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Resumen

En el cultivo de la papaya (Carica
papaya L.) de la regién Costa de Oaxaca,
es necesario realizar la actividad del
sexado a la planta a los tres meses de
edad, tiempo aproximado que alcanza
la etapa de floracién, que consiste en
determinar el sexo de cada planta por la
morfologia interna de la flor y seleccionar
solamente a las plantas hermafroditas,
desechando a las femeninas y masculinas.
Esto debido a los frutos que provienen
de las plantas hermafroditas son los de
mayor valor comercial. Dicha actividad
desencadena pérdidas econémicas al
productor generadas por la manutencién
durante tres meses de las plantas
desechadas. El objetivo de este trabajo fue
realizar el sexado de pldntulas de papaya
var. maradol sin necesidad de llegar
a la etapa de floracién, para lograrlo
se usaron los marcadores moleculares
T1, T12 y W11 para la identificacién
temprana de plantas hermafroditas. Se
evalué el porcentaje de su prediccién y
el costo de la herramienta molecular. Se
deferminé que el uso de estos marcadores
moleculares representan una confiabilidad
del 100% en su aplicacién en la variedad
maradol y un costo aproximado de 45.76
pesos por el sexado de cada planta.

Palabras clave: Amplificacién, secuencia,

marcador.

Introducciéon

La papaya (Carica papaya L) es un cultivo tropical
que produce frutos ricos en vitaminas (Gschwend, Yu,
Moore, Saski, Chen, Wang, Na, Ming, 2011). Presenta
una etapa juvenil muy corta, con florecimiento en
todo el ano. Pertenece a la familia Caricaceae que
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Abstract

In the coastal region of Oaxaca,
it is necessary to determine the gender
of the papaya (Carica papaya L.) plant
after three months when blooming takes
place. This process consists of determining
the plant’s sex based on the flower’s
internal morphology and by choosing
only hermaphrodite plants, discarding
male and female only plants, as fruit
from hermaphrodite plants have a higher
commercial value. This activity results
in economic losses for producers due
to the investment required to maintain
the plants for a period of three months
which are later discarded. The objective
of this work was to determine the gender
of the papaya plant for the Papaya-
Maradol before the blooming phase. In
order to achieve this, molecular markers
T1, T12 and W11 were used for early
identification of hermaphrodite plants.
Prediction percentage and cost of the
molecular tool were evaluated. It was
concluded that use of the molecular
markers was 100% reliable for the
Papaya-Maradol and an approximate
cost of 46 pesos per gender determination
of each plant was determined.

Keywords: Amplification, sequence, mar-
ker.

Résumé

Pour la culture de la papaye (Carica
papaya L.) de la région cétiére de Oaxaca,
il est nécessaire de déterminer le sexe de
la plante & 3 mois, temps approximatif
pour arriver & |'étape de floraison. Cela
consiste & déterminer le sexe de chaque
plante gréce & la morphologie interne
de la fleur pour sélectionner uniquement
les plantes hermaphrodites et jeter les
plantes males et femelles. En effet, les fruits
provenant des plantes hermaphrodites sont
de meilleure valeur commerciale. Cette
activité provoque des pertes économiques
pour le producteur, perfes générées para
I'entretien durant trois mois des plantes
qui seront finalement jetées. Lobjectif de
ce travail est de déterminer le sexe des
plantules de papaye var. maradol sans
devoir aftendre I'étape de floraison, pour
cela on a utilisé les marqueurs moléculaires
T1,T12 et W11 pour I'identification précoce
des plantes hermaphrodites. On a évalué le
pourcentage de prédiction et de colt de la
recherche moléculaire. On a déterminé que
I'utilisation de ces marqueurs moléculaires
représente une fiabilit¢ de 100% pour son
application sur la variété maradol avec un
co(t approximatif de 45.76 pesos par plante
pour la détermination du sexe.

Mots-clés: Amplification, séquence, mar-

queur.

incluye 6 géneros y 35 especies, de las cuales 32 son
dioicas, dos son trioicas y solamente una monoica
(Ming, Yu, Moore, 2007). Diploide con nueve pares de
cromosomas y un genoma de 372 Mb (Devitt, Saw-
bridge, Holton, Mitchelson, Dietzgen, 2006). La papaya
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posee un cromosoma primitivo Y, con una regién
especifica masculina que representa sdélo alrededor
del 10% del cromosoma (Liu, Moore, Ma, Ackerman,
Raglba, Yu, Pearl, Kim, Stiles, Zee, Paterson, Ming,
2004).

Las plantas de papaya presentan tres formas sexuales
claramente diferenciadas, las hermafroditas, femeni-
nas y masculinas. Las flores masculinas se encuentran
agrupadas en largos racimos de color amarillo, de 2
a 4 cm de largo con pétalos fusionados para formar
un tubo largo, con 10 estambres fértiles y un ovario
rudimentario. En cambio las flores femeninas forman
pequenos grupos que se ubican en las axilas de las
hojas, son mas grandes, por lo general de color blanco
o crema, con cinco pétalos libres y un ovario con
cinco estigmas en forma de abanico sin estambres;
por otro lado las flores hermafroditas tienen de cinco
a diez estambres y un ovario prominente (Chaves y
Nunez 2007), (Reddy, Krishna, Reddy 2012). Dichas
morfologias son mostradas en la figura 7.

Los productores de papaya de la Costa de Oaxaca
para lograr dividendos positivos a partir de esta activi-
dad agricola, deben de realizar diversas inversiones
como en cualquier otro cultivo que son: compra-
renta de terreno, adquisicion de la planta, fertilizacién,
aplicacién de agroquimicos para el control de plagas
y enfermedades, el pago de servicios a jornaleros,
agua, luz y maquinaria (Jimenez 2002). Ademas de lo
anterior los productores deben de realizar el escru-
tinio o “sexado” en cada planta de papaya a los tres
meses de edad, tiempo aproximado que alcanza la
etapa de floracién (Reddy et al., 2012). En la actividad
del “sexado” se verifica la morfologia interna de la
flor para poder identificar a las plantas de tipo sexual
hermafrodita y desechar las plantas femeninas que
desarrollaran frutos de bajo valor comercial (Ming,
Yu, Moore, 2007). Las plantas del tipo femenino al
ser desechadas generan irremediables pérdidas
econdmicas debida a su manutencién por tres meses
aproximadamente, que podrian ser excluidos si se
pudiera determinar el sexo de las plantas de manera
temprana y precisa antes de ser transplantadas al
campo (Sanchez y Nuiiez 2008), (Reddy et al., 2012).
Los frutos de plantas hermafroditas, poseen carac-
teristicas agronémicas superiores con respecto a
los frutos provenientes de las femeninas, una mayor
cantidad de pulpa, elevado contenido de azicares,
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mejor sabor, mayor dureza de corteza que le confiere
mayor resistencia a enfermedades, su forma alargada
promueve mejores ventajas en el empaque (Aspeitia,
Torres, Mendoza, Reyes, 2014), ( Zeng, Yu, Hou, Moore,
Alam, Ming, 2014), (Urasaki, Tarora, Shudo, Ueno,
Tamaki, Miyagi, Adaniya, Matsumura 2012).

Sistema marcadores moleculares
tipo SCAR

La determinacién del sexo en las plantas de papaya
consistié en el disefio de iniciadores tipo SCAR
(Regioén Secuenciada Caracterizada y Amplificada) por
sus siglas en inglés SCAR “Sequence Characterized
Amplified Region” deducidos de una secuencia del
producto de la

amplificacién aleatoria de DNA polimoérfico (por
sus siglas en inglés RAPD Random Amplification of
Polymorphic DNA) (Deputy, Ming, Ma, Liu, Fitch, Wang,
Manshardt, Stiles, 2002). Dichos autores reportaron
tres marcadores tipo SCAR especificos para el
“sexado”, posteriormente clonaron tres productos
RAPD-PCR que mostraron vinculacién al gen que
determina el sexo, Sexl en papaya denominados
T11, T12 y W11, los probaron en un ensayo con el
sistema de iniciadores (T1-T12) y (T1-W11) con
diferentes variedades de cultivos Hawaianos de
papaya “Kapoho”, “Sunrise”, todas las plantulas
analizadas con este sistema de iniciadores fueron
“sexadas” con una prediccién del 100%. Estos
mismos autores realizaron otro ensayo con el mismo
sistema pero con setecientos cincuenta plantas, la
prediccion del porcentaje de hermafroditas con el
uso de estos marcadores fue del 100%, pero no fue
asi, la validaciéon real en campo fue del 99.2%. Esto
quiere decir que 744 plantas fueron hermafroditas y
seis plantas resultaron ser de tipo femenino Deputy
et al., (2002). El resultado positivo para identificar las
plantas hermafroditas consiste en dos bandas de 1,300
pb y 800 pb derivado del sistema de iniciadores (T1-
T12),0 (T1-W11) y para las femeninas solamente una
banda de 1,300 pb procedente del oligo T1, cabe re-
saltar que la pareja de iniciadores T1 pueden ser usa-
dos también como control positivo en las reacciones
de amplificaciéon debido a que presentan senal de am-
plificacion tanto en las plantas hermafroditas como en
femeninas, por otra parte, el par de iniciadores T12 al
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igual que los W11 amplifican un fragmento exclusivo
para plantas hermafroditas de aproximadamente 800
pb por lo tanto sirven como un sistema de seleccién
o discriminacién entre dichas morfologias sexuales,
tal como lo indica la tabla 1.

Investigaciones con marcadores
SCAR

Trabajos relacionados al “sexado” de las plantas
de papaya han usado los marcadores moleculares
disenados por Deputy et al., (2002) entre los que
podemos mencionar a Aspeitia et al., (2014) los cuales
reportaron la identificaciéon de hermafroditas en plantas
de papaya variedad “Maradol” con los iniciadores T1,
el desemperno de juego de oligos T1 fue inconsistente
al no amplificar la banda esperada de 1,300 pb en
las plantas femeninas, por otro lado la amplificacién
realizada por los iniciadores T12 y W11 se comportaron
seguin lo reportado por Deputy et al., (2002). Por lo
tanto concluyeron que el sistema de iniciadores T1 no
pueden ser usados en esta variedad.

Trabajos similares realizados por Chaturvedi,
Bommisetty, Pattanaik, Chinnaiyan, Ramachandra,
Chennareddy, (2014) usaron los iniciadores W11 en
la determinacién sexual de variedades de papaya
dioicas, ginodioicas y de 84 plantulas provenientes de
una cruza de Carica papaya y Vasconcellea cauliflora.
Los resultados fueron consistentes de acuerdo a lo
Tabla 1. Secuencias de los marcadores moleculares en
la diferenciacion de plantas de papaya de tipo sexual
hermafrodita. Fuente Deputy et al., (2002). reportado
por Deputy et al., (2002). Otros investigadores realizaron
algunas modificaciones al sistema de iniciadores
reportados por Deputy et al., (2002). Utilizando el
software Primer Explorer version 4.0 (Primer Explorer,
2016). Generaron oligos tipo LAMP por sus siglas en
inglés (Loop Mediated Isothermal Amplification).
LAMP es una nueva técnica de amplificaciéon de
acidos nucleicos basado en la fluorescencia o turbidez

de la mezcla de reacciéon contenida en el tubo
microcentrifuga, omitiendo de esta manera realizar
la electroforesis en gel de agarosa para detectar los
productos amplificados (Notomi, Okayama, Masubuchi,
Yonekawa, Watanabe, Amino, Hase, 2000), Ellos
reportaron el disefio de seis oligos para ser aplicados
a esta tecnologia, dos de ellos los nombraron (W11-
LAMP, T12- LAMP). Su construccién fue a partir de la
secuencia de los iniciadores propuestos por Deputy
et al., (2002). La prediccién de estos dos iniciadores-
LAMP fue sobresaliente con respecto a los cuatro oligos
restantes (Hsu, Gwo, Lin, 2012).

En una investigacion realizada en Costa Rica utilizaron
los iniciadores descritos por Deputy et al., (2002). En
este trabajo realizaron el andlisis de 1,500 plantulas de
invernadero y 146 plantas en estado de prefloracion
del hibrido “Pococi” con una prediccién del 96% para
plantas adultas y 98% en plantulas (Saalau, Santamatria,
Loria, Brenes, Gémez, 2009).

En otra investigacion realizada en Colombia se evalu6
la efectividad de los marcadores disefiados por Deputy
et al,, (2002). La cual consistié en 52 plantas de las
cuales 24 fueron plantas en estado de floracién y 28 sin
flores ademas se incluyeron tres especies de papayuela
(Vasconcella spp.). Los resultados son los esperados
segun lo reportado por Deputy et al., (2002), en que
los iniciadores T1 (control+) amplifican para plantas
hembras, hermafroditas y machos con una banda de
1,300 pb. Para el caso del sistema de iniciadores W11
se observé la amplificacién de un fragmento de 800
pb solamente para plantas macho y hermafroditas
(Sanchez y Nunez 2008), este resultado es debido a
que la papaya contiene un cromosoma Y primitivo, en
donde la planta hermafrodita y masculina comparten
secuencias idénticas en la mayoria de las partes de la
regién especifica masculina (MSY) (Liu et al., 2004).

Tabla 1. Secuencias de los marcadores moleculares en la diferenciacién de plantas de papaya de tipo sexual hermafrodita Fuente Deputy et al., (2002).

Noimbre del iniciador  Secuencia (5 -————--

3) Tamaiio fragmento  Identifica

TI-F Sentido TGCTCTTGATATGCTCTICTG 1.300 pb Control (+)
T1 T1-R Antisentido TACCTTCGCTCACCTCTGCA

T12-F Sentido GGGTGTGTAGGCACTCTCCTT 800 pb Hermafrodita
T12 | TI12-R Antisentido GGGTGTGTAGCATGCATGATA

W1I-F Sentido CTGATGCGTGTGTGGCTCTA 800 pb Hermafrodita

W11 | W11-R Antisentido

CTGATGCGTGATCATCTACT
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Investigaciones con otros
marcadores moleculares

Investigacion realizada por Urasaki, Tokumoto, Tarora,
Ban, Kayano, Tanaka, Oku, Chinen, Terauchi, (2002).
Analizaron dos variedades Hawaianas econémi-
camente importantes de papaya “Sunrise Solo”,
“Waimanalo Solo” Reportaron el uso de marcadores
especificos tipo SCAR derivados de secuencias RAPD
generados a partir de 25 decameros. El oligo IBRCRP07
(5"-TTGGCACGGG-3") fue capaz de diferenciar las
plantas de papaya de tipo masculino y hermafrodita.
Otro trabajo realizado en Brasil por Lemos, Soares,
Zaidan, (2002) aplicados a las variedades “Baixinho
de Sanata Amalia”, “Sunrise Solo” y “Sunrise Solo
72/12” usaron los marcadores moleculares tipo RAPD
provenientes de 152 oligos. El decamero BC210 (5°-
GCA CCG AGA G-37) gener6 una banda de 438 pb
(BC210438) exclusivamente en plantas hermafroditas.
Siendo una buena herramienta de “sexado” para estas
variedades.

Del mismo modo Chaves y Nufez (2007) Realizaron un
estudio en diversos cultivares de Colombia. El trabajo
se realiz6 con las variedades “Catira” desarrollado por
el Instituto Colombiano de Agricultura, “ILS 647” e
“ILS 649”. Para determinar el sexo en plantas de pa-
paya, optaron también por los marcadores moleculares
RAPD, pero a diferencia del estudio realizado en Brasil
consistio en un decamero identificado como OP-Y7 (5°-
AGAGCCGTCA-3") que era capaz de diferenciar el tipo
sexual de las tres variedades analizadas, este marcador
gener6 una banda de aproximadamente 900 pb (OP-
Y7900) que sélo estaba presente en plantas masculinas
pero no en hermafroditas ni femeninas, con andlisis
posteriores, se disefiaron marcadores tipo SCAR de-
rivados del fragmento OP-Y7900 con el procedimiento
reportado por Deputy et al., (2002).

Brasil y Costa Rica son algunos de los principales paises
productores de papaya (FAOSTAT, 2014); Actualmente
ya han realizado estudios en la identificacién temprana
de plantas de papaya de tipo hermafrodita usando
diversos marcadores moleculares tipo SCAR o RAPD.
Por otro lado México se encuentra en los principales
paises productores (figura 1). Ocupé el cuarto lugar
en el rendimiento de la produccién de papaya a nivel
mundial con 494,744 millones de toneladas (FAOSTAT,
2014). Siendo el estado de Oaxaca, en el 2014 el
primer lugar de produccién a nivel nacional con una
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produccién de 274,525.40 toneladas, donde la regién
Costa se destac6 como la principal zona productora de
papaya con 260,114 toneladas como se muestra en la
figura 2 y 3 (SIAP, 2015).
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Figura 1. Paises que obtuvieron el mayor rendimiento en la produccién de
papaya a nivel mundial en el periodo 2013-2014. Fuente (FAOSTAT, 2014).
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Figura 2. Estados que mostraron la mayor produccion de papaya en el 2015. Fuente
(SIAP, 2015)

Dada la importancia de esta zona tropical en cuanto
a la produccién de este fruto y aunado que no se ha
hecho alguna investigacién de esta naturaleza en la
region, resulta interesante conocer el desempefio de
los marcadores moleculares tipo SCAR en la variedad
maradol cultivada en la regiéon Costa. Para que en un
futuro pueda ser adoptada como una herramienta de
identificaciéon temprana de plantas hermafroditas por
los productores de esta regién.
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Figura 3. Distritos del estado de Oaxaca que mostraron la mayor producciéon de
papaya en el 2015. Fuente (SIAP, 2015).
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Para lograrlo se plantearon los siguientes objetivos
en el presente trabajo de investigaciéon: Analizar el
comportamiento de los marcadores moleculares de-
sarrollados por Deputy et al., (2002) en la prediccién
oportuna de plantulas hermafroditas variedad maradol
de la regién Costa de Oaxaca, y determinar el costo
de la herramienta molecular para realizar el “sexado”
por planta de papaya.

Materiales

El material vegetal fue colectado en el ano 2015, que
consistié en seleccionar una hoja por plantula. Se
hicieron tres colectas en cultivos de papaya variedad
maradol en San José Rio Verde, La Boquilla; Municipio
de Santiago Jamiltepec del Estado de Oaxaca. En la
primer colecta se analizaron 150 plantas de 45 dias de
edad (latitud:16.056068, longitud:- 97.801314). En la
segunda colecta se seleccionaron 78 plantulas de 15
dias de edad (latitud: 16.128255, longitud: -97.753914).
La tercer colecta consistio en la busqueda de diversas
morfologias florales en cultivos en etapa de floracién
(latitud:16.133336, longitud: - 97.759472).

Metodologia

El “sexado” a nivel molecular de las hojas selecciona-
das consistié en varias etapas: 1. Secado de material
vegetal. 2. Extracciéon de acido desoxirribonucleico
(DNA). 3. Electroforesis horizontal en gel de agarosa
para verificar la calidad del DNA. 4. Reaccién en
cadena de la polimerasa multiple (PCR muiltiple). 5.
Electroforesis horizontal en gel de agarosa para verifi-
car los productos de amplificacion.

Secado de material vegetal

Para esta etapa se usé papel seda (Che Scientific®),
bolsa pléstica con cierre hermético (Ziploc®), silica
gel (Camen®). Las hojas se lavaron con agua des-

tilada estéril y secaron con papel absorbente, cada
hoja fue depositada en un sobre hecho de papel
seda, posteriormente el sobre se introdujo en la bolsa
de plastico conteniendo en su interior 20 gramos de
silica gel. Todas las hojas fueron deshidratadas por
dos dias, tiempo necesario para que el tejido estuviera
completamente seco.

Extraccion de acidos nucleicos

En esta etapa se realizé el protocolo reportado por
Porebski, Grant, Bernard, (1997) con algunas modifi-
caciones. En la solucién de extracciéon se uso el deter-
gente Bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) con las
siguientes concentraciones CTAB 2 %, EDTA 35 mM,
NaCl 2.5 M, Tris-HCI pH 8.0 150 mM (Sigma-Aldrich). Se
utilizé 1.0 cm? de tejido deshidratado, se coloco en el
interior de un tubo microcentrifuga y se molié con la
ayuda de un pistilo de polipropileno. Para la solucién
de lavado se uso6 cloroformo-octanol (Meyer®) con
una proporcién 24:1. En la precipitacién del DNA se
realiz6 anadiendo acetato de amonio 7.4 M (Meyer®)
con etanol absoluto (Meyer®) y se dejé a -20 °C por
2 horas. Transcurrido el tiempo se lavo la pastilla que
contiene el DNA genémico con etanol al 70% (v/v). El
alcohol se decanté y la pastilla se disolvié con 100 uL
de agua destilada estéril, se almacené a -20 °C hasta
su posterior uso.

Electroforesis de DNA gendmico

Para corroborar la integridad del DNA se realizé una
electroforesis horizontal en un gel de agarosa (In-
vitrogen) al 0.8 % (p/v), cargando en el gel 2 uL del
DNA gendmico y 1 uL de solucién de carga 6x (azul
de bromofenol 0.25 %, azul de xilencianol 0.25 % y
glicerol) en una cadmara de electroforesis (Bio-Rad
modelo: Mini-Sub® Cell GT) con solucién de corrida
TAE 1X (40mM Tris-HCI, 20mM &cido acetico,1mM

Tabla 2. Reactivos necesarios para realizar una PCR multiple a un volumen final de 25 pl.

Reactivo Stock Concentracion final Voluumen a tomar
Buiffer de Taq 10X I1X 25pL
Taq 5 U/l 1U0 02 ulL
DNA 10 ng/uL 20 ng 2.0uL
dNTPs 10 mM 0.2 mM 0.5 uL
Oligo T1-sentido 10 pM 0.2 yM 0.5 uL
Oligo TI1-antisentido 10 pM 0.2 uM 0.5 uL
Oligo T12 o W1l1-sentido 10 pM 0.2 nM 0.5 uL
Oligo T12 o W1l-antisentido 10 pM 0.2 uM 0.5 uL
MgCl:; 25 mM 1.5 mM 1.5 uL
0 16.3 pL
Total 25.0 pL.
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EDTA pH 8.0) usando una fuente de poder (Bio-Rad
modelo: POWER PAC™ HC) por 45 minutos a 80 volts,
posteriormente el gel se visualizé en un transilumina-
dor (Vilber Lourmat modelo:Quantumn-1000/26M) y
fotodocumentado.

Amplificacion

Se utilizaron las parejas de iniciadores (T1-T12) y
(T1-W11) reportados por Deputy et al., (2002) para
amplificar una secuencia especifica ligado al sexo de
la papaya; la mezcla de reaccién se realizé en tubos
para PCR a un volumen final de 25 uL con el uso de
un termociclador (Bio-Rad modelo PTC-100®), el
programa consistié de una temperatura inicial de
desnaturalizacién de 95 °C por 5 minutos y 30 ciclos
de 30 segundos a 95 °C desnaturalizacién, 30 segundos
a 58°C para alineamiento y 90 segundos a 72 °C de
extension, finalmente una extensién de 7 minutos a
72 °C, las concentraciones finales de los reactivos se
muestran en la tabla 2.

Electroforesis de los amplicones

Los productos de amplificacion fueron separados en
un gel de agarosa al 1.5 % (p/v) y fueron visualizados
en un transiluminador, se verificé el tamano de los
bandas con marcadores moleculares.

Validacion de resultados

Dos meses después de haber realizado las colectas
y los andlisis moleculares, se acudi6 nuevamente
a la Boquilla para corroborar los resultados con los
obtenidos por el productor en base a la morfologia
floral interna de las plantas seleccionadas.

Escrutinio floral

Para la determinacién del tipo sexual de las flores
colectadas, se visualizé la morfologia interna,
haciendo cortes longitudinales a las flores con una
navaja de acero inoxidable (Gillette®). Las imagenes
son mostradas en la figura 7 y fueron capturadas con
un microscopio estereoscépico (Nikon SMZ1000)
equipado con una camara CCD a color (Nikon,
modelo: Digital Sight DS-FI2).

Resultados y discusion

El desempeno de los marcadores moleculares (T1,
T12 y W11) reportados por Deputy et al., (2002) utiliza-
dos en el presente trabajo, para el “sexado” de plantas
de papaya variedad maradol de la regién Costa, fue
satisfactorio debido a los patrones de amplificaciéon de
1,300 pb y 800 pb visualizados en los diversos geles de
agarosa tenidos con bromuro de etidio.

De acuerdo al comportamiento inconsistente de los
iniciadores T1 reportados por Aspeitia et al., (2014)
en el “sexado” de la variedad maradol. Se procedio
primeramente a verificar el desempeno individual
de los iniciadores T1 reportados como control
positivo, que amplifica para cualquier tipo sexual.
Para ésto se realizaron dos PCR, la primera con la
pareja de iniciadores (T1-F y T1-R) y la segunda con
los iniciadores (W11-F y W11-R), mostrando la seiial
esperada de1300 pb y 800 pb respectivamente como
se muestra en la figura 4b que concuerdan con lo
reportado por Deputy et al., (2002).

Una vez corroborado en comportamiento de los
iniciadores T1 para ser usados como control positivo,
se procedi6 a realizar las reacciones de PCR multiplex

P1 P2P3 P4P5 M°P1P2P3 P4 PSM°
W11 T1

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa. a) (M) marcador de peso molecular 1 Kb plus. Carriles P1 a P5 DNA gendmico de tejido vegetal deshidratado, b) Productos de

amplificacion con la técnica de PCR simple, los primeros cinco carriles P1 a P5 presentaron una senal de amplificacion de 800 pb aproximadamente con los iniciador

W11, seguido por el marcador molecular (M) consiste de 30 fragmentos con un rango de 100 pb hasta 3000 pb. Por tltimo el mismo DNA amplificado con los iniciadores
T1 amplificaron una banda de 1300 pb seguido del marcador (M) que consiste de 11 lineas con un rango de 100 pb hasta 1000 pb con una linea adicional de 1500 pb.
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P10 P11 P12 P13 P14 P15 P16 P17 P18 P19 Y P21 P22 P23 P24

‘_---------_—--

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa tefiidos con GelRed® y visualizados con luz ultravioleta. Productos de amplificacion realizando una PCR multiplex,
carriles P10 a P24 Productos de PCR con los iniciadores T1y T12, en todos los carriles se amplificé dos bandas de 1300 pb y 800 pb determinando de esta
manera el tipo sexual hermafrodita de las plantas P10 a P24. (M) marcador de peso molecular 1 Kb plus.

pb

3000

1,000 ! .e '.!'!'“ .'nﬂ.
800 : Fewmmw 117

Figura 6. Productos de amplificacion de una PCR multiplex, con los iniciadores T1 y W11, amplificé dos bandas de 1,300 pb y 800 pb determinando el tipo sexual

hermafrodita (H), en algunos carriles hubo ausencia de la sefial de 800 pb delimitada por un rectédngulo. Sélo se amplificé la banda de 1,300 pb correspondiente

alos iniciadores T1, cuyo resultado se interpreté como planta femenina (F) seguin lo reportado por Deputy et al., (2002). Para los carriles (N) no se carg6é muestra.
(M) marcador molecular de 30 fragmentos con un rango de 100 pb hasta 3000 pb.

>

Figura 7.Morfologias florales. (A-D) Flor femenina, carente de estambres, este tipo de flores genera frutos de forma redonda o “bola’, carente de valor com-

ercial. (E-H) Flor hermafrodita, consiste en cinco pétalos, cinco pares de anteras y un ovario, los pétalos estan fusionados en la parte baja de la flor, este tipo

de flor produce frutos alargados, que son preferidos por el consumidor. (I-L) Flor hermafrodita que presenta cierto grado de esterilidad femenina, debido

a la reduccion de tamario del pistilo (ovario, estilo y estigma). (M-O) Flor de tipo masculina, las flores estan agrupadas en racimos, carentes de gineceo,
presentando diez estambres
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como fueron descritas por Deputy et al., (2002). En la
figura 5 se muestra el desemperio de los marcadores
(T1yT12). Se dictaminé a nivel laboratorio que todas
las plantas etiquetadas P10 a P24 son de tipo sexual
hermafrodita.

Nuevamente se procedi6 a realizar la reaccién de PCR
multiplex pero utilizando el sistema de iniciadores
(T1 y W11) propuesto por Deputy et al., (2002). En la
figura 6 se muestra el producto de la amplificaciéon
en un gel de agarosa al 1.5% (p/v). El desempeno de
los iniciadores concordé con lo reportado, donde se
puede observar los carriles etiquetados como (H)
que presentan dos sefnales de amplificacién de 1,300
pb y 800 pb aproximadamente caracteristicos del tipo
sexual hermafrodita, los carriles marcados con (F)
s6lo mostraron una banda de 1,300 pb caracteristico
del control positivo y del tipo sexual hermafrodita.
Segin datos proporcionados por el productor la
relacion de plantas femeninas y hermafroditas al
momento del “sexado” en campo es de una relacién
(2:1), en contraste con las de tipo masculino. Se tiene
reportado por Aspeitia et al., (2014) en la variedad
maradol es muy poco frecuente encontrar plantas
de tipo masculino. Se pudo constatar que en varios
cultivares de la Boquilla este tipo sexual es muy poco
probable encontrarlo.

Para determinar el porcentaje de confiabilidad de
los marcadores moleculares reportados por Deputy
et al.,, (2002) en las plantas de papaya maradol de la
region Costa de Oaxaca. Los resultados de los andlisis
moleculares realizados en el laboratorio, fueron vali-
dados dos meses después en campo. Los resultados
se muestran en la tabla 3.

Se analizaron en total 228 plantas, de las cuales 150
fueron de 45 dias de edad y el resto de 15 dias, con
los andlisis moleculares de la primer colecta, se

determinaron 114 plantas de tipo hermafrodita y 36
plantas femeninas, del segundo muestreo resultaron
59 plantas hermafroditas y 19 femeninas, al haber lle-
gado a la etapa de floracién de las plantas analizadas
se procedi6 a confirmar el porcentaje de equidad de
los resultados obtenidos en laboratorio y en campo,
mostrando una coincidencia del 100%.

Conclusiones

La identificacion de plantas hermafroditas por la
herramienta molecular descrita en el presente trabajo
consta de cinco etapas definidas.

Los resultados ofrecidos por los marcadores
moleculares reportador por Deputy et al., (2002)
fueron exitosos al momento de realizar la
comparaciéon con el “sexado” tradicional en campo.
Los marcadores moleculares tipo SCART1, T12y W11
se comportan de manera confiable en la prediccién
temprana de plantas hermafroditas por lo que pueden
ser usados para el “sexado” en los cultivos de papaya
variedad maradol de la regiéon Costa de Oaxaca.

La herramienta molecular propuesta en el presente
trabajo presenté un costo de 45.76 pesos. Cabe
destacar que las dos electroforesis involucradas en el
proceso incrementan el costo de dicha herramienta,
principalmente por el costo de la agarosa, ver anexo
al final del documento.

El tiempo para “sexar” por persona cincuenta plantas
es de cuatro dias, distribuidos en la siguiente manera:
dos dias para la deshidratacién del tejido foliar, el
tercer dia para la extraccion de DNA y corroborar su
integridad, cuarto dia realizacién de la PCR- muiltiple
y visualizacién de los productos de amplificacién en
un gel de agarosa.

Tabla 3. Muestra la comparacion de los resultados obtenidos del presente trabajo en laboratorio y campo.Utilizando los iniciadores descritos por Deputy et al., (2002).

Colecta  Plantas  Plantas (Hm) Plantas (Hmn)* Plantas (F)

Plantas (F)¥ % Prediccién

17 150 114 114
2da 78 59 59
Total 228 173 173

36 36 100%
19 19 100%
55 55 100%

Hm: Hermafrodita sexada con los marcadores moleculares: F: Femenina sexada con los marcadores moleculares.
Hm* Hermafrodita sexada por morfologia floral: F¥: Femenina sexada por morfologia floral.
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La etapa de secado se puede omitir disminuyendo
drasticamente el tiempo de procesamiento con el
uso de nitrégeno liquido, pero el costo incrementaria.
La regién Costa al ser la principal regién productora
del estado de Oaxaca, donde se cultivan 2,283
hectareas (SIAP, 2015). Se traduce como un blanco
potencial para que esta herramienta sea aplicada.
Por lo que es necesario disefiar metodologias mas
eficientes, que permitan ofrecer al sector agricola la
actividad del “sexado” a una escala industrial, en un
menor tiempo y a un precio accesible. Para que sea
de interés a los productores de papaya maradol de la
regién Costa de Oaxaca.

Como alternativas para procesar grandes cantidades
de plantas en un tiempo mas corto, se propone
disenar protocolos de extraccion de DNA mas simples
y econdémicos, el perfeccionamiento de la técnica
de diseno de iniciadores tipo LAMP y la adopcién de
tecnologias de procesamiento de imagenes para la
busqueda de indicadores morfométricos foliares.
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Tabla 4. Desglose de las cantidades y costos de los reactivos y materiales, para realizar la técnica del sexado a nivel molecular.

COSTO DE LA HERRAMIENTA MOLECULAR PARA LA IDENTIFICACION DEL SEXO0 EN PLANTULA DE PAPAYA var. maradol

SECADO DE TEJIDO .| cANTDADEN | unmDaADEsDEL | PREciODEL | FRECIODEL | paymmpap | UMIDADESDELA | PRECIO POR
SEcanar MARCA | PRESENTACION | “p'poet = e PRoDUCTO | PRODUCTO+ | pooimomy CANTIDAD | LA CANTIDAD
A REQUERIDA REQUERIDA
Silica gel CAMEN PEFLAS 1000 GEAMO 3305 39353 b GEAMOS 078706
Boka Hplock FAE. NAC PAQUETE 100 PIEZAS il 70.76 1 PIEZA 0.7076
Papel cera SCIENTIFIC BLOCK 100 HOTAS 105 1218 1 HOIA 1218
EXTRACCION DNA
REACTIVOS
CTAB SIGMA POLVO 100 GRAMDS 2057 1336.12 0012 GRAMOS
NaCl MEYER POLVO 500 GRAMOS 7 8236 015 GRAMOS
EDTA MEYER POLVO 500 GRAMOS 245 51736 0.087 GRAMOS 009002064
T SIGMA POLVO 1000 GRAMOS 2034 135044 0.084 GRAMOS 012178736
RNAasa SIGMA POLVE 10 MILIGEAMOS 570 787.64 005 MILIGRAMOS 310382
Cloroformo MEYER LIQUIDO 500 MILILITROS 0§ 26216 049 MILILITROS 0.2540168
Octanol SIGMA LIGUIDO 1000 MILILITROS 1710 1083 6 o0l MILILITROS 0.019834
Acetato de amonio MEYER POLVO 500 GRAMOS 18075 3171 014 GRAMOS 005282088
Etanol Absolute MEYER LIGUIDO 4000 MILILITROS 54 73544 06 MILILITROS 0110314
Arua PIsA LIGUIDO 500 MILILITROS 1135 25357 005 MILILITROS 000253576
CONSUMIELES 0
Puntas 1000uL AXIGEN CATA 1000 PUNTAS 73 317.028 5 FIEZA 158514
Funtas 200uL AXIGEN cAlA 1000 PUNTAS 2430 288,724 3 PIEZA 0868172
Tubos eppendord AXIGEN CATA 500 PUNTAS 1925 133 2 FIEZA 05932
Guanies SUPRENO cATA 100 PIEZAS 245 1812 2 PIEZA 5 654
FELECTROFORESIS DE
DNA
Arua destilada PISA LIGUIDO 500 MILITROS 1135 15357 58 MILILITROS 20414816
Ararosa ultrapura B POLVO 500 GRAMOS 3450 2001 04 GRAMOS 12016
Tris base SIGMA BOLVO 1000 GRAMDS 234 135034 0161333333 GEAMOS 038055631
EDTA MEYER POLVE 500 GRAMDS 215 51736 0.0248 GRAMOS 0025561056
Acido acético glacial IT.BAKER LIQUIDO 500 MILILITROS 3215 37204 0030065667 MILILITROS 0.028393165
1 Kb DNA Plas BIO LINE LIQUIDO 1000 MICROLITROS 216078 1516.9448 1 MICROLITRO 25160448
Gl Red BIOTIUM LIGUIDO 500 MICROLITROS 87 4508.82 2001 MICROLITROS 000901784
Buffer de carza INVITROGEMNE ~ LIQUIDO 3000 MICROLITROS 4513 524668 1 MICROLITROS 1748803333
Puntas 100 AXIGEN cATA 1000 PUNTAS 1538 204,408 1 PUNTA 0204408
R ]
Iniciador TLE T4OLIGD  LIOFILIZADO 100 MICROMCLAR 143 165,88 02 MICROMOLAR 033176
Iniciador TIR T40OLIGD  LIOFILIZADO 100 MICROMOLAR 143 165,88 02 MICROMOLAR 033176
Tniciador TIF T40LIGD  LIOFILIZADO 100 MICROMCL AR, 15015 174.174 02 MICROMOLAR 0348348
Toiciador T, T4OLIGD  LIOFILIZADO 100 MICROMOLAR 15015 174.174 02 MICROMOLAR 0348348
Taq. Buffer v MeCE BIOTECMOL LIQUIDO 500 UNIDADES 1300 1508 02 UNIDADES 06032
dANTPmiz 10mM SIGMA LIQUIDO 500 MICROLITROS 1773.5 2057376 03 MICROLITROS 2057378
Arua inyectable IsA LIGUIDO 50000 MICROLITROS 1135 15357 102 MICROLITROS 000054774
Funtas 1001 AXIGEN CATA PUNTAS 2538 204,408 7 PUNTAS 2060854
ELECTROFORESIS DE
FCR
Arua destilada PISA LIQUIDO MILITROS 1136 153578 58 MILILITROS 10414816
Ararosa ulirapura IEI POLVC 5 GRAMOS 3450 1002 9] GRAMOS 184102
Tris base SIGMA POLVO 1000 GRAMOS 2034 135044 0161333333 GRAMOS 038055632
EDTA MEYER POLVE 500 GRAMDS a5 51736 0.0248 GRAMOS 0025561056
Lcido acéfico ghacial I T.BAKER LIGUIDO 500 MILILITRDS 3015 3704 0038065667 MILIITREOS 0028303165
1 Kb DNA Plas BIO LINE LIQUIDO 1000 MICROLITROS 216078 15169438 1 MICROLITRO 25160445
Gel Red BIOTIUM LIQUIDO 500 MICROLITROS 3887 4508.92 2001 MICROLITRO 000901784
Buffer de carza INVITROGENE ~ LIQUIDO 3000 MICROLITROS 4513 524668 1 MICROLITRO 1748803333
Panias 00 L ANIGENE CATA 1000 PUNTAS 21538 204,408 1 PUNTA 0294408
TOTAL 45 761285
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