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ARTICULO CIENTIiFICO

Erika Sanchez-Betancourt',
Victor Manuel Niiez Zarantes?

Evaluation of SCAR molecular markers
to determine sex in papaya plants
(Carica papaya L.)

ABSTRACT

In this study the molecular markers SCAR-
SDSP, SCAR T1 and W11 -reported as sex
discriminators at seedling level-, were used
to validate the effectiveness in flowered
plants in the field. SCAR-SDSP amplified a
band of 369 bp in male and hermaphrodite
plants which allows corroborate the results
obtained with this marker, developed at
Corpoica using Colombian genotypes, in a
previous study. With the use of the SCAR
T1 and W11 markers combined in one
reaction, it was possible to differentiate
female and hermaphrodite plants. When
the sex prediction was done with a blind
sample using two months-old plantlets,
from commercial seeds, a ratio of 1:1
female:hermaphrodite was observed,
according to the segregation pattern of a
cross between these two types of plants. The
amplification with the SCAR W11 generated
a band of 800 bp in male and hermaphrodite
plants, independently of the sample’s place
of origin. However, when this band was
sequenced and analyzed with the BLAST
program, the analysis showed 98% identity
between male and hermaphrodite sequence.

Keywords: Plant sexual organs, DNA sequence,
seedlings, sex determination, economic
importance.
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Evaluacion de marcadores moleculares tipo
SCAR para determinar sexo en plantas de papaya

(Carica papaya L)

RESUMEN

En este estudio se emplearon los marcadores moleculares SCAR-SDSP, SCAR T1 y W11,
registrados como secuencias especificas, para discriminar el sexo en las plantulas de papa-
ya y validar su efectividad en plantas florecidas en campo. El SCAR-SDSP amplificé una
banda de 369 pares de bases en plantas machos y hermafroditas, lo que permitié corroborar
los resultados obtenidos con este marcador, desarrollado en Corpoica en un estudio anterior
que utilizé genotipos colombianos. Con el uso de los marcadores SCAR T1 y W11 combi-
nados en una sola reaccion, se diferencié el sexo de plantas hembras y hermafroditas. En la
prediccion de sexos, en una muestra ciega utilizando plantulas de dos meses de edad deri-
vadas de semilla comercial, se observé una proporcion de 1:1 de hembras:hermafroditas,
lo esperado segun el patron de segregacion en un cruce entre estos dos tipos de plantas.
La amplificaciéon con el marcador SCAR W11 generd una banda de 800 pares de bases
en plantas machos y hermafroditas, independientemente del lugar de procedencia de la
muestra. Sin embargo, cuando esta banda se secuenci6 y analizé con el programa BLAST
mostr6 identidad de 98% entre las secuencias de machos y hermafroditas.

Palabras clave: érganos sexuales de las plantas, secuencia de ADN, plantula, determina-

cién de sexo, importancia econémica.

INTRODUCCION

LA raPAYA (Carica papaya L.) es la espe-
cie del género Carica econdmicamente
mas importante de la familia Caricaceae.
Esta planta es nativa de Centroamérica
y de la costa occidental suramericana,
principalmente de los valles himedos
de la cordillera andina. Crece en condi-
ciones calidas con abundante lluvia o
irrigacion, en un rango de altitud desde
el nivel del mar hasta 1600 m. Los frutos
de la papaya tienen gran aceptacion en
los mercados nacionales e internacionales
(Reyes, 2003).

Esta fruta es una especie poligama
que presenta tres tipos sexuales: plantas
estaminadas o masculinas, pistiladas o
femeninas y bisexuales o hermafroditas
(Malo y Campbell, 1994). Genéticamente,
la expresién del sexo es controlada por
un solo gen con tres alelos, los cuales
exhiben efecto pleiotrépico. El genotipo
sexual fue designado como M para plan-
tas masculinas, M" para hermafroditas y
m para femeninas. Todas las combinacio-
nes de alelos dominantes, tales como MM,
MPM" y MMM son letales, por lo tanto,
los machos y hermafroditas son hetero-
cigotos obligados. En consecuencia, los
genotipos viables son Mm para plantas
masculinas, M"m para hermafroditas y
mm para femeninas (Storey, 1953).
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Debido al estado poligamo de la papa-
ya, el conocimiento del sexo de la misma
es una herramienta para apoyar al agri-
cultor, no so6lo para la obtencién de la
semilla, sino también para el manejo del
cultivo. En casos en que es necesario el
uso de plantas macho, deben distribuir-
se, en relaciéon con las hembras, adecua-
damente para asegurar la polinizacion.
Hasta ahora, la determinacion del sexo no
es posible antes de que la planta alcance
el estado de floracién, que ocurre cinco
a ocho meses después de la siembra de
la semilla, ya que no existen diferencias
embriologicas ni morfoldgicas entre los
tres tipos sexuales en etapas tempranas
antes de la prefloracion (Rojas, Ramos y
Salazar, 1985). Por lo tanto, la diferencia-
cion sexual se ha convertido en una limi-
tante para el cultivador de papaya puesto
que implica costos adicionales y dificulta-
des en la planeacién del cultivo, especial-
mente en plantaciones donde se requiere
solamente plantas hermafroditas.

La semilla utilizada para plantaciones
comerciales segrega en una proporcion
de 1:1 hembras y hermafroditas. Las plan-
tas hembras producen frutas redondas,
mientras que las hermafroditas producen
frutas alargadas. Estas frutas alargadas
son preferidas por los comercializado-
res debido a la mayor facilidad para el
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empaque. Es deseable y muy importante
seleccionar plantas de sexo hermafrodita
para obtener plantaciones de frutas alar-
gadas en mayor proporcién. Por lo tanto,
la determinacion del sexo de las plantulas
antes de llevarlas a campo definitivo seria
una ganancia considerable en tiempo,
espacio y dinero para el productor. Una
vez conocido el sexo, el agricultor deter-
mina con qué plantas obtendrd mayo-
res rendimientos y podra sembrarlas de
acuerdo con las exigencias del mercado
(Acosta y Ledn, 2003).

Por otro lado, la naturaleza dioica, la
reversion ocasional del sexo de las flores
masculinas y hermafroditas junto con la
ausencia de un par heteromorfico de cro-
mosomas sexuales hacen de las plantas
de papaya un sistema interesante para
estudiar la diferenciacion sexual desde
el punto de vista molecular (Magdalita
y Mercado, 2003; Sanchez y Medina,
2003). Estas técnicas permiten una iden-
tificacion rapida y confiable, son cémo-
das y algunas no requieren del conoci-
miento previo sobre la secuencia que
se amplifica. Para diferenciar el sexo en
papaya se han desarrollado marcadores
moleculares tipo secuencias caracteriza-
das de regiones amplificadas (sequence
characterized amplified region -SCAR-)
(Deputy et al., 2002; Urasaki et al., 2002;
Magdalita y Mercado, 2003; Chaves y
Nufiez, 2007). En Colombia, Chaves y
Nufiez (2007) desarrollaron el marca-
dor SCAR-SDSP y en la Universidad de
Hawai se desarrollaron los marcadores
SCAR T1 y W11. Con el SCAR-SDSP se
amplifica un fragmento de 369 pares de
bases (pb) en plantas machos y herma-
froditas, lo que permite diferenciar estos
dos tipos sexuales de las hembras. Con
los marcadores SCAR T1 y W11, Magda-
lita y Mercado (2003) diferenciaron los
tres tipos sexuales en papaya, al ampli-
ficar dos bandas -una de 1300 pb y otra
de 800 pb- en plantas hermafroditas; una
banda de 1300 pb en plantas hembras; y
en machos, ausencia de banda.

Comercialmente se busca la diferen-
ciacion de sexo entre plantas hembras y
hermafroditas, por lo tanto, la presente
investigacion se hizo con el fin de evaluar
marcadores moleculares tipo SCAR para
determinar el sexo en plantas de papaya
(Carica papaya L.), para establecer una
metodologia rdpida que permita brindar

asesoria a los productores mediante el
sexaje de plantulas de vivero.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se llevé a cabo en el labo-
ratorio de Genética Molecular Vegetal del
Centro de Biotecnologia y Bioindustria
(CBB), de la Corporacién Colombiana
de Investigacion Agropecuaria (Corpoica-
Tibaitatd), ubicada en el municipio de
Mosquera, Cundinamarca.

Tabla 1. Material vegetal usado en el estudio

Material bioldgico

En total se usaron 52 muestras de papaya
(Carica papaya L.), de las cuales 24 fueron
plantas florecidas (tabla 1) y 28 plantulas
sin florecer. Ademas, se incluyeron ocho
accesiones correspondientes a tres espe-
cies de papayuela (Vasconcella spp.) para
validar la especificidad de los marcado-
res SCAR empleados en este estudio con
relacion a la especie Carica papaya, puesto
que el género Vasconcella pertenece a la

Especie No. accesion  No. individuo Sexo* Procedencia Genotipo
C. papaya 299 H C.I. La Libertad ILS
C. papaya 639 H C.I. La Libertad ILS
C. papaya 646 H C.I. La Libertad ILS
C. papaya 651 H C.I. La Libertad ILS
C. papaya 655 He C.I. La Libertad ILS
C. papaya 678 C.I. La Libertad ILS
C. papaya 691 C.I. La Libertad ILS
C. papaya 707 He C.I. La Libertad ILS
C. papaya 708 He C.I. La Libertad ILS
C. papaya 716 H C.I. La Libertad ILS
C. papaya P1 He Armenia Comercial
C. papaya p2 M Armenia Comercial
C. papaya P3 H Armenia Comercial
C. papaya 1NAT M El Espinal Comercial
C. papaya 2NAT He El Espinal Comercial
C. papaya 3NAT El Espinal Comercial
C. papaya ANAT H El Espinal Comercial
C. papaya 5NAT M El Espinal Comercial
C. papaya 6NAT He El Espinal Comercial
C. papaya 1SM M C.l. Caribia Zapote
C. papaya 2SM H C.l. Caribia Zapote
C. papaya 3SM He C.l. Caribia Zapote
C. papaya 4SM H C.I. Caribia Zapote
C. papaya 5SM He C.I. Caribia Zapote
Papayuela

V. goudotiana 501005 H C.l. La Selva

V. goudotiana 501005 M C.l. La Selva

V. cauliflora 501033 H C.l. La Selva

V. cauliflora 501036 H C.l. La Selva

V. pubescens 501038 M C.l. La Selva

V. pubescens 501038 H C.l. La Selva

V. cauliflora 501045 M C.l. La Selva

V. goudotiana 501047 H C.l. La Selva

*Se emplea H para designar a hembras, He para hermafroditas y M para machos.

Revista Corpoica - Ciencia y Tecnologia Agropecuaria (2008) 9(2), 31-36



Evaluacion de marcadores moleculares tipo SCAR para determinar sexo en plantas de papaya (Carica papaya L) 33

familia Caricaceae de la cual hace parte
el género Carica.

Extraccion de ADN

El ADN total se aislé a partir de hojas
jovenes de plantas machos, hembras y her-
mafroditas, siguiendo el protocolo descrito
por Rocha (2002). La calidad del ADN se
verificé en geles de agarosa al 1%, tefiidos
con bromuro de etidio a 0,1 pg/mL usando
el software Gene-snap. La concentracion
del ADN se determiné por cuantificacion
a partir de marcador de masa (High DNA
Mass Ladder (Invitrogen), usando el soft-
ware Gene-tool. Este programa compara
el patrén de bandas generado y la banda
obtenida por cada muestra y da un esti-
mativo de la concentracion obtenida a 260
nm. Igualmente, se utilizo el espectrofoto-
metro UV 260/280 (Beckman Du530) para
corroborar la concentracion y determinar
la pureza de la muestra.

Amplificacion de ADN

Tanto las muestras de papaya como las de
papayuela se amplificaron con el marca-
dor SCAR-SDSP (Fw 5-AAACTACCGT-
GCCATTATCA-3'y Rv 5"-TCTCTACCCA-
ACACAGTGAC-3’) reportado por Chaves
y Nunez (2007) y los marcadores SCAR T1
(Fw 5-TGCTCTTGATATGCTCTCTG-3" y
Rv 5-TACCTTCGCTCACCTCTGCA-3")y
W11 (Fw 5-CTGATGCGTGTGTGGCTC-
TA -3’ y Rv 5-CTGATGCGTGATCATC-
TACT-3’) reportados por Magdalita y Mer-
cado (2003). Con los marcadores SCAR T1
y W11 se realizé una PCR multiplex y una
PCR usando cada marcador por separado.
Las condiciones de amplificacién se opti-
mizaron para un volumen final de 20 pL
de acuerdo con lo reportado por Chaves
y Nufez (2007) para el SCAR-SDSP y
Magdalita y Mercado (2003) para el SCAR
T1 y W11. La amplificacién se realizé en
un termociclador PTC-100 (M] Research,
Inc). Los productos de PCR se visualiza-
ron en geles de agarosa al 1% tefiidos con
bromuro de etidio (0,1 pg/mL). El peso de
las bandas se determiné utilizando como
patrén el marcador 100 pb (Promega).

Limpieza y secuenciacion de las bandas
generadas con los marcadores SCAR T1
Y W11

En plantas machos y hermafroditas se
observo el mismo producto de amplifica-

cién; en consecuencia, con el propdsito de
dilucidar si estas bandas correspondian a
secuencias diferentes, se escogieron alea-
toriamente, por lugar de procedencia, dos
individuos machos y cuatro hermafrodi-
tas de los genotipos zapote, ILS y papaya
comercial, para determinar la secuencia
de la banda de 800 pb. Estos productos
amplificados se secuenciaron automati-
camente con el software de secuenciacion
ABI Big Dye TM Terminator de Macrogen
(Corea), utilizando los cebadores T1 y
W11. La limpieza y purificaciéon de las
bandas se hizo con el kit Wizard SV Gel
and PCR Clean-up system®. Las secuen-
cias se analizaron usando el programa
BLAST (Altschul et al., 1990) y se realizé
un alineamiento multiple usando Clusta-
IW. Luego se hizo una comparacioén para
determinar homologia con las secuencias
existentes en el GeneBank.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para evaluar la eficiencia de los mar-
cadores moleculares en la discrimina-
cidén sexual, se usaron en total 52 mues-
tras vegetales provenientes de cultivos
comerciales. El nimero de muestras por
cada lugar fue variable, de acuerdo con
el material disponible en campo en el
momento de la recolecciéon. Al igual que
en este estudio, otras investigaciones
en las que se empleo este tipo de mar-
cadores, utilizaron un tamafio variable
de muestra. Por ejemplo, Mandolino y
colaboradores (1999) trabajaron con 167
plantas que corresponden a siete culti-
vares; Urasaki y colaboradores (2002)
usaron 11 cultivares, con un total de
45 individuos; Deputy y colaboradores
(2002) usaron en conjunto ADN de 25
individuos por sexo; Magdalita y Mer-
cado (2003) utilizaron 95 individuos en
tres cultivares; Xu, Wang y Cui (2004)
manejaron 10 individuos por cada sexo,
y Chaves y Nunez (2007) utilizaron, de
tres cultivares, en total siete individuos.

Con los marcadores SCAR evaluados
no se obtuvo amplificacion de ADN en
las especies de papayuela. Teniendo en
cuenta que las papayuelas pertenecen
a un género diferente (Vasconcella), este
resultado se podria explicar como la
falta de especificidad de los cebadores
en esta especie. Lo cual quiere decir
que los SCAR utilizados en este estudio
son altamente especificos para la especie
papaya, puesto que, ademas de contener
20 nucledtidos, fueron disefiados a partir
de secuencias amplificadas en papaya.
Por ende, y de acuerdo con Paran y Mil-
chelmore (1993), es muy baja la posibili-
dad que estos marcadores amplificaran
una secuencia homologa en algun ADN
diferente al de papaya.

Al amplificar con el marcador SCAR-
SDSP, en las muestras de papaya se obser-
varon bandas de aproximadamente 369
pb en machos y hermafroditas y ausencia
de bandas en hembras, lo cual concuerda
con los resultados obtenidos por Cha-
ves y Nufiez (2007). En ese estudio, el
SCAR-SDSP genera una banda comun
para machos y hermafroditas (figura 1).
Debido a que este marcador fue desarro-
llado a partir de genotipos colombianos y
el material de este estudio tiene la misma
procedencia, se esperaban estos resulta-
dos, lo cual confirma la validez del SCAR
desarrollado por Chaves y Nunez (2007).

Con los marcadores SCAR T1 y W11 se
observaron resultados diferentes, depen-
diendo de si se usaban separados o en
combinacién. En plantas machos y her-
mafroditas, con el SCAR T1 se amplificd
una banda de 1300 pb, mientras que con
el SCAR W11, una banda de 800 pb. Con
los cebadores T1 y W11 combinados (PCR
multiplex) también se observaron las mis-
mas bandas en plantas machos y herma-
froditas. En las plantas hembras, machos
y hermafroditas, T1 amplificé un produc-
to de 1300 pb, mientras W11 no amplificd
ningun producto en las hembras, y la

200 63 o 0s1 0ss o7s 091 TO7
He He

H H H He Ha H

O3 710 ANAT INAT INAT 4NATONAT CNAT P1
He L M Ha M H L He He M

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Se observan las bandas amplificadas en machos y
hermafroditas con el marcador SCAR-SDSP. El nimero sobre cada banda corresponde a la accesion
0 al individuo y el respectivo sexo (H para hembras, He para hermafroditas y M para machos)
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combinacién de los dos cebadores (mul-
tiplex) amplificé s6lo una banda de 1300
pb en hembras (figura 2). De acuerdo con
estos resultados, al realizar la PCR multi-
plex, se pueden discriminar las plantulas
hembras de las plantulas machos y her-
mafroditas (figura 2). Teniendo en cuenta
que solo se comercializan plantas herma-
froditas y hembras, el uso de este marca-
dor es muy til, pues permite diferenciar
claramente estos dos tipos sexuales. Con
el SCAR-SDSP sélo se pueden identifi-
car, por presencia de bandas, las plantas
hermafroditas puesto que hay ausencia
de bandas en las hembras. Para el caso
de programas de mejoramiento genético,
seria deseable diferenciar plantas herma-
froditas de machos, especialmente si se
encuentran plantas machos tolerantes a
factores biodticos o abioticos, y se quisiera
introducir esta caracteristica en plantas
hermafroditas comerciales.

Los resultados antes mencionados no
concuerdan con los obtenidos por Mag-
dalita y Mercado (2003). En ese estudio se
logré la diferenciacidn sexual al obtener
dos bandas en las plantas hermafroditas,
una banda para hembras y ausencia de
bandas en machos. La diferencia en los
resultados utilizando los mismos marca-
dores se podria explicar por la variabili-
dad genética molecular de los genotipos
de papaya. Esta variabilidad se ha deter-
minado en poblaciones de papaya anali-
zadas con marcadores AFLP (Kim et al.,
2002) y es atin mas evidente, como en este
caso, cuando se trata de genotipos de dife-
rentes continentes. Magdalita y Mercado
(2003) utilizaron la variedad hawaiana,
la cual no responde de la misma manera
que otras variedades de papaya, cuando
se emplean marcadores SCAR (Deputy et
al., 2002; Kim et al., 2002; Chaves y Nufez,
2007). Kim y colaboradores (2002) atribu-
yen este comportamiento a la gran diver-
sidad genética de estas plantas producto

de los cruces ocasionales que se presentan
en el campo. Las diferencias en los resul-
tados de la amplificacion de genotipos de
diferentes procedencia han sido observa-
das en trabajos previos (Chaves-Bedoya y
Nunez, 2007, Oliveira et al., 2008).

Ya que el marcador SCAR T1 ampli-
fica un producto en todas las plantas de
papaya, independientemente del sexo,
este resultado serfa util como un control
positivo de amplificaciéon para analizar
diferentes genotipos dentro de la especie
y evaluar la calidad de ADN de indivi-
duos de un mismo genotipo. En el presen-
te estudio este marcador se utilizé para
predecir el sexo e identificar las plantulas
hermafroditas. De las 28 muestras corres-
pondientes a la muestra ciega -plantas
comerciales de 2 meses de edad- analiza-
da con los marcadores SCAR T1 y W11,
se identificaron 12 plantas hembras y 16
hermafroditas. En plantaciones comer-
ciales, la presencia de plantas hembras
y hermafroditas tiene una proporciéon de
1:1, de acuerdo con el patréon de segrega-
cién esperado, lo cual concuerda con los
resultados mencionados.

Deputy y colaboradores (2002) cons-
truyeron un mapa genético empleando
marcadores SCAR donde incluyen el mar-
cador W11. En este mapa el marcador
W11 ha sido ubicado en el cromosoma
Y, ligado al locus Sex1 a una distancia de
0,3 cM. Segun Liu y colaboradores (2004),
las plantas machos y hermafroditas lle-
van un cromosoma Y donde se ubica el
locus de determinacién sexual Sex1. Esto
explicaria el resultado de amplificacién
obtenido con este marcador en los dos
tipos sexuales.

Analisis de secuencias

Debido a que no fue posible diferenciar
plantas machos y hermafroditas, por el

Macho

w11 TIAWI T

Hemafrodita

wi1 Tiwin w1

Hembra
Peso de las

Ll bandas

«— 800 ph

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Visualizacion de las bandas correspondientes
a las plantas machos, hermafroditas y hembras amplificadas con los marcadores T1, W11 y en

combinacion de los dos cebadores (T1/W11)

tamafio de las bandas con los marcado-
res utilizados, se decidié hacer un ana-
lisis comparativo de la secuencia de la
banda presente en estos dos tipos sexua-
les amplificada con el marcador SCAR
WI11. Al realizar el alineamiento por
ClustalW con las secuencias obtenidas a
partir de este marcador se encontré una
identidad de 98% entre las secuencias de
plantas hermafroditas y plantas machos,
procedentes de diferentes lugares. E1 2%
restante de las secuencias corresponde
a polimorfismos de una base, los cuales
fueron corroboradas con el cromatogra-
ma para descartar la posibilidad de poli-
morfismos erréneos al ser transferidos
al formato Fasta. Asimismo, el BLASTn
confirmé que el producto secuenciado
pertenece a la especie Carica papaya L.,
derivada de la amplificacion del ADN
genomico. Esta secuencia posiblemente
se ubica en el cromosoma Y; ademas, es
una secuencia especifica para machos y
hermafroditas. En la base de datos del
GeneBank se han registrado seis secuen-
cias con variaciones de un nucledtido,
accesiones FJ011100, FJ011101, FJ011102,
FJ011103, FJ011104 y FJ011105. Estas
secuencias presentaron un valor e de
0 con trabajos previos en Carica papa-
ya realizados por Ko y colaboradores
(sin publicar) accesion AY849325, Liu y
colaboradores (2004) accesion AY428939
y Yu y colaboradores (2007) accesion
EF661024. No se encontrd una secuencia
con un valor e inferior a 1e' con protei-
nas reportadas en plantas.

En papaya se describié un cromosoma
Y de tipo homomorfico sobre el cual se
ubica el marcador W11 (Deputy et al.,
2002; Liu et al., 2004). Debido a la gran
similitud encontrada entre la secuencia de
machos y hermafroditas como producto
de la amplificaciéon con este marcador,
y a su ubicacién sobre el cromosoma Y,
ademas de la regulacién del desarrollo
floral, se podria pensar que el sistema de
determinacién del sexo estaria influencia-
do por factores de transcripcion.

Un factor de transcripcién es una pro-
teina que después de ser estimulada por
sefales citoplasmaticas, tiene la capaci-
dad de regular la expresion génica en el
nucleo celular que acttia reconociendo
sitios en el ADN, a otro factor o a la ARN
polimerasa (Celada, 1991). Al respecto,
Sondur, Manshardt y Stiles (1996) sugi-
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rieron un modelo de tipo sexual basado
en alelos alternos de un gen que codifican
este tipo de factores. Proponen que el
alelo masculino del gen sexual, designado
Sex1-M, codifica un factor de transcrip-
cion que induce el desarrollo de partes
florales masculinas a la vez que inhibe el
desarrollo de los carpelos. El alelo herma-
frodita Sex1-H es intermedio, pues indu-
ce las estructuras masculinas -pero sélo
reduce el tamafio del carpelo- mientras
los carpelos funcionales estarian en las
plantas Sex1-H/sex1-f. El alelo Sex1-f seria
incapaz de inducir estructuras masculinas
y podria ser un alelo nulo.

Se explica que los sexos de papaya,
ademas de diferir en la funcionalidad
del androceo y el gineceo, tienen varias
caracteristicas sexuales secundarias que
cosegregan de manera diferente. Entre
ellas estan la forma, el grado de la fusién
de la corola, el numero de flor y longitud
de pedunculo. Esto permite formular la
hipétesis de que el sexo en la papaya
es controlado por multiples genes liga-
dos estrechamente; es decir, las formas
alélicas que constituyen los segmentos
diferenciales del cromosoma. Incluido
en esta hipdtesis esta un supresor de
recombinacion asociado con esta region
cromosdmica que mantiene todos estos
genes ligados como una simple unidad
hereditaria (Sondur et al., 1996).

Por lo anterior, se puede deducir que
los marcadores empleados en el presente
estudio no amplifican los diferentes alelos
involucrados en la determinacion sexual.
En consecuencia se podria pensar que ésta
seria una razon para que no se lograra
discriminar entre el tipo sexual macho y
hermafrodita. Es posible que existan otros
factores que intervienen en la formacién
del conjunto de partes de las flores y en la
formacién de érganos sexuales como son
los mecanismos epigenéticos, especial-
mente la metilaciéon del ADN (Negrutiu
et al., 2001; Vyskot y Hobza, 2004). Con
base en lo anterior, el entendimiento de
la determinaciéon sexual es un proceso
complejo. Por lo tanto, es posible que
ademas de marcadores moleculares que
permiten reconocer sitios especificos en
los cromosomas, sea necesario el uso de
otros métodos para determinar y evaluar
la expresion de los genes involucrados en
la determinaciéon del sexo en diferentes
estados de desarrollo de planta.

Perspectivas de este estudio

Los resultados de este estudio, utilizando
los marcadores SCAR T1y W11 combina-
dos, permitieron diferenciar plantas hem-
bras de plantas machos y hermafroditas.
Desde el punto de vista comercial, estos
marcadores son ttiles para este proposi-
to. Los resultados obtenidos consisten en
un patrén molecular de bandas de ADN,
caracteristico para las plantas hembras, lo
cual se muestra en la tabla 2; puesto que
las combinaciones homocigotas dominan-
tes producen cigotos letales fueron omiti-
das de esta tabla. El patrén observado es
equivalente a las proporciones de segre-
gacion mostradas por Storey (1953), de los
posibles cruces que se pueden realizar en
las plantas de papaya.

Los resultados obtenidos con los marca-
dores SCAR T1 y W11 constituyen la base
para el disefio de una metodologia rapida
que permita la identificacién del sexo en
plantulas de papaya, de dos semanas de
edad, en genotipos comerciales utilizados
en Colombia. Ademas, para programas de
mejoramiento genético, esta metodologia
permitira seleccionar plantas machos y
hembras, en el caso de los genotipos dioi-
cos, a muy temprana edad, que presenten
caracteristicas de resistencia a determina-
das enfermedades y plagas para ser usadas
en programas de cruzamientos.

En resumen, este trabajo abre las puertas
para el disefio de una estrategia practica
de identificaciéon de sexos en papaya de
aplicacion comercial. La metodologia con-
sistiria en tomar muestras pequefas de
hojas, en forma de disco, cuando la planta

tenga de tres a cuatro hojas, transferir el
disco a un tubo eppendorf, agregar bufer
de extraccion, centrifugar y almacenar en
hielo (Kasajima et al., 2004). El extracto seria
utilizado para preparar la reaccion de PCR
directamente y de esta forma se podrian
analizar unas 100 plantas por dia por perso-
na. Este es el segundo trabajo que se hace en
Colombia en relacién con la identificacion
de sexos en papaya y el primero con poten-
cial de aplicacién comercial.

CONCLUSIONES

Al usar los marcadores SCAR T1 y W11
en una PCR multiplex se logré diferen-
ciar hembras de hermafroditas con una
muestra de plantas provenientes de semi-
lla comercial. Ademas, se comprob6 que
estos marcadores son especificos para
Carica papaya L., puesto que no amplifica-
ron en especies relacionadas como las del
género Vasconcella.

Debido a que no se logrd la diferen-
ciacion entre macho y hermafrodita para
las variedades en estudio, se conside-
ra como desventaja para programas de
mejoramiento genético, en el caso que los
machos tengan caracteristicas deseables.

Por ultimo, no se observo variabilidad
entre plantas machos y plantas hermafro-
ditas, en las secuencias amplificadas con
el marcador W11.

AGRADECIMIENTOS

Los autores expresan sus agradeci-
mientos a Corpoica y al Ministerio de

Tabla 2. Patron molecular de bandas obtenido al realizar una PCR multiplex con los marcadores T1
y W11 en los diferentes cruces de plantas de papaya (adaptado de Storey, 1953)

Proporcion de segregacion

Cruce* Genotipo
Macho Hembra Hermafrodita
HXM mm X Mm El - -
H X He mm X MHm - -
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