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ESTUDIO DE UNA MUTACION EN PAPAYA (Carica papaya L..) QUE
PRODUCE LETALIDAD DE PLANTAS FEMENINAS!

Eric Mora Newcomer?, Antonio Bogantes Arias’

RESUMEN

Estudio de una mutacion en papaya (Carica papaya
L.) que produce letalidad de plantas femeninas. Durante el
periodo 1995-2003 se descubrid y estudié una nueva mutacion
en una linea genética de papaya. En esta especie, las plantas
hermafroditas son heterocigotos obligadas debido a la letali-
dad de la condicidén homocigota para el alelo del hermafrodi-
tismo, el cual es a su vez dominante sobre el alelo femenino.
Por este motivo, la segregacion de una planta hermafrodita si-
gue una relacion 2:1 (hermafroditas:femeninas). En este traba-
jo, se reporta la aparicion de una linea mutante en la cual el
porcentaje de plantas hermafroditas y femeninas es de 95% y
5% respectivamente, lo que sugiere la aparicion una mutacion
asociado al alelo femenino que también provoca la letalidad
de este genotipo en condicion homocigdtica. La hibridacion
entre una planta femenina con una planta hermafrodita de es-
ta linea produce una descendencia que sigue una relacion de
2:1 (hermafroditas:femeninas) en lugar del esperado 1:1. Este
resultado sugiere que las pocas plantas femeninas de esta linea
son el resultado de la reversion de esta letalidad en uno de sus
alelos, lo que les permite recobrar su viabilidad. Esta linea
presenta también un porcentaje bajo de plantas hermafroditas
con diversas anomalfas en sus flores. Se sugiere que todas las
anomalias de esta linea son de origen epigenético, posible-
mente causadas por transposones.

Palabras claves: papaya, Carica papaya, transposones,
mutacidn epigenética, letalidad femenina.

ABSTRACT

Study of a mutation in papaya (Carica papaya L.)
leading to female lethality. During the 1995-2003 period a
new mutation in papaya was discovered and studied. Papaya
is a polygamous species and presents the three possible sex
forms: female, male, and hermaphrodite. Male and
hermaphrodite plants are obliged heterozygotes and their
alleles are dominant over the female allele. Female plants are
recessive homozygotes. The three homozygous dominants
are lethal combinations. Therefore, a self-pollinated
hermaphroditic plant segregates in a 2:1 manner, whereas
the cross between female and hermaphrodite plants leads to
a 1:1 segregation. In this work, we report a mutation in a
genetic line that leads to a diminished percentage of female
plants (5% females vs. 95% hermaphrodites), which suggests
the appearance of lethality to the female allele in its
homozygous condition. The cross between a female and
hermaphrodite plant of this line leads to a 2:1 segregation
instead of the expected 1:1. These results also suggest that the
few female plants of this line arise from the reversion of the
lethality of one of these female alleles, leading to a viable
heterozygote. This line also presents some anomalies to the
hermaphrodite flowers at low frequencies. It is suggested
that all of these anomalies are probably epigenetic in nature,
possibly caused by a transposon.

Key words: papaya, Carica papaya, transposons,
epigenetic mutation, female lethality.

INTRODUCCION

Storey (1953) sugiere que la identidad sexual de la
papaya esta dada por una serie de genes fuertemente li-
gados que se heredan como un solo locus. Estos genes
codificarfan para caracteres sexuales tales como presen-
cia/ausencia de estambres, presencia/ausencia de ovario,

I Recibido: 15 de noviembre, 2004. Aceptado: 28 de marzo, 2005.
2 Estacion Experimental Fabio Baudrit, Universidad de Costa Rica.

‘.

asi como el caracter secundario sexual de longitud de
pedtinculos de las inflorescencias. De acuerdo con este
modelo, las plantas masculinas y hermafroditas son
heterocigotas obligados y sus alelos son dominantes so-
bre el alelo femenino, lo que les confiere los genotipos
MIm y M2m respectivamente, en tanto que las plantas
femeninas son las Ginicas homocigotas recesivas con un

3 Estacion Experimental Los Diamantes, Instituto de Nacional de Innovacion y Transferencia en Tecnologfa Agropecuaria (INTA). Costa Rica.
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genotipo mm. Los tres homocigotas dominantes
(MIMI1, MIM2 y M2M?2) son combinaciones letales y
no llegan nunca a desarrollarse. Por lo anterior, la segre-
gacion de una planta hermafrodita autofecundada sigue
una relacion 2:1 (hermafroditas:femeninas).

Basado en esta relacion de segregacion sexual, Ho-
rovitz y Jiménez (1967) considera que la papaya tiene
un sistema de determinacidn sexual de tipo cromosomi-
co XY. Recientemente se ha confirmado que la papaya
presenta un cromosoma Y evolutivamente incipiente
que contiene un pequeho sector no recombinante (Ma
et al. 2004), el cual agrupa los genes que codifican pa-
ra sus caracteres sexuales masculinos (Liu et al. 2004).
Se postula que dicha region también comprenderia un
gene vital mutado e inactivo para el desarrollo del em-
bridn, por lo cual los genotipos homocigotas dominan-
tes serian letales (Liu et al. 2004). El resto del cromo-
soma Y es de caracteristicas autosomicas.

El genotipo hermafrodita en papaya esta correlacio-
nado con la forma de la fruta mas comercial, pero debi-
do a su naturaleza heterocigota, es imposible obtener
una variedad 100% hermafrodita. Para obtener una plan-
tacion de genotipos mayoritariamente hermafroditas, el
productor debe sembrar tres o cuatro plantas por punto
de siembra y proceder a su raleo una vez que inicien la
floracion, momento en el cual se hace posible distin-
guir sus fenotipos. Este procedimiento implica, sin em-
bargo, un mayor costo de manutencién de una alta can-
tidad de plantas durante su estado vegetativo, asi como
el establecimiento final de una plantacion con un 92% a
94% del genotipo deseado y no del 100%. Por estos mo-
tivos, la obtencion de un genotipo hermafrodita homoci-
gota no letal ha sido un objetivo casi utopico de los pro-
gramas de mejoramiento de esta especie desde hace
muchas décadas (Storey, citado por Giacometti 1987).

En el presente trabajo se informa sobre la aparicion
de una mutacion en una linea de mejora avanzada, cu-
yo resultado se traduce en una disminucién del porcen-
taje de plantas femeninas obtenidas en relacion con el
predicho por la teorfa clasica de herencia sexual para
esta especie (Storey 1953).

MATERIALES Y METODOS

En el afo 1995 se realizd una hibridacion entre una
planta femenina de papaya de la variedad "Sunset" con
una planta hermafrodita criolla de la region de San
Carlos (provincia de Alajuela, Costa Rica). Ambas li-
neas genéticas presentaban segregaciones normales pa-
ra el caracter sexual de acuerdo con el modelo de Sto-
rey (1953). El hibrido resultante se autofecundd en

1997 para dar origen a una poblacion segregante, la
cual fue sembrada en la Estacion Experimental "Fabio
Baudrit" (cantdn de Alajuela, provincia de Alajuela). A
partir de esta poblacion segregante se seleccionaron y
autofecundaron 11 plantas para llevar a cabo el proceso
de estabilizacion de lineas mediante la autofecundacion
de las progenies seleccionadas. La generacion S1
(1998) se llevo a cabo en la Escuela de Agricultura del
Tropcio Himedo (EARTH) (cantdn de Guacimo, pro-
vincia Lim6n) mientras que las generaciones S2 y sub-
siguientes (1999-2003) se llevaron a cabo en la Esta-
cion Experimental "Los Diamantes" (cantdén de Pococi,
provincia de Limén), con una temperatura media de
24,5 °C y una pluviosidad de 4.500 mm anuales. Du-
rante este proceso de estabilizacidn se detectd una linea
que presentaba un porcentaje de plantas femeninas re-
ducida, asi como la aparicion de fenotipos florales
anormales en bajos porcentajes. Esta linea se denomind
“linea 70”. Una descripcidn de las anormalidades flo-
rales en papaya puede encontrarse en Nakasone y La-
mourex (1982) y Arkle y Nakasone (1984).

En julio del 2003 se realizd el cruzamiento entre
una planta hermafrodita y una planta femenina prove-
nientes de esta linea en su generaciéon S4. De este cru-
zamiento se sembraron 118 progenies con el fin de de-
terminar la segregacion del caracter sexual, y con ello,
tratar de averiguar el posible genotipo materno para el
caracter de letalidad asociado al alelo femenino. Para-
lelamente, se realiz6 una siembra de 158 progenies pro-
venientes de una planta hermafrodita autofecundada de
esta misma linea en su generacion S5, con el fin de de-
terminar con mayor exactitud la magnitud de la desvia-
cion de la herencia del caracter en estudio. Las proge-
nies resultantes en cada caso se sometieron a una
prueba de chi-cuadrado con el fin de determinar la sig-
nificancia de esta desviacidn con respecto a lo predicho
por la teorfa clasica propuesta por Storey (1953).

RESULTADOS Y DISCUSION

Durante las generaciones S1 y S2 no se lograron
obtener plantas femeninas de la linea 70 (Cuadro 1). En
la generacion S1, 33 de 34 plantas totales presentaron
flores con cinco de sus diez estambres fusionados al
ovario. Este fendbmeno en papaya se conoce como car-
pelodia (Storey 1967) y su manifestacion suele presen-
tarse de forma variable a través del tiempo en respuesta
a factores climaticos como la baja temperatura (Awada,
citado por Arkle y Nakasone 1984). Contrario a lo an-
terior, el fenotipo carpelddico en la linea 70 mostrd este
fendmeno de manera constitutiva a través de todo el ci-
clo del cultivo de aproximadamente 18 meses. So6lo una
planta de las 34 estudiadas presentd un fenotipo normal
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Cuadro 1. Resumen de anomalfas observadas en la linea 70 a través de cinco generaciones. Generacion S1: Escuela de Agricultura

del Tropcio Haimedo (EARTH) Guacimo, Limdn. 1998. Generaciones S2 y subsiguientes: Estacion Experimental “Los

Diamantes”, Pococi, Limon. 1999-2003.

Cruzamiento Segregacion observada Segregacion x2 Plantas con esterilidad  Plantas con carpelodia
hermafroditas femeninas esperada constitutiva en sus flores constitutiva en sus flores

Generacion S1 34 0 2:1* 17.51s 0 33
Generacion S2 20 0 2:1* 9.98.s 1 0
Generacion S3 22 1 2:1* 8.68.s 0 1
Generacidn S4 60 2 2:1* 25.21s 0 0
Generacion S5 150 8 2:1* 56.81 s 1 0
Hermafrodita S4
X
Femenina S4 77 41 2:1%% 0.09%** ns

1:1% 10.98%*%g 0 0

*: proporcion esperada de acuerdo con modelo clasico de Storey (1953).

**: proporcion esperada de acuerdo con hipotesis planteada para linea mutada (figura 2).

s: significativo a P=0,005
w3k P=0,001

para sus flores hermafroditas sin ninguna manifestacion
de carpelodia. Dicha planta (70-1) se selecciond para
continuar la estabilizacion de la linea. Todas las proge-
nies derivadas de ella a través de las siguientes cuatro
generaciones presentaron una alta estabilidad floral, con
excepcion de tres plantas. Una de ellas presentd nueva-
mente carpelodia constitutiva en sus flores en la genera-
cion S3 y las otras dos, en las generaciones S2 y S5, pre-
sentaron el fendmeno de esterilidad femenina (ausencia
de ovario desarrollado en flores de genotipos hermafro-
ditas). Este problema fisiologico en papaya también es
de expresion variable en el tiempo y es favorecido por
las altas temperaturas, déficit hidrico y deficiencias de
nitrogeno (Awada, citado por Arkle y Nakasone 1984).
Sin embargo, al igual que en las plantas carpelddicas, en
este caso el fendmeno se presentd de manera constituti-
va a través de todo el ciclo de vida de la planta.

La esterilidad femenina normal de los genotipos
hermafroditas de papaya se caracteriza por la presencia
de flores con una corola muy delgada, incapaz de alber-
gar un ovario. En el caso de las dos plantas con esteri-
lidad constitutiva que se presentaron en las generaciones
S2y S5, la corola aparece engrosada a pesar de no tener
un ovario desarrollado. Ademas de esto, ninguna de las
dos plantas con esterilidad femenina mostr6 la presencia
de polen maduro durante la antesis de sus flores.

Durante todas las generaciones de autofecundacién
se observd una frecuencia inusualmente baja de plantas
femeninas (Cuadro 1). En la generacion S5, se obtuvie-
ron solo ocho plantas femeninas de un total de 158, lo
cual representa un 5,1% en lugar del 33,33% esperado.

Esto representa una desviacion altamente significativa
de la proporcidén 2:1 predicho por la teoria clasica de
herencia para la identidad sexual de esta especie. De
igual forma, el cruzamiento de una planta S4 hermafro-
dita con una femenina de esta misma linea también
arrojo un resultado anomalo. En este caso, es de espe-
rarse una segregacion 1:1 para cada genotipo, pero los
resultados obtenidos (77 hermafroditas contra 41 feme-
ninas) se aproximan significativamente de manera mas
cercana a la de 2:1 (Cuadro 1).

La cantidad de plantas femeninas en la linea 70 es
drasticamente inferior a lo esperado para esta especie,
lo cual sugiere la aparicion de una mutacion que resul-
ta en una letalidad parcial de dichos genotipos. Esta po-
sible mutacion del alelo femenino se designa como m,,
en este articulo para diferenciarla del alelo normal m.

Se podria sospechar que la letalidad femenina po-
dria ser producto de un nivel de transcripcion o edicion
disminuido, pero suficiente para conferir viabilidad al
genotipo mutado en porcentajes bajos. Sin embargo, si
esta hipotesis fuese correcta, el cruzamiento de una
planta hermafrodita con uno de estos genotipos femeni-
nos sobrevivientes deberia dar origen a una descenden-
cia hermafrodita cercana al 100%, en vista de que toda
la descendencia femenina serfa homocigota para la mu-
tacion letal , es decir, m, m, (Figura 1). Los resultados
demuestran que este no es el caso, ya que existe una se-
gregacion de hermafroditas a femeninas de 2:1 (Cuadro
1). Esto sugiere que el genotipo de la planta femenina
materna es heterocigoto (m m,), es decir, que unos de
sus alelos nuevamente revirtid a su condicion normal
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(inviables) (inviables)
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m M,m mm * 27 o

(inviables)

Figura 1. Izquierda: Segregacion de una planta de papaya her-
mafrodita normal autofecundada de acuerdo con la
teorfa clasica de herencia mendeliana para la identi-
dad sexual de la papaya. Derecha: Hipdtesis propues-
ta para explicar la anomalia de la linea en estudio.

(Figura 2). La tasa de reversion fenotipica durante la
generacion S5 alcanzd un 15,2%, tomando en cuenta
que una reversion del 100% darfa como resultado un

M, m M, m,
m Mom mm m* Mom mm,
m M,om mm m,| Mym, m, m,
(inviables)

m*: alelo hipotéticamente re-
vertido

Figura 2. Izquierda: Segregacion de un cruce entre una planta
hermafrodita normal de papaya con una planta feme-
nina de acuerdo con la teoria clasica de herencia
mendeliana para el de identidad sexual de la papaya.
Derecha: Hipotesis propuesta para explicar la ano-
malfa de la linea en estudio.

33,33% de plantas femeninas.

Cualquier hipotesis que pretenda explicar las alte-
raciones de la linea 70 debe contemplar dos aspectos
notables: en primer lugar, que la aparicion simultanea
de dichas alteraciones (letalidad femenina y aberracio-
nes florales) posiblemente tiene un origen comun, y en
segundo, que la tasa de reversion de la letalidad feme-
nina es inusual y extremadamente alta.

La existencia de la reversion de la letalidad feme-
nina descarta cualquier hipdtesis que pretenda explicar
la segregacion no mendeliana basado en un modelo de
segregacion distorsionada, como por ejemplo una posi-
ble deriva meiotica.

Las altas tasas de reversion en mutaciones general-
mente estan asociadas a fendmenos de metilacion de
ciertos genes. En plantas, la metilacion de los residuos
de citosina del ADN es caracteristico de regiones no co-
dificantes del genoma. Sin embargo, la alteracion de los
patrones de metilacidon mediante la ingenieria genética,
la mutagénesis inducida o su aparicion natural esponta-
nea, ha puesto en evidencia que la metilacion también

cumple una funcion en la regulacion del desarrollo de
la planta (Ronemus et al. 1996; Finnengan et al. 1996,
Cubas et al. 1999; Kakutani er al. 1996; Soppe et al.
2000). Algunas de estas alteraciones en el patrdn de
metilacion de ciertos genes, conocidos como mutacio-
nes epigenéticas, pueden comportarse como una muta-
cion normal, pero presentan la caracteristica de que
pueden revertirse en frecuencias mayores a las muta-
ciones normales (Kakutani 2002; Bender y Finck cita-
dos por Jacobsen 1999; Jacobsen y Meyerowitz 1997).
En plantas, muchos de estos estados epigenéticos se
pueden transferir de una generacion a la siguiente ya
que se ha comprobado que pueden mantener su estabi-
lidad a través de la meiosis (Kakutani et al. 1999).

Recientemente se descubrid un caso similar de le-
talidad femenina en papaya por parte de Chan-Tai et al.
(2003). Dichos investigadores reportan una mutacion
en la linea comercial “Sunrise” que la vuelve totalmen-
te hermafrodita. La segregacion de plantas hibridas
producto del cruzamiento entre la linea mutada y una
variedad normal produjo tres tipos de segregaciones:
normales (2:1), sin descendencia femenina (1:0) y se-
gregacion distorsionada que no sigue un patron mende-
liano. Con base en estos resultados, los investigadores
concluyen que se trata de una doble mutacidn, por una
parte el genotipo mm se vuelve letal, en tanto que el ge-
notipo hermafrodita dominante homocigoto es viable
si el otro alelo M2 tiene un origen genético diferente a
la linea mutada, pero manifiesta letalidad si ambos ale-
los provienen del mismo padre mutante original. Es in-
teresante notar la similitud entre las plantas hibridas
cuyos descendientes presentan un patrdn de segrega-
cion no mendeliana con el caso de la linea 70. Es muy
probable que la causa de las anomalfas en ambos casos
sea similar.

En el caso descrito por Chan-Tai et al. (2003), la
doble mutacion reportada podria interpretarse como la
transferencia de la letalidad del alelo hermafrodita al
alelo femenino, ya que la aparicion de una doble muta-
cion sin relacion entre si es estadisticamente improba-
ble. En vista de que no existe recombinacion entre el
segmento que produce la identidad hermafrodita del
cromosoma Y y su contraparte del cromosoma X (Sto-
rey 1953; Ma et al. 2004), un mecanismo probable para
esta transferencia es mediante un evento transposdnico
(aunque no puede descartarse del todo un raro evento de
recombinacion asimétrica). Un ejemplo tipico de este
fendmeno es la transposicion entre cromosomas del ge-
ne que determina la identidad masculina en el diptero
Megaselia scalaris (Traut y Willhoeft 1990; Traut
1994). De ser cierta esta posibilidad, podria hipotetizar-
se que el factor de letalidad tradicional de los genotipos
hermafroditas es en realidad un transposon que inactiva
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al gene embrionario al que estarfa asociado (Liu ef al.
2004) y que tiene la capacidad de trasladarse a secuen-
cias no alélicas cercanas a este gene en el cromosoma
X, posiblemente en sus regiones reguladoras. Es sabido
que algunos tipos de transposones de plantas muestran
una fuerte preferencia por ciertas regiones de ADN con
composiciones conservadas de nucledtidos (Walker et
al. 1997; Dietrich et al. 2002). Podria hipotetizarse tam-
bién que los fenotipos estériles y carpelodicos se deben
también a la insercion del hipotético transposon en ge-
nes o secuencias reguladoras cercanas.

Es importante anotar que las mutaciones epigenéti-
cas con altas tasas de reversion pueden producirse di-
rectamente como resultado de un evento de transposi-
cion. Un caso particularmente interesante es el
reportado por Wang y Peterson (2003). Dichos autores
informan sobre la aparicidon de una mutacioén de este ti-
po con una alta capacidad de reversion como resultado
de la insercion de un transposon en un gene, al afectar
la transcripcidon del mismo debido a su estado metilado.
Un mecanismo similar podria estar operando en el caso
de la linea 70.

Es interesante agregar que los eventos transposoni-
cos se han asociado frecuentemente con diversos fend-
menos epigenéticos. De hecho, se ha sugerido que la
metilacion del ADN evoluciond como repuesta del ge-
noma a secuencias invasivas como los transposones, en
vista de que este mecanismo evita su transcripcion y
consecuente proliferacion (Martienssen y Colot 2001;
revision por Wolffe y Matzke 1999).

A pesar de la hipotesis planteada anteriormente, no
puede descartarse que la reversion de la letalidad del
alelo femenino pudiera deberse a la desinsercion del hi-
potético transposdn del locus invadido.

Es importante anotar que la aparicion de la muta-
cion descrita por Chan-Tai et al. (2003) no resulta de la
interaccion de alelos provenientes de diferentes fuentes
genéticos, pues aparecid espontineamente en una linea
genética pura. No puede decirse lo mismo de la linea 70,
pues esta mutacion pudo aparecer como resultado de la
interaccion de alelos diferentes de los padres originales.

Los reportes independientes sobre la aparicion de
mutaciones que confieren letalidad al genotipo femeni-
no en una especie tan poco estudiada como la papaya,
sugiere que este fenomeno debe ser relativamente co-
man. Ademas de lo anterior, los autores han observado
plantas con fenotipos estériles o carpelddicos de carac-
ter constitutivo en otras variedades en frecuencias cer-
canas a uno en mil. La mayoria de las veces, estos ge-
notipos van acompafados de la inviabilidad de su
polen y/o de sus ovarios, evidenciando un posible efec-

to pleiotropico de estas mutaciones. Por este motivo, no
ha sido posible investigar si estas mutaciones van
acompanadas de otros fendmenos de letalidad como en
el caso de la linea 70. Sin embargo, es muy posible que
el sector que codifica para el sexo de la papaya sea re-
lativamente inestable y que un mayor enfoque por par-
te de investigadores en esta especie revelara la verdade-
ra magnitud de estos fendmenos.

Es interesante especular sobre la posible relacion
entre las mutaciones de la linea 70 y la derivacion evo-
lutiva del sistema de determinacion sexual en papaya.
En este sentido, es importante anotar que la esterilidad
femenina tiende a masculinizar la planta al eliminar el
ovario, en tanto que la carpelodia tiende a femenizarla
al eliminar un juego completo de anteras y reemplazar-
las por carpelos adicionales (Storey 1967). Segin Char-
lesworth (2002), estos dos tipos de mutaciones son ne-
cesarios para que ocurra la evolucidon de la monoecia
hacia la diecia. En el caso de la linea 70, ambas muta-
ciones estarfan asociadas con la posibilidad de estable-
cer la letalidad de uno de los dos genotipos sexuales en
condicion homocigota, sentando las bases para un pro-
ceso de diferenciacidon de cromosomas. Es posible que
la letalidad homocigota de ambos genotipos, femeninos
y hermafroditas, haya aparecido reiteradamente duran-
te el proceso evolutivo, pero que solo la segunda se ha-
ya mantenido mediante la seleccidn natural debido a la
ventaja que le confiere la alogamia.

CONCLUSIONES

Solo el estudio a nivel molecular podra determinar
si la aparicion de fenotipos alterados de la linea 70 se
debe a las hipotesis aqui planteadas y si las mismas po-
drfan arrojar més luz sobre una posible ruta evolutiva
de los cromosomas sexuales. En este sentido, la papaya
es un modelo muy interesante, pues se encuentra en una
fase muy primitiva de evolucion de su sistema XY de
determinacidn sexual (Liu et al. 2004).

En un futuro, es posible que este tipo de mutacio-
nes lleve finalmente a la produccion de variedades to-
talmente hermafroditas, objetivo de programas de me-
joramiento de esta especie desde hace mas de 50 afos
(Storey 1953; Chan-Tai 2003).
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