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RESUMEN

La lechosa, Carica papaya L., presenta plantas 
femeninas, masculinas y hermafroditas, según el sexo 
de las fl ores que producen; siendo esta última idónea 
para los productores por generar frutos alargados, de 
cavidad interna pequeña, así como una morfología que 
permite una mayor resistencia a los daños ocasionados 
durante la postcosecha y el transporte. El sexo en 
las plantas de lechosa se puede determinar al inicio 
de la etapa de fl oración, que ocurre de 3 a 4 meses, 
posterior al trasplante a campo, porque para tener 
una plantación con mayoría de plantas hermafroditas 
se requiere la siembra de tres a cuatro semillas por 
hoyo para posteriormente descartar aquellas con 
fl ores ginoicas y androicas. El uso de marcadores 
moleculares para la determinación del sexo, representa 
una alternativa que contribuye al mejoramiento 
genético del cultivo, además de reducir los costos de 
producción. En este trabajo se planteó la evaluación 
de una PCR múltiple con dos iniciadores SCAR (T1 
y W11) para la identifi cación del sexo en plantas de 
lechosa cultivar Maradol. El ADN fue extraído de hojas 
jóvenes de plantas en campo, escogidas de acuerdo al 
sexo, en la Unidad de Biotecnología Agrícola Vegetal 
del CENIAP, estado Aragua, Venezuela. En la presente 
metodología, se amplifi caron dos fragmentos de 1300 
y 800 pb para las plantas hermafroditas y un solo 
fragmento de 1300 pb para las femeninas. De esta 
manera, se validaron estos marcadores para el cultivar 
en nuestras condiciones de laboratorio con un 100% 
de correspondencia con la morfología fl oral.

Palabras clave: Carica papaya L., marcadores 
moleculares, primers, propagación, selección, 
sexaje.

ABSTRACT

Papaya, Carica papaya L.., presents female, male and 
hermaphrodite plants, according to sex of the fl owers 
they produce, the latter being the most suitable for 
generating elongated and small internal cavity fruits, 
morphology that confers greater damage resistance 
during post-harvest and transport. The sex of Papaya 
plants can be determined at the beginning of the 
fl owering stage, which occurs 3-4 months after fi eld 
transplant, because to have a plantation with a majority 
of hermaphrodite plants require 3 to 4 plants by hole 
later and discard those with ginoica and androic fl owers. 
The use of molecular markers for sex determination, is 
an alternative that contributes to crop breeding, but also 
reduce production costs. In this paper the evaluation 
of a multiplex PCR was made with two SCAR primers 
(T1 and W11) for sex identifi cation in Maradol papaya 
plants. DNA was extracted from young leaves of plants 
in the fi eld, chosen according to sex, in the Unidad de 
Biotecnología Vegetal of CENIAP, Aragua, Venezuela. 
In this methodology, two fragments of 1300 and 800 
bp for hermaphrodite plants and one 1300 bp fragment 
was amplifi ed for female. Thus, these markers for 
Papaya Maradol in our laboratory conditions with a 
100% correspondence with the fl oral morphology were 
validated.

Key words: Carica papaya L., molecular markers, 
primers, propagation, selection, sexing.
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INTRODUCCIÓN

La lechosa (Carica papaya L.) es una especie 
dicotiledónea, diploide (2n=18) que pertenece a 
la familia Caricaceae, género Carica, cuyo origen 
se ubica en las tierras bajas de América Tropical, 
en la región, específi camente desde el sureste de 
México hasta Costa Rica. Este fruto fue descrito 
por primera vez en el año 1526 por el historiador 
Fernández de Oviedo (Jiménez, 2002).

La importancia económica del cultivo de la 
lechosa radica en la producción de fruta fresca 
para el consumo, preparación de jugos, dulces 
y en la obtención de la papaína, que es una 
enzima proteolítica presente en el látex lechoso 
de los frutos y el tallo, la cual es utilizada en la 
industria de alimentos y perfumería; además, en 
la industria textil se usa como suavizante de lana 
y seda (Urasaki et al., 2002).

Cabe destacar, que el sexo de las plantas de 
lechosa solo se puede determinar a través de sus 
fl ores y éstas se forman, dependiendo del cultivar, 
a partir de los 3 meses de ser trasplantadas en 
el campo. Por lo tanto, para asegurar plantas 
productivas con frutos comerciales, es necesaria 
la siembra de tres a cuatro plantas por punto, 
seguido del descarte de plantas con flores 
femeninas y masculinas, luego de la fl oración; 
ya que no existen diferencias embriológicas, ni 
morfológicas entre los tres tipos sexuales en 
etapas tempranas antes de la prefl oración (Rojas 
et al., 1985).

La práctica del descarte en el campo, trae como 
consecuencia un aumento en los costos de 
producción y requiere mayor cantidad de semillas 
y plantas por superfi cie; así como de insumos para 
el mantenimiento de las plantas hasta el momento 
de ser eliminadas. Además, el costo de la mano 
de obra especializada en el reconocimiento de la 
morfología fl oral para distinguir los tipos sexuales 
existentes en la especie. Por tanto, determinar el 
sexo en etapas tempranas del desarrollo, permite 
reducir los costos, al facilitar la siembra de plantas 
únicamente hermafroditas (Parasnis et al., 1999; 
Mora y Bogantes, 2005; Urasaki et al., 2002; 
Saalau-Rojas et al., 2009).

El cultivar Maradol fue desarrollado en Cuba, y 
como otros cultivares mejorados, no presenta 
plantas androicas con fl ores de sexo masculino 

(Ramos y Ramos, 2002), a diferencia de las 
poblaciones criollas o silvestres (Pares-Martínez 
et al., 2004). Debido a esta razón y a otras 
características morfológicas y agronómicas 
como: uniformidad de plantas de bajo porte, 
mayor productividad y calidad de los frutos; 
estos cultivares e híbridos importados del grupo 
Maradol sustituyan las poblaciones criollas (Aular 
y Casares, 2011).

Existen propuestas para que el sexo en esta 
especie sea determinado por un gen simple con 
tres alelos, que son: M (masculino), m (femenino) 
y Mh (hermafrodita), descritos por Liu et al. (2004). 
Las plantas femeninas son homocigotas recesivas 
para este gen (mm), mientras que las masculinas 
(Mm) y hermafroditas (Mhm) son heterocigotas, 
con 25% de semillas no viables en sus frutos, 
porque cada combinación de alelos dominantes 
(MM, MMh, MhMh) es letal, por tanto no se forma 
el embrión (Storey, 1953).

Se realizaron diversos estudios para el estable-
cimiento de un sistema que permita la determi-
nación del sexo en lechosa, incluyendo, análisis 
morfológico de las fl ores, citológico, isoenzimático, 
contenido de fenoles y análisis de ARN (Datta, 
1971; Jindal y Singh, 1976; Castro et al., 2002; 
Rangel y Castro, 2010). Estos métodos no resul-
taron satisfactorios en la identifi cación de plantas 
  andromonoicas en la etapa vegetativa, y solo 
permitió distinguir plantas con fl ores femeninas 
de plantas con fl ores masculinas; además, fue 
poco efi ciente en el análisis de un mayor número 
de muestras.

De igual manera, se ha generado el interés en 
desarrollar e implementar métodos sencillos 
y precisos que permitan identifi car el sexo en 
plantas de lechosa antes de su trasplante defi nitivo 
a campo, utilizando técnicas moleculares basadas 
en la reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR). Esto hizo posible el desarrollo de algunos 
marcadores moleculares que han demostrado 
resultados positivos, basados en fragmentos de 
ADN, amplifi cados mediante el uso de RAPD 
(Random Amplifi ed Polymorphic DNA), SCAR 
(Sequence Characterized Amplifi ed Region) y 
microsatélites (Parasnis et al., 1999; Deputy et al., 
2002; Urasaki et al., 2002; Niroshini et al., 2008; 
Chaves-Bedoya et al., 2009; Saalau-Rojas et al., 
2009). 
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En la técnica RAPD se usan iniciadores arbitrarios, 
y en las otras metodologías, iniciadores específi cos 
al ADN blanco.

En la actualidad, la disponibilidad de los marca-
dores moleculares para la determinación del sexo, 
es incipiente y dependiente del cultivar, por lo que 
algunos de los iniciadores desarrollados no son de 
utilidad para la identifi cación temprana de plantas 
comerciales, como es el caso de los iniciadores 
OT-7 y CPSM-64 (Rangel y Castro, 2010).

El objetivo de este trabajo fue evaluar dos 
iniciadores SCAR descritos en la metodología de 
Deputy et al. (2002), para identifi car el sexo en 
plantas de lechosa, cultivar Maradol, mediante el 
empleo de una PCR múltiple.

MATERIALES Y MÉTODOS

Material vegetal

Se recolectaron hojas jóvenes de cuatro plantas 
ginoicas y cuatro plantas andromonóicas de 
lechosa cultivar Maradol establecidas en campo 
en la Unidad de Biotecnología Vegetal del 
Instituto Nacional de Investigaciones Agrícolas 
(INIA-CENIAP), provenientes de una planta 
seleccionada en una población sembrada en el 
sector La Molinera, San Francisco de Asís, estado 
Aragua, Venezuela. Las plantas seleccionadas se 
encontraban en fase de fl oración para corroborar 

la efi ciencia de la metodología (Figura 1). Este 
cultivar mejorado no presenta plantas androicas, 
razón por la que no fueron incluidas en el trabajo.

Las características consideradas de interés para 
la selección de la planta madre se presentan en 
el Cuadro. 

La extracción del ADN se realizó en el Laboratorio 
de Biología Molecular de la Unidad de Biotecnología 
Vegetal, INIA-CENIAP y los análisis moleculares 
se llevaron a cabo en el Centro de Investigaciones 
en Biotecnología Agrícola (CIBA) de la Facultad 
de Agronomía, Universidad Central de Venezuela, 
Núcleo Maracay.

Extracción de ADN genómico

Para la extracción del ADN se siguió la metodología 
descrita por Risterucci et al. (2000); Pérez-Almeida 
et al. (2011), con las siguientes modifi caciones: 

A) La incubación de las muestras se realizó a 70 °C 
por 60 min en un baño térmico marca Precisión 
Modelo 184 y la centrifugación a 8500 rpm en una 
centrífuga Sigma 2K15 refrigerada por 20 min a 
16 °C.

B) Luego del tratamiento con cloroformo: alcohol 
isoamílico (24:1), se agregó al sobrenadante 700 μl 
de isopropanol frío para la precipitación del ADN 
y 70 μl de acetato de sodio 3 M.

Figura 1. A: Detalle de planta andromonoica de lechosa cultivar Maradol seleccio-
nada en el sector La Molinera, San Francisco de Asís, estado Aragua. 
B: Plantas ginoicas y andromonoicas muestreadas en la Unidad de 
Biotecnología Vegetal del INIA-CENIAP en fase de fl oración.
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Amplifi cación de ADN

Las muestras de ADN de cada p lanta 
fueron ampli f icadas con los iniciadores 
W11-F (CTGATGGCGTGTGTGGCTCTA), 
W11-R (CTGATGCGTGATCATCTACT) , 
T1-F (TGCTCTTGATATGCTCTCTG), T1-R 
(TACCTTCGCTCACCTCTGCA) tomados de 
Deputy et al. (2002) y siguiendo la metodología 
de Saalau-Rojas et al. (2009). Para dicha 
amplifi cación, se realizó una PCR utilizando cada 
cebador por separado y una PCR múltiple en un 
termociclador BIORAD PTC-100. Los productos 
de este proceso fueron observados con luz UV, 
utilizando un transiluminador Fisher Biotech 
FBTIV-614. Finalmente, la determinación del 
tamaño de los fragmentos de ADN amplifi cados 
se realizó con un equipo Chemidoc XRS y el 
programa QuantityOne versión 4.2.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Al realizar la PCR simple, se originaron dos 
fragmentos de ADN de 1300 pb y 800 pb para 
la combinación T1-F/T1-R y W11-F/W11-R, 
respectivamente. De esta manera, se verifi có la 

amplifi cación de cada uno de los iniciadores por 
separado. El fragmento de 1300 pb se observó, 
tanto en las muestras provenientes de plantas 
femeninas como hermafroditas, mientras que el 
fragmento de 800 pb amplifi có solo en las plantas 
hermafroditas, coincidiendo con los resultados 
de Sánchez-Betancourt y Núñez (2008) cuando 
realizan una PCR simple con ambos cebadores 
(Figura 2).

Cuando los iniciadores se utilizaron combinados, 
se observaron dos fragmentos de amplifi cación 
en las muestras de plantas hermafroditas, uno 
de 1300 pb correspondiente al SCAR T1 y otro 
fragmento de 800 pb correspondiente al SCAR 
W11. Por otro lado, el SCAR W11 no produjo 
ningún fragmento en las muestras de plantas 
femeninas, por lo que este iniciador puede ser 
utilizado para discriminar entre ambos tipos 
sexuales. Lo anterior, fue descrito por Saalau-
Rojas et al. (2009), al utilizar los mismos 
iniciadores en la lechosa híbrido Pococí.

Se demostró una coincidencia del 100% entre la 
aplicación de la técnica de PCR y la morfología 
fl oral de las plantas seleccionadas para el estudio 
(Figura 3).

Cuadro. Características morfológicas y agronómicas de interés para la selección.

Características de la planta madre Descriptor

Tallo Simple, de color gris-marrón en parte media y verde en el 
área no suberizada.

Longitud media del entrenudo (cm) 2,2

Número de nudos a la primera fl or 36

Altura a la primera cosecha (m) 1,54

Longitud del pecíolo de la hoja madura (cm) 65

Ancho de la hoja (cm) 69,4

Número de lóbulos por hoja 12

Infl orescencias Con un máximo de 4 fl ores hermafroditas y estériles 
femeninas de color blanco crema.

Frutos
Cantidad mínima de 55, con un peso promedio de 2 kg, 
forma alargada, pulpa de color anaranjado y 1,72 g por 
100 semillas.
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Este resultado coincide con lo esperado, 
considerando que Deputy et al. (2002) reportan 
99,2% de fi abilidad de la técnica, mientras que 
Magdalita y Mercado (2003) señalan 100% 

en los cultivares Carifl ora, Cavite Special y el 
híbrido Sinta. También, Saalau-Rojas et al. (2009) 
mencionan 96-98% de similitud en el híbrido 
Pococí.

Figura 2. Perfi l generado por los cebadores T1 y W11 usados por separado en el 
cultivar Maradol. M: marcador de peso molecular de 1 kb; CN: control 
negativo sin ADN; Carriles 1-4: plantas femeninas; Carriles 5-8: plantas 
hermafroditas.

Figura 3. Perfi l generado por los cebadores T1 y W11 en combinación con el cultivar 
Maradol. M: marcador de peso molecular de 1 kb, CN: control negativo 
sin ADN Carriles 1-4: plantas femeninas con fragmentos amplifi cados 
de 1300 pb con el cebador T1; Carriles 5-8: plantas hermafroditas con 
fragmentos de ADN amplifi cados de 1300 y 800 pb.
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Es importante destacar que el iniciador T1, fue 
considerado por Deputy et al. (2002) como un 
control positivo para asegurar que las condiciones 
de las reacciones sean las necesarias para la 
amplifi cación del ADN; puesto que es mencionado 
anteriormente, este iniciador amplifica tanto 
para las plantas hermafroditas como para las 
femeninas y se encuentra a 7 cM del gen Sex1 
responsable de la determinación del sexo en el 
cultivo.

Por su parte, el iniciador W11 se encuentra 
a 0,3 cM del gen Sex1 en el cromosoma Y, por 
esta razón se selecciona en el estudio de Deputy 
et al. (2002).

Según Liu et al. (2004), las plantas masculinas y 
hermafroditas poseen el cromosoma Y en el que 
se encuentra este gen, lo que pudiera explicar la 
amplifi cación del fragmento de 800 pb en ambos 
tipos sexuales, que no permite la diferenciación 
entre ellos. 

Un aspecto signifi cativo es que la precisión de 
los iniciadores utilizados para la identifi cación 
del sexo en la lechosa, está en dependencia 
del cultivar. Tal es el caso del iniciador W11, el 
cual fue desarrollado utilizando cultivares de tipo 
Hawaiano y que al ser probado en cultivares 
del grupo Formosa, se observa la presencia de 
falsos positivos y falsos negativos (De Oliveira 
et al., 2007). No obstante, el iniciador W11 fue 
capaz de identifi car, inequívocamente, plantas 
hermafroditas en el cultivar Maradol, logrando 
discriminar éstas de las plantas femeninas, por lo 
que es muy útil, en vista de que permite diferenciar 
en forma precisa estos dos tipos sexuales.

Finalmente, los resultados obtenidos en este 
estudio validó su uso en el cultivar Maradol, 
utilizando los iniciadores T1 y W11 en una PCR 
múltiple, permitiendo la discriminación de plantas 
hermafroditas y femeninas, lo que demuestra 
en cada una de ellas, un patrón de fragmentos 
característico, haciendo posible la identifi cación 
rápida y efi ciente del sexo de plantas en fase de 
vivero.

Asimismo, esta metodología será de gran utilidad 
en los programas de mejoramiento genético del 
cultivo, para seleccionar plantas hermafroditas 

que presenten características agronómicas 
deseables y con resistencia a enfermedades y 
plagas.

La implementación de la técnica de PCR 
múltiple para la identificación del sexo en la 
lechosa, dependerá de la relación costo/benefi cio 
que tenga el productor como consecuencia 
del establecimiento del cultivo con plantas 
hermafroditas y la reducción de los costos por 
inversión de recursos y mantenimiento de plantas 
femeninas no deseadas.

CONCLUSIONES

Los iniciadores SCAR T1 y W11 permitieron 
corroborar el sexo de plantas de lechosa ginóicas 
y andromonoicas del cultivar Maradol, mediante 
una PCR múltiple y con la utilización de muestras 
de hojas jóvenes para la extracción del ADN de 
plantas establecidas en campo, obteniéndose 
una correlación completa entre los resultados 
moleculares y el sexo de las plantas muestreadas.

El hecho de que el cultivar no produce plantas 
androicas, al igual que en otros cultivares 
comerciales, es una ventaja para el uso de la 
técnica, ya que se logra diferenciar los sexos. 
Por tal razón, se recomienda realizar un análisis 
de costos para la implementación de la técnica 
a nivel práctico.
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