,
2009). La mayoria de los estudios mues-
tran una limitada diversidad genética de
Carica papaya y soportan la separacion
en dos géneros. No obstante, la enorme
diversidad intra e interespecifica de las
especies de Vasconcellea, que combinada
con la condicion de alogamia y la ocu-
rrencia de hibridacion natural dentro del
género, complican su identificacion y
clasificacion taxondmica, y favorecen la
aparicion de nuevos genotipos que am-
plian la base genética del género, por lo
cual cobra importancia el trabajo mole-
cular (Badillo, 2000; Morales et al.,
2004; Kyndt et al., 2005, 2007; Schelde-
man et al., 2007).

El presente trabajo es-
tudia la diversidad genética de la colec-
cion venezolana de la familia Carica-
ceas a través de iniciadores RAPDs, e
identifica los fragmentos de ADN del
area del genoma estudiado que estan
asociados a la discriminacion entre Ca-
rica papaya y tres especies del género
Vasconcellea, con el objeto de generar
la informacion basica que contribuya al
conocimiento de la base genética dispo-
nible para la conservacion de las espe-
cies, la eleccion de posibles progenito-
res y la seleccion en los programas de
mejoramiento genético.

Materiales y Métodos

El desarrollo experi-
mental de las actividades se llevo a cabo
en la Unidad de Biotecnologia Agricola
Vegetal del Instituto Nacional de Investi-
gaciones Agricolas (INTA-CENIAP).
Para el célculo de la capacidad informa-
tiva y discriminatoria de los iniciadores
se utilizd6 Info-Gen ver 2011 (Balzarini
et al., 2011). Para los calculos y repre-
sentaciones graficas de los procedimien-
tos estadisticos utilizados se us6 un con-
junto de rutinas desarrolladas bajo Mat-
Lab version 2011 (Matlab, 2011) que
pueden ser obtenidas a través de www.
biplot.usal.es.

Material vegetal, extraccion y
amplificacion del ADN

Se realiz6 la extraccion
de ADN genémico total segin metodolo-
gia descrita por Shure et al. (1983), en
muestras de tejido foliar joven de plantas
mantenidas en condiciones de umbraculo
o de campo de 61 accesiones pertene-
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cientes a la coleccion de Caricaceas del
CNCRF, las cuales constituyen una
muestra representativa del germoplasma
venezolano de esta familia. La muestra
por género se distribuyd en: 28 accesio-
nes del género Carica (C. papaya L. o
lechosa) y 33 del género Vasconcellea,
de las cuales 21 correspondian a V. cun-
dinamarcensis Linden, ocho a de V. cau-
liflora Jacq y cuatro a V. microcarpa
Jacq (dos de la subespecie microcarpa y
dos de la subespecie pilifera). La ampli-
ficacion fue realizada en un temociclador
MIJResearch - PC200, en un volumen to-
tal de 25ul conteniendo 2,5mM MgCl,,
Buffer B 1X, 200uM DNTPs, 1uM de
primer, 1U de Taq Polimerasa Promega®
y 25ng de ADN genémico. Los ciclos
PCR se iniciaron con una desnaturaliza-
ciéon a 94°C durante 5min, seguido por
45 ciclos de amplificacion, una desnatu-
ralizacion a 93°C por lmin, una alinea-
cion del iniciador a 45°C por 30s y una
extension final a 72°C por 7min, y se
conservo a 4°C (Sharon et al., 1992; Sti-
les et al., 1993; Jobin-Décor et al., 1997;
Parasnis et al., 2000; Tokumoto et al.,
2000). Los productos de amplificacion se
separaron mediante electroforesis hori-
zontal en geles de agarosa 1,2%, con
bromuro de etidio (0,5ug/ml), a 45SmA y
100V, durante 2,5h en buffer TBE 0,5X,
pH 8,3 y luego se digitalizéd la imagen
con el Chemidoc de BIORAD®. Para la
cuantificacion del ADN y la determina-
cion del peso molecular de los patrones
de bandas se utilizé la escalera 1Kb. Se
utilizaron 15 iniciadores RAPDs de
Operon Technologies Inc: OPA-01, OPA-
02, OPA-07, OPA-09, OPA-10, OPK-06,
OPK-15, OPK-20, OPM-04, OPM-20,
OPY-03, OPY-07, OPY-09, OPO-10 y
OPW-06, seleccionados de la literatura y
en el patron polimorfismo diferencial re-
sultante en pruebas preliminares (Jobin-
Décor et al., 1997, Magdalita et al.,
1998).

Andlisis de datos

En los criterios de ana-
lisis se consideraron solo los fragmentos
de amplificacion con una intensidad
>50%, debido a que fragmentos mas dé-
biles pudieran incluir artefactos resultan-
tes de la técnica (Kyndt et al., 2006). En
ausencia de analisis de segregacion no
se hizo ningln supuesto sobre la natura-
leza genética de los alelos; los fragmen-
tos de amplificacion fueron codificados
de acuerdo a un marcador dominante, es
decir, A|JA|= AjA= 1 y AA,= 0, gene-
rando una columna por locus para cada
iniciador. El nivel de polimorfismo y la
capacidad discriminatoria de cada inicia-
dor se valor6 a través del contenido de

informacion polimoérfica (PIC) y la pro-
babilidad de obtener parejas idénticas de
alelos entre las muestras estudiadas (An-
derson et al., 1993; Demey et al., 2003).
La relaciéon genética entre las 61 acce-
siones pertenecientes a la coleccion de
Caricaceas fue estudiada aplicando la
estrategia metodoldgica propuesta por
Demey et al. (2008), que plantea el uso
combinado del anélisis de coordenadas
principales (ACoP), el analisis de con-
glomerados (AC) y el ajuste de un biplot
logistico externo (BLE), sobre datos de
disimilitud utilizando los coeficientes de
Jaccard, emparejamiento simple, Dice y
Rogers y Tanimoto (Sneath y Sokal,
1973). El nimero k de dimensiones a ser
retenidas, el coeficiente de similitud que
mejor define la estructura de los datos y
las medidas de la calidad fueron calcula-
dos utilizando también los procedimien-
tos descritos por Demey et al. (2008).

Resultados y Discusion

El protocolo de extrac-
cién fue eficiente y se obtuvo ADN de
buena calidad para todas las muestras
con una concentracion promedio de
86ng-ul'. Los 15 iniciadores aleatorios
(RAPDs) utilizados para la amplificacion
produjeron un total de 403 fragmentos
polimorficos, con un tamafio entre 186-
2550 pares de bases (pb) y una propor-
cion de reproducibilidad >90%. El menor
niumero de fragmentos fue generado con
el iniciador OPA-07, con un total de 12, y
el mayor nimero fue amplificado con el
iniciador OPA-10 con un total de 38 (Ta-
bla I). Los iniciadores mas informativos
para el conjunto de las accesiones evalua-
das fueron OPA-02, OPA-07 y OPW-06
con valores del contenido de informacion
polimdrfica cercano al 50% del intervalo
teorico de 0,01 a 0,50 y ademas mostra-
ron la mayor capacidad discriminatoria,
evaluada ésta a través de la probabilidad
de que dos accesiones diferentes tengan
igual identidad. Utilizando los 15 inicia-
dores la probabilidad media de que dos
accesiones diferentes tuvieran igual iden-
tidad fue de 1,54x10?". El grado de re-
producibilidad obtenido en la amplifica-
cion de los fragmentos y la probabilidad
media revelaron un alto grado de confian-
za en el conjunto de iniciadores seleccio-
nados, dado que la region del genoma ex-
plorada permite la discriminacion de has-
ta 10'2' muestras de manera simultdnea
(Tabla I). Como ilustracion, en la Figura
1 se muestra la huella digital de los 403
fragmentos polimoérficos; las alternativas
alélicas AjA1= AjA)= 1y AyA,= 0 se re-
presentan en negro y blanco, respectiva-
mente. El cédigo de barra obtenido ofrece
una idea de la variabilidad esperada entre
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TABLA 1
RANGO DE AMPLIFICACIO'N2 NUMERO’ DE FRAGMENTOS POLIMORFICOS,
CONTENIDO DE INFORMACION POLIMORFICA Y PROBABILIDAD DE IGUAL
IDENTIDAD DE LOS 15 INICIADORES RAPDS

Inici Rango de Contenido de Probabilidad
niciador S . lificacion fragmentos - de ioual
RAPD ecuencia amplificacion 10 500 informacion - de igua
(pb) polimorfica identidad!
OPA-01 5’ -CAGGCCCTTC-3’ 268-1810 24 0,1721 (0,0253) 6,0x10
OPA-02 5’ -TGCCGAGCTG-3'  186-1126 18 0,2240 (0,0220) 1,6x10-10
OPA-07 5’ -GAAACGGGTG-3" 466-1720 12 0,2160 (0,0210) 6,4x10"!
OPA-09 5’ -GGGTAACGCC-3’  312-1510 25 0,1869 (0,0209) 5,8x10
OPA-10 5’ -GTGATCGCAG-3" 219-1936 38 0,1295 (0,0178) 4,0x10-%
OPK-06 5’-CACCTTTCCC-3" 250-1600 26 0,1214 (0,0128) 2,2x10%
OPK-15 5’ -CCCGCTACAC-3'  240-1650 37 0,1599 (0,0166) 3,4x10
OPK-20 5’-CCCCCCCCAC-3" 200-1700 24 0,1135 (0,0114) 1,3x10°%
OPM-04 5’ -GGCGGTTGTC-3"  200-2060 34 0,1513 (0,0180) 4,0x10
OPM-20 5’ -AGGTCTTGGG-3’  230-1900 35 0,1705 (0,0200) 2,9x10®
OPY-03 5’-GGCTGCAATG-3" 300-1800 22 0,1895 (0,0141) 1,1x10:®
OPY-07 5’ -AGAGCCGTCA-3’  230-1530 34 0,1524 (0,0192) 2,9x10%
OPY-09 5’ -AGCAGCGCAC-3’'  220-2550 28 0,1625 (0,0163) 1,2x10°7
OPO-10 5’ -TCAGAGCGCC-3’  300-1650 23 0,1950 (0,0167) 1,4x10-®
OPW-06 5’ -AGGCCCGATG-3’  230-1700 23 0,2036 (0,0148) 1,8x101°
'Probabilidad de que dos individuos para el Loci evaluado tengan igual identidad.
las especies como resultado de la region dimensional obtenido del analisis de

del genoma explorada con los 15 inicia-
dores.

La Tabla II detalla los
fragmentos de ADN amplificados y la
proporcion de loci polimérficos de los 15
iniciadores RAPD en las cinco especies
de Caricacea estudiadas. Se definen tres
grupos de diversidad genética (p<0,05); el
de mayor diversidad formado por las
muestras V. cundinamarcensis; el de di-
versidad intermedia formado por las
muestras de V. cauliflora y C. papaya; y
el de baja diversidad formado por las
subespecies pilifera y microcarpa de V.
microcarpa. Este gradiente de diversidad
genética esta asociado a la proporcion de
loci polimorficos calculados para cada es-
pecie. Es asi como los iniciadores que
sean mas informativos podran asociarse a
regiones del genoma con mayor capaci-
dad para separar algunas especies del res-
to, y su interaccion es la
que permite la definicion
de grupos. Cabe destacar
que aunque pueda supo-
nerse que los resultados
estan asociados al nime- ‘
ro de accesiones utiliza-
das por especies o subes-
pecies, se observa, por
ejemplo, como en ambas
subespecies de V. micro-
carpa existe una clara
especificidad discrimina-
toria de los iniciadores
OPA-02, OPA-10, OPM-
20, OPK-06 y OPK-15.

En la Figura 2a
se muestra el espacio bi-

V. microcarpa
V. cauliflora

V. cundinamarcensis ! ‘l |
I

C. papaya
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coordenadas principales (ACoP), utili-
zando el coeficiente de similitud de em-
parejamiento simple, que segin la meto-
dologia de analisis propuesta, refleja la
mayor coherencia entre la matriz de dis-
tancias observadas y estimadas, la cual
garantiza la mayor estabilidad de la re-
presentacion, permite establecer con cla-
ridad la calidad de las visualizaciones,
ofrece una mejor aproximacion de coémo
son las relaciones entre las accesiones e
indica que no es necesario retener mas
de tres dimensiones para extraer la ma-
yor cantidad de informacién. En térmi-
nos de similitud, esto significa que es
posible probar que dos individuos con
posiciones mas cercanas en la represen-
tacion bidimensional o tridimensional,
tendran patrones mas similares de ADN
respecto a las secuencias aleatorias utili-

zadas.
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Fragmentos amplificados

Figura 1. Huella digital de los 403 fragmentos polimoérficos para las 61 accesiones
de la familia Caricacea.

AN

r Il I\I‘

Las dos primeras di-
mensiones explican el 38,43% de la va-
riabilidad total y permiten la formacion
de tres grupos de accesiones utilizando
los 15 iniciadores RAPDs y que son cla-
ramente demarcados por el diagrama de
Voronoi. El primer grupo formado por
las accesiones de V. cundinamarcensis,
el segundo grupo formado por las acce-
siones de C. papaya y el tercer grupo
formado por las accesiones de V. cauli-
flora y V. microcarpa, con una similari-
dad genética media de 0,8551 %0,0020;
0,8994 +£0,0013; y 0,8238 +0,0063; y una
calidad de representacion calculada con
las dos primeras dimensiones de 99,34;
99,82; y 97,47%, para el primero, segun-
do, y tercer grupo, respectivamente. Ob-
sérvese que la técnica de agrupacion
preserva la estructura de grupos espera-
da y sugiere que la menor calidad de re-
presentacion asociada al grupo que in-
cluye V. cauliflora y V. microcarpa pue-
de tener una mejor representacion en
otra dimension.

La Figura 2b muestra el
primer paso del ajuste del biplot logisti-
co externo (BLE) sin haber iniciado el
proceso de seleccion de variables, es de-
cir, se incluyen los 403 fragmentos am-
plificados y su relacion con los grupos
generados via ACoP. Noétese que los ini-
ciadores, por su condicién aleatoria ex-
ploran, ademas del area del genoma con-
siderado, otras regiones que no tienen
ninguna relacion con la clasificacion.
Después del ajuste en el BLE, el porcen-
taje de coincidencias entre la matriz de
los datos binarios original y la estimada
de los modelos logisticos o porcentaje de
clasificacion correcta (PCC) y el porcen-
taje de clasificacion correcta de las acce-
siones fueron >90%. Esta estrategia me-
todologica permite estudiar en la misma
representacion no solo la relacion entre
los individuos como en el andlisis de
conglomerados clasico, sino que ademas
permite estudiar la relacion entre indivi-

duo-alelo y alelo-alelo.
I H|‘ ||. l I'| "| Para mas detalles sobre

Wl 1 |l|| ',".I' su aplicacién e interpre-
| taciéon se puede consul-
tar a Demey et al
bl (2008).
|||”” ‘ En la Figura 3a
h '."‘l '. j| sc muestra el espacio
I | tridimensional obtenido
del ACoP. Estas tres di-
mensiones explican el
43,95% de la variabili-
dad total y permiten se-
parar las especies V.
cauliflora y V. microcar-
pa, que en la representa-
cion previa formaban un
solo grupo, mejorando

.i\
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TABLA 11

TOTAL DE FRAGMENTOS DE ADN AMPLIFICADOS, PROPORCION

asi la calidad de la repre-
sentacion. Adicionalmente,

DE LOCI POLIMORFICOS Y DIVERSIDAD GENETICA DE LOS INICIADORES RAPD la Figura 3a muestra la va-

POR ESPECIE DE CARICACEA

riabilidad muestral de la

V. macrocarpa

V. macrocarpa

configuracion, generada a
través del remuestreo sobre

Iniciador RAPD C. papaya V. cundinamarcensis V. cauliflora ;;;Efosgs;il sﬂﬁ;};ﬁ;le los residuales usando como
método de transformacion

OPA-01 14 9 5 2 0 el Procrustes generalizado.
OPA-02 6 12 6 0 0 El analisis revela que la
OPA-07 8 2 0 0 0 configuracion presenta una
OPA-09 2 17 6 2 1 estabilidad de 86,29%; es
85%_})% 1; 1‘7‘ 251; 491 (5) decir, lacsl accesiones seran
OPK-15 17 2 1 5 ) proyectadas en esas coor-
OPK-20 9 15 1 5 | denadas, en promedio, con
OPM-04 17 25 8 3 4 un error <14%. Estos resul-
OPM-20 28 15 18 4 b tados garantizan la confia-
OPY-03 14 14 9 5 2 bilidad de la clas;ﬁcacu’m y
OPY-07 12 18 18 3 7 exoneran de posibles erro-
OPY-09 10 15 15 3 1 res a la seleccion del tama-
OPO-10 6 10 12 2 4 fio de muestra diferencial
OPW-06 6 8 6 0 2 por especies, corroborado
ésto por la amplitud mode-

Proporcién rada de las elipses. Los dos
de loci 0,3002 (0,0238) 0,3573 (0,0240) 0,3821 (0,0247)  0,1092 (0,0151) 0,0769 (0,0127)  Lyevos grupos generados

polimorficos (95)!

Diversidad
genética

en la representacion tridi-

0,0970 (0,0119) 0,1380 (0,0120) 0,1279 (0,0124) 0,0546 (0,0076) 0,0385 (0,0063) mensional ~ presentan una

! El locus es considerado polimoérfico si la frecuencia del alelo mas comtn excede de 0,95.

Numeros entre paréntesis se refieren al error estandar Bootstrap.
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a
L V. cundinamarcensis 1
- % & C. papaya 1
<
D
S22 r V. cauliflora 1
N V. microcarpa
= L J
Q
[+
=
8 03 N \ / e ]
18] \.
c
& 0.2F ./ 4
1S —~—, " —
8 01 ) ' ? e Bl
© S 7 i
—— » [
.02 F ar \\ i
N .\ Fragmentos
-03+ ’ amplificados -
0,6 04 -0,2 0 02 0,4 0,6

Coordenada principal 1 (28,49%)

Figura 2. Relaciones genéticas entre las 61 accesiones de la familia Caricacea basadas en la di-
similaridad debida al coeficiente de emparejamiento simple y los quince iniciadores RAPDs. a:
grupos obtenidos bajo el algoritmo UPGMA utilizando las dos primeras coordenadas principales
retenidas, y b: representacion de grupos y todos los fragmentos de amplificacion generados por

los quince iniciadores después del ajuste del biplot logistico externo (BLE).
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similaridad genética media
de 0,8539 £0,0065 y 0,9061
+0,0088, para las especies
V. cauliflora y V. microcar-
pa, respectivamente.

En la Figura 3b se muestra en el
espacio tridimensional las accesiones y
los fragmentos de amplificacion seleccio-
nados después del ajuste del BLE, una
vez aplicados acumulativamente los cri-
terios de correccion del ajuste por el p-
valor (p<0,01), Bonferroni y el pseudo
R? de Nagelkerke/Cragg & Uhler’s
(R2>0,75). Se puede observar que de los
403 fragmentos amplificados solo nueve
intervienen directamente en la clasifica-
cion de las especies, a saber: OPA-
07(466pb), OPY-09(390pb), OPO-
10(680pb) y OPW-06(230pb) altamente
correlacionados con el eje 1; OPY-
07(640pb) y OPW-06(420pb) altamente
correlacionados con el eje 2; y OPA-
02(1111pb), OPA-07(675pb) y OPW-
06(740pb) altamente correlacionados con
el eje 3. Si se consideran las dimensio-
nes de la solucién de las coordenadas
principales como gradientes genéticos la-
tentes, las significancias de las correla-
ciones con los fragmentos representan la
importancia en la separacion entre los
géneros y dentro de especies. Es asi
como los fragmentos asociados con los
ejes 1 y 2, permitirdn discriminar mas
apropiadamente las Caricas de las Vas-
concelleas, y los asociados al eje 3 entre
las especies de Vasconcelleas. Como
ayuda a la interpretacion, la Figura 4
muestra la proyeccion para cada uno de
los nueve fragmentos de amplificacion
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Figura 3. Relaciones genéticas entre las 61 accesiones de la familia Caricacea basada en la disi-
milaridad debida al coeficiente de Emparejamiento simple y los quince iniciadores RAPDs. a:
grupos obtenidos bajo el algoritmo UPGMA utilizando las tres primeras coordenadas principa-
les retenidas, y b: representacion de grupos y fragmentos de amplificacion seleccionados des-
pués del ajuste del biplot logistico externo (BLE) y corregida por el p-valor, Bonferroni y el
pseudo R? de Nagelkerke/Cragg & Uhler’s.
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seleccionados después del ajuste del BLE
corregido por el p-valor, Bonferroni y el
pseudo R? de Nagelkerke/Cragg &
Uhler’s y su relacion con la formacion
de grupos (distinguibles por los fondos
oscuro y claro en la figura), entre las 61
accesiones de la familia Caricacea (re-
presentadas por los circulos negros).

Aunque fue mencionada
la limitada diversidad genética de C.
papaya, es necesario hacer referencia al
caso de la C. papaya tipo Paraguanera
hermafrodita, in vitro, que en todos los
gradientes estudiados se aleja del grupo
de las Caricas (Figura 4) aunque no lo
suficiente como para considerarlo un
grupo diferente. No obstante, en esta
accesion se observa una variabilidad
considerable en el caso de los fragmen-
tos OPY-07(640pb) y OPW-06(230pb),
dimensiones 1-2 que, como fue indica-
do, representa el gradiente genético que
permite separar los dos géneros. Esto
puede deberse a que en la multiplica-
cion acelerada y prolongada in vitro de
los brotes axilares y adventicios, por
mas de 3 afios, se hayan inducido y
acumulado mutaciones somaticas que
las diferencien de los demas tipos de
papaya, inclusive de las otras tipo Para-
guanera, procedentes de muestras de
hojas de campo (Pérez, 1998; Morales
et al., 2004). En otro caso, se ha encon-
trado amplia diversidad intraespecifica,
a nivel citoplasmico, nuclear y morfolo-
gico, en los hibridos naturales de V. x
heilbornii (V. M. Badillo) V. M. Badi-
llo, propagados asexualmente por esta-
cas (Kyndt et al., 2005, 2007).

Consideraciones Finales

Los resultados obteni-
dos para la coleccion venezolana de Ca-
ricdceas a través de iniciadores RAPDs
coinciden con los reportados por varios
autores en analisis moleculares (Jobin-
Décor et al., 1997; Aradhya et al.,
1999; Morales et al., 2004; Kyndt et al.,
2005, 2006, 2007) y bioquimico (Jobin-
Décor et al., 1997); en estudios morfo-
logicos (Badillo, 1971, 1993) y cruza-
mientos intergenéricos (Horovitz y Ji-
ménez, 1967; Mekako y Nakasone,
1975; Manshardt y Wenslaff, 1989; Ve-
gas et al., 2003). Un hecho importante
que distingue a la lechosa de las otras
papayas es su origen centro americano,
a diferencia del origen sur americano
de las Vasconcelleas (Aradhya et al.,
1999). Asi mismo se demuestra que en-
tre las especies de Vasconcelleas estu-
diadas, V. cauliflora y V. microcarpa
presentan mayor afinidad, y probable-
mente entre estas especies pudo haber
ocurrido introgresion, puesto que V.
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cauliflora 'y V. microcarpa subspecie
microcarpa comparten areas de distri-
bucion (Rodriguez et al., 2005a) y son
alogamas de facil cruzabilidad (Horo-
vitz y Jiménez, 1967). Ademas, estudios
de cruzamiento de las Vasconcelleas
han demostrado que existe compatibili-
dad completa entre estas tres especies
estudiadas y sus reciprocos, lo cual co-
rrobora su cercania genética (Horovitz
y Jiménez, 1967, Mekako y Nakasone,
1975; Mandshardt y Wenslaff, 1989).
Dentro de los materiales evaluados no
se detectd un patréon asociado al lugar
de origen, como ha sido encontrado en
otros trabajos (Van Droogenbroeck et
al., 2002; Morales et al., 2004).
Basados en los iniciado-
res RAPDs, se establecid la huella gené-
tica de 61 accesiones de la coleccion de
Caricaceas venezolana y sus relaciones
genéticas; ademas, se identificaron los
fragmentos de ADN asociados a la clasi-
ficacion entre los géneros Carica y Vas-
concellea. Este conocimiento comple-
menta la caracterizacion morfologica de
las accesiones del banco de germoplas-
ma venezolano, orienta sobre la eleccion
de parentales y ayuda la seleccion en
programas de mejoramiento genético.
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GENETIC DIVERSITY OF THE VENEZUELAN CARICACEAE FAMILY COLLECTION
Ariadne Vegas Garcia, Ariadna Miliani, Dilia Rodriguez- Asia Y. Zambranof, José¢ Luis Vicente-Villardon and Jhonny R. Demey

SUMMARY

The genetic diversity of Venezuelan Caricaceae family collec-
tion was studied using 15 random primers of the series OPA,
OPK, OPM, OPY, OPO and OPW from Operon Technologies
Inc, and the amplification fragments linked with the discrimina-
tion among Carica papaya L. and three species of Vasconcel-
lea genera: V. cundinamarcensis Linden, V. cauliflora Jacq and
V. microcarpa Jacq (subspecies microcarpa and pilifera) were
identified. The 15 RAPDs markers produced 403 polymorphic
amplification fragments with sizes between 186-2550 base pairs
(bp), a reproducibility >90%, and allowed a clear separation
of the four species, using the simple matching coefficient and
the groups obtained from the UPGMA cluster algorithm ap-
plied to the first three principal axes. After external logistic

biplot fitting, nine amplification fragments were selected: OPA-
07(466pb), OPY-07(640pb), OPY-09(390pb), OPO-10(680pb),
OPW-06(230pb) and OPW-06(420pb), directly involved in the
classification of the two genera; and OPA-02(1111pb), OPA-
07(675pb) and OPW-06(740pb) allowing to distinguish among
Vasconcelleas species. The analysis did not detect any pattern
associated with the geographic origin of the entrances. The re-
sults obtained for Venezuelan Caricaceae collection using RAP-
Ds markers are similar to those reported by several authors in
morphological, biochemistry and molecular studies, and in in-
tergeneric crosses, and generated information to facilitate the
handling of the collection, choosing of parentals and selection
in breeding programs.

DIVERSIDADE GENETICA DA COLECAO VENEZUELANA DA FAMILIA CARICACEAS
Ariadne Vegas Garcia, Ariadna Miliani, Dilia Rodriguez Asia Y. Zambrano®, José Luis Vicente-Villardon e Jhonny R. Demey

RESUMO

Estudou-se a diversidade genética da coleg¢do venezuelana
da familia Caricaceas a través de 15 iniciadores aleatorios das
series OPA, OPK, OPM, OPY, OPO e OPW, de Operon Tech-
nologies Inc., e se identificaram os fragmentos de amplificag¢do
associados a discriminagdo entre Carica papaya L e trés espé-
cies do género Vasconcellea: V. cundinamarcensis Linden, V.
cauliflora Jacqg e V. microcarpa Jacq (subespécies microcarpa
e pilifera). Os 15 iniciadores RAPDs utilizados para a amplifi-
cagdo produziram um total de 403 fragmentos polimorficos com
tamanhos entre 186-2550 pares de bases (pb), uma propor¢do
de reprodutibilidade >90% e permitiram a separa¢do das qua-
tro espécies, utilizando a dissimilaridade devida ao coeficiente
de emparelhamento simples e os grupos obtidos sob o algorit-
mo UPGMA, aplicadas as trés primeiras dimensoes da andlise
de coordenadas principais (ACoP). Os fragmentos de amplifica-

¢do selecionados, depois do ajuste do biplot logistico externo
(BLE), que intervém diretamente na classificagdo das acessoes
foram: OPA-07(466pb), OPY-07(640pb), OPY-09(390pb), OPO-
-10(680pb), OPW-06(230pb) e OPW-06(420pb) que discrimi-
nam entre os dois géneros; e OPA-02(1111pb), OPA-07(675pb)
e OPW-06(740pb) que separam as espécies de Vasconcelleas.
As andlises ndo detectaram nenhum padrdo associado a ori-
gem geogrdfica. Os resultados obtidos para a cole¢do de Ca-
ricaceas venezuelana a través dos iniciadores RAPDs provados
coincidem com os reportados por varios autores em estudos
morfologicos, andlises bioquimicas e moleculares, e cruzamen-
tos intergenéricos, e tem gerado informagdo que facilita a ma-
nipulagdo da cole¢do, a eleicdo de progenitores e selecdo em
programas de melhoramento genético.
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