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RESUMEN

La papaya constituye un rubro de potencial importancia econémica para los paises de la region tropical. Sin embargo,
las pérdidas postcosecha de la variedad Maradol Roja, la de mayor relevancia para América Central, han sido hasta
de un 80%, debido a la falta de infraestructura y de personal calificado en las areas rurales y en gran medida a la
rapida maduracion de sus frutos. El proceso de maduracion en frutos climatéricos como la papaya, esta regulado
por los niveles de etileno. Reduciendo la expresion génica de enzimas clave que participan en la biosintesis de esta
fitohormona, se puede lograr disminuir su expresion. Con el objetivo de obtener plantas transgénicas de papaya con
retardamiento en la maduracion de los frutos, fue aislado el gen accox? que codifica para la 1-aminociclopropano-
1-carboxil (ACC) oxidasa de la variedad Maradol Roja y fue construido un vector binario con el gen accox? en
orientacion antisentido para ser utilizado en la transformaciéon genética mediante pistola de genes. Se obtuvieron
lineas transgénicas in vitro de la variedad Maradol Roja, lo cual fue confirmado mediante la reaccion en cadena de
la polimerasa (RCP).
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ABSTRACT

Papaya is a crop of economic importance for tropical countries. However, post-harvesting losses of Maradol Roja cultivar,
the most important in Central America, have been up to 80%, due to a lack of proper infrastructure and qualified personnel
at the rural areas and mainly because of the quick ripening of the fruits. The ripening process in climacteric fruits like
papaya is regulated by ethylene levels. By reducing the genetic expression of the key enzymes which participate in the
biosynthesis of this phytohormone, a decrease of the expression could be obtained. With the purpose of obtaining
transgenic plants with delayed fruit ripening, accox? gene encoding for the 1-aminoiciclopropeno-1-carboxylate (ACC)
oxidase of the Maradol Roja variety was isolated and a binary vector for gene gun mediated transformation constructed
with this gene in antisense orientation. In vitro transgenic lines, verified by PCR, were obtained.
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INTRODUCCION

La papaya, por sus atractivas caracteristicas
organolépticas y su caracter exético, constituye un
rubro de potencial importancia econémica para los
paises de la region tropical. Sin embargo, el acelerado
deterioro postcosecha de este tipo de frutos se
convierte en un serio problema para la
comercializacion de los mismos. Se ha estimado que
hasta un 70% de la produccién agricola de estas
especies frutales tropicales puede perderse debido a
problemas asociados con la maduracién natural. Entre
los diversos cultivares de papaya, la Maradol Roja, es
la variedad comercial mas explotada en Cuba y
Centroamérica. Las pérdidas postcosechas en este
cultivo pueden alcanzar hasta un 80% y estan
asociadas a la consistencia endeble del fruto y al
ataque de microorganismos saprofitos, problemas
estos que afloran principalmente durante la maduracion.

El proceso de maduracion, en frutos climatéricos
como la papaya, es un evento fisiolégico complejo,

en el cual confluyen un gran nimero de vias
metabdlicas, reguladas en buena medida por la
fitohormona etileno (Reid, 1987). La elucidacién de
la ruta biosintética del etileno por Yang y Hoffman
(1984) abrid una puerta para el aislamiento de las
principales enzimas involucradas en el mismo.
Reduciendo la expresion génica de enzimas clave
que participan en la biosintesis de esta fitohormona,
se puede lograr un retardo en la maduracion (Hamilton
etal., 1990), efecto que luego puede ser revertido por
una simple exposicion de los frutos a etileno exégeno
(Grierson y Fray, 1993). Una de las estrategias
biotecnoldgicas mas empleadas con este fin, se basa
en la expresion del ARN antisentido de los genes
que codifican para estas enzimas, siendo las mas
estudiadas laACC oxidasa y la ACC sintetasa (Ayub
etal., 1996).

El presente trabajo tuvo como objetivos principales
el aislamiento de la secuencia codificante para la
enzima ACC oxidasa de papaya var. Maradol Roja,
asi como la obtencion de plantas transgénicas de
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esta variedad, utilizando la tecnologia antisentido, con
el fin de retardar la maduracion de los frutos.

MATERIALES Y METODOS
Aislamiento del gen de ACC oxidasa
Material de partida

Los frutos de papaya (Carica papaya L. var. Maradol
Roja) fueron cosechados en la Estacion Experimental
“Pedro Lantigua” del Instituto de Biotecnologia de las
Plantas, ubicada en Remedios, Villa Clara, Cuba. Se
transportaron inmediatamente al laboratorio para
dejarlos madurar a 25°C y 80% de humedad relativa
durante siete dias. Una vez que los frutos adoptaron
una apariencia de madurez, el mesocarpio fue cortado
en laminas muy finas, congelado rapidamente en
nitrégeno liquido y guardado a—80°C.

Extraccion de ARN y reaccion de Transcripcion
Reversa (TR)

Se tomaron 5 g de tejido mesocarpio congelado, los
cuales fueron utilizados para la extraccion de ARN
total, siguiendo un procedimiento disefiado para frutas
ricas en polisacaridos (Lopez-Gémez y Gomez-Lim,
1992). EIARN extraido, fue utilizado como molde
para la obtencion del ADNc codificante para la
enzima ACC oxidasa mediante una reaccion de
TR, seguido por una RCP. Los oligonucledétidos
empleados, ACO5’ (5 TGC AGC CAT GGA GAA
CTT CCCAGT C 3’) y ACO3’ (5 CCG GTT CTA
GATTTAAGC TTT TGC GG 3’), fueron sintetizados
de acuerdo con la secuencia de una ACC oxidasa
del cultivar de papaya Tainong 2 (Chi-Tsai et al.,
1997), de forma tal, que permitiera amplificar toda
la regién codificante. En la sintesis de la primera
cadena de ADNCc se utilizé el kit cDNA synthesis
module RPN1256 (Amersham LifeScience, UK)
siguiendo las instrucciones del fabricante y como
cebador el oligonucleétido ACO3’. La RCP fue
realizada con la enzima Taq ADN Polimerasa
(Heber Biotech, Cuba) y las condiciones fueron
de 28 ciclos a 95°C por 1 minuto, 45°C por 1 miny
72°C por 90 segq, seguido por 7 min a 72°C. El
producto de la amplificacién por RCP fue
visualizado, mediante una tincién con bromuro de
etidio, sobre un gel de agarosa al 1%, purificado y
clonado en el sitio EcoR V del plasmido pGEM®-T
Easy Vector (Promega) para su secuenciacion.

Estrategia para la construccion del plasmido
binario

El sitio EcoR | del plasmido pBPF-30 fue utilizado
para colocar el gen de ACC oxidasa en antisentido.
Posteriormente, el plasmido obtenido fue digerido
con la enzima de restriccién BsrB | y el producto
clonado en el sitio Sma | del pCAMBIA 2300
(CAMBIA, Australia).

Proceso de transformacion

Como material vegetal de partida se utilizaron
embriones somaticos obtenidos de embriones
cigoticos inmaduros, siguiendo la metodologia
propuesta por Posada (1995). Para la preparacion de
las particulas de tungsteno se siguié la metodologia
descrita por Sanford et al. (1992). La transformacion
se llevd a cabo mediante una pistola de genes de
baja presion siguiendo la metodologia propuesta por
Mas et al. (2002) modificando la presion del disparo
a 140 psi y la distancia de disparoa 9 cm.

Los embriones disparados se colocaron para su
seleccion, pasado los 10 dias, en medio de cultivo
MS suplementado con 10 mg.I"" de BASTAR
comercial (AgrEvo, GMBH, Alemania), después de
dos subcultivos de 30 dias cada uno, se pasaron a
medio de cultivo para la conversion de embriones
somaticos, en el que permanecieron por igual periodo
de tiempo, a partir del cual se separaron por lineas y
luego se colocaron en medio de cultivo de
multiplicaciéon de papaya (Posada, 1995).

Analisis molecular de las plantas
Extraccion de ADN total

La extraccion del ADN fue realizada a partir de 100
mg de tejido foliar provenientes de vitroplantas de
papaya mediante el método descrito por Dellaporta
et al. (1983) modificado. Cada muestra fue tratada
con 10 mg.ml"* de RNasa (Boehringer Mannheim)
durante 1 hora a 37°C, antes de su cuantificacion y
analisis de integridad.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Para la realizacion de la RCP se emplearon 200
ng de ADN total. Se utilizaron los oligonucleotidos
bar5” (5°CGAGACAAG CAC GGTCAACTTC3’)
y bar3” (5°GAAACC CAC GTCATG CCAGTTC
3"), disefiados para amplificar un fragmento de 402
pares de bases (pb) del gen que confiere
resistencia a fosfinotricina. Las condiciones
utilizadas para la RCP fueron de 35 ciclos a 95°C
por 1 min, 62°C por 1 min y 72°C por 90 seg,
seguido por 7 min a 72°C. EIl producto de la
amplificacion por RCP fue visualizado, mediante
una tincién con bromuro de etidio, sobre un gel de
agarosa 0.8%.

RESULTADOS Y DISCUSION
Analisis de la secuencia

El producto de la reaccion de TR-RCP que fue clonado
en el plasmido pGEM®-T Easy Vector vy
posteriormente secuenciado (nUmero de acceso en
Genbank AY077461), corresponde a un fragmento de
963 pb (Fig. 1A), tamafo similar de los genes de



ACC oxidasa referidos hasta el momento en diferentes
especies de plantas (Chi-Tsai et al., 1997), el mismo
fue denominado accox1. La secuencia de accox1 fue
comparada con la secuencia de ACC oxidasa del
cultivar Tainong 2 mediante un alineamiento de
secuencias, que derivo en un 74% de identidad, lo
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que demuestra una alta homologia entre los genes
de ambas variedades (Fig. 1B). Se utilizaron los
oligonucleotidos ACO5” y ACO3’ para realizar una
RCP sobre ADN total de Maradol Roja vy el producto
obtenido fue de 1.6 kb, lo que demuestra la presencia
de intrones en dicho gen (Fig. 1A).
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Figura 1. Aislamiento del gen accox1 de la variedad Maradol Roja. [A] Gel de agarosa 0.8 % tefiido con bromuro de
etidio. (1) Marcador de peso molecular 1kb (Gibco), (2) Producto de RCP utilizando el ADN total como molde. (3)
Producto de la TR-RCP a partir de ARN total de fruto maduro. [B] Fragmento del alineamiento de secuencias entre el
gen accox1 (AccNum AY077461), obtenido por TR-RCP, y el gen accox1 de Carica papaya var. Tainong 2 (AccNum
L76283). Los * indican bases idénticas entre ambas secuencias.

402 pb

Figura 2. Gel de agarosa 0.8 % tefido con bromuro de etidio que refleja el chequeo molecular por
RCP de lineas transformadas con el plasmido pCB-OCCAp. (1) Control de contaminacion. (2)
Planta no transformada. (3, 4, 5) Plantas transformadas. (6) Plasmido pCAMBIA3301. (7)
Marcador de peso molecular 1kb (Gibco).
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Construcciéon del vector binario para la
transformacion

El producto de la reaccién de TR-RCP fue fusionado
al promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor
(CaMV)y al terminador del gen nos de A. tumefaciens
situados en el plasmido pBPF-30, de forma tal que la
secuencia codificante para la enzima ACC oxidasa
quedara en orientacion invertida con respecto al
promotor y al terminador, resultando en el plasmido
pBPF-OCCAp (5.3 kb). La construccion quimérica
fue posteriormente insertada en la region T-ADN del
plasmido pCAMBIA3300, en la misma orientacion que
el gen de resistencia a fosfinotricina, resultando en
el plasmido pCB-OCCAp (11.2 kb).

Obtencion de plantas transgénicas

El tejido transformado fue seleccionado sobre la base
de la resistencia al herbicida BASTAR. Durante el
periodo de regeneracion de las plantas, fue observada
la formacién, en algunos casos, de estructuras
anormales las cuales no se tomaron en cuenta para
la regeneracion de las 20 lineas que fueron obtenidas,
de las cuales, solamente tres han resultado ser
transgénicas comprobadas por RCP (Fig. 2), lo que
ratifica que existen ciertos niveles de escape en el
proceso de seleccion.
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