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La determinacion del sexo en plantas de papaya es considera-
do un sistema intrigante, debido a que esta especie presenta
tres sexos (macho, hembra y hermafrodita) determinados
por un locus multialélico. Ademads, esta especie no presenta
cromosomas sexuales morfologicamente diferenciables. Los
marcadores moleculares pueden asociarse a caracteristicas
de interés, como en el presente caso, al sexo en plantulas de
papaya. Con el objetivo de identificar marcadores moleculares
que permitan una rdpida identificacion del sexo en genotipos
colombianos de plantulas de papaya, se aplicé la técnica RAPD
(amplificacion aleatoria de polimorfismos del ADN). El estu-
dio encontr6 tres marcadores RAPD polimorficos, los cuales
permitieron diferenciar los sexos de la papaya. Dos marcadores
fueron especificos para plantas macho y hermafrodita, y un
tercero para plantas hembra. Estos nuevos marcadores mole-
culares podran ser beneficiosos en la determinacion del sexo
en genotipos colombianos de papaya.

Palabras clave: Carica papaya, plantas dioicas,
determinacién sexual.

Sex definition in papaya is considered an intriguing system, due
to the fact that the plant presents three different sexes (male,
female and hermaphrodite), which are determined on a multi-
allelic locus. Moreover, the plant does not have morphologically
differentiated sexual chromosomes. Provided that molecular
markers can be associated to traits of interest, in the present
study they were applied to rapid sex identification in seedlings
of Colombian papaya genotypes. With the aim of finding such
markers, an RAPD technique (Randomly Amplified Polymor-
phic DNA) was applied. The study allowed identifying three
polymorphic RAPD markers apt for differentiating the sexes
in papaya. Two of them are specific for male and hermaphro-
dite plants, and one for female plants. These novel molecular
markers will be valuable for sex determination in Colombian
genotypes of papaya.

Key words: Carica papaya, dioecious plants, sexual
determination.

Introduccion

La papaya es una planta dicotiledonea, poligama dip-
loide (Parasnis et al., 1999; Ming et al., 2001; Kim et al.,
2002; Urasaki et al., 2002; Liu et al., 2004) que pertenece
a la familia Caricaceae, género Carica (Badillo, 2002). El
germoplasma de papaya presenta una considerable va-
riacion fenotipica para la mayoria de los rasgos horticolas
importantes, incluyendo tamaio, forma, color, contenido
de aztcar y sabor del fruto, entre otros (Kim et al., 2002;
Oliveira et al., 2007). La posibilidad de transformacion
genética, la eficiencia de los cruzamientos, la produccion
de abundante descendencia y la continua floracién a lo
largo del afio hacen de la papaya un modelo atractivo para
investigacion genética y gendmica (Ming et al., 2001).

En Colombia, el cultivo de la papaya se encuentra en el
octavo lugar por area sembrada respecto a otras frutas
cultivadas, siendo un fruto econémicamente importante.
La papaya proporciona frutos y litex econémicamente
valiosos en las areas tropicales y subtropicales (Ming et
al., 2001; Urasaki et al., 2002). Por ejemplo, la papaina,
una enzima proteolitica abundante en el latex lechoso de
los frutos, se usa en la industria alimenticia y textilera para
suavizar la lana, la seda, y en la industria de perfumeria
(Villegas, 1997; Urasaki et al., 2002). Ademas, la planta de
papaya es importante por sus tallos, hojas y raices los cuales
son empleados en un amplio rango de aplicaciones en la
medicina popular (Ming et al., 2001).
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La presencia de las tres formas sexuales -macho, hembra
y hermafrodita- en esta especie ofrece varias ventajas
para estudios genéticos y evolutivos. Posee un genoma
pequeiio de 372 megabases (Mb), contenido en nueve pares
de cromosomas, un tiempo corto de floracién de 9 a 15
meses, numerosos tipos de flores y un intrigante sistema
de determinacién sexual, por lo que su diferenciacién
ha sido tema frecuente de andlisis genéticos. La papaya
posee un cromosoma Y primitivo, con una regiéon macho
especifica, que corresponde aproximadamente al 10% del
cromosoma, pero que ha pasado por una severa supresion
de recombinacién y degeneracién de la secuencia de ADN
(Liu et al., 2004).

Storey (1953) concluyd que el sexo en papaya es determi-
nado por un gen simple con tres alelos: M, macho; M",
hermafrodita; y m, hembra. Las hembras (mm) son homo-
cigotas recesivas. Los machos (Mm) y hermafroditas (M"m)
son heterocigotos, tipicamente con el 25% de semillas no
viables en sus frutos, porque cada combinacion de los alelos
dominantes (MM, MM" 0 M®M") es embriogénicamente
letal (Parasnis, 1999; Ming et al., 2001; Urasaki et al., 2002;
Liu et al., 2004). Posteriormente se sugirié que M y M"
representan regiones genéticamente inactivas de los cro-
mosomas sexuales en las cuales genes vitales se perdieron
(Liu et al., 2004).

Estudios citologicos para la identificacion de cromosomas
sexuales heteromorficos en papaya no han sido exitosos
(Parasnis et al., 1999; Viskot y Hobza, 2004; Ming et al.,
2007). Estos estudios sugieren que los cromosomas Xy Y
de papaya son morfolégicamente homdlogos a los auto-
somas. Lo anterior sugiere que los cromosomas estan en
etapas iniciales de diferenciacion, en comparacion con otras
especies vegetales, también de naturaleza dioica, como es
el caso de Silene latifolia, donde se encuentran cromoso-
mas sexuales heteromorficos perfectamente diferenciados
(Farbos et al., 1999; Filatov et al., 2000; Atanassov et al.,
2001; Filatov et al., 2001).

De otra parte, la investigaciéon molecular ha permitido
encontrar resultados positivos en la identificacion de dife-
rentes tipos de marcadores, incluyendo SCAR (Sequence
Characterized Amplified Region) (Parasnis et al., 2000;
Deputy et al., 2002; Urasaki et al., 2002; Chaves-Bedoya
y Nuiiez, 2007), RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA) (Deputy et al., 2002; Urasaki et al., 2002), microsaté-
lites (Parasnis et al., 1999) y AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism) capaces de discriminar sexo en
plantas de papaya; estos se pueden utilizar para la pronta
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determinacion del sexo de papaya. La ausencia de falsos
positivos y falsos negativos sexuales de acuerdo con el
genotipo es un factor predominante para la eleccion de la
adecuada seleccion de los marcadores moleculares, incluso
en la fase de plantula. Esto se hace mas significativo al con-
siderar los hibridos de diferentes grupos, con una amplia
diversidad genética.

La aplicacién de marcadores RAPD para la identificaciéon
del sexo de papaya en estado juvenil puede facilitar enor-
memente el manejo del cultivo y el mejoramiento de la
produccion, mediante la ganancia en tiempo, espacio y
costos, que de otra manera se requieren en el crecimiento
de plantas de sexo indeseado.

Si el sexo de las plantas dioicas de papaya se identifica en
estado de plantula, permitiendo obtener antes del tras-
plante a campo la proporcién adecuada de plantas con
el sexo deseado, se pueden ahorrar recursos como suelo,
fertilizantes y agua, pudiendo ser dedicados al manejo del
cultivo de solo plantas hembra o solo plantas hermafroditas
(Chaves-Bedoya y Nuifiez, 2007). Una planta hembra de
papaya produce alrededor de 100 frutos en su ciclo de vida
y cerca de 250 g de papaina cruda por afo. En plantaciones
derivadas de semillas en donde atin existen machos, un
incremento en el nimero de arboles de papaya hembra y
hermafroditas por hectdrea de terreno puede incrementar
directamente la produccién de frutos y papaina, haciendo
este cultivo mds rentable.

Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue identificar
marcadores moleculares RAPD para diferenciar el sexo en
plantas de papaya como base para la aplicacion practica en
plantaciones comerciales.

En este trabajo reportamos tres nuevos marcadores RAPD,
capaces de discriminar de manera reproducible el sexo en
plantas colombianas de papaya.

Materiales y métodos

Material vegetal y extraccion de ADN genomico

El material vegetal usado en el estudio fue colectado en el
afo 2004. Este fue obtenido del Centro de Investigacion
Corpoica, La Libertad, ubicado en Villavicencio, departa-
mento del Meta (Colombia). Lo constituyen los cultivares
de papaya Catira desarrollada por Corpoica ylas accesiones
ILS 647 yILS 649. E1 ADN genémico fue extraido de hojas
jovenes usando el método estindar de CTAB con modifi-
caciones menores (Chaves-Bedoya y Nuiiez, 2007).
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Amplificacion PCR de los fragmentos

sexuales especificos

La PCR para RAPDs (Williams et al., 1990) fue llevada
a cabo para volumenes de 25 pL que contenian 1,2 ng de
ADN, 1 puM del primer OP-A1 (5 CAGGCCCTTC 3),
OP-L1 (5 GGCATGACCT 3’) y OP-P11 (5GTAGACCCGT
3’), 1U taq polimerasa, 0,2 mM de dNTPs, 1X buffer de
amplificacién, 1,5 mM de MgClz. Las amplificaciones se
realizaron en un termociclador MJ Resaearch PT200, con
una temperatura inicial de desnaturalizacién de 94°C por
60 sy 44 ciclos con un perfil térmico para cada ciclo de 94°C
por 60 s, 36°C por 60 s, 72°C por 60 s; luego de esto, un
ciclo de extensidn final a 72°C por 120 s. Los productos de la
PCR fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al
1,5% y visualizados en un documentador de geles, Hitachi®,
luego de la tincién con bromuro de etidio (0,1 uyg mL™"). El
tamarfio de las bandas se determiné utilizando como patrén
el marcador de 250pb (DNA ladder, Promega).

Resultados y discusion

Mediante el uso de primers decameros de la serie Operon
technologies seleccionados al azar se encontraron dos
marcadores moleculares RAPDs que permiten discriminar
plantas de papaya machos y hermafroditas de las hembras.
Con los oligos OP-Al y OP-L1 se pudo amplificar, de
manera reproducible, una banda de 1050 y 850 pb, respec-
tivamente, tanto en los materiales de papaya macho como
hermafrodita (Figs. 1A y 1B).
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FIGURA 1. A. Amplificacion de los genomas de papaya con el primer
0P-A1. B. Amplificacion con el primer OP-L1. HF, plantas hermafroditas;
M, plantas machos y F, plantas hembras; MWM, marcador de peso
molecular de 250 pb.
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A pesar de que la papaya posee cromosomas sexuales
homomérficos, la region amplificada con los marcadores
OP-A1 y OP-L1 podria estar localizada en una region cro-
mosdmica especifica comin para machos y hermafroditas,
lo que podria indicar diferenciacién cromosémica entre
estos sexos (Urasaki et al., 2002). El resultado indicado en
la Fig. 1 es consistente con el trabajo de Liu et al. (2004), en
el que se reporta una region especifica denominada MSY
(Male Specific Region) con secuencia idéntica compartida
por machos y hermafroditas (Vyskot y Hobza, 2004; Kaza-
ma y Matsunaga, 2008), sugiriendo asi que estos dos sexos
podrian compartir un haplotipo para esta region que difiere
de las hembras. Ademas, estos dos sexos comparten, a nivel
cromosdmico, informacion para el cromosoma Y, ausente
en hembras (Liu et al., 2004).

Por otro lado, el primer OP-P11 permitié discriminar
plantas hembras de plantas machos y hermafroditas al
amplificar una banda de 1.750 pb (Fig. 2). Esto podria su-
gerir que el OP-P11 estaria en una regién especifica para
hembras, sobre el cromosoma X. Teniendo en cuenta que
en los cultivos comerciales se manejan solamente plantas
hembras y hermafroditas, y estas tltimas son preferidas
por su forma, sabor y facilidad de empaque, el empleo del
primer OP-P11 seria de gran importancia para diferenciar
estos dos tipos sexuales. Esta diferenciacion puede apoyar
el trabajo del agricultor al permitir discriminar el sexo de
las plantulas, y por tanto sembrar solo plantas del sexo
deseado, por ejemplo, plantas hermafroditas.

FIGURA 2. Amplificacion de los genomas de papaya con el primer OP-
P11. HF, plantas hermafroditas; M, plantas machos y F, plantas hem-
bras; MWM, marcador de peso molecular (250 pb).

Los trabajos reportados por Gangopadhyay et al. (2007) uti-
lizando marcadores ISSR, Deputy et al. (2002), Magdalita
y Mercado (2003) y Sanchez-Betancourt y Nuiiez (2008),
establecen que se han identificado marcadores ADN que
discriminan el sexo en plantas de papaya hembras. En los
estudios de Deputy et al. (2002) y Sanchez-Betancourt y
Nuiiez (2008) se emple6 el marcador SCAR T1. Este generd
una banda en todos los sexos de papaya por lo que no se
puede usar como discriminante de sexo, pero si como un
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control positivo de amplificacioén. Puesto que el marcador
molecular OP-P11 presenta una banda especifica para
hembras, se considera de gran importancia para la deter-
minacion temprana del sexo en plantas de papaya. La am-
plificacién de este marcador en plantas de papaya hembra
permite verificar que se cuenta con una muestra de este sexo
y no con un falso positivo por ausencia de amplificacion,
como sucederia si solo se emplean los marcadores RAPDs
OP-Aly OP-LL.

Los tres marcadores moleculares RAPDs encontrados en
este trabajo se pueden usar en la identificacion del sexo de
las plantas de papaya en vivero. Ademds, a partir de estos
marcadores se pueden disefiar marcadores SCAR que per-
mitan una identificacion mas confiable de los materiales en
estudio, como se ha realizado en trabajos previos (Deputy et
al.,2002; Macedo et al., 2002; Urasaki et al., 2002; Chaves-
Bedoya y Nuifiez, 2007; Oliveira et al., 2007).

En la hipdtesis de letalidad zigdtica para la determinacion
de sexo en papaya (Storey, 1953), se propone un locus (Sexl)
con tres alelos. De acuerdo con la hipétesis de Storey, los
fragmentos amplificados con los primers OP-Al y OP-L1
podrian estar localizados en el segmento cromosémico
que incluye los alelos M y M" de machos y hermafroditas,
respectivamente, mientras la amplificacién con el pri-
mer OP-P11 estaria sobre el alelo m de plantas hembras.
Asimismo, Viskot y Hobza (2004) reportan similitud de
secuencias de ADN entre la region MSY (Male Specific
Region) de plantas macho y hermafroditas, en contraste
con su divergencia de la correspondiente regién ligada al X,
por lo que se podria inferir que estos marcadores se ubican
sobre estas regiones.

Por otra parte, luego de emplear los primers reportados
por Urasaki et al. (2002) como discriminantes de sexo, los
resultados de este trabajo no coincidieron con los presen-
tados por esos autores (datos no mostrados). El hecho de
utilizar primers de 20 nucleétidos, altamente especificos,
podria sugerir diferencias a nivel genémico, por lo cual
los materiales asidticos no respondieron de la misma ma-
nera. A nivel fenotipico estas diferencias también podrian
presentarse por la variabilidad en algunas caracteristicas
horticolas como tamaiio, forma, color, sabor y dulzura del
fruto, estatura de la planta, estambres carpelodicos y aborto
de carpelos. Ademas, los cultivares de papaya pueden ser
lineas ginodioicas endogamicas, poblaciones dioicas auto-
cruzadas u ocasionalmente clones (Kim et al., 2002).

Igualmente, estas diferencias se pueden deber ala acumula-
cion de secuencias repetitivas, las cuales estan involucradas
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en la evolucion de los cromosomas sexuales (Ainswort,
2000; Shunsuke et al., 2002). Un arreglo de duplicaciones de
secuencias ligadas al cromosoma Y y la existencia de fami-
lias de genes sobre este cromosoma han sido recientemente
observadas en papaya. Aun asi, no es claro si las secuencias
duplicadas ligadas al cromosoma Y tienen un rol similar
para mantener la funcién del cromosoma Y en las plantas
como en los animales (Viskot y Hobza, 2004).

Conclusiones

Puesto que la sexualidad en papaya no puede ser diferen-
ciada con anterioridad al inicio de la floracion, el hallazgo
de marcadores moleculares que permitan la determinacién
del sexo podria facilitar el cultivo selectivo de estas plantas.
Aungque el uso de técnicas moleculares represente un costo
directo para agricultores o propietarios de viveros comercia-
les, en procesos a gran escala se pueden reducir costos como
inversion de recursos y tiempo que se destina al manteni-
miento de plantas del sexo no deseado. Ademas, al momento
de efectuar un trasplante en un cultivo se podria tomar la
decision sobre la relacion deseada de hembras y hermafroditas
en la plantaciéon comercial.

Aunque existen reportes en los que se ha encontrado
determinaciéon temprana del sexo en papaya mediante
técnicas moleculares (Parasnis et al., 1999; Deputy et al.,
2002; Macedo Lemos et al., 2002; Urasaki et al., 2002),
en el presente estudio se observé que los marcadores
moleculares empleados para la diferenciacion sexual en
genotipos de papaya diferentes a los colombianos no per-
miten la discriminacion en estos ultimos, es decir, que la
precision de los marcadores es variable entre los genotipos.
Con esto se infiere que los genotipos de papaya varian de
una regién a otra, posiblemente como consecuencia de
la acumulacién de secuencias repetitivas y duplicacion
de genes que resultan de la interaccion del genoma con
el ambiente.

Los nuevos marcadores RAPD OP-Al, OP-P11 y OP-L1
reportados en este trabajo mostraron la capacidad de dis-
criminar invariablemente el sexo de genotipos colombianos
de papaya.
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