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RESUMEN

Identificacion mediante PCR del sexo de la papaya
(Carica papaya L.), hibrido “Pococi™. El objetivo de la pre-
sente investigacion fue identifcar plantas hermafroditas del
hibrido de papaya “Pococi”. Para la identifcacion del sexo
de las plantas del hibrido “Pococi”, se utilizé el protocolo
descrito por Deputy er al. (2002), con algunas modifcacio-
nes. Esta metodologia emplea un PCR mdltiple que permite
la amplifcacion simultanea de dos fragmentos (1.300 y 800
pb respectivamente) para plantas hermafroditas y de un solo
fragmento (1.300 pb) para plantas femeninas. EI ADN se
extrajo a partir de hojas de plantas de invernadero o campo
con dos metodologias de extraccién, CTAB vy lisis alcalina
(NaOH). La amplifcacion por PCR del ADN extraido de
muestras foliares de papaya hibrido “Pococi”, con ambos
métodos de extraccion, produjo los fragmentos del tamarfio
esperado. La determinacion del sexo de 1.500 plantulas en
almacigo mostré un 46 % de plantulas hermafroditas y un 54
% de plantas femeninas. La proporcién observada de plantas
femeninas: hemafroditas no vari6 de la esperada (1:1) segin
la prueba de chi-cuadrado (p=0,4237). Las plantas hermafro-
ditas fueron llevadas al campo y al momento de la Foracion
se determiné su sexo. La correspondencia entre el sexado por
PCR y la expresion sexual en campo fue de un 98 %.

Palabras clave: Plantas hembra, hermafroditas, marca-
dores moleculares, extraccién de ADN, genes ligados al sexo.

ABSTRACT

Sex determination of papaya (Carica papaya L.)
“Pococi” hybrid by PCR. The objective of this work
was to identify papaya hermaphrodite plants of the hybrid
“Pococi” at the seedling stage using the Polymerase Chain
Reaction (PCR). Sex identifcation was achieved according
to the methodology described by Deputy et al. (2002) with
some modifcations. This methodology employs a multiplex-
PCR assay that allows simultaneous amplifcation of two
fragments (800 bp and 1300 respectively) for hermaphrodite
plants and one fragment (1300 bp) for female plants.
Genomic DNA was extracted from leaves and two extraction
protocols were evaluated, CTAB and rapid alkaline lysis
(NaOH). The amplifcation reaction yielded the expected
size of the fragments with both methods of DNA extraction.
PCR sex determination of 1500 seedlings yielded 46 %
of hermaphrodite and 54 % of female plants. The female:
hermaphrodite plant ratio observed did not vary from the
expected (1:1) ratio according to the chi-square test (p =
0.4237). Hermaphrodite plants were planted in the feld
in San Carlos region, Costa Rica, and sex was determined
at fowering. The correspondence between the PCR sexed
plants and sexual expression in the feld was 98 %.

Key words: Female plants, hermaphrodites, molecular
markers, DNA extraction, sex-linked genes, sex expression.
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INTRODUCCION

La papaya presenta tres tipos de plantas de acuer-
do al sexo de las fores que produce: hembras, machos
y hermafroditas. Diferentes hipotesis han sido plan-
teadas para explicar la genética de la determinacion
del sexo en papaya, incluyendo el control por un solo
gen con al menos tres alelos, el control por dos genes
diferentes, un grupo de genes fuertemente ligados, la
presencia de un sistema de cromosomas XY, balance
génico de cromosomas sexuales sobre autosomas,
elementos reguladores de la via de desarrollo foral y
el control ejercido por dos cromosomas Y levemente
diferentes (Y y Y") (Hofmeyr 1938, Storey 1938, 1953
y 1976, Sondur et al. 1996, Gaurab et al. 2007, Ming
Yu y Moore 2007, Qingyi et al. 2008).

Las plantas con fores hermafroditas son las que
producen frutos con las mejores caracteristicas co-
merciales: forma alargada y piel gruesa, lo cual les
permite resistir mas los dafios mecanicos en poscose-
chay una cavidad interna pequefia, es decir una mayor
relacion pulpa/semillas (Chaves y Nufiez 2007, Mora
y Bogantes 2005). Sin embargo, el sexo de las plantas
de papaya solo puede ser determinado hasta que las
plantas llegan a la foracion (de dos a tres meses).
Por lo tanto, para obtener una plantacién con plantas
mayoritariamente hermafroditas, el productor debe
sembrar de tres a cuatro plantas por punto de siembra
y eliminar al momento de la Foracion los fenotipos no
deseados (machos y hembras). Esta practica resulta en
un aumento de los costos de produccién como conse-
cuencia del mayor nimero de plantulas sembradas y el
mantenimiento de las mismas hasta el momento de ser
removidas. Ademas, requiere de personal capacitado
gue conozca bien la morfologia foral de la papaya y
sepa distinguir las Fores hermadroftas de las femeni-
nas. Por otro lado, existe siempre el inconveniente de
obtener frutas con un menor valor comercial, ya que
no siempre se elimina certeramente los genotipos inde-
seables y la constitucion fnal de la plantacion es de un
92 a un 94 % de plantas hermafroditas solamente, y no
del 100 % deseado (Mora y Bogantes 2005).

La determinacion del sexo de plantas de papaya
en etapas tempranas de su desarrollo permite el ahorro
de recursos, al facilitar la siembra de plantas 100 %
hermafroditas (Parasnis er al. 1999). Diferentes estu-
dios han sido conducidos para el establecimiento de
un sistema temprano para la determinacion del sexo en
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papaya. Los mismos incluyen andlisis morfologicos,
citoldgicos, isoenzimaticos y de contenido de fenoles
(Magdalita y Mercado 2003). Hasta la fecha, ninguno
de estos métodos permite determinar el sexo de las
plantas de papaya en el estado de plantula o semilla.
La mayoria de los sistemas evaluados distinguen plan-
tas hembra de plantas macho pero no de plantas her-
mafroditas y no son aptos para el andlisis de grandes
grupos de muestras. Esto ha generado interés por desa-
rrollar estrategias de identifcacion del sexo en papaya
a través de marcadores moleculares, particularmente
mediante la aplicacion de técnicas basadas en la reac-
cion en cadena de la polimerasa o PCR (por sus siglas
en inglés). Varios autores han disefiado iniciadores de
PCR a partir de marcadores moleculares que permiten
el diagnostico del sexo de plantas de papaya en estados
tempranos de desarrollo (Gill er al. 1998, Parasnis et
al. 2000, Deputy et al. 2002, Urasaki et al. 2002 a, b,
Chaves y Nufiez 2007). Normalmente, el disefio de los
imprimadores se basa en la determinacion de marca-
dores RAPDs (Fragmentos polimérfcos de ADN Am-
plifcados al Azar) asociados a un tipo sexual. Luego
los fragmentos se clonan y se secuencian para generar
SCARs (Secuencias Caracterizadas Amplifcadas al
Azar), y fnalmente se emplean las secuencias para
disefiar los imprimadores que permiten la amplifca-
cion mediante PCR de fragmentos especifcos para el
tipo sexual. Por lo general es posible distinguir plantas
hembra de hermafroditas y masculinas; pero no plan-
tas hermafroditas de masculinas (Deputy et al. 2002,
Urasaki et al. 2002 a,b, Chaves y Nufiez 2007).

El método descrito por Deputy et al. (2002) es
particularmente Gtil ya que emplea un PCR mdiltiple
que permite la amplifcacion simultanea de dos frag-
mentos (1.300 y 800 pb respectivamente) en plantas
hermafrodita y de un solo fragmento (1.300 pb) en
plantas femeninas. El fragmento de 1.300 pb es com(n
a ambos sexos, lo que sirve como control interno de
la amplifcacion, obviando los falsos negativos que
se presentan en los sistemas que utilizan presencia y
ausencia de una sola banda (PCR simple) para la de-
terminacion del sexo. La presencia de la banda indica
que la planta es femenina y la ausencia que es herma-
frodita o viceversa. De manera que si el ADN extraido
no es amplifcable podrian obtenerse falsos negativos.
La ausencia del producto de PCR se debe no a que
la planta sea femenina o hermafrodita, sino a que la
cantidad o calidad del ADN no fue apropiada para su
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amplifcacion, lo que se obvia con el PCR multiple
(Urasaki et al. 2002b).

La aplicabilidad del método de Deputy et al.
(2002) para la determinacion del sexo de plantas de
papaya de diferentes genotipos ha sido demostrada en
Hawai (Deputy et al. 2002) y Filipinas (Magdalita y
Mercado 2003). Sin embargo, en Colombia, Chaves y
Nufiez (2007) indicaron que el uso de imprimadores de
PCR desarrollados a partir de genotipos de papaya de
otras localidades fall6 cuando se aplicaron a genotipos
locales y concluyeron que es necesario validar los mé-
todos de sexado de plantas con los materiales locales.
En el hibrido “Pococi” la poblacion resultante sigue
una relacion 1:1 femeninas-hermafroditas. Los machos
estan ausentes, lo que abre la posibilidad de emplear el
método de Deputy er al. (2002) para diferenciar entre
plantas hermafroditas y hembras de este hibrido en
etapas tempranas del desarrollo de las plantas.

El presente trabajo tuvo como objetivos: 1) vali-
dar el método de Deputy et al. (2002) para la deter-
minacion de sexo en plantas de papaya del hibrido
“Pococi”; 2) comparar dos métodos de extraccion de
ADN, CTAB (Rogers y Bendlich 1988) y NaOH (GE
Healthcare 2005), con el propésito de disminuir el
tiempo necesario para procesar una muestra y 3) esta-
blecer la concordancia entre la determinacidn del sexo
por PCR y la morfologia foral.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se recolectaron hojas de 1500 plantulas de inver-
nadero de tres semanas de edad y de 146 plantas en
estado de preforacion en el campo del hibrido “Poco-
ci”. Ambos materiales provinieron de la Estacion Ex-
perimental Agricola Fabio Baudrit Moreno (EEFBM)
en Alajuela, Costa Rica en el afio 2007.

La extraccion de ADN se efectud en el Centro de
Investigaciones Agronémicas (CIA).

1. Extraccién del ADN con CTAB
Para la extraccion de ADN con CTAB (bromuro de

cetril-trimetil amonio) se siguié el método descrito por
Rogers y Bendlich (1988), con algunas modifcaciones.
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Secciones de hoja de 1 cm? de tamafio se colocaron en
un tubo Eppendorf plastico de 1,5 ml. Luego se agregd
nitrogeno liquido y se macero el tejido con la ayuda de
un taladro manual al que se le colocé un pistilo plastico.
Al macerado resultante se adicionaron 300 ul de amor-
tiguador de extraccion CTAB (CTAB 2 %, Tris-HCI
0.2M, 0.05M EDTA, 2.0M NaCl) y la mezcla se incub6
a 65 °C por 30 min. Posteriormente se agregaron 300
uL de cloroformo-fenol-alcohol isoamilico (25:24:1) y
se mezclo suavemente por inversion. Para separar las
fases se centrifugd a 12.000 rpm durante 15 min y se
transfrio la fase acuosa a un nuevo tubo Eppendorf. Se
repitio la extraccion organica con cloroformo-fenol-al-
cohol isoamilico y se recupero la fase acuosa, a la que
se le agregaron 20 pl de NaOAc 3,0 M (pH 5,2) y 300
ul de isopropanol frio, para la precipitacion del ADN.
La mezcla se dejo reposar a -20 °C durante la noche.
Luego se centrifugd por 15 min a 13.000 rpm vy se eli-
mind el sobrenadante. El precipitado se lavd dos veces
con 70 pul de etanol frio al 70 % y se centrifugd durante
5 min (cada vez) a 13.000 rpm. El precipitado fnal
se secO en una camara de fujo laminar y se rehidrato
en 40 pL de agua doble destilada-doble autoclavada.
Posteriormente se prepar6 una dilucién 1:10 en agua
para su uso en PCR. La calidad y rendimiento del ADN
gendmico se determiné en un gel de agarosa al 1 % co-
rrido en TBE 0.5X (Tris 10 mM, Borato 20 mM, EDTA
1,0 mM) y tefiido con bromuro de etidio.

2. Extraccion de ADN con NaOH

Al igual que en el método anterior, se colocaron
secciones de hoja de 1 cm? en tubos Eppendorf plas-
ticos de 1,5 ml. Segln la metodologia descrita por GE
Healthcare (2005), se agregaron 150 pl de NaOH 0,25
M con 0,1 % Tween 20 v/v a cada tubo y se macero
cada muestra con la ayuda de un taladro manual al que
se le coloco un pistilo plastico. Al macerado resultante
se adicionaron 150 pl de solucién neutralizadora (80
mM Tris-HCI, pH 8,0, 1,0 mM EDTA) y la mezcla se
incubd a 70 °C durante 30 min. Para separar las fases
se centrifugd a 12.000 rpm durante 15 minutos y se
transfrio la fase acuosa a un nuevo tubo. Esta se dilu-
y6 en agua en una relacion 1:25 para su uso en el PCR.
La calidad y rendimiento del ADN gendémico extraido
se determind de la misma manera que con el método
de extraccion CTAB.
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