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RESUMEN

La papaya es una planta frutal de gran importancia econémica como cultivo agricola. Se
considera un modelo para el estudio de la determinacién sexual debido a que puede tener
hembras, hermafroditas y machos. Las flores de papaya pueden sufrir de carpelodia. Se
encontr6 una mutacién en una planta hermafrodita que produce unan mezcla de flores
perfectas, femeninas e intermedias, cuyo fenotipo se heredd a lo largo de cuatro generaciones
por medio de cruces y retrocruces. El objetivo de la investigacion fue caracterizar aspectos
genéticos, gendmicos e histoldgicos de la mutacion que revierte el sexo, de hermafrodita a
femenino, en Carica papaya. Se encontrd que macroscépica y microscopicamente las flores
femeninas provenientes de plantas hermafroditas mutadas son iguales a las flores femeninas
provenientes de plantas femeninas silvestres. El fenotipo mutado no segrega de forma
mendeliana. Es posible que el fenotipo mutado sea causado por un cambio epigenético
transgeneracional. Por medio del andlisis de la secuenciacion por tGBS se encontré un QTL
en el cromosoma dos de la papaya que esta correlacionado con el fenotipo mutado, este se
ubica entre los 35.85 cM y los 42.81 cM. Ademas, se encontraron nueve marcadores
moleculares correlacionados de forma significativa con el fenotipo mutado que permitieron
realizar la diferenciacion molecular de plantas mutantes y no mutantes. Se encontrd que es
posible el cambio fenotipico de una planta hermafrodita en una planta femenina, por lo que,
es posible que el ancestro original de la papaya haya sido un organismo monoico. Es posible
que los genes AGLS8-related, el transportador GABA 1 y el NAD dependiente de
epimerasa/dehidratasa se encuentren relacionados con la generacién del fenotipo mutante
ya que se encuentran dentro de la region del QTL encontrado. El estudio del transcriptoma y
metiloma de esta mutacion puede ayudar a identificar o comprobar de forma especifica el o
los genes que causan este fenotipo v, si estos estan relacionados con la carpelodia, pueden

ayudar al mejoramiento genético de lineas con carpelodia disminuida o nula.
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SUMMARY

Papaya is a fruit plant of economic importance as a crop. It is a model for sex determination
studies because it can have female, hermaphrodite, and male individuals. Papaya’s flower
can suffer carpellody. A sexual regression mutation was found in a hermaphrodite papaya’s
plant that has perfect, female, and intermediate flowers, whose phenotype was inherited over
four generations through crosses and backcrosses. The goal of this research was to
characterize genetic, genomic, and histologic aspects of the mutation that revert the sex from
hermaphrodite to female in Carica papaya. Macroscopically and microscopically female
flowers, from mutant hermaphrodite plants, were equal than female flowers, from wild type
female plants. The mutation did not segregate in a Mendelian manner. It is possible that the
mutated phenotype was caused by a transgenerational epigenetic change. Based on tGBS
sequencing it was found a QTL at the second chromosome of papaya that is positive
correlated to the mutated phenotype. This QTL was found between 35.85 cM and 42.81 cM
of the second chromosome. At this chromosome were also found nine molecular markers
related with the mutated phenotype, they were used to molecularly differentiate mutated and
wild type plants. It is possible the transformation of a hermaphrodite plant to a female plant,
therefore, it is possible that the original ancestor of papaya was a monoicous organism. It is
possible that the genes AGLS8-related, the GABA transporter 1 and the epimerase /
dehydratase-dependent NAD, located inside the QTL region, could be related to the
generation of the mutant phenotype. Transcriptome and methylome analysis might help to
identify the gene or genes that cause the mutated phenotype, if these genes are related with
carpellody, they can be used to create papaya varieties with carpellody diminished or absent.
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1. INTRODUCCION

La especie Carica papaya L. es una planta frutal de gran importancia econémica como
cultivo. Es considerada una planta tropical modelo para el estudio de la determinacion sexual,
debido a que puede tener tres formas sexuales: hembras, hermafroditas y machos. Las plantas
de papaya hermafroditas pueden presentar diferentes grados de fusion entre sus estambres y
el ovario, lo cual es conocido como carpelodia. Cuando cinco estambres antepétalos se
encuentran completamente transformados en carpelos, las flores y frutos algunas veces se
asemejan a flores y frutos femeninos (Jiménez et al., 2014), pero normalmente los diferentes
grados de carpelodia producen morfologias aberrantes (Ronse, L.P.; Smets, 1999; Ronse De
Craene et al., 2011), produciéndose flores de tipo pentandria en una frecuencia muy baja
(Ronse De Craene et al., 2011).

La regresion sexual puede permitir entender mejor el origen sexual evolutivo de la
bisexualidad en flores angiospermas (Frohlich & Parker, 2000; Ronse De Craene et al.,
2011). No existe un consenso aceptado sobre el origen evolutivo de la bisexualidad. Hay
algunos autores que teorizan que las flores unisexuales de papaya son derivadas de un
ancestro bisexual basados en el desarrollo microscépico de las estructuras florales (Storey,
1969), pero hay otros autores que argumentan en contra de esta teoria (Ronse, L.P.; Smets,
1999).

Recientemente se identificé una nueva mutacion en una planta hermafrodita de papaya que
produce una mezcla de flores perfectas, femeninas e intermedias (datos sin publicar). Esta
mutacion se hereda a la progenie de la planta mutante original, y produce una amplia gama
de fenotipos intermedios. Sin embargo, en las poblaciones que segregan esta mutacion, el
fenotipo cambia de producir flores hermafroditas a producir flores de aspecto femenino. Por
lo que el objetivo de esta investigacion es caracterizar aspectos genéticos, genomicos e
histologicos de la mutacion que revierte el sexo, de hermafrodita a femenino, en Carica
papaya (Caricaceae). Los resultados ademas de caracterizar esta nueva mutacién pueden
ayudar a esclarecer el panorama de la evolucion de la bisexualidad en la papaya y en los

angiospermas.



2. MARCO TEORICO

2.1 Generalidades de Carica papaya

La familia Caricaceae es una familia pequefia de plantas compuesta por los géneros
Cylicomorpha, Jarilla, Jacaratia, Vasconcellea, Horovitzia y Carica, y 31 diferentes
especies en estos géneros (Antunes Carvalho & Renner, 2012; Badillo, 1971). Carica papaya
L. es un arbol frutal importante que se ha estudiado ampliamente por su importancia
econdmica como cultivo (Aryal & Ming, 2014; Chan-Tai et al., 2003; Jiménez et al., 2014;
Ming et al., 2007, 2008; Niklas & Marler, 2007; Paz & Vazquez-Yanes, 1998; Zhang et al.,
2014; Zou et al., 2016). La papaya es el tercer cultivo tropical mas sembrado a nivel mundial
y es de importancia nutricional ya que el fruto tiene altos niveles de vitaminas, minerales,
aminoacidos y fibras, y sus tallos, hojas y raices se usan en diferentes aplicaciones
medicinales e industriales como en la extraccion de papaina (Chavez-Pesqueira & Nufiez-
Farfan, 2017).

La papaya es considerada como una planta tropical modelo para el estudio de la
determinacion sexual debido a que puede tener tres formas sexuales: hembras, hermafroditas
y machos. Las plantas hermafroditas y femeninas producen pequefias inflorescencias, con
pequefias flores que pueden variar de entre dos a quince flores por eje floral. Por el contrario,
las plantas machos tienen paniculas largas que pueden tener cientos de flores (Jiménez et al.,
2014). Ademas, al estar dentro del clado Brassicales, evoluciond del mismo antepasado que
Arabidopsis thaliana (Brassicaceae), por lo que tienen muchas caracteristicas genéticas en
comun (Wang et al., 2012). Al ser Arabidopsis una especie modelo del reino Plantae, debido
a que se encuentra ampliamente estudiada y caracterizada a nivel fenotipico y genotipico,
puede emplearse para la blasqueda de genes homdlogos en especies filogenéticamente
cercanas como la papaya (Barker et al., 2009; Carvalho & Renner, 2014; Lyons et al., 2008;
Takata et al., 2009).

La papaya es una especie diploide, trioica con individuos femeninos, masculinos y
hermafroditas andromonoicos, estos ultimos presentes Unicamente en plantaciones agricolas.
En condicidn natural se encuentran Unicamente individuos dioicos, individuos femeninos y
masculinos. Su genoma tiene un tamafio de 372 Mb el cual se encuentra secuenciado pero no
ensamblado, con anotaciones que se encuentran en desarrollo; posee nueve pares de

cromosomas haploides (2n = 18), con un sistema de cromosomas sexuales primitivo



(Arumuganathan & Earle, 1991; Chavez-Pesqueira & Nufiez-Farfan, 2017; Li et al., 2013;
Liu et al., 2004; Ming et al., 2008; Zeng et al., 2014). EI genoma de la papaya es tres veces
el tamarfio del genoma de Arabidopsis (125 Mb), pero posee un nimero de genes menor que
Arabidopsis (2n=10), en la cual se calcula que tiene 25.498 genes (Eguiarte et al., 2003; Ming
et al., 2008).

El sexo en papaya esta determinado por un solo gen, llamado Sex1, con tres alelos; las plantas
femeninas son homocigotas recesivas (mm), las masculinas son heterocigotas (Mm) al igual
que las hermafroditas (M"m) (Liu et al., 2004). Los genotipos MM, M"M", MM" son
incompatibles con la vida, y mueren en una etapa embrionaria, por lo que el 25% de las
semillas producidas no son viables (Karunakaran et al., 2010; Liu et al., 2004). El cromosoma
Y de la papaya se encuentra bien caracterizado, en el cual alrededor del 10 % del cromosoma
a lo largo de la evolucion de la papaya ha sufrido supresion por recombinacion vy
degeneracion de su secuencia (VanBuren et al., 2015). Sin embargo, en la region especifica
para los machos (MSY) se comparte un gran porcentaje de su secuencia entre plantas
hermafroditas y machos, y se sugiere que el sexo hermafrodita surge por la domesticacion
humana (Liu et al., 2004; VanBuren et al., 2015).

Genes especificos de la papaya se han caracterizado por medio de diferentes tipos de analisis
genéticos. Por ejemplo, se empled la amplificacion aleatoria de ADN polimorfico (RAPD)
para caracterizar Sex1, que es un gen que determina el sexo de las flores (Deputy et al., 2002),
para realizar mapas de ligamiento genético a lo largo del genoma de la papaya (Sondur et al.,
1996), y para encontrar marcadores para la diferenciacion molecular del sexo de la papaya
por medio de secuencia caracterizada regién amplificada (SCAR) (Chaves-Bedoya & Nufiez,
2007). Los estudio de asociacion del genoma completo se han usado para estudiar genes que
codifican para dominios de union a nucleétidos (NBS) (Porter et al., 2009). También los
polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados (AFLP) se han empleado para
desarrollar marcadores moleculares en papaya para estudiar la diversidad genética de
diferentes variedades comerciales de papaya (Kim et al., 2002). Asi mismo se ha empleado
analisis del transcriptoma de la papaya para el mapeo de genes relacionados con el sexo (Lee
etal., 2018).

Las plantas de papaya hermafroditas son andromonoicas y normalmente tienen flores

femeninas estériles (estaminadas) que rodean a una flor perfecta, la cantidad depende del



genotipo vy las flores se producen en una inflorescencia de tipo cima (Fisher, 1980; Jiménez
et al., 2014). El grado de esterilidad femenina depende de factores genéticos y ambientales
(Jiménez et al., 2014). Diferentes tipos de estrés, como altas temperaturas o escasez de
nitrogeno o agua, pueden incrementar la esterilidad, llevando en muchos casos, a la
formacion de flores completamente estaminadas y estériles (Jiménez et al., 2014).

Las plantas de papaya hermafroditas pueden presentar diferentes grados de carpelodia, que
es la fusion entre sus estambres y el ovario. Cuando cinco estambres antepétalos se
encuentran completamente transformados en carpelos, las flores y frutos algunas veces se
asemejan a flores y frutos femeninos (Jiménez et al., 2014). Sin embargo, normalmente los
diferentes grados de carpelodia producen morfologias aberrantes (Ronse, L.P.; Smets, 1999;
Ronse De Craene et al., 2011). Se ha reportado solo unos pocos casos de plantas
hermafroditas con carpelodia que producen flores de tipo pentandria, con una fusion
equitativa de estambres antepétalos con el ovario, produciendo carpelos abultados semejantes
a frutos femeninos en una frecuencia muy baja (Ronse De Craene et al., 2011). La ocurrencia
de flores carpelddicas se han relacionado con componentes genéticos, bajas temperaturas
(Mora Bogantes &, 2017), alto nivel de humedad en el sustrato y altos niveles de nitrdgeno
(Jiménez et al., 2014).

La carpelodia se ha propuesto como un fenémeno que puede intervenir en la evolucion sexual
en especies como C. papaya y A. thaliana. Sin embargo, la caracterizacion genética de los
genes que intervienen en los procesos de carpelodia ain son desconocidos (Ronse De Craene
et al., 2011). Por lo que, el estudio de la genética de la carpelodia puede ayudar a dilucidar
cémo fue que se llevo a cabo la evolucidn sexual de la papaya y de otras angiospermas.
Para la produccion comercial de papaya, el sexo preferido es el hermafrodita, debido al
tamafio y forma del fruto. Cuando se autopolinizan plantas hermafroditas el patrén de
segregacion es 2:1 (plantas hermafroditas:femeninas), al cruzar una planta hermafrodita con
una femenina, la segregacion es 1:1 (plantas hermafroditas:femeninas) (Khan et al., 2002).
Esto genera un problema, debido a que el sexo tipicamente se puede determinar hasta que la
planta alcance la madurez sexual. Para solventar este inconveniente se han desarrollado
marcadores genéticos que permiten realizar el sexado de los individuos a nivel de plantula, y
asi ahorrar recursos, tiempo y espacio (Deputy et al., 2002; Ming et al., 2007; Urasaki et al.,

2002). Dentro de los marcadores mas recientes desarrollados se encuentra el uso de HRM



(Lee et al., 2018). También se han desarrollado técnicas no basadas en PCR como lo son la
hibridacion in situ por fluorescencia (FISH)” (Abreu et al., 2015) y la amplificacién
isotérmica mediada por bucle (LAMP) (Hsu et al., 2012).

2.2 Desarrollo floral en angiospermas

Las flores poseen normalmente cuatro érganos florales que se acomodan espacialmente en
forma de espiral, los sépalos, pétalos, estambres y carpelos, de adentro hacia afuera,
respectivamente (Coen & Mayerowitz, 1991, Irish, 2010; Meyerowitz et al., 1989; Schwarz-
Sommer et al., 1990). Sin embargo, hay flores mutantes en A. thaliana y en Antirrhinum
majus (Plantaginaceae) en las que las identidades de estos érganos cambian de posicidn
dependiendo de la expresiéon de una combinacion tetramera de genes. Hay cinco clases de
genes florales homeoticos que determinan la identidad de los 6rganos florales, la clase A
incluye a los genes AP1 y AP2, la clase B incluye a los genes AP3 y PI, la clase C incluye a
AG, la clase D incluye a los genes stk, shpl y shp2, y la clase E incluye a los genes SEP3,
SEP2 y SEP3 (Coen & Mayerowitz, 1991; Honma & Goto, 2000; Schwarz-Sommer et al.,
1990). La identidad de los pétalos esta determinada por la unién de las clases A + B + E, la
de los estambres por B + C + E, los carpelos por C+ E y los sépalos Unicamente por A
(TheilRen et al., 2016; TheilRen & Saedler, 2001).

2.3 Caracterizacion histolégica de las flores de papaya

La descripcion microanatomica de las flores hermafroditas, machos, femeninas, y con
diferentes grados de carpelodia, ha sido una herramienta esencial para poder comprender las
diferencias en la formacién de las diferentes estructuras florales a lo largo de su desarrollo
(Ronse, L.P.; Smets, 1999; Ronse De Craene et al., 2011; Storey, 1969).

2.3.1 Flores perfectas

Segun la caracterizacion macro y micro anatomica del desarrollo de flores de papaya
realizada por Ronse y Smets (1999), en la base presentan un anillo de cinco haces vasculares
que pertenecen a los haces fusionados de los pétalos y sépalos de la flor. Conforme se
desplaza hacia el apice de la flor, los haces sufren una separacién, los cinco haces, de los

sépalos se mueven hacia la periferia, y se dividen formando dos o tres nuevos haces cada uno



de ellos, separandose de los pétalos y formando un anillo externo que forma el caliz. En este
punto, en el tejido vascular central, se encuentran los rastros de 10 estambres alternados con
los haces de los pétalos (Ronse, L.P.; Smets, 1999).

Al continuar el desplazamiento hacia el apice de la flor, se observa en el centro el pistilo, y
se comienza a percibir la separacion entre los pétalos y el pistilo. Los haces vasculares de los
pétalos se agrandan y separan estructuralmente en pétalos individuales. En este punto los
sépalos comienzan a disminuir en tamafio hasta desaparecer. De forma similar, el pistilo en
cierto punto termina. El tubo de los estambres, que se encontraba fusionado con los pétalos
en la base de la flor, se separa de los pétalos, y surgen las anteras de los estambres de los
antepétalos. Los filamentos de las anteras de los antepétalos son mas pequefios que los de los
antesépalos y conforme se acerca al apice de la flor, Gnicamente las anteras de los antesépalos
se pueden observar (Ronse, L.P.; Smets, 1999).

2.3.2 Flores pistiladas

Como sucede en las flores perfectas, primeramente, se da la divergencia entre los haces
vasculares de los sépalos y pétalos, formando los pétalos y sépalos propiamente dichos. Los
haces vasculares de los sépalos se dividen varias veces y se extienden hacia la periferia
formando un anillo externo que da origen al caliz. A este nivel, cinco rastros divergen de la
estructura central en alternancia con los haces de los pétalos. De igual forma, los haces de los
pétalos se dividen en diferentes haces, y los pétalos comienzan a separarse estructuralmente,
formando pétalos individuales. A su vez del tejido vascular central se originan cinco rastros
de haces vasculares opuestos a los pétalos que se desplazan a una posicion marginal, y cinco
que adquieren una posicion dorsal y dan origen a otros pequefios rastros de haces vasculares
laterales (Ronse, L.P.; Smets, 1999).

En este punto se pueden observar los cinco loculos centrales, los que se diferencian en cinco
I6bulos con invaginaciones de papilas placentarias. Los rastros de haces vasculares mas
internos se dividen y conectan a los 6vulos que se encuentran en el I6bulo placentario. Los
ovulos son alimentados por medio de los haces vasculares derivados de los haces dorsales y
ventrales (Ronse, L.P.; Smets, 1999).



2.3.3 Determinacion sexual en angiospermas

Las plantas hermafroditas, que poseen 6rganos femeninos y masculinos en la misma flor, son
las més abundantes en la naturaleza, con aproximadamente un 90 % del total de plantas con
flor; seguido de las plantas monoicas, que son plantas con flores masculinas y femeninas en
el mismo individuo, con un 5% de las plantas con flor. Las plantas dioicas, que son individuos
que poseen flores masculinas y femeninas en diferentes plantas, con un 5 % de las plantas
con flor (Charlesworth, 2002; Renner & Ricklefs, 1995). En angiospermas se considera que
la cosexualidad, entendida como una planta que tiene la funcién sexual masculina y
femenina, ya sea hermafrodita 0 monoica, se considera como un estado ancestral, debido a la
baja frecuencia y distribucion dispersa a nivel taxonémico de los cromosomas sexuales y de
las plantas dioicas (Charlesworth, 2002).

En la mayor parte de las angiospermas se considera que las plantas unisexuales derivan de
un ancestro hermafrodita (Aryal & Ming, 2014). El genotipo hermafrodita en plantas se ha
documentado en multiples ocasiones con una expresion labil como, por ejemplo, Ceraslium
tomentosum (Caryophyllaceae), Silene pendula (Caryophyllaceae), Kalanche integra
(Crassulaceae), Arisaema japolica Bl. (Araceae), Myrica gale L. (Myricaceae), entre otras
especies (Ainsworth, 2000; Freeman et al., 1980; Korpelainen, 1998). Se ha propuesto que
esta plasticidad puede ser una fuerza que esta atras de la evolucion dioica (Delph, 2003).

La regresion sexual ha sido analizada desde un punto de vista evolutivo para entender el
origen sexual de la bisexualidad en las flores angiospermas. La teoria del macho predice que
las flores angiospermas derivan de un ancestro con estructuras reproductivas masculinas. El
macho se transforma en bisexual, y los microesporoéfilos modificados encierran los évulos,
formando el carpelo de las angiospermas (Frohlich & Parker, 2000; Ronse De Craene et al.,
2011).

Las teorias del macho y de la hembra establecen que los ejes de las flores con unidades
reproductivas masculinas en la regién basal, y que las unidades reproductivas femeninas en
la region apical resultan de cambios en la expresion génica (Ronse De Craene et al., 2011;
Theillen & Becker, 2004). Sin embargo, algunos autores, basados en el desarrollo
microscopico de estructuras sexuales, teorizan que las flores unisexuales de papaya se

derivan de un ancestro bisexual (Storey, 1969). También hay otros autores que argumentan



en contra de esta teoria (Ronse, L.P.; Smets, 1999), por lo que se requiere de mas evidencia
que esclarezca cudl de las hipdtesis es la correcta.

Por medio de los cruces entre plantas dioicas con plantas relacionadas monoicas 0
hermafroditas, se sugiere que existen dos loci en la determinacion sexual. La mayor parte de
las plantas tienen machos heterocigotos o tienen machos heterogaméticos XY. Los machos
deben tener un supresor de la femineidad dominante (SuF), que en autofecundacion se espera
una proporcion de machos con respecto a hembras de 3:1. En el caso de plantas que tengan
el cromosoma Y degenerado se produce una descendencia inviable con una proporcion
machos:hembras de 2:1 (Charlesworth, 2002).

Si se establece como punto inicial la cosexualidad, la evolucién a dos sexos separados
requiere dos cambios genéticos. Uno de estos es la esterilidad femenina para producir
machos, o la esterilidad masculina, para producir hembras. Existen mutaciones parciales de
esterilidad que generan cambios graduales y fenotipos intermedios (Charlesworth, 2002).
Estos fenotipos intermedios, y generacidn aleatoria en baja frecuencia han sido reportados en
papaya, la cual resulta un modelo para el estudio de la evolucién sexual y determinacion de
sexos en plantas (Ronse, L.P.; Smets, 1999; Ronse De Craene et al., 2011).

Existen reportes en especies dioicas de machos inconsistentes que pueden producir frutos
aberrantes. Esto puede indicar que una mutacién recesiva dio origen a las hembras en la
poblacion, y que una vez que esta se establecié en la poblacién, generé mayor disponibilidad
de o6vulos, y una mayor demanda de polen, mediada por presion sexual hacia las flores
hermafroditas. Por lo anterior, se vieron favorecidas bajo este contexto, las mutaciones que
generen esterilidad femenina total o parcial y promuevan la formacion de machos méas o
menos establecidos en la poblacion (Charlesworth, 2002).

La evolucion de los cromosomas sexuales esta altamente conectada con la degeneracion del
cromosoma Y. Se han encontrado que los genotipos YY no son compatibles con la vida,
mientras que genotipos X haploides si son viables, sugiriendo que los cromosomas Y de las
plantas han ido perdiendo funciones con el tiempo (Charlesworth, 2002).

Producto de un proceso de seleccion artificial en el cultivo de papaya existen muchas
variedades que son hermafroditas. De hecho, las poblaciones de papaya en la naturaleza no
tienen individuos hermafroditas, son poblaciones dioicas con plantas femeninas y machos

Unicamente (Chavez-Pesqueira et al., 2014; Paz & VVazquez-Yanes, 1998).



2.3.4 Mecanismos genéticos de desarrollo sexual en papaya
En las ultimas dos décadas se han identificado muchos mecanismos moleculares, sefiales y
genes que afectan el desarrollo de los ovarios y 6vulos de las plantas. Algunas de estas vias
metabolicas estan relacionadas con el desarrollo de estreses abidticos, como la muerte celular
programada o apoptosis, especies reactivas de oxigeno, genes relacionados a la mitosis (como
los inhibidores de kinasa dependiente de ciclina), sistemas de sefialamiento derivados del
azucar (como la teahalosa-6 fosfato, la kinasa relacionada con la sacarosa no fermentada
(SnRK), blanco de la kinasa rapamicina (TOR)), invertasas, proteinas de choque térmico y
la interaccidn entre el azlcar y las vias metabolicas de los reguladores de crecimiento
vegetales (Liu et al., 2015; Lunn et al., 2014). Recientemente, los genes de la expansina y de
la pectinasa se han implicado en el aborto de ovarios del maiz sometidos a déficit hidrico
(Oury et al., 2016).
Los micro-RNAs han sido propuestos en el desempefio de un papel importante en el
desarrollo de las diferencias sexuales en algunas especies vegetales, incluida la papaya, en la
que el miR69 se propuso como un posible represor del ovario (Aryal et al. 2014). Ademas,
miRNAs han sido propuestos como efectores posteriores de SNRK1 en respuesta a estrés
(Confraria et al. 2013), estableciendo una posible conexion entre el estrés y la esterilidad
femenina (Aryal et al., 2014; Confraria, Martinho, Elias, Rubio-Somoza, & Baena-Gonzélez,
2013).
Recientemente Lee et al., (2018) reportaron la presencia de SNPs dentro de genes CpSVPL
(short vegetative phase-like), el factor 1 de ensamblaje de la cromatina subunidad A
(CpCAF1AL), y el receptor kinasa de embriogénesis somatica (CpSERK), asociados con
diferentes tipos de sexo. Sin embargo, a pesar de los estudios mencionados, ain se
desconocen los genes responsables de controlar la expresion sexual labil en papaya (Lee et
al., 2018).
2.3.5 Genes implicados en el desarrollo de la floracion en Arabidopsis de relevancia
para el estudio de la mutacion en C. papaya
Arabidopsis esta filogenéticamente relacionada con la papaya. Por ello, se puede aprovechar
las similitudes en sus genomas, y la gran informacién disponible acerca de la genética de

Arabidopsis, para realizar la busqueda de genes homdélogos putativos que puedan ser los
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candidatos que se vieron afectados por la mutacion que se pretende estudiar (Barker et al.,
2009; Lyons et al., 2008; Takata et al., 2009).

Hay genes que se expresan en las flores, por ejemplo, APETALAL (AP1) es un gen que se
expresa en el meristemo floral que confiere la identidad al meristemo floral, pertenece al
FLOWERING LOCUS T (FT). FT se expresa en las hojas en respuesta al fotoperiodo, pero
la proteina FT actla en el meristemo, y promueve la expresion de APETALAL (Corbesier et
al., 2007; Simon et al., 1996). CAULIFLOWER (CAL) también es un gen de identidad del
meristemo floral (Kempin et al., 1995; Purugganan & Suddith, 1998), al igual que LEAFY
(LFY) (Simon et al., 1996), y que LATE MERISTEM IDENTITY 1 (LMI1) (Saddic et al.,
2006). TERMINAL FLOWER (TLF) se expresa en los meristemos del vastago e interviene en
la represion de la expresion de LFY y de AP1 (Hanzawa et al., 2005; Liljegren et al., 1999;
Simon et al., 1996). SUPERMAN (SUP) se expresa en el meristemo floral, interviene en el
remplazo de los carpelos por estructuras quimeéricas que fusionan los carpelos con los
estambres. Este gen resulta de gran interés en el estudio de la carpelodia, y de la mutacion
que se pretende estudiar, ya que justamente en la carpelodia se da la transformacion y fusién
de los filamentos de las anteras, e incluso de las anteras, en carpelos (Ronse De Craene et al.,
2011). TFS1 pertenece a FLOWERING LOCUS C (FTC), se expresa en las etapas tempranas
del desarrollo floral, juega un papel como inhibidor en la transicion floral y codifica un factor
de transcripcion de tipo B3 (Richter et al., 2019).

Por otra parte, hay otros genes que se expresan en las hojas. Por ejemplo, CONSTANS (CO)
se expresa en los tejidos vasculares de las hojas y en las células comparieras del floema, este
activa la transcripcion de FT en el tejido vascular de las hojas (Corbesier et al., 2007; Simon
et al., 1996). KNAT1, codifica para la proteina Homeobox knotted-1-like 1, se expresa en el
meristemo apical del vastago y causa la floracién en mutantes CO (Corbesier et al., 2007).
FRUITFULL (FUL) se expresa en las hojas, y desencadena la floracion por medio de una
cascada de reaccidn cuya sefial se transmite al FLOWERING LOCUS T (Corbesier et al.,
2007; Richter et al., 2019).

Otros genes forman parte de la expresion de los meristemos. Por ejemplo, SUPPRESSOR OF
OVEREXPRESSION OF CON- STANS 1 (SOC1) se expresa en el meristemo floral e
interviene en la iniciacién de la floracién (Corbesier et al., 2007). SQUAMOSA PROMOTER
BINDING PROTEIN-LIKE 15 (SPL15) se expresa en el meristemo apical del vastago y
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coopera con SOC1 en la expresion de genes como FRUITFULL (Richter et al., 2019).
POUND-FOOLISH (PNF) interviene en el desarrollo del meristemo floral (Depeursinge et
al., 2010; Rutjens et al., 2009), al igual que SEPALLATA3 (SEP3) (Kaufmann et al., 2009;
Teper-Bamnolker & Samach, 2005).

2.3.6 tGBS Yy andlisis de QTLs para el mapeo genético de mutaciones

El genotipado por secuenciacion (GBS por sus siglas en inglés) es una técnica que usa como
estrategia de secuenciacion de alto rendimiento (HTS por sus siglas en inglés) la reduccion
del genoma de forma representativa por medio del uso de enzimas de restriccion (Baird et
al., 2008; Ott et al., 2017; Poland et al., 2012). El tGBS es una variante que emplea dos
enzimas de restriccion para generar segmentos del genoma en orientaciones opuestas que se
ligan por complementariedad a oligonucleétidos y se secuencian por HTS (Ott et al., 2017).
Esta técnica se ha aplicado a investigaciones para el mejoramiento genético de cultivos
debido a su bajo costo. También permite realizar un mapeo genético de mutaciones,
polimorfismos y caracteristicas de interés agronémico (Ott et al., 2017; Wickland et al., 2017)
basado en loci de rasgos cuantitativos (QTLs, por sus siglas en inglés) de diferentes especies
vegetales incluida C. papaya (Arler, 2007; Liang et al., 2021; Moore et al., 2003; Nantawan
etal., 2019; Ueno et al., 2015).
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3. JUSTIFICACION

La expresion del genotipo hermafrodita ha sido documentada en muchas ocasiones en el reino
Plantae. La plasticidad de los organismos vegetales se ha propuesto como una posible fuerza
detras de la evolucion dioica (Delph, 2003, 2009). Para realizar estudios de expresion sexual
labil, la papaya resulta un excelente modelo debido a su plasticidad reportada en los
diferentes sexos (Ronse De Craene et al., 2011).

La regresion sexual analizado desde un punto de vista evolutivo puede permitir entender
mejor el origen sexual de la bisexualidad en flores angiospermas. La teoria del macho predice
que las flores angiospermas derivaron de las estructuras masculinas de un ancestro, en donde
el macho se convierte en bisexual, y el microesporofilo modificado encierra los 6vulos,
formando el carpelo de los angiospermas (Frohlich & Parker, 2000; Ronse De Craene et al.,
2011). Las teorias del surgimiento a partir del macho o de la hembra, establecen que las
flores con ejes con unidades reproductivas masculinas en la region basal, y unidades
reproductivas femeninas en el apice, resultan de cambios en la expresion genica (Ronse De
Craene et al., 2011; TheiBen & Becker, 2004). Existen algunos autores que teorizan que las
flores unisexuales de papaya son derivadas de un ancestro bisexual basados en el desarrollo
microscopico de las estructuras florales (Storey, 1969), pero hay otros autores que

argumentan en contra de esta teoria (Ronse, L.P.; Smets, 1999).

Recientemente se identificO una nueva mutacion en papaya que provoca que una planta
hermafrodita de papaya produzca una mezcla de flores perfectas, femeninas e intermedias
(datos sin publicar). Esta mutacion se hereda a la progenie de la planta mutante original,
produciendo la formacion de una amplia gama de fenotipos intermedios. Un estudio
histologico preliminar de las flores femeninas de las plantas mutadas no muestra la presencia
de anteras. Los resultados obtenidos del estudio a profundidad de los cambios
microanatdmicos y genéticos que causan esta mutacion puede esclarecer cual de las teorias

de la evolucidon sexual en papaya y angiospermas es la que apoyan los resultados.

La ubicacion de flores femeninas, intermedias y perfectas dentro de la panicula se asemeja
mucho al mismo patrén de flores femeninas-estériles y flores perfectas en la panicula
andromonoica. Normalmente las flores femeninas y parcialmente femeninas se localizan en

el apice de la inflorescencia, mientras que las hermafroditas y las flores estériles se ubican
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en posiciones secundarias. Esto puede sugerir que los botones flores parcialmente femeninos
producen un efecto de dominancia apical y tienen un acceso preferencial a los recursos; y
que el acceso restringido de recursos durante el desarrollo del ovario provoca un sesgo hacia
el desarrollo de flores femeninas estériles o masculinas. Sin embargo, en cierto punto se
pueden llegar a fijar el fenotipo femenino, se mantiene produciendo frutos femeninos a lo
largo de su desarrollo. Hay algunos casos en lo que la planta hermafrodita con el fenotipo
mutado puede producir desde el comienzo de su desarrollo flores femeninas y la Gnica forma

de saber que la planta es hermafrodita es por medio del sexado molecular.

El estudio de esta mutacion permitiria ampliar el conocimiento de la aseveracion de que las
plantas hermafroditas tienen los genes necesarios para producir flores femeninas, pero que
son normalmente reprimidos, posiblemente por mecanismos epigenéticos. Pese a los muchos
mecanismos moleculares, sefiales, y genes que afectan el desarrollo de los ovarios y 6vulos
en las plantas que han sido identificados en las Gltimas dos décadas, aun se desconocen los
genes especificos que controlan la expresion sexual labil en papaya (Zhigin Liu et al., 2015;
Lunn, Delorge, Figueroa, Van Dijck, & Stitt, 2014). La caracterizacion genética de esta
mutacion permitiria llenar este vacio de conocimiento. Ademas, este trabajo puede ayudar a
identificar los genes responsables de la carpelodia. Lo que abre la posibilidad de controlar

este problema por medio de herramientas tecnolégicas en un futuro.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Caracterizar aspectos morfologicos e histologicos de una mutacion sexual en Carica papaya

(Caricaceae) e investigar sus bases genéticas y moleculares.

4.2 Objetivos especificos
1. Caracterizar las consecuencias anatdmicas de la mutacion en flores hermafroditas,
femeninas e intermedias en plantas que poseen la mutacion.
2. Establecer las bases genéticas de la mutacion por medio de cruces controlados.

3. Determinar el locus responsable de la reversion del sexo en el mutante, y proponer
genes candidatos.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Trabajos en campo

Se trabajo con poblaciones F3 y retrocruzas proporcionadas por el proyecto de mejora de
papaya UCR-INTA que segregaban la mutacion de interés. La poblacion se sembro en la
misma densidad que se utiliza en plantaciones comerciales de papaya (2.5 m x 2.5 m). En el
experimento se incluyeron los genotipos parentales, sembrados en hileras de 6 plantas de
manera aleatoria dentro de cada experimento. Las plantas fueron sembradas en la Estacion
Experimental los Diamantes, en Pococi, Limén. ElI manejo agronémico fue el mismo

utilizado por Mora y Bogantes (2004).
5.2 Sitio de estudio

Los analisis genéticos e histoldgicos se realizaron en los laboratorios del Centro para
Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS) de la Universidad de Costa Rica. El analisis
de segregacion se realizé en la Estacion Experimental Los Diamantes en Guapiles de Limon

de Costa Rica.

5.3 Definicién de los procedimientos

4.3.1 Andlisis anatomico de flores

Para realizar la descripcion tridimensional de la mutacidon en flores hermafroditas, femeninas,
masculinas e intermedias se empled microscopia electronica de barrido (SEM) en el
Laboratorio Nacional de Nanotecnologia (LANOTEC) del Centro Nacional de Alta
Tecnologia (CeNAT).

Muestras de flores pistiladas provenientes de plantas femeninas de fenotipo silvestre?
perfectas provenientes de plantas hermafroditas de fenotipo silvestre, flores intermedias y
pistiladas provenientes de plantas hermafroditas mutadas, se fijaron con la solucion fijadora
Karnovsky, compuesta por glutaraldehido al 2.5% m/v, paraformaldehido al 0.1 M disuelto
en buffer de fosfatos a pH 7.4 por 24 h a 4°C. Posteriormente, las muestras se lavaron tres
veces en buffer de fosfato por cinco minutos y se posfijaron en tetroxido de osmio al 2% m/v

por 72 horas. Posteriormente, las muestras se deshidrataron a través de un gradiente creciente

1 Es importante mencionar que con “silvestre” se hace referencia a lineas de papayas que no presentan el
fenotipo de regresion sexual posiblemente mutado, este viene de la traduccion del término en inglés “wild type”.
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de acetona al 30, 50, 60, 70, 80, 90, 95, 100 y 100 % v/v durante 15 minutos en cada uno.
Finalmente las muestras se secaron por punto critico, se montaron en bases de aluminio, se
recubrieron con una capa de 200 nm de oro, y se observaron en un microscopio electrénico
de barrido JEOL modelo JSM 6390LV (Goodhew et al., 2001; Ronse, L.P.; Smets, 1999;
Ronse De Craene et al., 2011). Con el SEM se realizd la comparacién de las estructuras
tridimensionales que componen el gineceo, en el caso de las flores pistiladas y del androceo,
en el caso de las flores perfectas y masculinas, con respecto a las estructuras de las flores
intermedias y pistiladas provenientes de plantas perfectas mutadas.

Para el analisis microscopico se siguio el protocolo de Benavides-Acevedo & Bolafios-
Villegas (2021) con modificaciones. Un namero representativo de muestras de flores
mutantes, femeninas, masculinas y hermafroditas se fijaron en la solucion fijadora F.A.A.
(10% v/v de formalina 37% v/v, 5% de &cido acético glacial, y 85% de etanol 70% v/v) a
25°C por 48 h. Luego las muestras se procesaron para histologia. Estas se deshidrataron por
medio de un gradiente creciente de alcoholes etilicos de 70, 80, 90 y 95 % v/v. Cada uno de
los reactivos se calentaron en microondas hasta alcanzar un rango de temperatura entre 50 y
60°C, y se dejaron 5 min para la estabilizacion de la temperatura entre cada cambio de
alcohol. Para que las muestras se encuentren completamente deshidratadas se les realizaron
dos cambios en alcohol etilico al 99.9% v/v, cada uno se calentd en microondas hasta alcanzar
un rango de temperatura entre 50 y 60°C, y se dejaron 10 min para la estabilizacién de la
temperatura entre cada cambio de alcohol. Posteriormente, las muestras se aclararon en una
solucion de alcohol etilico al 99.9% v/v/ y xilol en una proporcion 1:1, y en dos cambios de
xileno. Cada uno se calentd en microondas hasta alcanzar un rango de temperatura entre 50
y 60°C, y se dej6 10 min para la estabilizacion de la temperatura entre cada cambio.
Finalmente, las muestras fueron incluidas en Paraplast Plus® a través de un cambio en una
solucion de xilol:Paraplast Plus® en una proporcion 1:1, y en dos cambios de Paraplast
Plus®, cada uno se mantuvo por 60 min en estufa a 60°C (Buesa, 2007; Garcia, 1993; Leong,
2004; Lillie, 1977; Ronse, L.P.; Smets, 1999; Sandoval, 2005).

Las muestras se cortaron a 5 um de grosor, se empez0 desde la base de la flor y obteniendo
un corte cada 100 um hasta llegar hasta el apice de la flor. Posteriormente, se incubaron en
estufa a 60°C, se desparafinaron, hidrataron, y tifieron con azul de toluidina al 0.1% m/v

disuelto en una solucién acuosa saturada de é&cido boérico (Sandoval, 2005). Las
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microfotografias se tomaron utilizando un microscopio invertido Zeiss Axio con una cadmara
Olympus DP74.

Se realizo6 la comparacion del desarrollo de las estructuras microscopicas que componen el
gineceo, en el caso de las flores femeninas, junto con las del androceo, en el caso de las flores
hermafroditas, con las estructuras de las flores mutadas. Ademas, para determinar el papel
de la carpelodia en la generacion del fenotipo mutante estudiado se compararon flores
pentandricas provenientes de plantas hermafroditas no mutadas con flores pentandricas
provenientes de plantas hermafroditas mutadas. También se identificaron la transformacion

desde una a diez anteras en carpelos en flores provenientes de plantas hermafroditas mutadas.
4.3.2 Segregacion de la mutacion

Se evaluaron distintas poblaciones F3 y de retrocruzas, generadas por el proyecto de mejora
genética de papaya UCR-INTA BG501. Se realizaron conteos del nimero de plantas mutadas
en el total de la poblacion. De la poblacién F3 se seleccionaron plantas mutadas y se
realizaron retrocruzas con ambas lineas parentales para estudiar el patron de segregacion en

la siguiente generacion.

Se identificaron marcadores moleculares que se correlacionaron con el fenotipo mutado.
Estos marcadores se aplicaron a las progenies de cruces entre hermanas que tenian el fenotipo
mutado y retrocruces con las lineas paternas para comprobar la presencia molecular de la

mutacién para compararlo con la segregacién del fenotipo mutado encontrado.
4.3.3 ldentificacion de la regulacion genética de caracteres de relevancia agronémica

Se utilizé una base de datos de marcadores generados por tGBS (Ott et al., 2017) para buscar
marcadores asociados con la mutacion. La base de datos fue desarrollada por el proyecto

Mapeo de loci que controlan caracteres cuantitativos en Carica papaya (V1 734-B4-269).
4.3.4 Uso de marcadores moleculares
4.3.4.1 Extraccion de ADN

Para aislar el ADN se recolectaron discos de tejido en tubos Eppendorf de 2 mL y se
liofilizaron, se agrego un balin de acero inoxidable y se macero en un molino Retsch a 25 Hz

por un minuto. Posteriormente al tejido macerado se le agregaron 250 pL de buffer de
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extraccion (compuesto por Tris-HCl al 0.1 M pH 8.0, NaCl al 1.4 M, EDTA al 0.02 M pH
8.0, CTAB al 2 % m/v, y PVP al 2 % m/v), y se mezclo en vortex. Posteriormente se incubd
a 65 °C durante 20 minutos, agitando cada 10 minutos, y se le agregé 250 pL de
cloroformo:octanol en una proporcion 24:1, se mezclé por inversion de los tubos al menos

20 veces, y se centrifugaron por 5 minutos a 13000 rpm.

Posteriormente se extrajeron 150 pL del sobrenadante y se transfirié a un tubo de 1.5 mL. Se
le agregaron 150 pL de isopropanol enfriado a -20 °C y se mezcl6 por medio de la inversion
de los tubos repetida veinte veces. Los tubos se dejaron por 5 min a temperatura ambiente, y
se centrifugaron a 13000 rpm. Luego el sobrenadante se descartd, con cuidado de no perder
el pellet, y se le agregaron 150 pL de etanol al 70 % v/v enfriado a -20 °C. Se centrifug6 por
2 min a 13000 rpm y se descarto el etanol por decantacion, y los tubos se colocaron boca

abajo sobre una servilleta para eliminar el etanol.

Finalmente, el resto del etanol se seco en una incubadora a 65 ° C entre 20 a 30 minutos. El
pellet se resuspendio con 25 uL de buffer TE con ARNasa. Por cada 25 pL de muestra se le
agrego 1 uL de ARNasa. EI ADN se cuantifico por medio de un espectrofotometro y se diluyé
a la concentracion adecuada minima de entre 25 a 30 ng/pL. Posteriormente se almacend a
-20 °C.

4.3.4.2 Determinacion molecular del sexo
Se determind el sexo de las plantas utilizando el protocolo de gPCR reportado en el trabajo
por Araya-Valverde et al. (2019). Se empled el termociclador CFX384 de Bio-Rad (Hercules,

California).

4.3.4.3 ldentificacion de marcadores moleculares por medio de tGBS
De la planta mutada original se tomaron semillas originadas por polinizacién abierta para
establecer una M1. Luego se cruzaron plantas mutadas de la M1 para establecer una M2. De

la generacion M2 se tomaron 12 plantas mutadas y 12 plantas no mutadas.

Para la extraccion del ADN se recolectaron discos de tejido en tubos Eppendorf de 2 mL y
se liofilizaron, a estos se les agreg6 un balin de acero inoxidable y se maceraron en un molino
Retsch a 25 Hz por un minuto. La extraccién de ADN se realizd con el kit de extraccion de

Qiagen Plant DNA mini kit (Hilden, Alemania) segun las instrucciones del fabricante.
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Posteriormente las muestras se enviaron a secuenciar a Data2Bio (Ames, lowa) por medio
de tGBS (Ott et al., 2017). Los datos de los marcadores moleculares obtenidos se mapearon
con el paquete R/qtl (version 1.46-2) segun el protocolo de Broman & Sen (2009) de mapeo
por intervalo. El valor LOD (del inglés Logarithm of the Odds, que es una razén de
verosimilitud logaritmica) minimo de significancia se calculé de acuerdo con el protocolo de
determinacion del umbral de significancia de Broman & Sen (2009). Posteriormente se
identificaron los marcadores moleculares cuyo valor LOD superaba el valor LOD minimo de
significancia y su grupo de ligamiento.

Los grupos de ligamiento identificados, que contenian marcadores moleculares cuyo valor
LOD superaba el valor LOD minimo de significancia, se ubicaron en el genoma de papaya y
se depuraron segun el protocolo de Broman (2012). Una vez depurados los marcadores
moleculares fueron mapeados y caracterizados con los paquetes LinkageMapView (version

2.1.2), devtools (version 2.3.0) y con qtlTools (versién 1.2.0).

4.3.4.4 Caracterizacién molecular de la mutacion por medio de HRM

La caracterizacién molecular de la mutacion por medio de HRM se le realiz6 a la poblacion
M4 obtenida del cruce de dos hermanas mutantes de la generacion M3. Para comprobar los
resultados obtenidos del analisis de QTLs se realiz6 un andlisis de HRM empleando los
marcadores principales obtenidos del analisis de QTLs, marcadores en los extremos del mapa
de ligamiento del cromosoma 2 y un marcador externo ubicado en el cromosoma sexual, a
una poblacion resultante de un cruce F3 de hermanas que presentaban el fenotipo mutado
para identificar por medio de HRM los individuos con el fenotipo mutado y silvestre. Se
emplearon como controles las lineas parentales P1 y P2 y una planta F1 que presente la
mutacion, tres repeticiones bioldgicas de cada uno de los controles.

Se utilizo el equipo de Bio-Rad CFX384. Se empleo la reaccion HRM 1X, compuesta por 5
pL de Melt Dr., 0.35 pL de imprimador forward a 10 uM, 0.35 pL de imprimador reverse a
10 uM, 2.3 pL de agua DEPC y 2 uL de ADN. Una vez que se identificd una asociacién
altamente significativa, con un valor de LOD mayor a 3 evaluado en bloques, entre los SNPs
y el fenotipo mutante, se procedi6 a disefiar un marcador molecular tipo HRM. Para esto se
localizé la mutacion en el genoma de papaya. Se estudiaron 100 pb que flanqueen la

mutacion. Se disefiaron imprimadores utilizando la herramienta de primer-Blast del NCBI
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para amplificar la regién que flanqued el SNP. Los marcadores fueron validados en
poblaciones que segregaron la mutacion. El analisis de HRM se realiz6 con el software de
Bio-Rad Precision Melt Analysis empleando controles de las lineas parentales, P1y P2,y de
la F1 (Figura 1) para realizar la clasificacion de las muestras experimentales por clisters.

0.10
0.08
0.06
0.04
0.02
0.00

-d(RFU)dT

74 75 76 77

Figura 1. Clasificacién del genotipado de acuerdo a los controles parentales (P1y P2) y F1
de Carica papaya por medio de HRM con el software de Bio-Rad Precision Melt Analysis
del marcador M1482. Control P1 (gris), P2 (azul) y F1 (rojo). d = derivada. RFU = unidades

relativas de fluorescencia. T = tiempo.
4.3.4.5 Busqueda de genes candidatos responsables del fenotipo mutado

Una vez que se identificd el QTL correlacionado con el fenotipo mutado se procedi6 a ubicar
a los marcadores moleculares mas significativos que se encuentren dentro del QTL en el
genoma de la papaya ASGPBv0.4 (ID de Phytozome: 113) disponible en Phytozome
(https://phytozome-next.jgi.doe.gov/) (Goodstein et al., 2012). Para cada marcador molecular

se identifico el supercontig en el que se ubica dentro del genoma'y se busco el transcrito mas
proximo a dicha ubicacién. Ademas, se realiz6 una busqueda en la literatura de posibles genes

candidatos de desarrollo floral en otras especies cercanas a la papaya.
4.4 Andlisis de datos

Se utilizé un disefio experimental irrestricto al azar. Se realizaron pruebas de chi-cuadrado
para definir la proporcion de la segregacion en las poblaciones mutantes. Todos los analisis
se realizaron con el lenguaje de programacion “R” (R Core Team, 2020). La base de datos
de marcadores generados por tGBS (Ott et al., 2017) se depurd segun el protocolo de Broman
(2012). Para el analisis de QTL se utilizo el paquete R/qtl (Arends et al., 2010; K. W. Broman
et al., 2003) y el mapeo de la mutacion se llevo a cabo por medio del andlisis para datos

binarios.


https://phytozome-next.jgi.doe.gov/
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5 RESULTADOS

5.1 Analisis anatomicos de flores

Para caracterizar las consecuencias anatomicas del fenotipo mutante observado se procedio
a realizar microscopia de luz para la descripcion histologica y microscopia electronica de
barrido para realizar la descripcion tridimensional de las flores. Se realiz6 la descripcion de
flores pistiladas provenientes de plantas femeninas silvestres y de plantas hermafroditas con
fenotipo mutado, flores perfectas y estaminadas de plantas silvestres.

5.1.1 Flores pistiladas

Tridimensionalmente las flores pistiladas de fenotipo silvestre de papaya se conforman por
cinco sépalos, cinco pétalos y por el gineceo (Figura 2). El androceo esta completamente

ausente.

10kV X27  500pm 0000 24 40 SEI

Figura 2. Caracterizacion tridimensional de una flor pistilada proveniente de una planta
femenina de fenotipo silvestre de Carica papaya. A. Vista del plano vertical. B. Vista del

plano frontal. G = gineceo. P = cicatriz del pétalo. S = sépalos.

En la base de la flor pistilada los haces vasculares de todos los érganos de la flor se
encontraron formando dos cilindros mediales (Figura 3 A) que separa el parénguima cortical
del parénquima medular. De estos cilindros vasculares divergieron los haces vasculares de
los organos florales. La flor tuvo una estructura fractal hexagonal que se repite desde la
disposicidn espacial de los 6rganos florales hasta la forma de las células del parénquima de

la flor. Los haces vasculares que irrigan los sépalos, pétalos y, en el caso de las flores
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pistiladas, el gineceo, se encontrd en cinco Vvértices equidistantes del centro de la flor, que si
se conectan con una linea imaginaria forman un hexagono. Si se analizan los haces vasculares
de las flores de papaya de afuera hacia adentro se obtuvo el siguiente orden: 1. Haces
vasculares de los sépalos, 2. Haces vasculares de los pétalos, 3. Haces vasculares dorsales. 4.

Haces vasculares marginales. 5. Haces vasculares ventrales.

En el primer caso, los haces vasculares mas externos fueron los del caliz, cuyos sépalos se
encontraron fusionados en la base de la flor (Figura 3 B) pero se separaron en sépalos con
haces vasculares independientes antes de la parte medial del boton floral (Figura 3 C). En el
segundo caso, los haces vasculares de la corola, que posee los pétalos fusionados en la mitad
basal del boton floral (Figura 3 C), se separaron en la parte medial del boton floral y se

alternaron con respecto a los sépalos (Figura 3 D).

En el tercer caso, los haces vasculares dorsales irrigan la parte mas externa de los carpelos.
Estos se alternaron con los haces vasculares de los pétalos (Figura 3 D y E) y se extendieron
a lo largo del tejido del gineceo. En el cuarto caso, los haces vasculares marginales se
ubicaron en medio de las invaginaciones placentarias de los carpelos (Figura 3 E'y F). En el
quinto caso, los haces vasculares internos o ventrales irrigan los dvulos alineados en el I6bulo
placentario (Figura 3 G). En la parte superior del boton floral se observé la proyeccion final

de los carpelos, el estilo (Figura 3 H), del cual aparece el estigma.
5.1.2 Flores perfectas

La ultraestructura tridimensional de las flores perfectas de fenotipo silvestres de papaya
estuvo conformadas por cinco sépalos, cinco pétalos, por androceo y por gineceo. El
androceo estuvo formado por cinco anteras del antesépalo y cinco anteras del antepétalo que
rodean de forma alternada el gineceo de la flor (Figura 4). Las bases de los botones florales
de las flores perfectas tuvieron dos cilindros o halos concéntricos de los que se originan todos
los 6rganos florales conforme se van divergiendo (Figura 5 A y B). El cilindro de haces
vasculares mas externo va migrando conforme se aleja de la base floral, hasta formar cinco
grandes haces vasculares formados por un haz central rodeado por haces mas pequefios que
corresponden a los haces vasculares del caliz y de la corola respectivamente (Figura5 C). Si

cada uno de estos haces vasculares se interconectan con una linea forman un pentagono.
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Figura 3. Morfologia microscépica de cortes transversales de flores pistiladas provenientes
de plantas de fenotipo silvestre de Carica papaya tefiidos con Azul de Toluidina. A.
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Microfotografias de la base de la flor las flechas sefialan los cilindros vasculares interno y
externo. B. Migracion de los haces vasculares de los sépalos y pétalos y dorsales. C.
Separacion de los sépalos del céliz, surgimiento de la corola y diminucién de tamafio del
cilindro vascular central. D. Microfotografia del medio de la flor, separacion de los pétalos
de la corola. E. Aparicion de los haces vasculares mediales. F. Detalle de los haces
vasculares dorsales y mediales. G. Surgimiento de los haces vasculares ventrales. Las flechas
sefialan el surgimiento de los évulos. H. Microfotografia de la parte superior del gineceo
donde se observa el estilo. C = cilindro vascular central. D = haces vasculares dorsales. E =
estilo. M = haces vasculares mediales. P = pétalos. S = sépalos. V = haces vasculares

ventrales.

5
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Figura 4. Caracterizacion tridimensional de una flor perfecta proveniente de una planta
hermafrodita de fenotipo silvestre de Carica papaya. Las flechas sefialan las anteras. Ay B.
Vistas del plano longitudinal de ambas mitades de la flor. AP = anteras del antepétalo. AS =

anteras del antesépalo. G = gineceo. P = cicatriz del pétalo. S = sépalos.

Posteriormente, los haces vasculares de los sépalos migraron hacia la periferia, pasaron de
estar fusionados en el caliz a ser sépalos e individuales (Figura 5 D). Los haces vasculares de
los pétalos tuvieron el mismo comportamiento, migraron hacia la periferia y pasan de estar

fusionados en la corola a estar separados a partir del medio de la flor (Figura 5 D).

Los 10 filamentos de las anteras del antepétalo se encontraron parcialmente fusionados con
los pétalos en la parte inferior de los filamentos (Figura 5 D). A este nivel los haces vasculares

dorsales, ventrales y marginales migraron (Figura 5 E). Mas arriba los filamentos de las
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anteras del antepétalo se liberaron y a este nivel aparecieron los cinco pares de anteras del

antesépalo y el comienzo del estilo (Figura 5 F- H).

5.1.3 Flores estaminadas

Las flores estaminadas estuvieron formadas por cinco sépalos, cinco pétalos, por el androceo
y por un pistilodio. El androceo estuvo formado por cinco pares de anteras del antesépalo y

cinco pares de anteras del antepétalo (Figura 6).

En la base del boton floral de flores estaminadas de plantas no mutadas se observaron dos
cilindros conceéntricos de haces vasculares que posteriormente se van a separar y formar los
haces vasculares de los diferentes drganos florales y parte del pedunculo de una de las flores
laterales del botdn floral (Figura 7 A). Los primeros haces vasculares en divergir son los de
los sépalos y los de los pétalos (Figura 7 B). La anatomia de las flores estaminadas es mas
sencilla que la de las flores perfectas y pistiladas, las estructuras mas importantes fueron las
anteras que se visualizan en el medio de la flor los filamentos de las anteras del antesépalo y
del antepétalo y el inicio de las anteras del antesépalo (Figura 7 C). Posteriormente los
filamentos de las anteras del antesépalo desaparecieron, sélo se visualizaron las anteras del
antesépalo propiamente dichas y los filamentos de las anteras del antepétalo (Figura 7 D).
Las anteras del antepétalo fueron dificiles de visualizar por medio de cortes histoldgicos
debido a que a la hora de disectar el apice de la flor, las anteras, al no tener una estructura
central de soporte, se caen y pierden su disposicion natural.

5.1.4 Flores hermafroditas mutadas

El fenotipo mutado observado en la planta Mutante original y en la mayor parte de la progenie
que heredd la caracteristica corresponde a una planta hermafrodita que durante el comienzo
de su periodo productivo produjo flores hermafroditas que al desarrollarse generd frutos
elongados, caracteristicos de las plantas hermafroditas. Sin embargo, las plantas mutadas a
partir de cierto punto, el cual varia dependiendo de la planta, comenzaron a presentar
carpelodia y posteriormente a producir flores femeninas que se desarrollaron en frutos
redondos, caracteristicos de las plantas femeninas. Estas plantas se mantuvieron produciendo
flores femeninas permanentemente. En algunos pocos casos se encontraron algunas plantas

hermafroditas mutadas que desde el comienzo de su etapa productiva produjeron Unicamente
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flores femeninas a lo largo de todo su desarrollo. La tnica forma de saber que estas plantas
eran genotipicamente hermafroditas fue realizando un sexado molecular.
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Figura 5. Morfologia microscépica de cortes transversales de flores perfectas provenientes
de plantas de fenotipo silvestre de Carica papaya tefiidos con Azul de Toluidina. Ay B.
Microfotografia de la base de la flor. Las flechas sefialan los cilindros vasculares interno y
externo. El rectangulo marca el area a la que se aumenta la magnificacion en la
microfotografia B. C. Migracion de los haces vasculares de los sépalos y pétalos. D.
Microfotografia del medio de la flor donde se muestra la separacion de la corola y la
individualizacion de los sépalos del céliz. E. Aparicion de los haces vasculares mediales,
ventrales y surgimiento de los 6vulos. F y G. Se observan las anteras del antesépalo y del
antepétalo. H. Microfotografia del apice de la flor donde se observa el estilo (flechas negras).
AP = anteras del antepétalo. AS = anteras del antesépalo. C = cilindro vascular central. D =
haces vasculares dorsales. E = estilo. M = haces vasculares mediales. O = 6vulos. P = pétalos.
S = sépalos. V = haces vasculares ventrales.

Las flores pistiladas provenientes de plantas hermafroditas mutadas estuvieron compuestas
por cinco sépalos, cinco pétalos y por el gineceo (Figura 8). El androceo se encontro
completamente ausente. Asi como en las flores perfectas y pistiladas, en la base de las flores
hermafroditas mutadas se encontraron dos cilindros de haces vasculares que separan el
parénquima medular del parénquima cortical (Figura 9 A y B). De estos cilindros se

originaron los haces vasculares que irrigan a toda la planta.
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Figura 6. Caracterizacion tridimensional de una flor estaminada proveniente de una planta

masculina de fenotipo silvestre de Carica papaya. A. Visualizacion del plano vertical de las
anteras del antesépalo (flechas internas) y del antepétalo (flechas externas). B. Corte

longitudinal en el que se observan las anteras del antesépalo, las anteras del antepétalo y el
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pistilodio (PI). AP = anteras del antepétalo. AS = anteras del antesépalo. P = pétalo. S =

sépalo.

Conforme se avanza en la flor se separaron de los cilindros vasculares centrales los haces
vasculares de los sepalos y pétalos (Figura 9 C). El céliz fue el primero en separarse (Figura
9 D) manteniendo los sépalos fusionados en la base y se separaron conforme se avanza hacia
el medio de la flor (Figura 9 E). Los pétalos, al principio, también se encontraron fusionados
formando la corola (Figura 9 F) y al alcanzar el medio de la flor se separaron (Figura 9 G).
Los haces vasculares dorsales, mediales y ventrales surgieron a este nivel (Figura 9 F-H).
Los ovulos se irrigan con los haces vasculares ventrales (Figura 9 1 'y J). No hubo evidencia
de anteras en ningun nivel de la flor, ni siquiera en la parte apical de los carpelos (Figura 9
K) que es donde se suelen observar, ni en la parte apical de la flor donde se observo el estilo
(Figura 9 L). Esto indicd que las flores hermafroditas mutadas son microscopicamente
idénticas a las flores pistiladas.
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Figura 7. Morfologia microscdpica de cortes transversales de flores estaminadas

provenientes de plantas de fenotipo silvestre de Carica papaya tefiidos con Azul de
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Toluidina. A. Base de la flor donde se muestran los cilindros vasculares centrales (flechas) y
el pedunculo de una flor lateral. B. Base de la flor con la separacién de los haces vasculares
de sépalos (S) y pétalos (P). C y D. Medio de la flor con los filamentos de las anteras (F) y
las anteras del antesépalo (AS). AS = anteras del antesépalo. F = Filamento. P = pétalo. PD

= pedunculo. S = sépalo.
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Figura 8. Caracterizacién tridimensional de una flor femenina proveniente de una planta
hermafrodita mutada de Carica papaya. A. Visualizacion del plano vertical. B. Visualizacion
del plano frontal. G = gineceo, P = pétalo, S = cicatriz del sépalo.

5.1.5 Flores hermafroditas pentandricas de plantas de fenotipo silvestre

La ultraestructura tridimensional las pentandrica provenientes de plantas hermafroditas de
fenotipo silvestre de papaya estuvieron conformadas por cinco sépalos, cinco pétalos, por
androceo y por gineceo. El androceo se encontré formado por cinco anteras del antepétalo,
el gineceo se encontr6 engrosado en la posicion donde se ubicarian las anteras del antesépalo
(Figura 10).

Microscopicamente en la base de la flor se encontraron dos cilindros concéntricos de los
cuales se originaron los haces vasculares de todos los 6rganos de la flor (Figura. 11 Ay B).
Los sépalos fueron los primeros érganos en divergir (Figura 11 B). La corola se comenzé a
individualizar mientras divergieron los haces vasculares dorsales y mediales (Figura 11 C).
Posteriormente, antes de la parte medial de la flor los pétalos se individualizaron y surgieron

los filamentos de las anteras del antepétalo (Figura 11 D). En los carpelos se pudo observar
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los haces vasculares ventrales y los évulos (Figura 11 E). En la parte apical de la flor se
observaron las anteras del antepétalo y el estilo del gineceo (Figura 11 F).

Figura 9. Morfologia microscdpica de cortes transversales de flores con morfologia pistilada
provenientes de plantas hermafroditas mutadas de Carica papaya tefiidos con Azul de
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Toluidina. A. Microfotografia de la base de la flor las flechas sefialan los cilindros vasculares
interno y externo. B. Acercamiento del cuadro sefialado en la microfotografia A. C.
Migracion de los haces vasculares de los sépalos, pétalos y diminucion de tamafio del cilindro
vascular central. D. Surgimiento del caliz y de los haces vasculares de los pétalos (flechas) y
presencia del caliz aun con los sépalos fusionados. E. Separacion de los sépalos y definicion
de los haces vasculares de los pétalos (flechas). F. Aparicion de los haces vasculares dorsales
y mediales. G y H. Separacion de los pétalos de la corola y aparicion de los haces vasculares
ventrales (V). | y J. Aparicion de los évulos (flechas). K. Microfotografia del &pice de los
carpelos. L. Aparicion del estilo. AP = anteras del antepétalo. AS = anteras del antesépalo.
C =cilindro vascular central. D = haces vasculares dorsales. E = estilo. M = haces vasculares

mediales. P = pétalos. S = sépalos. V = haces vasculares ventrales.

Continuacion de Figura 9.

-
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5.1.6 Flores hermafroditas pentadndricas de plantas mutadas

Las flores pentandricas provenientes de plantas hermafroditas mutadas de papaya se
encontraron formadas por cinco sépalos, cinco pétalos, por androceo y por gineceo. El
androceo se encontré formado por cinco anteras del antepétalo, el gineceo se encontro

levemente engrosado en la posicion donde se ubicarian las anteras del antesépalo (Figura 12).

Al realizar el andlisis histoldgico se encontré en la base de la flor dos cilindros concéntricos
que, conforme se avanza en la flor, formaran los haces vasculares de todos los 6rganos
florales (Figura 13 A). El caliz y sus sépalos son los primeros que se separaron; al principio
se encuentran fusionados, pero rapidamente se separan en sépalos individuales, a este nivel
se observaron los haces vasculares de los pétalos ain sin divergir, los haces vasculares
dorsales y los mediales (Figura 13 B). Posteriormente la corola se separ6 (Figura 13 C). En
el medio de la flor se pudo observar los haces vasculares medios y ventrales ademas de los
6vulos dentro de los carpelos (Figura 13 D). Luego se pudieron observar los filamentos de

las anteras del antepétalo (Figura 13 E) y las anteras con sus granos de polen (Figura 13 F).

Estos hallazgos morfoldgicos no difieren de los encontrados en flores pentandricas
provenientes de plantas de fenotipo silvestre. Asi como las flores pistiladas provenientes de
plantas hermafroditas mutadas son idénticas a las flores pistiladas provenientes de plantas
femeninas de fenotipo silvestre. Esto sugiere que la carpelodia esta relacionada con la

generacion del fenotipo mutado.
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Figura 10. Caracterizacion tridimensional de una flor pentandrica proveniente de una planta
hermafrodita de fenotipo silvestre de Carica papaya. A. Vista del plano vertical. Las flechas
sefialan las anteras del antesépalo (AS). B. Vista del plano frontal. G = gineceo, P = cicatriz

del pétalo, S = sépalo.

A

Figura 11. Microfotografia de cortes transversales de flores pentandricas provenientes de
plantas de Carica papaya hermafroditas no mutadas. A. Base de la flor, las flechas sefialan
los cilindros vasculares centrales. B. Sépalos individuales, haces vasculares de pétalos y

cilindros vasculares centrales. C. Separacion de la corola'y migracién de los haces vasculares
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dorsales y mediales. D. Medio de la flor donde se muestran los pétalos individuales (P), los
filamentos de las anteras y los ovulos. E. Parte apical del ovario. F. Parte apical de la flor
donde se muestran las anteras y el estilo. A = antera. C = cilindro vascular central. D = haces
vasculares dorsales. E = estilo. M = haces vasculares mediales. O = dvulos. P = pétalos. S =

sépalos. V = haces vasculares ventrales.
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Figura 12. Caracterizacion tridimensional de una flor pentandrica proveniente de una planta

hermafrodita mutada de Carica papaya. A. Vista del plano vertical. Las flechas sefialan las

anteras del antesépalo. B. Vista lateral. AS = anteras del antesépalo. G = gineceo, P = pétalo.

5.1.7 Otras flores intermedias de plantas hermafroditas mutadas

En las flores hermafroditas carpelédicas provenientes de plantas hermafroditas mutadas se
encontraron flores que tenian desde una hasta diez anteras algunas no carpelddicas y otras
carpelddicas (Figura 14 A-J). Se encontraron flores que tenian Unicamente anteras no
carpelddicas (Figura 15 A), flores que tenian una combinacion de anteras carpelddicas y no
carpelddicas (Figura 15 B) y flores que tenian Unicamente anteras carpelddicas (Figura 15
D). Las anteras carpelddicas se observaron parcialmente fusionadas con los carpelos (Figura
15 B, C, D) y completamente fusionadas con los carpelos (Figura 15 J y Figura 15 E). Se
observaron diferentes grados de carpelodia en las anteras, algunas anteras mantuvieron
ciertas caracteristicas propias de las anteras como tricomas posteriores (Figura15E, C, Ey
F) y la morfologia superior semejante a la antera propiamente dicha (Figura 15 C). Una
observacion sobresaliente es que se encontraron anteras carpelddicas que produjeron ovarios

externos y mantenian aun caracteristicas de anteras (Figura 15 Ey F).
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MicroscOpicamente se encontraron hallazgos similares a los observados con SEM. Se
encontraron filamentos de anteras parcialmente fusionados con los carpelos (Figura 16 A) y
fusiones carpelddicas aberrantes que deforman la morfologia natural de los carpelos (Figura
16 By C).

Figura 13. Microfotografias de cortes transversales de flores de Carica papaya pentandricas
provenientes de plantas hermafroditas mutadas. A. Base de la flor, las flechas sefialan los

cilindros vasculares centrales. B. Corola, haces vasculares de pétalos, dorsales y mediales.
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C. Corola. D. Medio de la flor donde se muestran los haces vasculares ventrales y los 6vulos.
E. Parte apical del carpelo donde se muestran los filamentos de las anteras. F. Parte apical
del carpelo donde se muestran las anteras. A = antera. C = cilindro vascular central. D = haces
vasculares dorsales. E = estilo. F = filamento de la antera. M = haces vasculares mediales. O

= dvulos. P = pétalos. S = sépalos. V = haces vasculares ventrales.

Se observd carpelos que tenian una cavidad expuesta al exterior y anteras carpelddicas
parcialmente fusionadas que producian ovarios externos a la cavidad interna (Figura 16 D-
F). En algunos casos las cavidades internas de los carpelos se expandieron de los cinco
carpelos hasta ocho cavidades (Figura 14 G). Asi como en SEM, histolégicamente también
se observaron anteras carpelodicas parcialmente fusionadas con los carpelos que mantenian
caracteristicas de anteras como la formacion de una antera deforme con sacos de polen que
producian al mismo tiempo ovarios externos en el medio de la misma estructura (Figura 16
H).
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Figura 14. Diferentes grados de flores intermedias carpelodicas provenientes de plantas
hermafroditas mutadas de Carica papaya. Las flechas verdes sefialan las anteras carpelédicas
y las flechas azules las anteras no carpelddicas. A. Una antera. B. Dos anteras. C. Tres
anteras. D. Cuatro anteras. E. Cinco anteras. F. Seis anteras. G. Siete anteras. H. Ocho

anteras. I. Nueve anteras. J. Ninguna antera con un gineceo deforme.



Continuacién de la Figura 14.
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Figura 15. Diferentes fenotipos de anteras encontradas en flores intermedias provenientes de
plantas hermafroditas mutadas de Carica papaya. Las flechas verdes sefialan las anteras
carpelodicas y las flechas azules las anteras no carpelodicas. A. Flores con tres anteras
propiamente dichas. B. Flores con anteras propiamente dichas y con anteras carpelddicas. El
6valo verde sefiala una antera carpelddica con fusion parcial con los carpelos que mantiene
los tricomas posteriores caracteristicos de las anteras. C. La antera de la izquierda mantiene

sus tricomas (circulo verde), la antera del centro tiene una fusion parcial con los carpelos y
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la antera de la derecha presenta una fusion casi total con los carpelos. D. Vista lateral de una
antera con una fusion parcial los carpelos (circulo verde) que perdio sus rasgos de antera. E.
Antera carpelddica que presenta ovarios externos (cuadro verde) y los tricomas
caracteristicos de las anteras. F. Acercamiento de los ovarios externos de la antera

carpelddica.
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Figura 16. Microfotografias de cortes transversales de flores de diferentes grados de

carpelodia provenientes de plantas hermafroditas de Carica papaya mutadas. A. Corte
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proveniente de una flor con ninguna antera normal y dos anteras carpelddicas. Se muestra
una antera carpelddica (flecha) con fusion parcial. B. Corte proveniente de una flor con tres
anteras normales y tres anteras carpelddicas. Se muestran pétalos, filamentos de anteras,
haces vasculares dorsales, mediales y ventrales. C. Corte proveniente de una flor con ninguna
antera normal y dos anteras carpelddicas. En el cuadro se encuentran dos anteras carpelodicas
con fusion completa. La flecha sefiala un filamento carpelddico con fusion parcial. D. Corte
proveniente de una flor con cuatro anteras normales y seis anteras carpelodicas. Se muestran
6vulos. E y F. Cortes provenientes de una flor con cuatro anteras normales y seis anteras
carpelddicas. Las flechas sefialan anteras carpelddicas con fusion parcial. G. Cortes
provenientes de una flor con cinco anteras normales y seis anteras carpelddicas. La flecha

sefiala una antera carpelddica con fusién parcial. H. Cortes provenientes de una flor con ocho

anteras normales y dos anteras carpelddicas. Se muestran anteras y tejido esporégeno. A

anteras. C = cilindro vascular central. D = haces vasculares dorsales. E = estilo. F
filamentos de anteras. M = haces vasculares mediales. P = pétalos. S = sépalos. TE = tejido

espordgeno. V = haces vasculares ventrales.



43

5.2 Segregacion de la mutacion

La mayoria de los cruces y retrocruces realizados (Figura 17) se ajustaron a una segregacion
1:1 6 3:1 (Cuadro 1). Unicamente el cruce M1 x P1 no se ajustd a ningun patrén de
segregacion debido a que toda la poblacion resulto sin la mutacion. Si el fenotipo mutante
observado es causado por una mutacion dominante que sigue un patron de segregacion
mendeliano, se esperaba que la progenie de los retrocruces de plantas mutantes con las lineas
parentales segregara la mutacion en una proporcion de 1:1, asi como se observa en el cruce
M2, x P2, M3, x P1, M3y, x P1, M3, X P2 y M3, %X P1 (Cuadro 1y Figura 17). Sin embargo,
en algunos retrocruces el patron de segregacion no se pudo determinar posiblemente debido
a que la poblacioén era muy pequeia, como en M1 x P2, M3, x P2 y M3 x P2 (Cuadro 1 y
Figura 17).

P2

gg D> & D

Figura 17. Cruces y retrocruces realizados para analizar el patrén de segregacion de la
mutacion de regresion sexual en Carica papaya. Los bordes grises de los circulos representan
plantas que se tomaron como femeninas para realizar el cruce, los negros que se tomaron

como masculinas, el verde que se tom6 como femenina en el retrocruce y se polinizod de
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forma abierta para generar la siguiente generacion y los amarillos que se tomaron flores
pentandricas para realizar el cruce. Los circulos vacios corresponden a plantas o generaciones
no mutadas, los rellenos de negro corresponden a plantas mutadas, y los que estan rellenos
parcialmente de negro corresponden a graficos tipo pastel en donde se representa de forma
proporcional el nimero de plantas mutadas (negro) y de no mutadas (blanco) de una

generacion determinada. P = linea parental. M = cruce mutado. R = retrocruce.

En el caso de los cruces entre hermanas mutantes, si la mutacion es dominante, se esperaba
que la progenie heredara la mutacion en una proporcion 3:1 (mutantes:no mutantes) como en
el caso de los cruces M2, x M2q y M3, x Pl (Cuadro 1 y Figura 17). Sin embargo, se
encontraron cruces entre hermanas mutantes que tuvieron un comportamiento anormal, en
donde el genotipo de los padres no puede deducirse de forma ldgica a partir de la segregacion
observada en la poblacion. Por ejemplo, M2, x M2y heredd la mutacién en una proporcion
1:3 (mutantes:no mutantes) y M34 x M3, que es el cruce que tiene una mayor cantidad de
individuos (n = 138), segregd con una proporcion 1:1 (Cuadro 1 y Figura 17). Esto indica
que es posible que el fenotipo mutante observado no sea causado por una mutacion genética
sino mas bien por un cambio epigenético heredable, que la mutacién no es monogénica o que

la mutacién solo estd en condicion heterocigota.
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Cuadro 1. Patrén de segregacion de la mutacion de regresion sexual de cruces y retrocruces de Carica papaya evaluadas fenotipicamente

en el campo con sus respectivos genotipos hipotéticos. La prueba de 2 es para probar una segregacion 1:1 'y 3:1 de mutantes con respecto

a no mutantes. a = alelo no mutado. A = alelo mutado. NE = no existe. S = segregacion.

Cruce Mutado No Dudoso S1:1 Genotipos S 3:1 Genotipos
mutado valor p = hipotéticos valor p = hipotéticos

1. M1 x P1 0 20 0 <0.01 - <0.01 -
2. M1 x P2 8 5 0 0.40 Aa x aa 0.26 NE
3. M2, x M2y 5 12 4 0.08 NE <0.05 -
4. M2 x M24 25 11 0 0.02 - 0.44 Aa x Aa
5. M2, x P2 16 17 1 0.86 Aa x aa <0.01 -
6. M3, x P1 21 20 1 0.88 Aa x aa <0.01 -
7.M3. x P2 11 6 2 0.22 Aa x aa 0.32 NE
8. M3, x P1 22 19 3 0.64 Aa x aa <0.01 -
9. M3y x P2 13 10 0 0.53 Aa x aa 0.04 -
10. M3, x P1 19 13 1 0.29 Aa x aa 0.04 -
11. M3, x P2 18 10 0 0.13 Aa x aa 0.19 NE
12. M34 x M3, 63 75 0 0.30 NE <0.01 -
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5.3 Uso de marcadores moleculares

5.3.1 Determinacién molecular del sexo

Los controles hermafrodita, femenino y blanco amplificaron de la forma esperada y su curva
de fusion de ADN permitio diferenciar de forma correcta las plantas hermafroditas, en cuya
curva de fusion de ADN aparecen dos picos, Yy las plantas femeninas, en cuya curva de fusion
de ADN aparece un unico pico (Figura 18), de todas las poblaciones que formaron parte de
esta investigacion. La segregacion del sexo en todas las poblaciones es de 2:1, plantas
hermafroditas:femenina, respectivamente (Cuadro 2). Esto es esperado debido a la naturaleza

de los cruces, donde fueron cruzadas Unicamente plantas hermafroditas.

5.3.2 Caracterizacion molecular de la mutacion de regresion sexual

Para determinar el locus o los loci causantes del fenotipo mutado se procedié a realizar
analisis de marcadores moleculares por medio de HRM obtenidos por medio de una base de
datos obtenido por medio de tGBS. Ademas, se empleo el andlisis de QTLs para realizar esta

caracterizacion.
5.3.2.1 Identificacion de marcadores moleculares por medio de tGBS

La base de datos de marcadores moleculares generados por tGBS (Ott et al., 2017) gener6
marcadores moleculares a lo largo del genoma de C. papaya de los cuales se encontraron
marcadores moleculares en el cromosoma 2 que tuvieron un valor LOD mayor a 4.12 (Figura
19), que es el valor LOD limite obtenido con un anélisis de 1500 permutaciones sobre el cual
se encuentran marcadores moleculares que se correlacionan con el fenotipo mutado con un p
< 0.05.

La depuracién de la base de datos de marcadores moleculares generados por tGBS (Ott et al.,
2017) del cromosoma 2 segun el protocolo de Broman (2012), el cual se especificara mas
adelante, permitid identificar marcadores con posibles errores técnicos que podrian afectar el
mapeo de la mutacion. Dentro los marcadores moleculares originales encontrados en el
cromosoma 2, hubo marcadores con una fraccidon de recombinacion mayor a 0.5 y con valores
LOD mayores a 1 (Figura 20 A), que puede indicar que tienen sus alelos cambiados o que
poseen datos perdidos. Conforme se avanzo en la depuracion de los marcadores moleculares

se eliminaron o corrigieron los alelos de los marcadores moleculares con valores LOD
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mayores a 4 (Figura 20 B), hasta lograr la depuracion final de casi todos los marcadores
moleculares que tienen un LOD mayor a 1 y una fraccion de recombinacién mayor a 0.5
(Figura 20 C).
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Figura 18. Curva de fusion de ADN de los controles hermafrodita (verde), femenino (gris)
y blanco (negro) de Carica papaya. La linea verde paralela al eje X representa el umbral
limite de amplificacion. A. Curva de amplificacion de gPCR. B. Curva de fusion del ADN.

C. Pico de fusion de ADN. RFU = unidades relativas de fluorescencia.
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Cuadro 2. Sexado molecular en cinco poblaciones distintas de Carica papaya por medio de

gPCR. La prueba de y2 es para probar una segregacion 2:1. “H” se refiere a hermafrodita,

“F” a femenina.

Poblacion

1. M14HM xP1H

2.M32HM x P2 H

3.M32HM x P1H

4. M28 HM x P2 H

5.M28HM x P1H

6. M14 HM x P2 H

Plantas
evaluadas
72
63
76
77
79

61

Plantas
Femeninas
24
21
25
27
31

16

Plantas
Hermafroditas
48
42
51
50
48

45

¥? valor p
1
1
0.94
0.74
0.26

0.24

LOD

6 7

Cromosomas

Figura 19. Andlisis de QTLs por medio de marcadores derivados de la secuenciacion por

tGBS realizada a plantas mutadas y no mutadas de Carica papaya. A. Mapeo de los

marcadores moleculares a lo largo de los 9 cromosomas de la papaya. Las lineas punteadas

rojas delimitan el cromosoma 2. La linea punteada gris indica el valor LOD limite obtenido

por un andlisis de permutacion (n = 1500).
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Figura 20. Valor LOD con respecto a la fraccion de recombinacion de los marcadores
moleculares obtenidos por tGBS en individuos mutantes y no mutantes del cromosoma 2 de
Carica papaya. A. Marcadores moleculares originales. B. Marcadores moleculares

parcialmente depurados. C. Marcadores moleculares depurados finales.

El mapa de ligamiento del cromosoma 2 generd un cromosoma de 120 cM (centimorgan)
(Figura 21) y un valor LOD limite, obtenido por un analisis de 1500 permutaciones, de 2.5.
Todos los marcadores moleculares que se encontraron sobre este valor LOD fueron

correlacionados con el fenotipo mutado a un valor p < 0.05.

El mapeo de marcadores moleculares se realiz6 a lo largo del genoma y en detalle en el
cromosoma 2 de individuos que presentaban el fenotipo mutado e individuos que mantenian
el fenotipo silvestre (Figura 22). Al observar los genotipos de los distintos individuos (Figura
22 A), se encontrd que la mayor parte de marcadores en el cromosoma 2 (Figura 22 B) son

mutantes homocigotas o heterocigotas.

Con la base de datos depurada se procedié a estimar un nuevo mapa de ligamiento y se
encontré que los marcadores moleculares del cromosoma 2 se distribuyeron a lo largo de
aproximadamente 120 cM (Figura 23 A). Estos 120 cM corresponden a una distancia fisica
de 28.9 Kb. Los marcadores moleculares en el cromosoma 2 con un valor LOD mayor a 2.5
permite diferenciar los alelos de los genotipos homocigotos silvestres (B), heterocigotas
mutantes (H) y homocigotas mutantes (A) en unidades relativas (Figura 23 B-E). El QTL

encontrado en el cromosoma 2 se encuentra entre el M1160 (33.8 cM) y el M88 (42.8 cM).

Los marcadores que tuvieron valores de LOD significativos permitieron diferenciar los

genotipos B de H y A (Figura 22 B). La expresion diferencial de estos genotipos en M214
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(Figura 23 B), M1482 (Figura 23 C) y P142 (Figura 23 D), mostraron una diferencia entre el
genotipo B y A de 1.0 unidades relativas de fenotipo, mientras que el marcador M1586, que
tuvo un valor LOD de 0.82 y mostr6 una diferencia entre el genotipo B y A de 6.5 unidades
relativas de fenotipo. En el caso del marcador M214 se encuentra levemente por encima del
umbral limite de LOD significativo (2.86). El genotipo H se encuentra en todos los casos
cercano al genotipo A, separados por una diferencia de entre 0.2 y 0.1 unidades relativas de
fenotipo (Figura 23 B-D), a excepcion del marcador M111 en el que tiene una diferencia de
0.25 unidades relativas de fenotipo. Es importante resaltar que si bien la mayor parte de
individuos H se encontraron en 0.0, que es el valor en unidades relativas en donde se ubican
todos los alelos A, hay algunos pocos que se encontraron en 1.0 que corresponderia a B
(Figura 23 B-E).

En este mapa de ligamiento también se estimaron las frecuencias de recombinacion (Figura
24 A) y valores LOD (Figura 24 B). En el tridngulo superior izquierdo se observa que las
fracciones de recombinacion de los marcadores moleculares poseen una baja recombinacion
con marcadores cercanos. Es decir, los marcadores que estdn ligados tienen una
recombinacion muy baja; los que estan en cromosomas diferentes la recombinacion es mayor
a 0.35-0.5. Se encontraron en total 9 marcadores moleculares en el cromosoma 2 de C.
papaya que se correlacionan con el fenotipo mutado de forma significativa. EI marcador
molecular M1482 fue el marcador con el valor LOD mas alto que se encontrd y se ubica a
40.72 cM en el cromosoma 2. Cerca del M1482 se encontraron el M1161 a 35.85 cM vy el
P142 a 53.35 cM con valores LOD altos (Cuadro 3).

LOD
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Figura 21. Andlisis de QTLs del cromosoma 2 de la secuenciacion por GBS realizada a

plantas mutadas y no mutadas de Carica papaya. Las lineas punteadas verdes indican el valor
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LOD limite (de acuerdo con un o= 0.05) obtenido por un andlisis de permutacion (n = 1500).

cM = centimorgan. LOD = razon de verosimilitud logaritmica.
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Figura 22. Genotipos de plantas mutadas y control en Carica papaya. A. Todos los

cromosomas de la papaya. B. Cromosoma 2 de la papaya. Los colores indican el genotipo

segun lo siguiente: AA = rojo. Aa = azul. aa = verde. NAs = blanco. Las plantas que se

encuentran sobre la linea negra son individuos mutados, las que estan por debajo no lo son.
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Cuadro 3. Resumen de los marcadores moleculares mas significativos para una mutacion de

regresion sexual en Carica papaya. cM = centimorgan. LOD = razon de verosimilitud

logaritmica.
Nombre Posicion de QTL
Cromosoma Pico Marcador mas  Valor  Promedio LOD
(cM) cercano LOD a=0.05

H-F201 2 2.63 M214 3.72 2.50
H-F202 2 13.35 M220 3.42 2.50
H-F203 2 18.33 M401 3.23 2.50
H-F204 2 28.93 M766 3.42 2.50
H-F205 2 33.78 M1160 4.90 2.50
H-F206 2 35.85 M1161 4.81 2.50
H-F207 2 40.72 M1482 7.36 2.50
H-F208 2 42.81 M1481 4.72 2.50
H-F209 2 53.35 P142 3.31 2.50
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la figura. La barra ubicada a la izquierda sefiala la ubicacion del QTL en el cromosoma 2.
Plots diferenciales de los marcadores moleculares M214 (B), M1482 (C), P142 (D) y M1586
(E) de acuerdo con el genotipo con respecto al fenotipo (unidades relativas de fenotipo). Las
plantas ubicadas en 1.0 corresponden a los fenotipos mutados y las que estan en 0.0 a los

fenotipos no mutados. Se muestra el promedio + D.E.
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Figura 24. Representacion de la comparacion de las fracciones de recombinacion (RF) (tridngulo superior izquierdo) y del valor LOD
para estimar el ligamiento (triangulo inferior derecho) de los marcadores moleculares obtenidos para el analisis de QTL. A. genoma de

Carica papaya. B. Cromosoma 2.
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5.3.2.2 Identificacion molecular de la mutacion por medio de HRM

En los anélisis por medio de HRM realizados a la poblacion M4 (Figura 1) los marcadores
M214 (Figura 25 A-C) y M1586 (Figura 25 S-U) se encuentran en los extremos superior e
inferior del mapa de ligamiento del cromosoma 2, respectivamente (Figura 23), y tienen un
porcentaje de acierto de plantas con el fenotipo mutado cercano al 50% y del fenotipo no
mutado menor al 10%. Esto también ocurre con el marcador P124 (Figura 25 V-X) que es un
marcador del cromosoma Y de papaya que se correlaciona con el tamafio de fruta (datos sin
publicar).

En el caso de los marcadores con un alto valor LOD, como M766 (Figura 25 D-F), M1161
(Figura 25 G-1), M1482 (Figura 25 J-L), M1481 (Figura 25 M-O) y P142 (Figura 25 P-R)
tuvieron un alto porcentaje de acierto con respecto al fenotipo mutado o no mutado. Sin
embargo, el marcador M1482, que es el marcador principal del andlisis de QTLs, fue el que
tuvo el mayor porcentaje de acierto con 96% y 91.3% para el fenotipo mutado y no mutado,
respectivamente. Conforme los marcadores se alejan del marcador principal disminuye el
porcentaje de acierto (Cuadro 4). La informacion general del disefio de los imprimadores de
los marcadores moleculares se encuentra en el Cuadro 5.

Cuadro 4. Porcentajes de aciertos del fenotipo a partir del genotipo obtenido por HRM de
una poblacion de 294 plantas de Carica papaya obtenidas por un cruce cerrado de plantas

hermanas mutantes. *marcador externo al cromosoma 2 ubicado en el cromosoma X.

Porcentaje de aciertos del analisis de

Marcador HRM

molecular Mutadas No mutadas
M214 5.3 53.4

M766 87.9 79.7

M1161 92.0 84.0

M1482 9% 913

M1481 89 94

P142 81.5 70.8

M1586 1.3 50.0

P124* 0 48.1
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Figura 25. Curva derivada de fusién del ADN por medio de gPCR (columna de la izquierda),

curva de diferenciacion del punto de fusion del ADN de los controles P1 (gris), P2 (azul) y

F1 (rojo) (columna central) y de una poblacion de 294 plantas de Carica papaya obtenidas
por un cruce F3 de plantas hermanas con el fenotipo mutado (columna de la derecha) de los
marcadores moleculares M214 (A-C), M766 (D-F), M1161 (G-1), M1482 (J-L), M1481 (M-
0), P142 (P-R), M1586 (S-U) y P124 (V-X). Las funciones coloreadas de cian fueron
catalogadas en cluster distintos a P1, P2 y F1 por el software Precision Melt Analysis de Bio-

Rad. d = derivada. RFU = unidades relativas de fluorescencia. T = temperatura (°C).
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Cuadro 5. Informacién general del disefio de los marcadores moleculares para la

identificacion del fenotipo mutado de Carica papaya.

Marcador Imprimador foward de 5’ a 3° Imprimador reverse de 5° a 3’ Tm  SNP
molecular (°C)
M214 ATCAAATCTGTACCGTCCGCA CGAGCCAATTCCATTCCCGT 60 [A/G]
M766  AATTGCTTCTAAGTCATACCCACT CAAGCAGACGCCTAGAGACA 58 [CIT]
M1161 GTGCAGTTGGTCGTTGTGAC GCATCTATCCGTACGCAGGT 60 [A/G]
M1482 CCAGTATTGGAAACGGCTGA GCGACTCCGATTCTGGTAGA 60 [C/G]
M1481 CGCAAATTATCGTTGTGGTG AGATCTGCGTCCTGCAAAGT 60 [T/C]
P142 GTTACACTTTACAGGGAGGGC AGAGGCCCAATGTAATCCCA 58 [A/C]
M1586 TGAAGCGTTTTTGTGTTTGTCT AAGTTCTACAAACAGGTAGAGCA 58 [A/G]
P124* GGTATGGAGATGCGACACAA ATTTCGCGCCTTTGACTCTT 58 [A/C]

5.3.3 Busqueda de genes candidatos responsables del fenotipo mutado

El ensamblaje del genoma de referencia de C. papaya se encuentra a nivel de supercontigs
con anotaciones limitadas a lo largo de este. Estos supercontigs no se encuentran ordenados.
Los marcadores M1160 y M1161 se encontraron en el supercontig 30 que tiene un tamafo
de 2.26 Kb. Estos marcadores se ubicaron de 1,132,430 pb a las 1,1372,942 de un exén del
transportador 5 de aminoacidos cationicos (PTHR11785:SF267) y de 1,5997,65 pb a las
1,600,021 pb, sobre el exon de la enzima Alantoato deiminasa (PTHR32494:SF7),
respectivamente.

El marcador M1482 se encontro en el supercontig 47 que tiene un tamafio de 7.1 Kb. Se ubico
entre las 837,900 pb a las 837,970 pb de este supercontig, sobre un intrén del transportador
GABA 1 (PTHR22950:SF319).

En cuanto al marcador M 1481 también se encontro6 en el supercontig 47 entre las 615,537 y
las 615,608 pb. Se ubicd sobre un intrén de la NAD dependiente de epimerasa/dehidratasa
(PTHR10366).

En el cromosoma 2 se encontrd un gen putativo para Agamous en el supercontig 1, el AGL8-
related (PTHR11945:SF155). Este se encontro entre las 2,394,029 pb a las 2,402,881 pb. Este
gen se encontro dentro de un gap, en la secuenciacion por GBS, de mas de 500,000 pb. El
marcador mas cercano a este gen es el M111, que tiene un valor LOD de 0.82 y se ubica entre
las 4,920,246 pb a las 4,920,758 pb, 6sea a aproximadamente 2,500,000 pb del AGL8-related.
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6 DISCUSION

6.1 Analisis anatomicos de flores

En 1969 Storey describio por primera vez lo que €l titul6 como una “anomalia morfologica”
en flores de papaya. ElI fendmeno descrito fue una teoria en donde propuso que las flores
unisexuales de papaya provenian de un ancestro bisexual por medio de divergencia
intraespecifica. Esto se baso en la observacion de los diferentes estadios de carpelodia, en
donde desde uno a diez estambres se pueden transformar en carpelos. Cuando los diez
estambres se transforman totalmente en carpelos, y se fusionan de forma precisa, la flor
adquiere una morfologia pistilada (Storey, 1969). Este articulo de Storey fue muy criticado
por otros investigadores que argumentan que la hip6tesis de Storey no se respalda en los
hallazgos microscopicos de la vasculatura de las flores que presento en su articulo. Ademas,
criticaron la evidencia presentada por Storey ya que cometio errores en la nomenclatura de
estructuras microscépicas, por la ontogenia floral presentada y debido a que las fotografias
del articulo no tenian la resolucién suficiente para respaldar claramente su hipotesis (Ronse,
L.P.; Smets, 1999).

Las flores femeninas provenientes de plantas hermafroditas mutadas analizadas en esta
investigacion tienen su ultraestructura tridimensional idéntica a la de las flores femeninas
provenientes de plantas femeninas de fenotipo silvestre (Figura 3 y Figura 9) vy
microscopicamente también idénticas (Figura 4 y Figura 10). La diferencia estructural entre
las flores femeninas de las hermafroditas es la presencia de los filamentos y anteras y sus
haces vasculares del androceo en las flores hermafroditas y su ausencia total en las flores
femeninas (Ronse, L.P.; Smets, 1999; Ronse De Craene et al., 2011).

Las flores femeninas provenientes de plantas hermafroditas mutadas analizadas tuvieron una
ausencia total del androceo y de sus haces vasculares (Figura 3 y Figura 9), los cuales si se
encontraron en las flores hermafroditas provenientes de plantas de fenotipo silvestre (Figura
5y Figura 6) y en flores estaminadas provenientes de plantas de fenotipo silvestre (Figura 7
y Figura 8). Estos hallazgos indican que es posible el cambio fenotipico de plantas femeninas
a partir de plantas hermafroditas de papaya. Por ende, en el pasado evolutivo de la papaya,
es posible que de una planta hermafrodita hayan divergido las plantas femeninas. Estos

hallazgos apoyan la hipotesis de Storey.
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La carpelodia se sugiere como el fendbmeno que impulsa el cambio fenotipico o regresion
sexual de plantas hermafroditas a plantas femeninas. Esto se basa en que las flores
pentandricas provenientes de plantas hermafroditas silvestres son anatdbmicamente iguales a
las provenientes de plantas hermafroditas mutadas (Figuras 10-13) y en que se encontraron
una gran gama de flores intermedias que tienen desde una hasta diez anteras transformadas
en carpelos (Figuras 14-16), lo cual concuerda con los diferentes estadios de flores

carpelddicas reportados en la literatura (Bogantes Arias & Mora Newcomer, 2017)
6.2 Segregacion de la mutacion

Basado en los resultados de los patrones de segregacion obtenidos se pueden analizar las
posibilidades que indican los datos. Hay tres escenarios posibles. El primero es que las
anomalias encontradas en retrocruces como M1 x P1 y en cruces como M2, x M2y y M34 X
M3. indican que el fenotipo mutante observado no sea causado por una mutacion genética
sino por un cambio epigenético heredable transgeneracional que cambie la expresion en uno
0 mas genes que intervienen en la expresion de los 6rganos sexuales (Miryeganeh & Saze,

2020).

Se ha sugerido un rol pivotante de las variaciones epigenéticas en la evolucion y la ecologia
de las especies. El estrés ambiental puede alterar la epigenética de un organismo, si las
alteraciones se acumulan puede generar un cambio epigenético heredable transgeneracional
que altere la expresion de uno o mas genes que pueden generar nuevas variedades estables
(Miryeganeh & Saze, 2020). Un ejemplo de esto es la paramutacion en donde al combinar
dos alelos especificos resulta un cambio epigenético heredable transgeneracional que cambia
la expresion de uno de los alelos. Se han reportado paramutaciones en Zea mays (Poaceae) y
en Lycopersicon esculetum (Solanaceae) en las que varia el patrén de segregacion en la
progenie y algunas otras paramutaciones cuya expresion cambia durante el desarrollo de la
planta como en Pisun sativum (Fabaceae) y en L. esculetum (Chandler & Stam, 2004). En el
caso de C. papaya se ha reportado un cambio posiblemente epigenético que causa
hermafroditismo, en donde la proporcion de herencia del sexo cambia de 2:1
(hermafroditas:femeninas) a un 95% de plantas hermafroditas. En donde el 5% restante
resultan plantas femeninas que revirtieron el cambio epigenético (Mora-Newcomer &

Bogantes-Arias, 2005).
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Es posible que el fenotipo observado en papaya en esta investigacion, que causa que plantas
hermafroditas se transformen fenotipicamente en plantas femeninas sea causado por una
paramutacion cuyo patrén de segregacion varie en diferentes progenies (Cuadro 1) y cuya
expresion cambie durante el desarrollo de la planta (ver apartado de resultados 1 d. Flores

hermafroditas mutadas)

El segundo escenario posible es que el fenotipo mutado observado sea causado por una
mutacién monogénica que se herede de forma dominante. Sin embargo, si bien algunos de
los cruces que no se ajustaron al patrén de segregacion esperado (Cuadro 1) puede justificarse
por que la poblacion analizada era muy pequefia y esto causé que la prueba estadistica no
definiera bien la segregacién a la que se ajustaba. El cruce M34 x M3, tiene un tamafio lo
suficientemente grande como para poder confiar en el resultado de la prueba estadistica que
demuestra que se ajusta a una segregacion 1:1. Ademas, al tomar en cuenta el resultado del
cruce M2. x M24 que Se ajustd a una segregacion 1:3 (mutantes:no mutadas) y el resultado
del cruce M1 x P1 en donde no se encontrd ninguna planta mutada en la progenie, se sugiere

que el fenotipo mutado observado no es causado por una mutacién monogénica dominante.

El tercer escenario posible, que explica todos los patrones de segregacidn encontrados menos
el del cruce M1 x P2 (Cuadro 1), es que la mutacidn sea causada por una mutacion poligénica
en dos genes, un gen gque debe ser dominante para que se exprese la mutacion y otro que debe
ser recesivo para gque se exprese la mutacion. Si bien este escenario es posible, es muy poco
probable que surja de forma aleatoria una mutacion con estas caracteristicas. Esto debido a
que, se ha estimado que las mutaciones espontaneas ocurren en una de cada 30 millones de
pares de bases de forma aleatoria, pueden ocurrir en regiones codificantes o no codificante y
pueden ser silenciosas o causar una pérdida o ganancia de funcion (Lamo et al., 2017; Xue
et al., 2009). Estas caracteristicas hacen que sea muy poco probable que ocurra de forma
aleatoria una mutacion en dos genes especificos al mismo tiempo. Ademas, este escenario
explica todos los patrones de segregacion menos uno. Esto debilita la posibilidad de este

escenario.

61



62

6.3 Uso de marcadores moleculares

6.3.1 Determinacién molecular del sexo

Segun el estudio realizado por Araya-Valverde et al., (2019) establecieron que se puede
realizar el sexado molecular de plantas de papaya por medio de qPCR multiplex. Esto se
realiza por medio de las amplificaciones de un segmento de ADN que sélo se encuentra en
plantas femeninas y un segmento que se encuentra tanto en plantas femeninas como en
hermafroditas. Obteniendo como resultado que la funcion de la curva de amplificacion de las
plantas femeninas presenta un solo pico, mientras que la de las plantas hermafroditas poseen
dos picos. Este mismo resultado fue el que se obtuvo en esta investigacion (Figura 18), por
lo que se puede afirmar que el sexado molecular de las plantas de papaya realizado se hizo

de forma correcta.

La proporcion de 1:2 (femeninos:hermafroditas) es la esperada en cruces cuyos parentales
son una planta femenina y una hermafrodita (Araya-Valverde et al., 2019; Chen et al., 2019;
Jiménez et al., 2014; Urasaki et al., 2002). Los resultados del sexado molecular de esta

investigacion se ajustan a esta proporcion esperada (Cuadro 2).
6.3.2 Caracterizacion molecular de la mutacién de regresion sexual
6.3.2.1 Identificacion de marcadores moleculares por medio de tGBS

El cromosoma 1 de la papaya es el cromosoma sexual, puede ser XX en el caso de las plantas
femeninas, XY en el caso de las plantas macho y XY" en el caso de las plantas hermafroditas.
Los cromosomas del 2 al 9 son autosomas (Chen et al., 2019; Jiménez et al., 2014; Pedro et
al., 2009; VanBuren et al., 2015). En el cromosoma 2 de la papaya fue en donde se
encontraron marcadores moleculares que se correlacionaron de forma significativa con el
fenotipo mutado de la papaya (Figura 19 y Figura 21). Si la correlacion encontrada de estos
marcadores es causal significaria que el fenotipo observado es causado por una mutacion
ubicada en el cromosoma 2. Esto implica que este autosoma puede determinar o cambiar el

fenotipo sexual de las plantas hermafroditas de papaya.

La depuracion de los marcadores repetidos, invertidos o con poca informacion se realizo de
forma correcta (Figura 20), dejando Unicamente marcadores moleculares que tienen un valor

LOD menor a 1y una fraccién de recombinacion menor a 0.5 asi como report6 el protocolo
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de Broman (2012). Los marcadores homocigotos para la mutacion se encontraron, como es
de esperar, en las plantas con el fenotipo mutado y marcadores heterocigotas en las plantas
con el fenotipo no mutado. La presencia de fragmentos sin informacion, que se observan
como espacios en blanco (Figura 22), son inherentes al mapeo de QTLs debido a la

secuenciacion fragmentada del genoma (Moore et al. 2003, Arler 2007, Ueno et al. 2015).

El cromosoma 2 de 120 cM (Figura 21 A) es més grande que los grupos de ligamiento que
corresponden al cromosoma 2 obtenidos por Blas et al. (2012) y por Nantawan et al. (2019).
El tamafio de los grupos de ligamiento puede variar de acuerdo con la funcion de mapeo que
se utilice durante el analisis de datos y con la densidad de marcadores que forman parte del
grupo de ligamiento (K. Broman, 2012). Blas et al. (2012) y Nantawan et al. (2019)
obtuvieron grupos de ligamiento con una densidad de marcadores moleculares menor a la
obtenida en esta investigacion, por lo que puede que esta sea la causa de la diferencia en los

tamanos del cromosoma.

El marcador M1482 fue el marcador principal, que se encuentra ubicado en los 40.7 cM del
grupo de ligamiento 2. Al ser el marcador principal, posee el valor LOD mas alto. Los otros
marcadores moleculares que correlacionan de forma significativa para el fenotipo mutado
tienen un valor de LOD menor al M1482. Conforme disminuye el valor LOD de los
marcadores moleculares también disminuye la capacidad que estos tienen para poder
determinar el genotipo correcto de un individuo (Cuadro 3 y Figura 23 B-E). Este mismo

comportamiento lo reporté Broman (2012) y Nantawan et al., (2019).

Por ejemplo, con el genotipo H se encontraron pocos (n = 1 ¢ 2) individuos heterocigotos
mutantes (Figura 23 B-E) que se ubicaban a 1.0 unidades relativas de fenotipo, que es el nivel
donde se hallaron los individuos homocigotos recesivos, en todos los marcadores
moleculares que poseian un valor de LOD mayor a 2.5. EI M1482 presentd solamente un
individuo heterocigoto mutante que se encontré a 1.0 unidades relativas de fenotipo.
Conforme disminuye el valor LOD de los marcadores aumenta el nimero de individuos
heterocigotos mutantes que se encuentran a 1.0 unidades relativas de fenotipo. Esto indica
que existe una baja probabilidad que, al emplear este marcador, se clasifique a un
heterocigoto mutante como un homocigoto recesivo para la mutacién. Esto se puede

comprobar con estudios posteriores en los que se empleen estos marcadores moleculares para
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el genotipado de cruces controlados que tengan individuos mutantes y no mutantes (Kalivas
et al. 2014, Didehdar et al. 2016, Ganopoulos et al. 2012, Shin et al. 2019). El genotipado
incorrecto también puede significar que ocurrio la recombinacion entre la region que contiene

la mutacion y el marcador, y se rompi6 la asociacion entre ambos.

El hecho de que los marcadores que estan ligados tuvieran una recombinacion muy baja
(Figura 24 B) y un valor LOD alto indica la robustez de los marcadores que forman parte del
andlisis (Velmurugan et al. 2018). El locus del gen mutado se encuentra cercano a los 40.72
cM del cromosoma 2, probablemente entre los 33.78 cM y los 42.81 cM. No es posible
afirmar que el locus se encuentra dentro de este marcador necesariamente debido a que, como

se explicé en el parrafo anterior, el marcador clasificé a un individuo H como B.

Asi como Blas et al. (2012) y Nantawan et al. (2019) encontraron QTLs que se
correlacionaban con diferentes caracteristicas del fruto de la papaya como dulzura, tamafio y
peso que sirvieran como base en el mejoramiento genético dirigido de estas caracteristicas
para variedades especificas de papaya, los marcadores moleculares encontrados en esta
investigacion se pueden emplear para la identificacién a nivel molecular individuos con el

fenotipo mutado y silvestre con un alto porcentaje de acierto.

6.3.2.2 Identificacion molecular de la mutacion por medio de HRM

Como se explico en la seccion anterior los marcadores moleculares que se correlacionaron
de forma significativa con el fenotipo mutado, se pueden emplear para realizar la
identificacion molecular de individuos mutantes y no mutantes con alto porcentaje de acierto
que varia dependiendo de cada caso en especifico. Esto se comprobo al realizar el genotipado
del cruce M34 x M3, (Figura 17) en donde se observd que, al comparar el genotipado
molecular con el fenotipo observado, de marcadores con un valor LOD bajo, como el M214,
no coincide la mayoria de los resultados (Figura 25 A-C y Cuadro 4). En este caso, los casos
en que hay una concordancia entre el genotipo y el fenotipo estan cercanos al 50% de ciertos
que corresponde a un acierto aleatorio. Mientras que en el caso de los marcadores con un
valor LOD significativo, como el M1481 y el M1482, los resultados del genotipado
molecular si coincide, en su mayoria, con la observacion fenotipica (Figura 25 y Cuadro 4).
Es importante mencionar que la variabilidad en la funcion de cada muestra (Figura 25) que

se encuentra dentro de un mismo cluster puede deberse a variaciones humanas en algtin punto
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del proceso desde la toma de la muestra de tejido, el proceso de extraccion de ADN, su
cuantificacion y dilucion, que causen variaciones que pueden provocar cambion en las curvas

mostradas en el analisis de HRM.

Se encontrd una concordancia entre el marcador molecular con el valor LOD mas alto, el
M1482, con el marcador que mejor logro6 diferenciar genotipicamente, por medio de HRM,
de forma correcta las plantas mutadas de las de fenotipo silvestre. Esta misma logica se ha
seguido en diferentes estudios en donde encuentran caracteristicas de interés agronémico que
estan correlacionadas con un polimorfismo. El cual se puede usar para desarrollar marcadores
moleculares para realizar la identificacion de las plantas que presentan dicha caracteristica.
Esto se ha realizado para especies como el maiz (Veldboom et al., 1994) y en trigo (Sourdille
et al., 2003).

Estos hallazgos indican que si hay cambios a nivel de la secuencia de ADN que causan que
plantas hermafroditas de papaya produzcan frutos femeninos. Sin embargo, como se discutio
en la seccion VII. 2. Segregacion de la mutacidn, este cambio parece que no segrega
siguiendo un patrén mendeliano. Por lo que surge la interrogante ¢El fenotipo de regresion
sexual de hermafrodita a femenino es causado por una mutacion o por un cambio epigenético
heredable? Basado en los resultados obtenidos, ambas opciones son posibles. El patrén de
segregacion apoya mas a que sea un cambio epigenético transgeneracional y la identificacion

de la mutacion por medio de HRM apoya a que es una mutacion genética.

Ya sea que el fenotipo de regresion sexual observado sea causado por una mutacion o por un
cambio epigenético transgeneracional, el hecho es que es posible el cambio fenotipico de una
planta hermafrodita en una planta femenina. Y esto tiene implicaciones de importancia para
entender la evolucion sexual de la papaya y de los angiospermas. Para esto se requiere
analizar lo que se conoce sobre el pasado evolutivo de la papaya y el estado actual de la

especie y de los angiospermas.

Actualmente la mayor cantidad de plantas en la naturaleza son angiospermas hermafroditas.
El sistema de determinacion de 6rganos sexuales ABCE se ha comprobado que funciona en
varias de las plantas monoicas mas estudiadas. Se ha demostrado que este sistema, funciona
bastante bien para plantas monoicas, pero rara vez funciona para determinar el sexo de

organismos dioicos. Esto se atribuye a que lo organismos dioicos, al encontrarse separados

65



66

los machos de las hembras, pueden divergir a lo largo de su historia evolutiva de forma
separada, desarrollando asi caracteristicas, incluyendo las que determinan el sexo, que

divergen entre ellos y de las especies monoicas (Pannell, 2017).

El escenario mas plausible para la evolucion de los organismos dioicos es a partir de los
monoicos. Esto debido a que los monoicos pueden adquirir mecanismos que causen una
seleccidn positiva de mutaciones que causen la esterilidad masculina o femenina de las flores
monoicas. Debido a la dificultad de diseminacion de las mutaciones de esterilidad femenina
en poblaciones parcialmente fecundadas y para disminuir las probabilidades de auto
fecundacion es que se predice que las mutaciones de esterilidad masculina son las que tienen
mayores probabilidades de heredarse y seleccionarse por especializacién sexual en
poblaciones primeramente ginodioicas y posteriormente dioicas propiamente dichas
(Pannell, 2017).

En el caso de la papaya, en la actualidad las plantas hermafroditas Unicamente se encuentran
en plantaciones agricolas (Chen et al., 2019). En la naturaleza s6lo se encuentran plantas
dioicas (VanBuren et al., 2015). En esta investigacion se demostré que es posible la regresion
sexual de plantas hermafroditas a plantas femeninas. Existen dos posibilidades acerca de la
evolucion de la papaya. Una de ellas es que el ancestro original de la papaya fuera
hermafrodita, asi como se presentaria en el escenario mas aceptado para la evolucion sexual
de los angiospermas monoicos (Pannell, 2017), y que este haya sufrido de mutaciones de
seleccidn positiva de mutaciones que causaron la esterilidad masculina o femenina, y estas
mutaciones hayan sido favorables para la progenie, que generaran individuos mas aptos para
adaptarse a su entorno y, por seleccion natural, estas mutaciones fueron heredadas y fijadas
en el genoma de la progenie. Esto apoyaria la hipétesis de Storey (1969). La otra posibilidad
es que el ancestro original de la papaya fuera dioico, y que las papayas ginodioicas surgieran
por seleccion artificial producto de la domesticacion humana, asi como lo hipotetiza
Vanburen et al. (2015).

En terminos evolutivos la familia Caricaceae divirgid de su ancestro mas cercano
aproximadamente hace 25 millones de afios (Antunes Carvalho, 2014; Aryal & Ming, 2014).
El cromosoma X divirgié del cromosoma Y hace aproximadamente 7 millones de afios

(Wang et al., 2012). Esto sugiere que el origen de esta divergencia fue, probablemente, a
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partir de un organismo hermafrodita del cual surgié una poblacidn de papayas femeninas. En
cuanto a la poblacion hermafrodita que dio origen a la poblacion femenina, de forma
especulativa, puede que se haya mantenido conviviendo con las femeninas o puede que haya
desaparecido y dado origen a una poblacion de machos. Lo cierto es que, en este punto se
requiere, necesariamente, una poblacion hermafrodita, de machos, o ambas que polinicen a

las femeninas.

Segun el estudio de Yu et al. (2008) se sugiere que el cromosoma de los hermafroditas y de
los machos divergieron aproximadamente hace 73.000 afios de un cromosoma Y ancestral en
comun. Esto sugiere que es poco probable que el cromosoma Y" de las plantas hermafroditas
haya surgido por la seleccidn del ser humano, debido a que el génesis de la agricultura en
Mesoamerica se estima haber ocurrido aproximadamente hace 6.200 afios (Scales et al.,
2001).

Sin embargo, Vanburen etal., (2015) por medio de analisis gendmicos de diferentes
poblaciones de papaya machos, incluyendo la linea AU9 que usé Yu et al. (2008), encontro
diferentes haplotipos del cromosoma Y. Los resultados de la linea AU9 sugiere la divergencia
de los cromosomas Y y Y" hace 66.000 afios, lo que coincide con los resultados de Yu et al.
(2008). Pero el haplotipo MSY2 divirgi6 hace 36.000 afios, el MSY1 hace 29.000 afios y el
MSY3, que es el haplotipo que estéa relacionado con el cromosoma Y", divirgié hace 4.000
afios. Esta fecha coincide con el auge de la cultura maya y con las domesticaciones agricolas
realizadas por ellos. Lo que indica que es muy probable que la papaya hermafrodita que existe
en la actualidad fue seleccionada por los Mayas y se haya mantenido hasta nuestros dias
(Colunga-garcamarin & Zizumbo-villarreal, 2004; Vanburen et al., 2015).

Si bien la papaya hermafrodita que existe en la actualidad probablemente fue domesticada
por los Mayas, surge la pregunta: ¢Es posible que la poblacion de papaya existio
aproximadamente hace 25 o hace 7 millones de afios fuera hermafrodita? Basado en la
informacién disponible hasta el momento se puede responder que si, es posible, y tendria
mucho sentido que fuera un hermafrodita el que dio origen a la divergencia del cromosoma
Xy el Y. Este hermafrodita ancestral, probablemente, fue un organismo mas robusto que los
hermafroditas actuales, menos suceptible a cambios ambientales, y en cierto punto de la

evolucion fue desplazado por poblaciones monoicas, que estaban mejor adaptadas a su
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entorno. Estas poblaciones monoicas mantuvieron silenciados los genes que expresan el sexo
hermafrodita por miles de afios y por medio de la seleccion artificial de los mayas, hace
aproximadamente 4.000 afos, lograron obtener una linea de papaya con los genes de el

hermafroditismo activos, lo cual les resulto de interés agricola.

6.3.2.3 Busqueda de genes candidatos responsables del fenotipo mutado

El genoma de referencia que se encuentra disponible en Phytozome se encuentra ensamblado
a nivel de supercontig. Los cuales se encuentran en desorden y tienen pocas anotaciones. Esto
complica la ubicacion consecutiva de una region especifica. En el caso de los marcadores
mas significativos encontrados en este trabajo (Cuadro 3), el M1161 se ubico en el
supercontig 30 y M1482 y M1481 en el supercontig 47. Sélo estos dos supercontigs tienen
un tamafio sumado de 8.36 Kb, que es una region muy grande que puede tener cientos o miles

de genes.

El marcador M1160 se encontron dentro de un exdn del trasportador 5 de aminodacidos. Este
transportador transmembrana es capaz de permitir el ingreso del L-glutamato y de la L-Lisina
en Arabidopsis (Su et al., 2004). Este gen hasta el momento no se ha correlacionado con el

desarrollo floral.

En el caso del M1161 se ubico dentro de un exdn de la enzima Alantoato deiminasa. Esta se
ha reportado en Arabidopsis como parte del catabolismo de purinas que produce como
producto final amonio (Todd & Polacco, 2006; Werner et al., 2008, 2013). No se ha

relacionado con el desarrollo floral en ninguna especie.

En cuanto el M1482 se ubico en el intrén del gen GABA TRANSPORTER 1, el rol de GABA
y sus transportadores transmembrana en plantas se encontraron en la Gltima década y su
funcion en plantas se encuentra aln en investigacion. Se ha propuesto que intervienen como
una sefial que modula el crecimiento, el desarrollo y las respuestas ante estrés bidtico y
abiotico en plantas por medio de la regulacion del flujo de aniones (Ramesh et al., 2017). No
hay reportes en la literatura que correlacione este gen con el desarrollo floral, pero si se ha
encontrado transportadores GABA en flores de Arabidopsis.

Em M1181 que se ubic6 en un intrén del gen NAD dependiente de epimerasa/dehidratasa,

interviene en procesos de oxidacion-reduccion que en Arabidopsis se ha correlacionado con
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procesos de desarrollo en la semilla (Ramesh et al., 2017). No se encontraron reportes de que

intervenga en el desarrollo floral.

La identidad de los 6rganos florales es determinada por un control genético especifico, cuyos
genes pueden ser genes candidatos que expliquen el fenotipo mutado estudiado en este
trabajo. El meristemo floral se diferencia en los primordios de los 6rganos que van a dar
origen a los sépalos, pétalos, estambres y carpelos (Ferrario et al., 2004; Gomez-Mena et al.,
2005; Zik & Irish, 2003). La transformacion de érganos estructurales en otros suele estar
relacionados a genes homeoticos que suelen formar parte del modelo ABCE o0 en genes que
intervienen en rutas de reguladores de crecimiento necesarias para el desarrollo floral,
principalmente, de los organismos monoicos (Krizek & Fletcher, 2005; Robles & Pelaz,
2005; TheiRen et al., 2016; TheilRen & Becker, 2004). De las cinco clases de genes florales
homeoticos que determinan la identidad de los 6rganos florales, para esta investigacion, son
de mayor relevancia la clase B que incluye a los genes AP3y PlI, la clase C que incluye a AG
y la clase E incluye que incluye a los genes SEP3, SEP2 y SEP3 (Coen & Mayerowitz, 1991;
Honma & Goto, 2000; Schwarz-Sommer et al., 1990). Como la identidad de los estambres
es determinada por B + C + E y la de los carpelos por C+ E, es posible que si en los estambres
se silencian los genes de la clase B (AP3 y PI) se transformen en carpelos (Theif3en et al.,
2016; Theillen & Saedler, 2001).

En el caso de esta investigacion, los dos 6rganos que intervienen en el fenotipo mutado son
los estambres y los carpelos. Para que se desarrollen los estambres se tienen que expresar los
genes ag, ap3, pi y sepl, sep2 o sep3. En el caso de los carpelos se requiere que se expresen
los genes ag y sep (Honma & Goto, 2000; Pelaz et al., 2000; Sablowski, 2015). Si hay un
cambio de expresion en alguno de estos genes homedticos se puede dar la no formacion o el
cambio de identidad de estos 6rganos. Por ejemplo, en Arabidopsis se report6 que la mutacion
en el gen ap3 que causa la transformacion de estambres en carpelos, con un rango de flores
intermedias que variaba dependiendo de la temperatura a las que se le sometié (Dennis &
Peacock, 2019); este efecto también se reportd por la mutacion en el gen pi-3 (Bowman et
al., 1991; Myakushina et al., 2009). EI gen undeveloped anther se reportd en A. taliana,
causa que las anteras no se desarrollen, inicamente el filamento se desarrolla (Sanders et al.,
1999).
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SUPERMAN (SUP) se expresa en el meristemo floral, interviene en el remplazo de los
carpelos por estructuras quimericas que fusionan los carpelos con los estambres. Este gen
resulta de gran interés en el estudio de la carpelodia, y de la mutacion que se pretende
estudiar, ya que en la carpelodia se da la transformacion y fusion de los filamentos de las

anteras, e incluso de las anteras, en carpelos (Ronse De Craene et al., 2011).

Se ha reportado la importancia de ciertos reguladores de crecimiento como el &cido
jasmonico durante el correcto desarrollo de las anteras (Acosta & Przybyl, 2019). También
se ha demostrado que la mutacion en los genes pin-3, pin-4, o el doble mutante de pin3-
5pin7-1, que son genes que intervienen en el transporte de auxinas, producen flores sin
estambres en Arabidopsis (Cardarelli & Cecchetti, 2014) y el gen PINOID, que también
interviene en el transporte polar de auxinas, si se muta puede producir flores con pocos o

ningun estambre (Bennett et al., 1995).

De todos estos genes, el Unico que se encontr6 ubicado en el cromosoma 2 de la papaya fue
un gen putativo para AGAMOUS, llamado AGL8-related. En caso de que efectivamente este
gen codifique para AG y tenga un cambio en su secuencia que cambie su expresion o la
funcion de su producto, puede ser el causante del fenotipo mutado estudiado. También, puede
que existan otras de estos genes en el cromosoma dos de la papaya, pero que no se encuentran

anotados en el genoma de referencia.

Este trabajo no permite llegar a la resoluciéon de un solo gen, por tanto, seria interesante
realizar estudios del transcriptoma y del metiloma para identificar el gen causal del fenotipo
observado estudiado. Esto debido a que el QTL encontrado en el cromosoma 2 de la papaya
que esta correlacionado con la mutacion esta formado por una seccion del cromosoma que

puede contener cientos de genes.

Ademas, como el fenotipo mutado estudiando en esta investigacion parece estar relacionado
con la carpelodia (Figuras 10-14), la identificacion del gen o los genes causantes de este
fenotipo pueden ayudar a identificar genes relacionados con la carpelodia. Al identificar estos
genes se podrian seleccionar variedades con poca 0 ninguna expresion en estos genes para

obtener lineas con carpelodia disminuida o ausente.

70



71

7 Conclusiones

a.

Las flores femeninas provenientes de plantas hermafroditas mutadas son macro y
microscopicamente iguales a las flores femeninas provenientes de plantas femeninas
de fenotipo silvestre.

El fenotipo mutado estudiado no segrega de forma mendeliana monogénica ni
poligénica. Es posible que la causa se base en un cambio epigenético
transgeneracional.

En el caso de que el fenotipo mutante sea causado por una mutacion genética la
misma, probablemente, se encuentra cercano a los 40.72 ¢cM del cromosoma 2, entre
los 33.78 cM y los 42.81 cM.

Es posible el cambio fenotipico de una planta hermafrodita en una planta femenina.
Por lo que, es posible, que el ancestro original de la papaya haya sido monoico.
Algunos genes candidatos encontrados fueron: AGLS8-related, el transportador
GABA 1, trasportador 5 de aminoacidos y el NAD dependiente de

epimerasa/dehidratasa.
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