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E——
RESUMEN

La diferenciacidon sexual en plantas dioicas, es un proceso que favorece la alogamia, mediante la separacién fisica
de los gametos masculinos y femeninos. Esto se debe a la reduccion o aborto de uno de los 6rganos sexuales de
la flor originalmente bisexual, desde su fase de primordio floral, por lo que posiblemente los genes que
determinan el sexo, actien aguas abajo de la funcién de los genes homeoticos . Carica papaya, es una planta que
puede mostrar tres sexos: femenino, masculino y hermafrodita, siendo las plantas masculinas las menos
productivas. Actualmente no es posible determinar el sexo en estas plantas en estadios juveniles, por lo que es
inevitable la existencia de plantas masculinas dentro de las plantaciones comerciales, lo que genera pérdidas
econdmicas a los productores, haciendo necesario el desarrollo de una técnica que permita identificar el sexo en
C. papaya, en estadios de plantulas antes del trasplante definitivo en el campo. Mediante técnicas de biologia
molecular se pretende abordar este problema estudiando la utilidad de la secuencia OT-7 como un marcador
genético, que podria mediante un andlisis en plantas juveniles identificar el sexo que presentaran en estado
adulto y evitar asi la siembra de plantas no productivas. Las pruebas de PCR en plantas de los tres sexos
indicaron que la secuencia debia estudiarse a nivel de expresion, lo que se realizé en principio por Northern
Blotting detectado colorimétricamente y posteriormente por RT-PCR, dando un resultado que difiere a pruebas
guimioluminicentes reportadas previamente en las cuales se observé una expresion diferencial de la secuencia
OoT-7.
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E—
ABSTRACT

Study of the ot-7 sequence in sex determination for Papaya (Carica papaya L.)

Sex differentiation in dioecious plants, is a process that allows allogamy through the physical separation of male and female
gametes, this is due to the reduction or abortion of one of the flower sexual organs, originally bisexual, since its flower
primordio phase. Then, it is possible that the genes determining sex act downstream the homeotics genes function. Carica papaya
is a plant that can show three sexes: female, male and hermaphrodite, and the males plants are among all the less productive.
Currently it is not possible to determine the sex of these plants in very young stages, so the existence of male plants within
commercial crop is inevitable. This situation generates economic losses to producers and emphasizes the need to develop a
technique that allows producers to identify sex in C. papaya, in plantlet stages before the definitive transplant to the field.
Through molecular biology techniques we intend to approach this problem. Studying the usefulness of the sequence OT-7 as a
genetic marker, through an analysis in young plants this sequence could help to identify the sex that plants will show in adult
stage, and then avoid the sowing of non productive plants. PCR tests in plants of the three sexes indicated that the sequence
should be studied at the expression level. This study was performed by Northern Blotting colorimetrically detected and then by
RT-PCR, and different results were obtained from previous reports with chemiluminescent tests in which a differential
expression of the OT-7 sequence was observed.
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INTRODUCCION

flores unisexuales es un proceso que promueve la
alogamia masculinos y femeninos. De acuerdo a las
diferentes especies, las plantas pueden tener tres posibles
opciones: una es que la especie tenga los dos sexos en
individuos separados (dioicas), que mantenga los dos sexos
en flores del mismo individuo (monoicas), 0 que tengan una
combinaciéon de ambos (Tanurdzic and Banks 2004). Se ha

Eil proceso de transicion floral esta determinado por la
interaccion de factores endogenos de la planta con el
ambiente y el cambio de meristema vegetativoa meristema
floral, esta determinado genéticamente, seguido por todo un
patron de formacién y organogénesis, llevado a cabo por
genes homedticos (Simpson et al. 1999). La determinacion de
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planteado en un principio la posibilidad de que la
unisexualidad estaria controlada por la activacion de la
funcion de los genes homeodticos (Dellaporta and Calderon-
Urrea 1993), pero se ha encontrado que la unisexualidad esta
causada por la reduccion o aborto de los primordios de uno
de los 6rganos sexuales, por lo que cabe la posibilidad que los
genes que determinan el sexo, actlen aguas abajo de la
funcion de los genes homedticos. Consistente con esta idea se
ha encontrado en estudios morfoldgicos de plantas
unisexuales, que éstas han pasado por un estado de
bisexualidad en el que ambos sexos son iniciados, entonces
cabe pensar que la formacion de flores unisexuales a partir de
meristemas bisexuales requiere la accion de genes que
determinan el sexo (Kater et al. 2001).

Liu et al. (2004) ha sefialado la existencia de cromosomas
sexuales en lechosa (Carica papaya L), donde el cromosoma Y
llamado LG1 contendria los genes que determinan el sexo en
una region estimada en 4.4 Mb o el
10% del cromosoma total mediante el mayor distanciamiento
de los gametos. Esta planta posee aproximadamente 14 tipos
sexuales entre los cuales se encuentran: femenino, masculino
y hermafrodita, siendo los masculinos, los menos utilizados

con propésitos econdmicos por no ser productivos (Avilan y
Rengifo, 1986). En estado vegetativo no es posible determinar
el sexo por lo que es constante la existencia de plantas
econémicamente no productivas en cultivos comerciales, lo
gue hace necesario el desarrollo de una técnica que permita
identificar el sexo a nivel de plantulas. Urasaki et al. (2002)
report6 un marcador especifico RAPD de plantas masculinas
y hermafroditas, que convertida en un marcador SCAR
(sequence-characterized amplified region), permite una
rdpida identificacion del sexo en C. papaya, presentando
evidencia de que este marcador esta ubicado en segmentos
del cromosoma especifico para masculinos y hermafroditas.

En trabajos anteriores desarrollados con la finalidad de
relacionar las hormonas en la determinacion sexual de
lechosa, Castro (2002) obtuvo una secuencia de 450pb (OT-7)
cuya expresion observada por métodos quimioluminicentes
fue diferencial entre los primordios de flores hermafrodita,
masculina y femenina. Con la finalidad de conocer si esta
secuencia puede ser empleada como un marcador sexual, se
pretende emplear diferentes técnicas moleculares en tejido
tanto foliar como floral para confirmar a rechazar dicha
interrogante.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Hojas, primordios florales de Carica papaya L.
aproximadamente 1,5 cm vy flores de tres plantas de la
variedad larga roja provenientes del invernadero de la
Universidad de los Andes ubicada en el Estado Mérida.

Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN se utilizé el método modificado de
Dellaporta et al. (1985), que consiste en pesar 200 mg de tejido
foliar y triturarlo en un mortero con Nitrégeno liquido, para
posteriormente adicionarle 400 pl de tampdn de extraccion (
Urea 7M, NaCl 0,3 M, Tris-HCI 50 mM pH 8, EDTA 20 mM
y 1% Sarcosil) homogenizando suavemente, se afiadieron 500
pl de una mezcla Fenol/Cloroformo/Alcohol Isoamilico, se
centrifugé la mezcla a 13000 rpm por 15 min y al
sobrenadante se agregaron 150 pl de una solucion de Acetato
de Amonio 10 M, se afiadi6 0,6 volumen de isopropanol y se
centrifug6 a 13000 rpm por 15 min, se lavé con etanol 70%, se
centrifug6 a 13000 rpm por 15 min y se le agreg6 200 pl de
tampén TE suplementado con 5 ug de RNAsa, se colocd un
volumen de Fenol/Cloroformo/Alcohol Isocamilico y se
precipito el ADN con 0,1 volumen de CH3;COONa 3M pH 5,2
y 2 volumenes de etanol 100%, se lavo con etanol 70% y se
resuspendio en 100 ul de tampon TE.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se utilizaron  iniciadores 0o cebadores LTC2Fw
cctcagtctagatcctactgtttgeccage y LTCRev
aacctaaccggaatcagcgaattcagacgt con la mezcla de reaccion:
ADN 10 ng, Bufferl0X 5,0 ul, dNTPs 1,0 pl, Mgcl; 6,0 pl,
iniciador 3’ 0,5 pl, iniciador 5’ 0,5 ul, Taq 0,032 U, H,O a un
volumen final de 50 pl y el programa utilizado consisti6 en
95°C de desnaturalizacion por dos min y 30 ciclos de 94°C por
un min (Desnaturalizacion), 52°C por un min (Alineamiento),
72°C por 2,5 min (Extensidn) y posteriormente una extension

final de 72°C por 10 min. Corrido posteriormente en Gel de
agarosa 1,5% en Tampdn TBE 0,5X por una h a 90 Voltios

Extraccion de ARN

Fue utilizado el método de Napoli et al. (1990), para ello se
pesaron 200 mg de tejido, se pulverizaron en un mortero
mediante el uso de nitrégeno liquido , se transfirié a un tubo
eppendorf conteniendo 150 pl de fenol saturado con Tris pH
7,5y 500 pl de solucion R, (NaCl 100 mM, Tris-Cl 10 mM pH
7,5, EDTA 1 mM y SDS 1%), posteriormente se agreg6 250 pl
de cloroformo/Alcohol Isoamilico (24:1), se centrifugdé a
13.000 rpm por 15 min y a la fase acuosa se precipité el ARN
con la adicién de un volumen de cloruro de litio 5M, se dejé
por 3h a 0°C y se centrifugd a 13000 rpm por 15 min, se
resuspendio el pellet en agua y se precipité con Acetato de
Sodio 0,3 M y 2,5 volimenes de etanol 100%, el pellet de
ARN fue luego resuspendido en agua con DPC. Se tomaron
30 ug de ARN.

Northern Blotting

El ARN posteriormente fue hibridado toda la noche con una
sonda de ADN marcada con digoxigenina correspondiente a
la secuencia OT-7 y se revelé6 mediante el uso del Kit DIG
Nucleic Acid Detection N0.11175041910.

RT-PCR

Se realizd con una mezcla para la sintesis de la primera
cadena que consistié en: tampon RT 9600 gold, dNTPs 10
mM, iniciador LTC2 Rev, Inhibidor de ribonucleasas, 20-25
U/ul AMV RT y 1 pg de ARN total. Se incub6 a 37°C  por
30

seg, se detuvo la reaccion inactivando a 95°C por cinco min 'y
colocando inmediatamente en hielo. La sintesis de segunda
cadena se realizé con: Tampon de reaccion AMV 1X, dNTPs
0,2 mM, iniciadores 50 pm, MgSO, 1mM, Taq 0,1U/ul y
ADNCc 100 ng.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio de la secuencia OT-7 a nivel de ADN

En la Figura 1, podemos observar las muestras de la PCR de
diferentes 6rganos vegetales dando un amplificado de unos
150 pb en todas las muestras analizadas. En nuestro interés
por encontrar un marcador molecular en Carica papaya que
permita determinar el sexo en plantas jévenes, decidimos
estudiar la secuencia OT-7 que ha sido referenciada como un
posible candidato para tal objetivo, por lo que como
estrategia, comenzamos estudiandola a nivel de ADN a
través de la PCR, observandose que dicha secuencia esta
presente en todos los tipos sexuales utilizados, por lo que
cabe sefialar que no puede ser utilizada como marcador
genético en ADN, procediéndose entonces a estudiar su
expresion.

150
pb

Figura 1. Gel de agarosa al 1,5% con muestras de la PCR. 1flor
femenina, 2 flores hermafroditas, 3 flores masculinas, 4 hojas
femeninas, 5 hojas hermafroditas, 6 hojas masculinas, 7 controles
positivos, 8 controles negativos, PM escalera de peso molecular.

Anélisis de ARN

En primer término se utilizé la técnica de Northern Blotting
usando como sonda un amplificado de 150 pb
correspondiente a la parte interna de la secuencia y se detecto
colorimétricamente la hibridacién con el ARN mensajero del
gen, observandose que solo ocurre hibridacién con la sonda
en los controles positivos (resultados no presentados), lo que
nos indica, que el nivel de expresion de esta secuencia es muy
bajo y es necesaria la utilizacién de métodos mas sensibles
gue permitan medirlo, seguidamente se realizé un RT-PCR

12 3 4 PM 6 7 8 9 PM

b)

con el que se evidencié la expresion, pero observandose
niveles similares en todos los tipos sexuales utilizados (fig 2);
aunque éstos no fueron los resultados esperados pueden ser
explicados ya que segun Urasaki et al. (2002) el SCAR por él
reportado, que permite diferenciar las plantas femeninas de
los demaés tipos sexuales, puede variar entre variedades e
incluso entre poblaciones de C. papaya., entonces esta
reproducibilidad es poco probable.

Como la secuencia SCAR reportada por Urasaki et al.
(2002) corresponde a una regién interna al cromosoma Y de
C. papaya, buscamos una secuencia en el GenBank con
similares caracteristicas para estudiarla a través de la PCR,
seleccionando a la cpsm64 la cual dio resultados idénticos a
los obtenidos con la OT-7 (resultados no presentados) siendo
en esta secuencia de poca utilidad para nuestro fin. Estudios
hechos en C. papaya por Liu et al. (2004) indican que el sexo
esta bajo el control de un Unico gen con tres alelos, sefian
ademas al igual que Vyskot y Hobza, (2004) con base en
mapeo de alta densidad que se ha encontrado un alto nivel
de polimorfismo en una regién genémica que rodea el locus
del sexo, que indican ademas que este gran polimorfismo nos
pueden generar una gran variedad de marcadores que co-
segregan con los diferentes tipos sexuales. Lo sefialado por
esos autores podria-entonces hacernos pensar que ese alto
polimorfismo representa una fuente de variabilidad en esa
region gendmica para una poblacion especifica, por lo que los
marcadores moleculares pueden ser constantes en plantas de
la misma poblacién pero posiblemente no para otras
poblaciones.

En las estrategias para determinar el sexo en plantas de C.
papaya en Venezuela se debe primero seleccionar el material
vegetal méas adecuado con fines de interés agricola con
variedades adaptadas a todas las zonas productoras del pais
y posteriormente usar técnicas de biologia molecular como:
Microsatélites, AFLP y RAPD para evidenciar polimorfismo y
generar marcadores SCAR, si bien esto inicialmente
represente altos costos, la tecnologia final que llegara a los
productores constara de s6lo una prueba de PCR. En las
Figuras 2: a y b observamos el resultado obtenido en el RT-
PCR de los tejidos de flor, hoja y primordios foliares que
demuestran la expresion de la secuencia OT-7 igual en todos
los tipos sexuales y en todos los 6rganos estudiados
encontrandose un amplificado de 150 pb.

Figura 2. a) Gel de agarosa 1.5% con
RT-PCR de la secuencia OT-7. 1 flor
femenina, 2 flores hermafroditas, 3
flores masculinas, 4 control positivo, PM
Peso Molecular, 6 hojas femeninas, 7
hojas hermafroditas, 8 hojas masculinas,
9 control positivo, PM Peso Molecular.
b). Gel de agarosa al 1,5%. RT-PCR de la
secuencia OT-7. 1 primordio de flor
femenina, 2 primordios de flores
hermafroditas, 3 primordios de flores
masculinos, 4 control positivo, PM
escaleras de peso molecular.
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CONCLUSIONES

La técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es
una herramienta practica para el estudio de la secuencia OT-
7, la cual esta reportada como posible marcador molecular
para determinar el sexo en C. papaya L y la cpsm64 que esta
reportada como una secuencia especifica del cromosoma Y de
esta planta. Los resultados infructuosos para la utilidad de
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