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Resumen 

RESUMEN 

El cambio climático ha traído consigo un aumento en las temperaturas, salinidad del suelo 

y el desabasto de agua en muchas partes del mundo. El estrés por déficit hídrico limita 

considerablemente la productividad agrícola hasta en un 70% el volumen total de muchos 

cultivos comerciales, incluida papaya. Carica papaya L. es considerada como una fruta de 

gran importancia a nivel mundial y a pesar de ser considerada un cultivo relativamente 

tolerante al déficit hídrico, puede presentar bajas en su producción de hasta un 50% bajo 

condiciones limitantes de agua (SENASICA, 2012; Hewezi et al., 2008; Boyer, 1982). 

En la presente tesis se reporta por primera vez la caracterización in si/ico, identificación y 

relación filogenética de la familia completa de genes SHINE en C. papaya L. var. SunUp. 

Se aislaron en total 2 secuencias nucleotídicas dentro del genoma secuenciado de C. 

papaya L. (CpShine) homólogas a las de Arabidopsis tha/iana (AtShine). A partir de los 

alineamientos, se observó la presencia del dominio AP2 y los motivos "N-terminal" y "C­

terminal" característicos del ciado y se estableció la relación filogenética. 

Para estudiar el efecto del estrés por déficit hídrico sobre la fisiología, morfología y 

expresión de 2 genes en dos genotipos de C. papaya L.: susceptible (Maradol) y tolerante 

(Silvestre); se impuso un tratamiento de estrés por déficit hídrico de 14 días seguido de un 

periodo de 7 días de recuperación, después de restablecer el riego. Fisiológicamente, en 

el tiempo de estrés máximo hubo una menor afectación en la tasa fotosintética del 

genotipo Silvestre en comparación con Maradol , de igual forma la capacidad de 

recuperación fue más evidente en Silvestre. Morfológicamente, se observó mayor 

capacidad de acumular ceras en los foliolos del genotipo Silvestre en respuesta al estrés. 

Las afectaciones fisiológicas fueron acompañadas por cambios en los patrones de 

expresión de los genes CpShine, lo que indica que tienen un papel fundamental en la ruta 

de biosíntesis de ceras en respuesta al estrés por déficit hídrico. 

Nuestros resultados sugieren que los genes CpShine están involucrados en la biosíntesis 

de ceras en C. papaya, lo que permite la acumulación de ceras y confiere tolerancia al 

estrés por déficit hídrico. De los genotipos evaluados, ambos presentaron una tolerancia 

al estrés, sin embargo la capacidad de Silvestre de prender genes relacionados con una 

mayor tolerancia a dicho estrés antes que Maradol , indican que Silvestre es más tolerante 

a un estrés por déficit hídrico. 





Abstract 

ABSTRACT 

Climate change has resulted in an increase in temperature, soil salinity and drought in 

many parts of the world. The water stress significantly limits agricultura! productivity by up 

to 70% of the total volume of many commercial crops, including papaya. Carica papaya L. 

is considered by many as a fruit of great importance worldwide and despite being 

considered as a drought tolerant crop, it may have 50% lower yields under water limiting 

conditions (SENASICA, 2012; Hewezi et al., 2008; Boyer, 1982). 

In this thesis, for the first time we reported , the identification in si/ico, characterization, and 

phylogenetic relationship of the entire family of SHINE genes in C. papaya L. cv. SunUp. 

Two new genomic sequences (CpShine) showing homology to Arabidopsis SHINE 

transcription factors were found within the genome of C. papaya cv. SunUp. Translated 

nucleotide alignment among 3 AtShine and 2 CpShine members, showed conserved 

amino acids in equivalent positions along the 5 sequences considered. The presence of a 

highly conserved AP2 domain and two conserved motif 'N-terminus" and "C-terminus" 

were found . Based on the sequences alignment, a phylogenetic tree was generated to 

evaluate the evolutionary relationships of Arabidopsis SHINE members and their orthologs 

in papaya. 

Two C. papaya genotypes of contrasting putative drought tolerance: Maradol (susceptible) 

and "Silvestre"; wild (tolerant) were subjected to a water deficit stress treatment by 

suspending irrigation during 14 days. Thereafter, plants were regularly re-watered . The 

response of both genotypes was characterized in morphological , physiological and 

molecular terms. Morphologically, the wild genotype show higher leaf retention , higher 

turgidity and a higher wax accumulation than Maradol. Physiologically, at the end of the 

stress period, the photosynthetic rate was drastically reduced in Maradol compared to 

Silvestre. On the other hand, after re-hydration Silvestre recovered completely its 

photosynthetic machinery function while Maradol was not able to do so. In addition, 

Silvestre showed a faster and higher expression of CpShine genes than Maradol in 

response to water deficits. 

Our results suggest that CpShine genes are involved in wax biosynthesis in C. papaya, 

allowing the accumulation of wax in response of water stress. Both genotypes evaluated, 

showed tolerance to water stress, however the ability of Silvestre to turn on genes related 

to stress tolerance befare Maradol , favored an increased amount of waxes in leaves, this 

suggests that Silvestre is more tolerant to water stress than its commercial counterpart. 
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Capítulo 1 

CAPÍTULO 1 

CARACTERIZACIÓN Y ANÁLISIS DE EXPRESIÓN EN RESPUESTA A ESTRÉS 

POR DÉFICIT HÍDRICO, DE GENES HOMÓLOGOS TIPO SHINE EN PAPAYA 

(Carica papaya L.) 

1.1. INTRODUCCIÓN 

La papaya (Carica papaya L.) es considerada por muchos como una fruta de gran 

importancia a nivel mundial debido a su multiplicidad de usos, que van desde el artesanal, 

forrajero, insecticida, ornamental hasta el medicinal; siendo su principal destino la 

comercialización y consumo del fruto fresco debido a su contenido de pro-vitamina A. El 

valor nutritivo de papaya se debe a que es fuente de antioxidantes, fibra, minerales y 

vitaminas; por lo que su ingesta diaria es altamente recomendable. Además, contiene la 

enzima papaína, utilizada como ingrediente en la industria cárnica, cervecera, cosmética y 

farmacéutica (Evans y Bailen, 2012; Teixeira et al., 2007; Claridades Agropecuarias, 

1999). 

Aunque se desconoce el lugar exacto de origen de C. papaya, se considera originaria de 

la región de Centroamérica y su producción se ha extendido a la mayor parte de los 

países tropicales y subtropicales del mundo (FAO, 2012; SENASICA, 2012). A nivel 

mundial el 79.69% de su producción se concentra en seis países: India, Brasil, Indonesia, 

República Dominicana, Nigeria y México (datos para el 2012, FAOSTAT, 2014). Entre los 

principales exportadores reportados para el 2011, México ocupó el primer lugar con 

104,000 t que representa el 57% del volumen de exportación mundial, con un valor de 46 

millones de dólares (FAOSTAT, 2014). A la fecha nuestro país se ha mantenido como el 

principal exportador de papaya, lo que representa una alternativa económica atractiva 

para el sector agrícola por la alta rentabilidad que proporciona a los agricultores y al 

período corto que tiene entre la siembra y cosecha (Gobierno del Estado de Yucatán, 

2012; SAGARPA, 201 0). 

El cultivo de papaya requiere de una precipitación media de 1 500 mm anuales y una 

temperatura promedio de 25 oc para su buen desarrollo y fructificación ; de hecho, el agua 

es el principal contribuyente de la planta; tanto en el proceso germinativo, vivero y 

primeros meses después de plantada (CONABIO, 2008; Teixeira et al., 2007; Claridades 
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Agropecuarias, 1999). Actualmente, el cambio climático ha traído consigo un aumento en 

las temperaturas, salinidad de los suelos y un desabasto de agua en muchas partes del 

mundo que en conjunto , afectan el crecimiento de las plantas y la productividad de 

muchos cultivos comerciales entre ellos el de papaya, que a pesar de ser considerado un 

cultivo relativamente tolerante al déficit hídrico, puede presentar malformaciones en el 

fruto , aborto floral y por ende bajas en su producción de hasta un 50% (SENASICA, 2012; 

Hewezi et al., 2008). 

La reciente secuenciación del genoma completo de Caríca papaya var. SunUp, ofrece una 

herramienta en la identificación de genes que participen en la respuesta a un estrés 

abiótico (Ming et al. , 2008). Los factores de transcripción son proteínas que actúan como 

reguladores en la transcripción de genes, por lo que son candidatos para ser utilizados en 

la regulación génica que permita a la planta desarrollarse bajo un estrés abiótico 

ocasionado por altas temperaturas o un déficit hídrico (Century et al., 2008). A la fecha, se 

han descrito un gran número de factores de transcripción en Arabídopsís thaliana y otras 

plantas, entre ellos destaca la familia AP2/ERF, presente en plantas de diferentes taxa 

filogenéticos. La principal característica de este grupo es su habilidad de activarse bajo 

señales de estrés, tanto biótico y abiótico , promoviendo la expresión de distintos genes, 

incluyendo los que tienen que ver con la respuesta a sequía, frío o salinidad (Wang et al., 

2012; Xin Shi et al., 2012; Yang et al., 2011 ; Kannangara et al., 2007; Aharoni et al., 

2004). 

La importancia de este trabajo radicó en caracterizar y comparar la respuesta fisiológica 

de dos genotipos de C. papaya L. ante un estrés por déficit hídrico, evaluando además la 

cantidad de ceras totales presentes en las hojas como una respuesta al estrés. Por otra 

parte se caracterizó la estructura, filogenia y expresión de la familia completa de los genes 

SHINE en C. papaya L. , con el objetivo de evaluar y comparar los patrones de expresión y 

determinar su posible función en condiciones de estrés abiótico. Los resultados obtenidos, 

nos proporcionan información valiosa sobre la respuesta fisiológica que tiene la planta de 

papaya ante un estrés por déficit hídrico y genera conocimiento referente a posibles 

elementos involucrados en el mecanismo de respuesta de la planta hacia este tipo de 

estrés, al mismo tiempo que abre una ventana de oportunidades para la posible obtención 

de una planta modificada genéticamente a partir de genes evaluados en relación a 

cambios en sus patrones de expresión génica en respuesta al estrés aplicado. 
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1.2. ANTECEDENTES GENERALES 

1.2.1. Origen y distribución de Carica papaya L. 

Carica papaya L. es una planta conocida a nivel mundial tanto por sus beneficios 

nutricionales como sus aplicaciones medicinales (Ming et al., 2008). Se distribuye en las 

regiones tropicales y subtropicales del mundo, debido en parte a la viabilidad de sus 

semillas (SENASICA, 2012). Aunque no se tiene evidencia arqueológica que indique su 

lugar exacto de origen, muchos autores coinciden en que C. papaya L. es originaria del 

Sur de México y/o Centro América (Badillo, 1971 ). Es cultivada en forma comercial no 

sólo en las regiones de América , sino también en África, Asia, Australia, Filipinas y en los 

Estados Unidos (SENASICA, 2012). En México, 21 estados siembran y cosechan papaya, 

sin embargo, ocho son considerados los más importantes por su producción, éstos son: 

Veracruz, Chiapas, Oaxaca, Guerrero, Colima, Michoacán, Yucatán y Jalisco; siendo 

Oaxaca el principal productor reportado para el año 2013 (SIAP, 2014). 

1.2.2. Clasificación taxonómica 

La papaya es una planta dicotiledónea, perteneciente a la familia Caricaceae. Esta familia 

está formada por 6 géneros y 35 especies (Ming y Moore, 2014). De acuerdo a Badillo 

(2000}, los géneros correspondientes a esta familia son: Carica (1 especie), Jarilla (3 

especies), Horovitzia (1 especie), Jacaratia (7 especies), Vasconcellea (21 especies) y 

Cylicomorpha (2 especies) . En el Cuadro 1. 1, se presenta la clasificación taxonómica para 

papaya de acuerdo al Sistema Integrado de Información Taxonómica (ITIS, 2014). 

Cuadro 1.1. Clasificación taxonómica de Carica papaya L. 

Reino Plantae 

División Tracheophyta 

Clase Magnoliopsida 

Orden Brassicales 

Familia Caricaceae 

Género Carica L. 

Especie Carica papaya L. 
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1.2.3. Descripción moñológica 

La papaya es una planta arborescente perennifolia , puede crecer de 1.8 a 3 m durante su 

primer año de vida y alcanzar una altura de 10m (CONABI01 2008; Morton, 1987). Con 

un olor acre característico, es una especie de desarrollo precoz, ya que puede iniciar su 

producción a los 7 u 8 meses de edad y estabilizar su cosecha a los 12 meses después 

de plantada (Rodríguez et al., 2002). Su período de vida va de 3 a 15 años aunque se han 

reportado plantas que producen hasta los 20 años. Un fruto de papaya bien polinizado 

produce entre 300 y 700 semillas esféricas y cubiertas por una capa mucilaginosa parda 

negruzca y arrugada (Figura 1. 1) (CONABIO, 2008). 

Figura 1.1. Corte longitud inal de un fruto de Carica papaya L. Maradol. Se observa la presencia de 

las semillas en el interior (Laboratorio de Fisiología Vegetal y Molecular, 2013). 

Las plantas de papaya poseen un sistema radical pivotante, su raíz principal se ramifica 

en forma radial alcanzando hasta 1.5 m de profundidad dependiendo de las condiciones 

del suelo; mientras que sus raíces secundarias se encuentran distribuidas en los primeros 

30 cm. El tallo es cilíndrico y hueco excepto en los nudos, es más grueso en la base y 

presenta un crecimiento monopódico cuando joven y al madurar puede ramificarse (CABI , 

2013; CONABIO, 2008). Su corteza es lisa de un color verde grisáceo, puede presentar 

cicatrices semicirculares que dejan las hojas al caer. Las hojas· son de peciolos largos y 

huecos de color verde , morado o una combinación de ambos; la lámina foliar es grande, 

gruesa de forma palmeada, hendida y palminervia. El haz es de color verde oscuro 

lampiño; el envés es más claro y en él se observan las nervaduras protuberantes. Las 

hojas aparecen en forma alterna a lo largo del tallo y bajo condiciones óptimas de 

crecimiento puede producir 2 hojas por semana (Figura 1.2) (SENASICA, 2012; CONABIO 

2008). 

6 



Capítulo 1 

Figura 1.2. Partes vegetativas de un ejemplar de Carica papaya L. (a) Sección transversal del tallo 

de una planta adulta. (b) Lámina foliar y peciolo. (e) Sección longitudinal del tallo en planta joven. 

(d) Sección longitudinal del tallo en planta adulta. (e) Tallo de planta adulta que muestra las 

cicatrices conspicuas que dejan los peciolos al caer (Jiménez et al. , 2014). 

1.2.3.1. Características de la Flor 

Las flores de papaya nacen en la axila de cada hoja, cuando alcanzan la madurez son 

blancas, tienen cinco pétalos, de corola · carnosa, carecen de néctar y son ligeramente 

perfumadas (Van Wyk, 2005). Para las plantas de papaya existe un comportamiento muy 

característico con sus flores, ya que es una especie polígama, lo que da lugar a plantas 

pistiladas (femeninas), estaminadas (masculinas) o pistiloestaminadas {hermafroditas), 

(Rodríguez et al., 2002; Arango et al. , 2000;). 

1.2.3.2. Características de los Frutos 

En la planta de papaya, los frutos se encuentran apiñados alrededor del tronco. Son 

bayas elipsoides a esféricas, que miden entre 22 a 27 cm de largo y de 9 a 13 cm de 

ancho (Arango et al. , 2000). La fruta presenta una maduración lenta, pulpa suave de gran 

consistencia. Al madurar el fruto, la epidermis es gruesa con una coloración amarillo­

naranja y la pulpa rojo salmón. Para las frutas hermafroditas, la pulpa y cáscara son muy 
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firmes lo que hace a la fruta resistente al transporte y le ayuda a prolongar su vida de 

anaquel (SENASICA, 2012). 

1.2.4. Requerimientos climáticos 

La papaya es una planta tropical que puede cultivarse a partir del nivel del mar hasta los 

1000 msnm, obteniéndose los mayores rendimientos a altitudes por debajo de los 800 

msnm. En la actualidad, el cultivo de papaya se extiende desde el Ecuador hasta los 32° 

de latitud norte y sur (CONABIO, 2008). Sin embargo, ciertos factores naturales influyen 

de manera decisiva en el desarrollo de este cultivo, un ejemplo, son las características 

que el suelo necesita para que el cultivo se produzca de manera exitosa (SENASICA, 

2012). 

1.2.4.1. Temperaturas 

La temperatura es un factor climático limitante que permite o impide el desarrollo del fruto. 

El rango de temperatura oscila entre los 21 y 33 oc, siendo la óptima entre los 23 y 27 oc 
(SAGARPA, 2005; Nakasone y Paull , 1998). Las bajas temperatura retardan o inhiben el 

crecimiento e incluso pueden matar a una planta adulta cuando es expuesta a 

temperaturas por debajo de los O oc. En regiones cálidas su crecimiento es más rápido y 

los frutos son de mejor calidad comparados a las regiones frías; no obstante, 

temperaturas mayores a 35 oc provocan abscisión floral , quemaduras en las hojas y bajas 

en la producción (AGOGTR, 2008). Las plantas hermafroditas, por su parte, son muy 

susceptibles a cambios de clima que pueden provocar deformación en las flores o impedir 

un desarrollo completo (SAGARPA, 2005; Arango et al. , 2000). 

1.2.4.2. Luz 

Debido a su gran actividad fotosintética que permite la acumulación de biomasa, las 

plantas de papaya necesitan abundante luz (Richards, 2000). Es imposible desarrollar 

plantaciones con restricciones de luz, pues las plantas serían alargadas y amarillas; 

sintomatología asociada a un bajo contenido de nutrientes, lo que trae como 

consecuencia un inadecuado desarrollo de las plantas (Jiménez, 2002). 
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1.2.4.3. Suelo 

Las plantas de papaya se desarrollan en diferentes tipos de suelo siempre que sean 

fértiles, blandos, profundos y permeables. De hecho, la permeabilidad del suelo es uno de 

los factores más importantes a considerar al establecer un cultivo de papaya, ya que un 

drenaje insuficiente puede provocar pudriciones radicales por la afección de patógenos 

del suelo, causando el amarillamiento de las hojas, pérdida de vigor e incluso la muerte de 

la planta. Por otra parte, suelos compactados dificultan el crecimiento de la planta al 

reducir el volumen de exploración radial (Arango et al., 2000; Krochmal, 1978). Para el 

cultivo de este frutal se prefieren suelos franco arenosos profundos, con un contenido 

medio de 4 a 5% de materia orgánica y con un buen drenaje tanto superficial como 

interno. El pH óptimo se encuentra entre los límites neutrales a ligeramente ácidos (pH 6 a 

7) (SENASICA, 2012; CONABIO, 2008; Arango et al. , 2000). 

1.2.4.4. Humedad 

El riego es esencial para mantener el crecimiento constante de la planta, el número de 

hojas y la maduración del fruto (Queensland, 2012, SENASICA, 2012). En una planta de 

papaya, el agua constituye alrededor del 85% del peso del fruto y una falta de ella durante 

su crecimiento puede ocasionar caída de flores, producción de flores hermafroditas 

estériles reduciendo los rendimientos hasta en un 50%. Aunque la cantidad de agua 

requerida por la planta depende de varios factores como la edad, temperatura, luz, viento 

y tipo de suelo, varios autores coinciden en que una cantidad de 1 000 a 2000 mm bien 

distribuidos durante el año son suficientes para su desarrollo (CONABIO, 2008; Yee et al. , 

1980). 

1.2.5. Importancia económica de Papaya en México 

El valor social de este importante cultivo es algo que debe ser mencionado, ya que es 

fuente de trabajo en los países productores durante la temporada de cosecha, que en 

algunos lugares puede llegar a una cosecha a la semana durante año y medio (Ming y 

Moore, 2014). México, se ha mantenido como el principal exportador de papaya a nivel 

mundial en los últimos seis años, en el 2011 se registraron ventas anuales superiores a 

los 46 millones de dólares, siendo Estados Unidos el mayor consumidor con 84% del 

mercado total (FAOSTAT, 2014). La producción de esta fruta en 2011 , generó una 
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derrama económica importante de 580 millones de dólares y la generación de 68 mil 

empleos directos. A nivel nacional hay más de 7 000 productores que cultivan y cosechan 

papaya en 8 estados (SIAP, 2014). Recientemente, se ha registrado que el cultivo tuvo 

mayor crecimiento en las zonas costeras de México (Figura 1.3) (SENASICA, 2012; 

Comisión Veracruzana de Comercio Agropecuario, 201 O; SAGARPA, 201 0). 
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Figura 1.3. Principales estados productores de Papaya en México. Producción agrícola para 2013, 

Riego+ Temporal (SIAP, 2014). 

El" género Carica es considerado nativo de América Tropical, en México se cultivan 

diferentes variedades que han sido nombradas tomando como base criterios como: 

apariencia, forma, tamaño y procedencia de la fruta (SAGARPA, 2005). Así tenemos 

material criollo como: Cera, Coco y Mamey; variedades comerciales denominadas: 

Maradol, Solo, Tainung 1 y 11, Amarilla; y cultivares hawaianos como: Red Lady y Cari. 

Actualmente en México, el cultivar comercial más importante es Maradol, que ha 

destacado por su sabor y valores nutritivos, además debido a la gran aceptación que se 

tiene por . el consumidor y la rentabilidad que ofrece al productor, ha ido desplazando 

paulatinamente del mercado a las variedades criollas, las cuales presentaban mayor 

diversidad que las poblaciones domesticadas en las áreas de Centro América 

correspondientes a Honduras, Veracruz y Yucatán (Gobierno del estado de Yucatán, 

2012; SENASICA, 2012; Paull et al. , 2008). 
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1.2.5.1. Producción de Papaya 

En los últimos años, la producción mundial de papaya se ha concentrado en cinco países: 

India, Brasil, Indonesia, Nigeria y México con 40.4, 17.8, 7.7, 7.6 y 7.0 Mt respectivamente 

(Figura 1.4). Respecto a los principales exportadores a nivel mundial, en 2011 México 

ocupó el primer lugar con 104,000 t que representó el 57% de la exportación total a nivel 

mundial (FAOSTAT, 2014). 
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Figura 1.4. Principales países productores de Papaya a nivel mundial. Promedio 2007-2011 

(FAOSTAT, 2014). 

En'' la última década, el consumo de papaya ha cobrado mayor importancia, debido al 

interés creciente de los consumidores en las propiedades antioxidantes del fruto, el 

contenido de pro-vitamina A, minerales y fibra, lo que ha propiciado la expansión de su 

producción (Evans y Bailen, 2012). La superficie de papaya cultivada en el mundo en 

1996 fue de 288 568 ha con una producción de 4 536 718 t. Para el 2006, la superficie 

cultivada fue de 391 073 ha con 6 590 141 t, lo que representa un incremento del 35 y 

45% respectivamente. A nivel nacional, en el período de 2007 a 2012 se sembraron en 

promedio 21 836 ha en tierras de riego y temporal, con una producción de 707 201 t, 

(FAOSTAT, 2014; SENASICA, 2012). 

1.2.5.2. Producción de Papaya en Yucatán 

Hasta hace algunos años, en el estado de Yucatán la papaya era considerada un cultivo 

tradicional, con un área plantada de casi 150 ha de papaya criolla antes de 1995, casi 

todas manejadas como cultivos secundarios. Su producción tenía como objetivo los 
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mercados locales y algunos centros turísticos, por lo que no se utilizaban tecnologías 

avanzadas. El programa de papaya Maradol en Yucatán nace a finales de 1995 

considerando los antecedentes de la introducción de este genotipo en los estados de 

Chiapas, Oaxaca y Guerrero (Gobierno del estado de Yucatán, 1999). 

Actualmente, la producción de papaya en el estado de Yucatán ha sido considerada 

prioritaria en virtud del acelerado crecimiento que ha experimentado en los últimos años, 

por su rentabilidad y por la generación de empleos. La mayor cantidad de la producción 

yucateca de papaya se vende al mercado nacional (75% ), al consumo estatal se destina 

un 10% y el otro 15% de la producción se exporta como en producto fresco, siendo los 

principales destinos Mac Allen y Miami (Gobierno del estado de Yucatán, 2012; 

Santamaria et al. , 2011 ). Aunque el estado de Yucatán pasó de ser el sexto al décimo 

productor de papaya a nivel nacional en 2013, la superficie y producción del fruto 

crecieron aproximadamente tres veces de 2000 a 2004 y se ha mantenido en 55 000 t 

anuales, convirtiéndose en uno de los principales cultivos del estado (SIAP, 2013; 

Santamaría et al., 2011 ). 

1.2.6. Déficit hídrico en la producción de Papaya 

En el medio ambiente el estrés por déficit hídrico y salinidad limitan considerablemente la 

producción agrícola; se ha estimado que ambos tipos de estrés ocasionan una 

disminución en el rendimiento de los cultivos de hasta un 70% comparándolo con el 

obtenido bajo condiciones favorables (Boyer, 1982). De hecho, la sequía es considerada 

como un factor limitante para el crecimiento y desarrollo de las plantas, especialmente en 

zonas semiáridas y es un problema recurrente que aqueja a los cultivos a nivel mundial. 

El estrés por déficit hídrico conlleva a una reducción en la absorción de nutrientes y 

transporte de los mismos desde la raíz hasta las hojas, una disminución en la 

transpiración y un cambio en la permeabilidad de la membrana para reducir la pérdida de 

agua lo que inevitablemente se traduce a una menor producción (Taiz y Zeiger, 2006; 

Bota et al., 2004). 

Para el caso específico de papaya, se ha reportado que su productividad se ve afectada 

por enfermedades que atacan al follaje, raíz y frutos (Heine et al., 1965). Sin embargo, 

también existen factores abióticos que afectan de manera considerable su producción. 
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Para la planta de papaya, el agua es fundamental durante todo su crecimiento y 

desarrollo, ya que constituye el 85% del volumen del fruto y un exceso o insuficiencia del 

líquido puede ocasionar efectos contraproducentes en la planta (Claridades 

Agropecuarias, 1999). 

En las últimas décadas, la influencia de las actividades antropocéntricas han provocado la 

fluctuación del clima, lo que ha conllevado a problemas ambientales y socioeconómicos 

(Hare, 2003). Uno de ellos, es la disponibilidad de agua, que ha disminuido sobre todo en 

los países de zonas áridas, debido al incremento de la población mundial que se calcula 

será de 8.9 miles de millones para el 2030; y al aumento en la demanda del líquido en 

países que buscan un desarrollo económico y social (Cosgrove y Rijsberman, 2000). Lo 

anterior ha propiciado un aumento en la extracción de agua a tal punto que se calcula que 

la presión sobre los recursos hídricos crecerá significativamente en más del 60% en el 

mundo, incluyendo las zonas de África, Asia, y América Latina (Aicamo et al. , 1998). En 

México, el fenómeno de sequía ha sido el más frecuente entre los eventos meteorológicos 

de los últimos seis años, y de acuerdo a las proyecciones de North American Drought 

Monitor (2014), el porcentaje de áreas afectadas con sequía irá en aumento (Figura 1.5) 

(Claridades Agropecuarias, 2011 ). 

ene-2003 ent-2004 ene-2005 ene-2006 en<-2007 ene-2008 en<-2009 ene-2010 ent-2011 ene-2012 en<-2013 en<-2014 

1 DOAnonnalmenteSeco D1Sequía Moderada I D2SequíaSevera 1 03 Sequía Extrema 1 04 Sequía Exc:epcional CONAGUA 

Figura 1.5. Porcentaje de área afectada con una o varias categorías de sequía en México 

(CONAGUA, 2014). 

La comparación entre los promedios de precipitación anual y estacional del periodo 1980-

1999 y los promedios de precipitación proyectados a cien años (periodo 2080-2099) 
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indican una disminución de la precipitación anual para toda la región de Centro América. 

Para la península de Yucatán, las proyecciones reportan una reducción en la precipitación 

pluvial anual del 1 O al 15% (Bárcena et al., 201 0). Además, Magrin et al. , (2007), 

reportaron que para la zona Maya (Belice, Campeche, Chiapas, El Salvador, Guatemala, 

Honduras, Quintana Roo, Tabasco y Yucatán) se espera un incremento en la temperatura 

promedio de 2 a 3.5 oc para el 2090, así como una reducción en la precipitación anual del 

1 O al 22% para ese mismo periodo. Esta disminución en las lluvias podría provocar el 

aumento de períodos intensos de sequía, afectación en las actividades agropecuarias con 

una consecuente reducción en la producción de los cultivos (Márdero et al., 2012; 

Galindo, 2007). 

1.2.7. Factores de transcripción en respuesta a estrés abiótico 

Diferentes tipos de estrés abiótico, como el déficit hídrico, salinidad, temperaturas 

extremas, toxicidad y estrés oxidativo amenazan seriamente la agricultura y al medio 

ambiente en general , debido a los efectos negativos que tienen en el crecimiento y 

producción de las plantas (Mizoi et al. , 2012, Wang et al. , 2003; Lee et al., 1999). Bajo 

condiciones de estrés, las plantas han desarrollado sistemas complejos que les permiten 

percibir señales del exterior y responder apropiadamente mediante cambios fisiológicos y 

bioquímicos regulados por la expresión de genes de respuesta al estrés (Mizoi et al. , 

2012; Yamaguchi y Shinozaki , 2006). 

La complejidad en la respuesta de la planta a un estrés abiótico se debe a que los 

diferentes tipos de estrés están interconectados y al ser percibidos por la planta causan 

daño celular y estrés de tipo secundario (osmótico y oxidativo). Las señales iniciales del 

estrés primario activan corriente abajo procesos de señalización y controles de 

transcripción los cuales a su vez activan mecanismos de respuesta al estrés para 

reestablecer la homeostasis, proteger y reparar los daños en proteínas y membranas. De 

esta forma una respuesta inadecuada en uno o varios de los pasos descritos pueden 

ocasionar cambios irreversibles en la homeostasis celular, destrucción de proteínas y 

membranas provocando la muerte de la célula (Figura 1.6) (Zhu , 2002; Knight y Knight 

2001 ; Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki 2000). 
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La transcripción , quizás sea uno de los pasos cruciales, ya que permite la activación de 

genes de respuesta al estrés, los diferentes genes se han agrupado en tres categorías: (i) 

los que están involucrados en las cascadas de señalización y en el control transcripcional 

como MyC, MAP kinasas y SOS kinasas, fososlipasas y Factores de Transcripción (FTs); 

(ii) los que están implicados directamente en la protección de membranas y proteínas, 

como las heat-shock proteins (Hsps), chaperonas y osmoprotectores; y (iii) aquellos 

involucrados en la toma y transporte de iones y agua, como los transportadores iónicos y 

las acuaporinas (Wang et al., 2003). 
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Activación de Genes de Respuesta a Estrés 

Figura 1.6. Respuesta de la planta al estrés abiótico (adaptado de Ambika et al., 2008). 

Los factores de transcripción (FTs), son proteínas implicadas en los procesos de 

regulación del desarrollo, diferenciación y crecimiento celular y al estar involucradas en la 

activación y/o represión de la transcripción de los genes son los principales reguladores 

de la expresión genética (Paez-Rendondo y Sauer, 1992). Los FTs juegan un papel 

central regulando la expresión de los genes corriente abajo como elementos trans-acting 

de unión específica a elementos cis-acting en la región promotora del gen. En base al 

análisis de los promotores de respuesta a estrés, se ha visto que los elementos cis y trans 

están involucrados en las respuestas transcripcionales al estrés (Mizoi et al., 2012; 

Yamaguchi y Shinozaki , 1994). En Arabidopsis thaliana cerca del 5.9% de su genoma 

codifica a más de 1,500 FTs (Riechmann et al., 2000), lo que revela la complejidad de la 
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regulación de genes a nivel transcripcional. De acuerdo a lo reportado en la literatura son 

varios los factores de transcripción asociados al estrés por déficit hídrico, en particular, los 

pertenecientes a la familia AP2/ERF han recibido mayor atención porque se ha visto 

pueden responder a más de un estrés (Cuadro 1.2) (Nakashima et al., 2009) . 

Cuadro 1.2. Factores de transcripción miembros de la súper familia AP2/ERF asociados a 

diferentes tipos de estrés. 

Clasificación Gen Especie Estrés abiótico Autor 

DREB1A/CBF3 A. thaliana Sequía Oh S., et al., 2005 

DREB1AICBF3 A. thaliana Sequía Sakuma etal., 2004 

DREB11CBF 
Sequía, Salinidad , 

DREB1 A. thaliana Heladas Kasegua et al., 1999 

DREB1 BICBF1 A. thaliana Sequia Novillo et al. , 2004 

ZmDREB1A Z. mays Sequia Qin et al., 2004 

DREB1A/CBF3 A. thaliana Sequía Pelgrineschi et al. , 2004 

WXP1 M. truncatula Sequía Zhang et al., 2005 

DREB2 A. thaliana Sequía Sakuma et al., 2006 

Sequía 

ERF3 N. tabacum Salinidad Zhang et al. , 2009 

AP21ERF Sequia 

AP37 O. sativa Salin idad Oh et al.,2009 

Sequ ía, salinidad , 

AtCBF3 O. saliva bajas temperaturas Oh et al. , 2005 

NFYAS A. thaliana Sequia Li et al.,2009 

SHN1/WIN1 A. thaliana Sequía Aharoni et al., 2004 

La súper familia AP2/ERF está codificada por 145 loci en A. thaliana y 167 en O. sativa. 

De acuerdo a lo reportado por Paull et al. , (2008), en papaya existen 92 genes potenciales 

para ERF. Hasta hace poco se consideraba a las proteínas que contienen el dominio AP2 

exclusivas de plantas; sin embargo, Magnani et al., (2004), encontraron secuencias 

homólogas al dominio AP2/ERF en la cianobacteria Trichodesmium erythraeum, en el 

ciliada Tetrahymena thermophila así como en los virus Enterobacteria fago Rb49 y el 

Bacteriofago Felix 01 ; lo que ha dado origen a la hipótesis de que dicho dominio se originó 
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a partir de proteínas endonucleasas con el dominio HNH presentes en bacterias y virus 

que fueron transferidas durante la endosimbiosis de las cianobacterias para formar los 

cloroplastos o bien por infecciones virales o algún otro evento de transferencia horizontal 

que fueron cambiando la actividad de las endonucleasas hasta transformarlas 

eventualmente en la súper familia de factores de transcripción AP2/ERF y en las 

diferentes familias que contienen dicho dominio (Mizoi et al. , 2012; Shigyo et al. , 2006; 

Magna ni et al. , 2004 ). 

El dominio AP2/ERF contiene de 60-70 aminoácidos con una estructura terciaria única 

involucrada en la unión de ADN. Fue identificado por primera vez en una proteína AP2 en 

Arabidopsis thaliana (Jofuku et al. , 1994) y después en proteínas de unión con un 

elemento de respuesta a etíleno (EREBP) de Nicotiana tabaccum (Ohme y Shinshi, 1995). 

En 1998 Allen et al., describieron la estructura tridimensional del dominio AP2/ERF que 

consta de tres hojas 13 anti-paralelas en la región amino terminal y una hélice a en el 

extremo carboxilo terminal (Figura 1.7) (Sharma et al. , 2010). Se ha visto que los FTs de la 

familia ERF se unen al ADN a través de los residuos de Triptófano 0N) y Arginina (R) 

localizados en las estructuras 13-plegadas del dominio AP2/ERF a través de los puentes 

de hidrógeno que se originan entre los aminoácidos con el esqueleto y bases del ADN 

(AIIen et al., 1998; Hao et al. , 1998). 

a- hélice 

Hojas~ 

Figura l. 7. Estructura tridimensional del dominio AP2/ERF en Arabidopsis thaliana (Al len et al., 

1998). 
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Los miembros de la familia AP2/ERF pueden dividirse en tres grupos basándose 

solamente en su estructura. Miembros de la subfamilia AP2 (14 miembros en A. thaliana) 

contienen un dominio doble AP2/ERF; miembros de la subfamilia RAV (6 miembros) 

contienen un dominio AP2/ERF y un dominio de unión 83 al ADN adicional; mientras que 

el grupo de los "otros" (125 miembros) contienen solamente un dominio AP2/ERF. A su 

vez, la subfamilia AP2 en las plantas con semillas pueden clasificarse dentro del grupo 

AP2 y el grupo ANT (S harma et al. , 201 0). Por otra parte, Sakuma et al., (2002) , 

analizaron las relaciones filogenéticas de los 125 miembros con un sólo dominio AP2/ERF 

en Arabidopsis basados en su similitud y los clasificó en tres grupos: la subfamilia DREB 

(56 miembros; grupo A), subfamilia ERF (65 miembros, grupo B) y los otros (4 miembros). 

Las subfamilias DREB y ERF fueron divididas a su vez en 6 subgrupos: A-1 a A-6 y B-1 a 

B-6, respectivamente (Mizoi et al., 2012). 

Una clasificación más detallada y completa de las proteínas que contienen un solo 

dominio AP2/ERF en la familia ERF fue realizado por Nakano et al. , (2006), quienes 

reportaron el análisis filogenético tomando en cuenta no sólo las diferencias en el dominio 

de unión al ADN, sino también consideraron la presencia de intrones y exones; así como 

el análisis de diferentes motivos estructurales presentes en las proteínas. Estos 

resultados son similares a la clasificación realizada por Sakuma et al. ,(2002), de tal forma, 

se organizaron tres familias y un gen aislado sin clasificación: AP2 (18 genes), RAV (6 

genes) , el gen Atg13040; los grupos DREB (Grupo A) y ERF (Grupo B) quedaron dentro 

de una sola familia (ERF) dividida en 1 O ciados, quedando el grupo DREB dentro de los 

grupos 1,11 ,111 y IV; y el grupo ERF dentro de los grupos V,VI ,VII ,VIII ,IX y X (Figura 1.8) 

(Nakano et al. , 2006). 
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IV (A-2) 

CBF/DREB subfamily (Group A) 

(~ VI (B-5) 

VIl (B-2) 

VIII (B-1) 

IX (B-3) 

J (A-6) 

ERF subfamlly (Group B) 

JI (A-5) 

0.1 

Figura 1.8. Árbol filogenético de las proteínas ERF reportadas para Arabidopsis thaliana (Nakano et 

al. , 2006). La clasificación propuesta por Sakuma et al. , (2002) está indicada en paréntesis. 

Recientemente se ha visto que el ciado SHINE (grupo V) confiere tolerancia al estrés por 

déficit hídrico en Arabidopsis thaliana. En el 2004, Aharoni et al. , y Broun et al., 

identificaron y caracterizaron el ciado SHINE que regula la expresión de un número de 

genes involucrados en la biosíntesis de ceras. La sobreexpresión de SHN1 (SHN1/WIN1) 

en A. thaliana aumentó la acumulación de ceras epicuticulares, redujo el índice 

estomático y alteró la permeabilidad de la cutícula lo que confirió a la planta una mayor 

tolerancia a un déficit hídrico y permitió su recuperación en condiciones favorables. 

Estudios posteriores realizados por Kurniawan (2005), revelaron que algunos genes 

relacionados al estrés como RD22 y LEA también son regulados por SHN1 en las plantas 

mutantes de A. thaliana con el gen sobre-expresado. 
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1.2.8. Sobreexpresión de genes SHINE en plantas transgénicas y su efecto en 

la tolerancia al estrés abiótico 

Los genes SHINE reciben su nombre a partir de las observaciones realizadas en plantas 

mutantes del gen en A. thaliana , que presentaban hojas con superficies más brillantes y 

un incremento en la cantidad de ceras epicuticulares constituidas principalmente por 

alcanos, comparadas con hojas de plantas Wild type (WT). Los estudios sobre el 

contenido de clorofila y peso fresco de la planta, revelaron que la sobreexpresión de los 

genes SHINE alteraba la permeabilidad de la cutícula probablemente por cambios en su 

ultra estructura. Del mismo modo, con la ayuda del gen reportero GUS, observaron que la 

sobreexpresión de los genes SHINE alteraban la estructura de las células epidérmicas de 

hojas y pétalos, el número de tricomas y el índice de estomas. lnteresantemente, la 

sobrexpresión de SHINE condujo a una mayor tolerancia al estrés por déficit hídrico y una 

exitosa recuperación probablemente relacionada a la reducción del índice estomático 

(Aharoni et al., 2004 ). 

Las proteínas SHINE (SHN), son miembros de la súper familia de los FTs AP2/ERF que 

participan tanto en el desarrollo vegetal , floral o como mediadores en la respuesta de la 

planta a varios tipos de estrés ambiental (Singh et al., 2002; Liu et al., 1998; Riechmann y 

Meyerowitz, 1998; Okamuro et al. , 1997). Diferentes miembros de la familia de AP2/ERF 

pueden regular genes involucrados en respuesta a frío, sequía, etileno y jasmonatos. 

Estas cascadas de señalización pueden llevarse a cabo directamente por una regulación 

de las rutas metabólicas, lo que conlleva a la producción de metabolitos esenciales para 

la supervivencia de las plantas (Aharoni et al. , 2004 ). 

En este sentido, es posible que los miembros del ciado SHINE actúen de manera 

combinada para proteger las capas internas y externas de la planta de factores 

medioambientales. Tres características comunes del ciado indican que estos miembros 

están relacionados en su función; la primera, es la gran similitud de estas tres secuencias, 

en su dominio AP2 altamente conservado, la segunda es la presencia del motivo completo 

.. mm·· presente solamente en SHN1/WIN1 , SHN2 y SHN3 de A. thaliana y de otras dos 

proteínas reportadas para O. sativa y S. lycopersicum (OsSHN1 , OsSHN2 y SISHINE3 

respectivamente) . La presencia del motivo completo ··mm·· puede ser un factor común 

asociado a la función del ciado SHINE, aunado a esta estructura genética bien 
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conservada entre estas tres proteínas, se incluyen dos exones y un solo intrón colocado a 

la misma distancia del codón de inicio ATG (Figura 1.9). Finalmente, el mismo patrón 

obtenido al sobre-expresar alguna de las tres proteínas en otras especies como S. 

lycopersicum nos confirma la relación de estas tres proteínas en cuanto a su función (Xin 

Shi et al., 2013; Shi Jian et al., 2011 ). 

AtShinel 
AtShine2 
AtShine3 

130 

AtShinel 
AtShine2 
AtShine3 

190 

AtShinel ---------
AtShine2 
AtShine3 PGSGSIAQV 

Figura 1.9. Alineamiento de aminoácidos de tres proteínas AtShine de Arabidopsis thaliana. Las 

tres secuencias contienen un dominio AP2 en su región N-terminal , un motivo conservado ··mm·· y 

un motivo ··cm·· conservado. El fondo negro indica aminoácidos idénticos del 100%, el gris indica 

aminoácidos similares al 75%, y el gris claro corresponde a aminoácidos similares en un 50% 

(BioEdit, 2013). 

Se ha visto que la sobre-expresión de los genes SHINE en A. thaliana ocasiona un 

incremento en la composición de ceras epicuticulares en hoja, alterando las propiedades 

de la epidermis, reduciendo la permeabilidad de la cutícula y el número de estomas, lo 

que confiere una tolerancia al déficit hídrico y una recuperación exitosa en condiciones de 

riego favorables, estas observaciones sugieren que los miembros de este ciado regulan la 

expresión de un número de genes implicados en la biosíntesis de ceras. Un estudio 

subsecuente indicó que SHN1/WIN1 controla la permeabilidad de la cutícula, regulando la 

expresión de genes involucrados en la biosíntesis de ceras, particularmente los genes 
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LACS2 (LONG CHAl N ACYL-COA SYNTHET ASE 2) (Aharoni et al. , 2004; Broun et al., 

2004 ). En un estudio realizado por Xin Shi et al. (2011 ), se corroboró la función de los 

genes SHINE en la biosíntesis de ceras en A thaliana y además su participación en el 

desarrollo de los órganos florales al silenciar los genes SHINE. Ellos reportaron que al 

silenciarlos no se observaron cambios visuales durante el crecimiento vegetativo y la 

permeabilidad de la cutícula se mantuvo sin cambios; sin embargo, los órganos 

reproductivos en especial los pétalos, fueron severamente afectados, así lo reveló el 

análisis por microscopía electrónica en el que se observó una alteración en el arquetipo 

de las células epidérmicas, con lo que concluyeron que el ciado actúa en la formación y 

morfología de las flores de A. thaliana . Los resultados obtenidos sugieren que 

SHN1/W/N1, SHN2 y SHN3 actúan de forma combinada en la elongación celular para 

asegurar el desarrollo de los órganos reproductivos y protegiendo las capas externas de 

un estrés ambiental. Además, el patron de expresión varía en espacio y tiempo, lo que 

sugiere que cada gen juega un papel específico en cada órgano o bajo diferentes 

condiciones (Xin Shi et al., 2011 ). 

Finalmente otro estudio realizado en S. /ycopersicum L. por Xin Shi et al., (2013), reveló la 

participación del cisgen SISHN3 en la formación de la cutícula en los frutos carnosos del 

tomate. En este estudio analizaron plantas con el gen sobre expresado y otras con el gen 

silenciado para comparar la composición de las ceras en la cutícula, concluyendo que 

esta proteína juega un papel importante en el control de la formación de la cutícula en las 

células de la epidermis y en la regulación del patrón de las células durante el desarrollo 

del fruto, ya que las plantas con el gen silenciado presentaron alteraciones morfológicas 

en la epidermis del fruto y una reducción en la cantidad de lípidos presentes en la cutícula 

(Xin Shi etal. , 2013). 

1.2.9. Genes SHINE involucrados en la tolerancia a estrés abiótico 

Los genes SHINE se encuentran involucrados en la formación de ceras cuticulares, 

desarrollo de órganos florales y se expresan en respuesta al estrés abiótico reduciendo el 

número de estomas. En el Cuadro 1.3 se describen cuáles son los genes homólogos a los 

descritos en A. thaliana reportados en otras especies vegetales. 
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Cuadro 1.3. Revisión de la literatura de genes SHINE reportados en la biosíntesis de ceras 

cuticulares en diferentes especies. 

The SHINE Clade of AP2 Domain Transcription Factors 
activates wax biosynthesis, Alters Cuticle Properties, 
and confers drought tolerance when overexpressed in 
Arabidopsis 

WIN1 , a transcriptional activator of epidermal wax 
accumulation in Arabidopsis 

The transcription Factor WIN1/SHN1 regulates Cutin 
Biosynthesis in Arabidopsis tha/iana 

lnduced accumulation of cuticular waxes enhances 
drought tolerance in Arabidopsis by change in 
development of stomata 

SHINE Transcription Factors act redundantly to Pattern 
the archetypal surface of Arabidopsis Flower Organs 

An ethylene response factor OsWR1 responsive to 
drought stress transcriptionally activates wax synthesis 
related genes and increases wax production in rice 

The tomate SJSHINE3 transcription factor regulates fruit 
cuticle formation and epidermal pattering 

MIXTA-Like Transcription Factors and WAX 
INDUCER1/SHINE1 Coordinately Regulate Cuticle 
Development in Arabidopsis and Torenia fournieri 

SHN/W1N 

WIN 

WIN1/ 
SHN1 

WIN1/SHIN 

SHN1/ 
WIN1 

OsWR1 

SISHN3 

WAX 
INDUCER1/ 

SHN1 

Aharoni et al., 2004 

Broun et al., 2004 

Kannangara et al., 2007 

Yang etal., 2011 

Xin Shi et al., 2011 

Wang etal., 2012 

Xin Shi et al., 2013 

Oshima et al., 2013 

En base a lo presentado en este capítulo se sugiere que los genes tipo SHINE participan 

en la biosíntesis de ceras totales, lo que puede conferir tolerancia al estrés por déficit 

hídrico, por lo que en este estudio se propuso caracterizar in silico genes homólogos a los 

reportados en Arabidopsis tha/iana en Carica papaya L. var SunUp y evaluar la expresión 

de estos genes en respuesta al estrés por déficit hídrico, además de caracterizar la 

respuesta fisiológica que acompañan a este tipo de estrés en una especie tropical como lo 

es papaya, debido a la importancia económica que tiene este cultivo en nuestro pais. 
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1.3. PREGUNTAS DE INVESTIGACIÓN E HIPÓTESIS 

1.3.1. Preguntas de Investigación 

• ¿Existen homólogos a los genes tipo SHINE reportados para Arabidopsis tha/iana 

en Carica papaya var. SunUp? 

• ¿Qué efecto tiene el estrés por déficit hídrico sobre la fisiología de dos genotipos 

de Carica papaya L. Maradol y Silvestre, y cuál es su capacidad de recuperarse 

ante dicho estrés? 

• ¿Qué efecto tiene el estrés por déficit hídrico en la composición y cantidad de 

ceras totales presentes en los foliolos de dos genotipos de Carica papaya L. 

Maradol y Silvestre expuestas a diferentes tiempos de exposición? 

• ¿Qué efecto tiene el estrés por déficit hídrico en la expresión de los genes tipo 

SHINE en dos genotipos de Carica papaya L. Maradol y Silvestre? 

1.3.2. Hipótesis 

Los genes SH/NE participan en la biosíntesis de ceras epicuticulares en Arabidopsis 

thaliana confiriendo tolerancia a estrés por déficit hídrico; por lo tanto, es probable que 

existan genes homólogos a los factores transcripcionales de la familia AP2/ERF tipo 

SHINE de Arabidopsis tha/iana en Carica papaya, que estén involucrados en la tolerancia 

al estrés abiótico por déficit hídrico. 
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1.4. OBJETIVOS 

1.4.1. Objetivo General 

• Caracterizar la estructura, filogenia y expresión de los genes SHINE de Caríca 

papaya L. , Maradol y Silvestre; y evaluar el efecto sobre la fisiología en plantas 

jóvenes de papaya expuestas a condiciones de estrés abiótico por déficit hídrico. 

1.4.2. Objetivos Específicos 

• Caracterizar la estructura y filogenia de la familia completa de genes homólogos tipo 

SHINE de Arabídopsís thalíana en Caríca papaya L. var. SunUp. 

• Caracterizar fisiológicamente la respuesta de dos genotipos Maradol y Silvestre de C. 

papaya a un estrés por déficit hídrico y en recuperación. 

• Evaluar los perfiles de ceras totales presentes en dos genotipos de C. papaya L. 

Maradol y Silvestre en respuesta al estrés por déficit hídrico y en recuperación . 

• Evaluar la expresión basal de homólogos de genes SHINE y la expresión en 

respuesta al estrés por déficit hídrico y en recuperación de dos genotipos de C. 

papaya L. Maradol y Silvestre. 
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1.5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

El presente trabajo de tesis se divide en cuatro etapas. Se inició con el análisis 

bioinformático para aislar in si/ico los genes de interés y se diseñaron los juegos de 

oligonucleótidos específicos cada uno (Capítulo 11). Para el análisis fisiológico y 

cuantificación de ceras totales (Capítulo 111 y IV) se partió con la colecta de frutos de los 

genotipos Maradol y Silvestre para germinar las semillas y generar el material de análisis 

necesario. Con el material vegetal obtenido de cada uno de los tratamientos, se procedió 

a evaluar los cambios en el patrón de expresión de los genes seleccionados en respuesta 

a estrés por déficit hídrico y en recuperación (Capítulo V) (Figura 1.10). 

o -CAPITULOII 

Genes tipo SHINE de A. 
thaliana 

0 CAPITULOV 

Extracción da RNA método 
CTAB 

-------- --------

Genome C. papaya var. 
SunUp 

CAPITULOII 

Microscopfa 
Electrónica de Barrido 

Figura 1.1 O. Metodología general de la tesis "Caracterización y anál isis de expresión en respuesta 

a estrés por déficit hídrico, de genes homólogos tipo SHINE en papaya (Carica papaya L. )". 
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CAPÍTULO 11 

CARACTERIZACIÓN in silico, ESTRUCTURA Y FILOGENIA DE GENES 

INVOLUCRADOS EN LA TOLERANCIA A ESTRÉS POR DÉFICIT HÍDRICO EN 

EL GENOMA SECUENCIADO DE PAPAYA TRANSGÉNICA (Carica papaya L.) 

VAR. SUNUP 

11.1. INTRODUCCIÓN 

Carica papaya es uno de los frutales de mayor importancia económica a nivel mundial y 

debido a sus propiedades nutracéuticas es cultivada de forma comercial en las regiones 

tropicales y subtropicales de los cinco continentes; sin embargo, el 50% de su producción 

se concentra en el continente Americano (FAOSTAT, 2012; FAO, 2008). A pesar de que 

el cultivo de papaya es de rápido crecimiento y tiempo de vida relativamente corto, su 

productividad se ve afectada por múltiples tipos de estrés biótico y abiótico, un ejemplo, 

es el estrés por déficit hídrico. En condiciones normales la planta de papaya requiere 

cerca de 22 L de agua diarios durante la etapa de fructificación y ante una falta de riego la 

tasa de producción disminuye lo que conlleva al aumento en los costos de producción 

(Muñozcano y Martínez, 2008). Por lo tanto, obtener un cultivo tolerante a los cambios 

ambientales es uno de los grandes retos para el mejoramiento genético basado en la 

biotecnología moderna (Kurniawan, 2005; Dubouzet et al. , 2003). 

El uso de la planta modelo de Arabidopsis thaliana ofrece una oportunidad para el análisis 

de genes corriente abajo involucrados en la respuesta al estrés a nivel fisiológico y 

bioquímico en la mayoría de las plantas (Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 2006). A 

pesar de que las plantas monocotiledóneas y dicotiledóneas divergieron hace 200 miles 

de millones de años lo que ha afectado la conservación del orden de genes en los 

cromosomas, todavía se pueden observar similitudes a nivel de secuencias y 

funcionalidad de proteínas (Gale y Devos, 1998; Wolfe et al. , 1989). Hace 72 millones de 

años C. papaya y A. thaliana compartieron un ancestro en común, actualmente C. papaya 

presenta una reducción promedio en el número de genes de un 20% aproximadamente. 

Es una planta con un genoma pequeño de 372 Mb, en comparación a Oryza sativa (466 

Mb) y Solanum lycopersicum (900 Mb); es diploide (2n=18) con nueve pares de 
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cromosomas, un sistema bien establecido de propagación, corto tiempo de generación (9 

a 15 meses) y una floración continúa durante todo el año (Ming et al., 2008). Aunado a 

ello, C. papaya se ha convertido en un modelo de estudio biotecnológico para otros 

frutales, ya que es la única fruta tropical de la que se han desarrollado variedades 

transgénicas como la resistente al virus de la mancha anular (PRSV), mismas que han 

sido aceptadas y comercializadas de manera exitosa (Gonsalves, 1998). 

A la fecha se ha reportado un gran número de genes que responden al estrés por déficit 

hídrico en A. thaliana y están clasificados en dos grupos: los que participan en la 

protección celular durante el estrés y los que regulan a otros genes corriente abajo 

implicados en la respuesta al estrés (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2000; Kasuga et 

al., 1999; Jaglo-Ottosen et al., 1998). El primer grupo incluye a las proteínas involucradas 

en el ajuste osmótico, la reparación, la desintoxicación y adaptaciones estructurales por 

parte de la planta. El segundo grupo, está formado por proteínas reguladoras, tales como 

las proteínas quinasas y factores de transcripción (FTs). El uso de la ingeniería genética a 

nivel de FTs es una estrategia prometedora para la obtención de cultivos tolerantes al 

estrés por déficit hídrico, pues se encuentran involucrados en la regulación de una gama 

de genes diana cuyos productos contribuyen a la tolerancia del estrés evaluado 

(Kurniawan, 2005). 

Los FTs correspondientes a la familia APETALA2/Ethylene Responsiva Factor (AP2/ERF) 

están conservativamente dispersos en el reino vegetal. Se encuentran involucrados en el 

control del metabolismo primario y secundario, crecimiento, desarrollo y en las respuestas 

a los estímulos ambientales. Debido a la plasticidad y especificidad de los miembros de 

ésta familia representan un objetivo valioso para la ingeniería genética (Haake et al., 

2002; Kasuga et al., 1999; Jaglo-Ottosen et al., 1998). 

11.1.1. Familia de Factores de Transcripción AP2/ERF 

La familia AP2/ERF comprende uno de los grupos más grandes de factores de 

transcripción en el reino vegetal, por ejemplo, el genoma de Solanum lycopersicum 

presenta al menos 85 genes que codifican para la familia de proteínas ERF, la mayoría de 

ellos aún sin caracterizar (S harma et al., 201 O; Riechmann et al., 2000). Los miembros de 

esta súper familia de FTs poseen al menos un dominio de unión al ADN, APETALA2 

(AP2)/ERF y como monómero reconoce a la caja ··Gcc-· o a los elementos de unión al 
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ADN CRT/DRE cis-acting (Yang et al., 2009; Allen.et al., 1998; Hao et al., 1998). El 

dominio AP2 consiste en 3 hojas ~-anti paralelas y una hélice-a. En el complejo ADN-FT, 

se ha visto que los residuos de Triptófano (W) y Arginina (R) presentes en las hojas ~. 

participan en la unión con el ADN (S harma et al., 201 0). A la fecha, se han distinguido dos 

regiones en el dominio AP2/ERF: la región YRG (20 aa de largo), rica en residuos de 

naturaleza básica y se ha propuesto que tiene un rol en la unión al ADN debido a su 

carácter básico (Okamuro et al., 1997). Y la región RAYO (40 aa de largo) que contiene 

18 aa capaces de formar una hélice-a alifática lo que puede tener un rol importante en la 

estructura y función del dominio (Okamuro et al., 1997; Jofuku et al., 1994).De acuerdo a 

la clasificación realizada por Nakano et al., (2006}, los miembros de ésta familia pueden 

dividirse en cuatro grupos en función al dominio AP2: Subfamilia ERF (122 miembros en 

A. thaliana) , Subfamilia AP2 (18 miembros en A. thaliana), Subfamilia RAV (6 miembros 

en A. thaliana) y finalmente el gen aislado Atg13040 (Sharma et al., 201 O) (Figura 11.1 ). 

Clasif icación N• Grupo 

Grupo 1 a IV 57 
Grupo V a X .. S 

1 1 58 
Familia ERF 7 Grupo VI-L a Xb-L 

1 1 14 Doble dominio AP21ERF 
1 1 

4 Único dominio AP2/ERF 
FamiliaAP2 

l lliíiil 1 6 
FamiliaRAV 

1 1 1 
At4g13040 

Figura 11.1 . División de la familia AP2/ERF de acuerdo a la estructura del dominio AP2 (adaptado 

de Nakano et al., 2006). Se señala la ubicación de los genes SHINE en base a ésta clasificación. 

Éstas proteínas regulan diversos procesos biológicos incluidos el crecimiento, desarrollo y 

fisiología de la planta, como la actividad del meristemo, abscisión de los órganos florales, 

metabolismo de lípidos, biosíntesis de alcaloides y respuestas a un estrés ambiental 

(temperaturas extremas, déficit hídrico, salinidad y ataque de patógenos) (Nakano et al., 

2014; Xu et al., 2011 ; Gutterson y Reuber, 2004 ). A la fecha, se ha demostrado que 
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muchos miembros de esta familia regulan también genes relacionados a la biosíntesis de 

la cutícula (Hen-Avivi et al., 2014). 

11.1.2. Familia AP2/ERF en respuesta a estrés de tipo biótico y abiótico 

Las plantas responden a diferentes tipos de estrés biótico y abiótico a nivel fisiológico, 

bioquímico y molecular. Muchos autores señalan que la regulación génica a nivel 

transcripcional es uno de los principales puntos de control en los procesos biológicos y los 

FTs juegan un papel clave en estos procesos al inducir la expresión o represión de genes 

con diferentes funciones (Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 2006). Los elementos de 

unión responsivos de unión al etileno (ERFs) pertenecen a una súper familia de factores 

de transcripción específicos para las plantas con 147 miembros en A. thaliana (Nakano et 

al. , 2006; Alonso et al., 2003). Los ERFs influyen en diferentes procesos de desarrollo y 

también son importantes para la adaptación al estrés de tipo biótico y abiótico (O'Donnell 

et al., 1996; Penninckx et al. , 1996; Ecker, 1995). Por lo que es crucial estudiar la función 

de estos genes para incrementar el rendimiento de los cultivos expuestos a diferentes 

tipos de estrés. 

Los ERFs se unen a la caja consenso, típicamente referida como motivo .. GCC .. , a través 

de un dominio de unión al ADN altamente conservado denominado AP2 (Hao et al., 1998; 

Ohme-Takagi y Shinshi , 1995). Se ha visto que muchos de los miembros de ésta familia 

regulan genes relacionados a la biosíntesis de la cutícula, por ejemplo, el gen Glossy15 

identificado en maíz (lea mays L.) regula la identidad de las células epidérmicas de la 

hoja (Moose y Siseo, 1996; Evans et al., 1994; Moose y Siseo, 1994). En Arabidopsis 

thaliana, el miembro de la familia SHINE: SHN1/WIN1 fue el primero en ser reconocido 

por su rol en la ruta de biosíntesis de ceras en hojas (Kannangara et al., 2007; Aharoni et 

al., 2004; Broun et al., 2004). La sobrexpresión de AtSHN1/WIN1 promueve la síntesis de 

la cutina y la rápida inducción de otros genes implicados en la ruta de biosíntesis de ceras 

(Xin Shi et al., 2011 ; Knnangara et al., 2007). La sobre expresión de AtSHN1/WIN1 causó 

cambios significativos en la composición del monómero de cutina en los pétalos. Un 

estudio subsecuente indicó que SHN1/WIN1 controla la permeabilidad de la cutícula 

regulando la expresión de genes implicados en la biosíntesis de la cutina, en específico 

del gen LACS2 (LONG CHAIN ACYL-COA SYNTHETASE 2) (Kannangara et al., 2007). 
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11.1.3. Genes SHINE en Arabidopsis thaliana 

Una búsqueda en la homología de las secuencias y el análisis filogenético a través de la 

familia completa AP2/ERF mostraron que SHN1/WIN1 es parte de un pequeño grupo de 

tres proteínas distintas, con 199, 189, y 186 residuos de aminoácidos de largo nombrados 

SHN1/WIN1 , SHN2, y SHN3, respectivamente. Estas secuencias contienen el dominio 

AP2 altamente conservado y comparten otros dos motivos conservados en su parte N­

terminal (""mm"") y e-terminal (""cm""). Los dos motivos se encuentran completamente fuera 

del dominio AP2 y sólo están presentes en el ciado SHINE, mientras que su próximo 

homólogo en A. tha/iana (At5g25190) contiene sólo una parte del motivo ··mm·· y el motivo 

··cm"". Las secuencias SHN2 y SHN3 presentan un mayor porcentaje de identidad entre las 

tres proteínas con un 71%, mientras que SHN1 y SHN2 presentan un 55%. Además, los 

miembros del ciado SHINE conservan la estructura de los genes porque las tres 

secuencias contienen un solo intrón posicionado a 80 pb a partir del codón de inicio, lo 

que sugiere que las tres proteínas tienen un rol similar en A. thaliana (Aharoni et al., 

2004). 

En 2004, Aharoni et al., aislaron y caracterizaron una mutante del gen SHINE (shn) en 

Arabidopsis y observaron cambios estructurales en la superficie de las hojas en 

comparación con la Wild type (WT); las hojas de shn presentaron una marcada coloración 

verde brillante, con estructura rizada, cambios en la permeabilidad de la cutícula y en la 

cantidad total de cera cuticular, así como diferencias en la estructura epidérmica. Los 

resultados obtenidos por Aharoni sugieren que este ciado actúa en la regulación de la ruta 

de biosíntesis de ceras requerida para la protección de las plantas hacia el medio 

ambiente y que además participa en la separación y formación de órganos florales (Xin 

Shi et al. , 2013). 

La disponibilidad pública del genoma de Carica papaya var. SunUp, ha abierto la 

posibilidad de acelerar la identificación y caracterización de genes tipo ERF por medio de 

herramientas bioinformáticas para conseguir el mejoramiento genético de este cultivo 

mediante la manipulación genética de factores de transcripción. Por todo lo anterior, el 

objetivo de este capítulo fue identificar genes de C. papaya que presentaran homología al 

FT tipo ERF (SHINE), involucrado en regular la expresión de un número de genes 

corriente abajo confiriendo tolerancia tanto al estrés biótico como abiótico en un número 
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de plantas heterólogas (Zhang et al., 2009; Xu et al., 2007; Lee et al., 2004; Cheong et al., 

2003). 

11.1 .4. Long Acyi-CoA Synthetase en Arabidopsis thaliana 

La cutícula es una capa lipolítica compuesta de cutina y ceras. La cutina es un polímero 

derivado de ácidos grasos, su biosíntesis consiste de una serie de reacciones que 

incluyen a la enzima acii-CoA sintetasa, que cataliza la conversión de un ácido graso libre 

a su forma activa: acii -CoA (Xue et al., 2014; Lee y Suh, 2013; Kunst y Samuels, 2009; 

Nawrath, 2002). En 2002, Shockey et al., reportaron la familia completa de genes LACS 

(Long-Chain Acyi-Coenzyme A Synthetase) implicados en el metabolismo de los ácidos 

grasos, indicando que los LACS tienen una posición crucial en la ruta de biosíntesis de las 

moléculas derivadas de ácidos grasos al catalizar la formación de acii-CoA, intermediario 

en diferentes rutas metabólicas (Groot et al. , 1976). Los 9 miembros identificados en A. 

thaliana conservan ciertos motivos en sus secuencias, uno de ellos, es el llamado AMP 

binding protein (AMPBP}, que está altamente conservado y actúa como dominio de unión 

al ADN (Babbitt et al., 1992). 

La actividad de los LACS ha sido localizada en diferentes sitios subcelulares, incluidos las 

envolturas externas del cloroplasto, cuerpos oleosos de semillas y en el retículo 

endoplasmático (ER) (Fulda et al., 2002; Schnurr et al., 2002; Shockey, et al. , 2002; 

Andrews y Keegstra, 1983). En las células epidérmicas de los tejidos aéreos de la planta, 

la actividad de los LACS es requerida para la activación de los ácidos grasos utilizados 

para la síntesis de cutina y ceras, que son los principales componentes de la cutícula 

(Schnurr et al. , 2002). De acuerdo a un análisis genómico realizado a través de los nueve 

miembros de la familia LACS, se encontró que LACS2 es necesario para el correcto 

ensamblaje de las barreras cuticulares, por lo que es clave en la ruta de biosíntesis de las 

ceras (Schnurr et al., 2004). 

Estudios preliminares, encontraron expresión del gen LACS2 en tallo, hoja, raíz y flores 

{Shockey et al., 2002). Sin embargo, al estudiar la mutante (lacs2) , se encontró que su 

expresión se encuentra limitada a la epidermis; el mutante lacs2 presentó un fenotipo 

similar a los mutantes deficientes de cutina y ceras, excepto que no exhibieron fusión de 

los órganos florales u hojas. El contenido total de ceras en las hojas mutadas fue similar a 
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las WT, pero el espesor de la cutícula que cubría la parte abaxial se redujo en 

aproximadamente un 40%. Un trabajo publicado por Kannangara et al., (2007) señaló que 

la regulación de los LACS2 corriente arriba está dada por WIN1/SHN1, por lo tanto, en el 

presente trabajo se planteó realizar el aislamiento in silico de LACS2 específico para 

Carica papaya var. SunUp y evaluar los cambios de expresión en respuesta a un estrés 

por déficit hídrico en dos genotipos de papaya. 
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11.2. HIPÓTESIS 

Los genes tipo SHINE participan en el aumento de la tolerancia a estrés por déficit hídrico 

en Arabidopsis thaliana; por lo tanto, es probable que en Carica papaya var. SunUp 

existan genes homólogos a los genes SHINE de Arabidopsis thaliana. 

11.3. OBJETIVOS 

11.3.1. Objetivo General 

• Caracterizar la estructura y filogenia de la familia completa de genes homólogos tipo 

SHINE de Arabidopsis thaliana en Carica papaya L. var. SunUp. 

11.3.2. Objetivos Particulares 

• Caracterizar in silico la estructura de genes tipo SHINE de Arabidopsis thaliana en 

Carica papaya L. var SunUp. 

• Identificar los dominios conservados de los genes tipo SHINE de Carica papaya L. var 

SunUp. 

• Realizar el análisis filogenético de las secuencias proteínicas de los genes tipo 

SHINE de Carica papaya L. var SunUp. 
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11.4. MATERIALES Y MÉTODOS 

11.4.1. Aislamiento in silico de genes tipo SHINE de Arabidopsis thaliana 

La búsqueda de los genes tipo SHINE de Arabidopsis thaliana se realizó en las bases de 

datos del National Center for Biotechnology lnformation (NCBI) 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y The Arabidopsis lnformation Resource (TAIR) 

(http://www.arabidopsis.org/); una vez encontradas las secuencias se procedió a realizar 

el aislamiento in silico de las mismas en el genoma de Arabidopsis thaliana utilizando el 

programa TBLASTX (Zhang et al., 2000), con los siguientes parámetros generales: 500 

secuencias para mostrar con hits significativos; expect threshold 10, word size 3 y O para 

secuencia blanco (query). Además, se establecieron parámetros de puntuación utilizando 

la matriz de sustitución de bloques de aminoácidos BLOSUM62, con costos por la 

existencia de gaps de 11 y 1 por la ampliación de gaps. El aislamiento se realizó el día 19 

de Abril del 2013. 

11.4.2. Aislamiento in silico de genes tipo CpShine de Carica papaya L. 

Para la búsqueda de genes SHINE homólogos en Carica papaya var. SunUp que 

pudieran estar implicados en la biosíntesis de ceras cuticulares confiriendo tolerancia a un 

estrés por déficit hídrico, se utilizó el programa BioEdit Sequence Aligment Editor 

(BioEdit). Para el aislamiento in si/ico de las secuencias en Carica papaya L. que 

presentaran una homología con los genes SHINE de Arabidopsis thaliana se realizó un 

Blast Local directamente con el genoma de papaya (Taxid: 3349) utilizando el programa 

TBLASTX (Zhang et al., 2000); se utilizó como blanco (query) las secuencias de 

nucleótidos para los genes SHINE de A. thaliana bajados previamente de la base de 

datos del NCBI y TAl R. Los criterios generales utilizados para el alineamiento fueron los 

siguientes: 500 número máximo de hits para mostrar, 250 número máximo de 

alineamientos para mostrar, valor selectivo E (probabilidad de que el alineamiento con 

BLAST no haya ocurrido al azar) de 1 O. Aunado a lo anterior, se establecieron criterios de 

puntuación donde se utilizó la matriz de sustitución BLOSUM62. 
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11.4.3. Agrupamiento y selección de secuencias CpShine de Carica papaya L. 

En base a los resultados obtenidos con el programa BioEdit (Hall , 1999), se agruparon y 

eligieron las secuencias que presentaran mayor porcentaje de identidad y similitud, 

utilizando el programa Blast Parser v1.2. (http://qeneproject.altervista.org/). Las 

secuencias se eligieron en base a los siguientes criterios: secuencias codificantes con 

valores de Es1 o·14
, secuencias con porcentajes de identidad y similitud superiores a 65% 

dentro del genoma de Carica papaya var. SunUp. Las secuencias obtenidas fueron 

traducidas a los seis marcos de lectura posibles util izando un programa de algoritmos de 

predicción de genes FGENESH (http://linux1 .softberrv.com/all.htm). Las secuencias 

SHINE de Carica papaya L. fueron corroboradas dentro de la base de datos del programa 

bioestadístico de Phytozome (http://www.phytozome.net). 

11.4.4. Predicción de los Marcos de Lectura Abiertos (ORF} 

La predicción de los posibles marcos de lectura abiertos ORF (Open Reading Frame) de 

la secuencias nucleotídicas obtenidas a partir del análisis de BLAST, se determinaron 

utilizando el programa bioestadístico FGNESH (Solovyev et al. , 2006) utilizando el código 

genético de plantas dicotiledóneas (Arabidopsis). Con ayuda del programa TBLASTX 

(Zhang et al., 2000) se predijeron los ORF de las secuencias obtenidas; las secuencias 

proteínicas predichas fueron editadas con el programa TRANSLATE (Swiss lnstitute of 

Bioinformatics) con el formato de salida que incluye la secuencia proteínica. 

11.4.5. Alineamiento de secuencias proteínicas predichas e identificación de 

dominios conservados de genes tipo SHINE de Arabidopsis tha/iana y Carica 

papaya var. SunUp 

Para identificar los dominios conservados de los genes SHINE se realizó un alineamiento 

múltiple con todas las secuencias proteínicas de los genes tipo SHINE reportados para 

Arabidopsis thaliana (AtShine1 , AtShine2 y AtShine3) y las secuencias encontradas en 

Carica papaya (CpShine1 y CpShine2) utilizando el programa MEGA 5.2. (Tamura et al., 

2011 ), mediante la herramienta CLUSTALW (Higgings et al., 1994). 
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11.4.6. Modelaje tridimensional de las proteínas CpShine1 y CpShine2 

Para observar sí las secuencias de aminoácidos de CpShine presentaban una 

conformación tridimensional similar a la estructura típica del dominio AP2/ERF descrito 

por Allen et al. , (1998) se realizó un modelaje por homología de la estructura 

tridimensional de las secuencias CpShine encontradas en C. papaya var. SunUp, 

utilizando el programa Swiss Model (Arnold et al., 2006). Dicho programa desarrolla una 

predicción del modelo tridimensional basándose en la homología encontrada por el 

alineamiento entre la secuencia sometida al programa y la base de datos del "Protein 

Data Bank··, que contiene la estructura tridimensional de miles de proteínas que se han 

modelado por métodos experimentales de espectrofotometría o de resonancia magnética 

nuclear (Bordoli et al., 2009). Para el modelaje de la proteína, se utilizaron los parámetros 

predeterminados por el programa. 

11.4.7. Análisis filogenéticos de las secuencias de genes AtShine de 

Arabidopsis thaliana y CpShine de Carica papaya. 

Para realizar el análisis filogenético se tomaron en cuenta las secuencias proteicas y 

nucleotídicas más probables, en base a las cuales se llevaron a cabo los alineamientos y 

se construyó un árbol filogenético para las secuencias de los genes AtShine de 

Arabidopsis thaliana y otro para las secuencias de CpShine de Carica papaya. Ambos 

árboles fueron construidos con la ayuda del programa MEGA 5.2 utilizando el mejor 

modelo propuesto por el programa, se realizó una prueba de Boostrap con 1000 réplicas, 

detección completa de Gap y datos perdidos y una contribución uniforme de los sitios. 

11.4.8. Diseño de oligonucleótidos de genes CpShine de Carica papaya. 

El diseño de los oligonucleótidos de los genes CpShine para el análisis de expresión por 

RT-PCR semi cuantitativo (Capítulo V) se realizó a partir de las secuencias homólogas de 

genes CpShine de papaya (Carica papaya) con los programas Primer Premier y Primer 

Express V2.0, utilizando los siguientes criterios de selección: los oligonucleótidos se 

diseñaron procurando tener una longitud no mayor a 22 pb, Tm mayor a 50 oc y un 

porcentaje de GC del 50%. Se buscó que el amplicón se encontrará en una zona 

divergente de la secuencia predicha y que atravesará al menos un intrón. Los 

oligonuceótidos fueron enviados a sintetizar a una casa comercial. 
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11.5. RESULTADOS 

11.5.1. Identificación in silico de genes tipo SHINE de Arabidopsis thaliana 

Para poder estudiar mejor las respuestas a nivel molecular que intervienen en la 

tolerancia a un estrés por déficit hídrico se buscaron los números de accesión para las 

secuencias de los genes SHINE en la base de datos del NCBI y TAIR (19 de Abril del 

2013), encontrando un total de 3 miembros para la familia de los genes tipo SHINE en 

Arabidopsis thaliana. En el Cuadro 11.1 se presentan los genes tipo SHINE de Arabidopsis 

thaliana y los Locus de la base de datos del NCBI. 

Cuadro 11.1. Secuencias tipo SHINE y locus en Arabidopsis thaliana obtenidas de la base de datos 

del NCBI. 

GENES LOCUS 

Shlne (Arabldopsls thallana) 

SHN1 {WIN 1) A. thaliana ethylene-responsive transcription factor 

SHN2 A. thaliana ethylene-responsive transcription factor 

SHN3 A. tha/iana ethylene-responsive transcription factor 

NM_101405.3 

NM_121157.1 

NM_ 122448.3 

11.5.2. Análisis filogenético de las secuencias de genes tipo SHINE de 

Arabidopsis thaliana 

El árbol filogenético que se presenta en la Figura 11.2 muestra la relación existente entre 

las secuencias de genes tipo SH/NE de Arabidopsis thaliana involucrados en la 

biosíntesis de ceras cuticulares. En el árbol se distinguen dos grupos o ciados, en los 

cuales, las secuencias de AtShine2 y AtShine3 están agrupadas dentro del mismo ciado 

mientras que AtShine1 se encuentra en otro. Entre las tres proteínas, AtShine2 y 

AtShine3 presentan un mayor porcentaje de identidad (71 %), mientras que AtShine1 y 

AtShine2 tienen un 55% de identidad. Los dos grupos que componen al árbol filogenético 

están respaldados con valores de estimación de precisión (bootstrap) elevados. 

La filogenia evolutiva de las secuencias de AtShine se dedujo utilizando el método de 

Maximum Likelihood basado en el Modelo General Reversible Chloroplast. La 

construcción del árbol consenso bootstrap se obtuvo a partir de 1000 réplicas que se 
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tomaron para repasar la historia evolutiva de los taxones analizados en las secuencias de 

Arabidopsis thaliana. El porcentaje de réplicas de árboles que se asocian con taxones 

agrupados se muestran a lado de las ramas. El árbol inicial para la búsqueda heurística 

se obtuvo automáticamente como se indica a continuación: cuando el número de sitios 

comunes era <1 00 o menos que una cuarta parte del número total de sitios, la máxima 

parsimonia fue utilizada, de lo contrario el método BIONJ con distancia de matriz MCL se 

hubiera utilizado. Una distribución gamma discreta se utilizó para modelar las diferencias 

evolutivas entre los distintos sitios (5 categorías (+G, el parámetro=0.3542)). El árbol está 

dibujado a escala, con longitudes de rama medida en el número de sustituciones por sitio. 

Se analizaron 3 secuencias de aminoácidos. Todas las posiciones que contienen datos 

faltantes fueron eliminadas. Hubo un total de 340 posiciones en el conjunto final de datos. 

Los análisis evolutivos se llevaron a cabo utilizando en programa MEGA 5.2 . 

.--------------Shine3 
~....-___________ Shine2 

'------------------------Shine1 

0.1 

Figura 11.2. Árbol filogenético en el que se observan las secuencias de genes SHINE presentes en 

Arabidopsis tha/iana; donde Shine2 y Shine3 presentan un mayor porcentaje de identidad (71% ), 

mientras que Shine1 y Shine2 tienen la menor identidad (55%) entre las tres proteínas. 

11.5.3. Identificación in silico de genes tipo SHINE en Carica papaya L. 

Para seleccionar las secuencias tipo SHINE en C. papaya, se utilizó el genoma 

secuenciado de Carica papaya var. SunUp y con el programa TBLASTX se encontraron 

las secuencias tipo SHINE. Las dos secuencias detectadas presentaron porcentajes de 

identidad del 70 y 73%, así como porcentajes de similitud del 83 y 94% y un valor 

esperado (E) de 5E-62 y 2E-56 respectivamente. Las secuencias encontradas en C. papaya 

var. SunUp fueron nombradas para este estudio como CpShine1 y CpShine2, los 

parámetros de selección se encuentran descritos en el Cuadro 11.2. 
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La reducción en el número de secuencias nucleotídicas SHINE homólogas del genoma de 

C. papaya L. var SunUp (2) en relación a A. thaliana (3) es consistente con lo observado 

en estudios previos realizados por el Laboratorio de Fisiología Vegetal y Molecular (ldrovo 

et al. , 2012) y concuerda con lo reportado por Ming et al. , (2008), en dónde se observó 

una reducción en el número de genes de aproximadamente 20% en comparación con A. 

thaliana. Los autores sugieren que la reducción en el número genes se debe a 

características clave necesarias para la evolución morfológica de papaya. 

Cuadro 11.2. Genes homólogos tipo SHINE de Carica papaya que presentaron porcentajes 

significativamente altos de identidad con respecto a los genes SHINE de Arabidopsis thaliana. 

Nombre de Longitud Longitud 
GENES % de % de 

secuencia Segmento alineamiento Valor (E) Seo re 
Identidad Similitud 

SHINE encontrada (bp) (a a) 

CpShine1 . - ••• .. 
CpShine2 supercontig_10.254 591 570 73 83 308 

A partir de los genes SHINE encontrados en Carica papaya L. se hizo un Blast Local con 

el programa BioEdit y confirmado por el programa bioestadístico Phytozome, para 

comprobar que todos los genes SHINE homólogos de Carica papaya L. se agruparan con 

los miembros de la familia de genes tipo SHINE de Arabidopsis thaliana. 

11.5.4. Alineamiento de proteínas tipo SHINE de Arabidopsis thaliana y de 

Carica papaya var SunUp 

En el alineamiento múltiple de las secuencias tipo SHINE de A. thaliana y C. papaya se 

observó que las secuencias proteínicas predichas en C. papaya var. SunUp presentaron 

dominios conservados, indicados en diferentes colores en la Figura 11.3: en morado, se 

indica el dominio de unión al ADN (AP2), en verde el dominio N-termiñal Cmm .. ) y en 

naranja el dominio de activación e-terminal Ccm .. ). Se señalan con gráficos las regiones 

láminas-~ y a-hélice presentes dentro del domino AP2. Los asteriscos rojos, corresponden 

a los residuos de Triptófano (W) y Arginina (R) conservados en las secuencias, que 

permiten la unión entre el dominio de unión AP2. y el ADN (AIIen et al. , 1998). 
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Figura 11.3. Alineamiento de las secuencias de genes tipo SHINE de Arabidopsis thaliana (AtShine1 , AtShine2 y AtShine3) y las secuencias 

homólogas CpShine del genoma de Carica papaya var. SunUp (CpShine1 y CpShine 2). Se distingue un dominio AP2 (morado), una región 

N-Terminal ('"mm··) (verde) y una región C-Terminal ('"cm·") (naranja). Las flechas azules corresponden a las láminas ¡3, y el espiral a la hélice 

a . Los asteriscos rojos corresponden a los residuos de Triptófano (W) y Arginina (R) conservados en las secuencias. El fondo negro indica 

aminoácidos idénticos del 100%, el gris indica aminoácidos similares al 75%, y el blanco corresponde a aminoácidos diferentes. 
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De acuerdo a la clasificación propuesta por Nakano et al., (2006), los genes tipo SHINE 

se encuentran dentro de la familia de los ERFs, al poseer un único dominio de unión al 

ADN y a su vez se clasifican en el grupo V, por la presencia de dos motivos .. mm .. y .. cm .. 

característicos para el grupo. Aunque la función biológica de los dos motivos aún no ha 

sido determinada, diversos estudios sugieren que los miembros de este grupo contribuyen 

a la tolerancia al estrés por déficit hídrico al regular la acumulación de ceras cuticulares 

(Zhang et al., 2007). 

11.5.5. Porcentajes de identidad de las secuencias tipo SHINE de Carica 

papaya L. 

Una vez identificados los dominios característicos de la familia tipo SHINE en las 

secuencias predichas para Carica papaya L. var. SunUp, se procedió a determinar los 

porcentajes de identidad entre las secuencias proteínicas AtShine de Arabidopsis thaliana 

y las secuencias CpShine predichas para papaya. En el Cuadro 11.3, se observa que la 

secuencia CpShine1 presentó mayor identidad con AtShine1 con 86.1 %, mientras que 

CpShine2 presentó un 83.1% de identidad en relación a la secuencia AtShine2. Se señala 

que los altos porcentajes de identidad entre las secuencias AtShine1 y AtShine2 de 

Arabidopsis thaliana en comparación con las secuencias CpShine1 y CpShine2 de Carica 

papaya var. SunUp coinciden con los porcentajes de identidad superiores a 70% que 

presentaron las secuencias en el análisis in silico. 

Cuadro 11.3. Porcentajes de identidad entre las tres secuencias proteicas AtShine de Arabidopsis 

tha/iana y las dos secuencias de la familia de genes CpShine de Carica papaya var. SunUp. 

11.5.6. Estructura tridimensional de las proteínas CpShine1 y CpShine2 

La estructura tridimensional del dominio AP2/ERF de CpShine1 y CpShine2 fue predicha 

por el programa Swiss-Model. En las dos proteínas aisladas en Carica papaya se 

observaron las tres estructuras ¡3-plegadas localizadas en la región N-terminal, que se 

arreglan de manera paralela a la estructura a-hélice localizada en la región e-terminal 
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(Figura 11.4). De acuerdo a Allen et al. , (1998), el arreglo conformacional que adquieren las 

estructuras ¡3-plegadas son de gran importancia para la unión de este dominio con los 

elementos regulatorios en cis del tipo "GCC". Los modelos 3D se obtuvieron tomando 

como molde a la secuencia homóloga AtERF1 (Protein Data Bank ID: 1 GCC) de 

Arabidopsis thaliana. 

8) 

e 

Figura 11.4. Análisis de la estructura tridimensional de los dominios de unión AP2/ERF de cada 

secuencia de estudio. A) Estructura del dominio AP2/ERF de AtERF1 descrito por Allen et al., 

(1998). B) Estructura del dominio AP2/ERF de CpShine1. C) Estructura del dominio AP2/ERF de 

CpShine2. En las tres imágenes se pueden observar las 3 estructuras [3--plegada y la estructura a­

hél ice características del dominio AP2. 

11.5.7. Análisis filogenético de las secuencias de genes SHINE en Arabidopsis 

thaliana y Carica papaya L. 

El árbol filogenético presentado en la Figura 11 .5, se construyó a partir de las secuencias 

tipo SHINE de Arabidopsis thaliana y las de Carica papaya L., el árbol presenta dos 

ciados distinguibles. Cada uno de estos grupos muestra secuencias de genes de 

Arabidopsis tha/iana agrupados con las secuencias de genes de Carica papaya L. , que 

coinciden con los porcentajes de identidad presentados anteriormente. En el caso de la 

secuencia AtShine1 se agrupa en un ciado con CpShine1, por el contrario las secuencias 

AtShine2 y AtShine3 se agrupan con CpShine2 en un segundo ciado. Cada uno de los 

grupos que componen el árbol filogenético, están respaldados por valores altos de 

boostrap. 

Para la construcción de la historia evolutiva que se presenta en el árbol filogenético se 

utilizó el método de Neighbor-Joining (Saitou, 1987). La construcción del árbol consenso 

de boostrap derivado a partir de 1 000 réplicas fue utilizado para representar la historia 
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evolutiva de los taxa analizados (Felsenstein, 1985). Las ramas que corresponden a los 

fraccionamientos reproducidos en menos de 50% de las réplicas del Boostrap son 

colapsadas. El porcentaje de las réplicas del árbol en el cual están asociados los taxa en 

la prueba de Boostrap (1000 réplicas) están señaladas debajo de las rama. El árbol está 

dibujado a escala, con las unidades de las ramas en las mismas unidades a aquellas de 

las distancias evolutivas utilizadas para inferir un árbol filogenético. Las distancias 

evolutivas fueron computarizadas utilizando la matriz basada en el método JTT (Jones et 

al., 2011) y las unidades están dadas en el número de sustituciones de aminoácidos por 

sitio. El rango de variación entre los sitios fue modelado con la distribución gamma 

(condición de parámetro = 0.36). El análisis incluye cinco secuencias de aminoácidos. 

Todas las posiciones que corresponden a gaps y datos faltantes fueron eliminadas. En el 

conjunto final de datos había un total de 168 posiciones. El análisis se llevó a cabo 

utilizando MEGA 5.2 (Tamura et al., 2011 ). 

1oo.---------• At Shine2 
....----------------~ 

L..--------e At Shine3 

L..----------------------e Cp Shine2 

100 ....---------- • At Shine1 
L----------j 

L---------------------------------e Cp Shine1 

0.1 

Figura 11.5. Árbol filogenético donde se muestran las relaciones que existen entre las tres 

secuencias tipo SHINE de Arabidopsis thaliana (• ) y las dos secuencias de Carica papaya L. (• ). 

11.5.8. Análisis in silico de genes tipo LACS de Arabidopsis tha/iana en Carica 

papaya L. cv. SunUp 

Para poder estudiar y comprender mejor las respuestas a nivel molecular que intervienen 

en la biosíntesis de ceras totales en respuesta a un estrés por déficit hídrico se buscaron 

e identificaron adicionalmente, los números de accesión para las secuencias de los genes 

LACS. Se ha visto que los genes LACS, en particular los LACS2 y LACS3 están ubicados 

corriente abajo en la ruta de biosíntesis de ceras y de acuerdo a lo reportado por 

Kannangara et al., (2007) se encuentran bajo la regulación de los genes tipo SHINE, por 
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lo tanto para este estudio fue importante la identificación in silico de estos dos genes en 

particular, dentro del genoma secuenciado de C. papaya cv. SunUp. 

Para ello, se realizó una búsqueda en la base de datos del NCBI y TAIR (20 de Agosto del 

2014), encontrando un total de 9 miembros para la familia de los genes tipo LACS en 

Arabidopsis thaliana . En el Cuadro 11.4, se presentan los genes tipo LACS de Arabidopsis 

thaliana y el Locus reportado en la base de datos del NCBI. 

Cuadro 11.4. Secuencias tipo LACS y locus en Arabidopsis thaliana obtenidas de la base de datos 

del NCBI. 

GENES LOCUS 

LACS (Arabidopsis thaliana) 

A. tha/iana, long chain acyi-CoA synthetase 1 (Lacs1 ) 

A. thaliana, long chain acyi-CoA synthetase 2 (Lacs2) 

A. thaliana , long chain acyi-CoA synthetase 3 (Lacs3) 

A. thaliana , long chain acyi-CoA synthetase 4 (Lacs4) 

A. thaliana , long chain acyi-CoA synthetase 5 (Lacs5) 

A. tha/iana , long chain acyi-CoA synthetase 6 (Lacs6) 

A. thaliana , long chain acyi-CoA synthetase 7 (Lacs7) 

A. thaliana , long chain acyi-CoA synthetase 8 (Lacs8) 

A. thaliana , long chain acyi-CoA synthetase 9 (Lacs9) 

NM_130292.3 

NM_103833.4 

NM_105115.3 

NM_118516.4 

AF503755.1 

NM_111471.2 

NM_122642.4 

NM_179603.2 

NM_106407.6 

11.5.8.1 . Análisis filogenético de las secuencias de genes tipo LACS de 

Arabidopsis thaliana 

El árbol filogenético que se presenta en la Figura 11.6, muestra las relaciones existentes 

entre las secuencias de tipo LACS de Arabidopsis tha/iana. En el árbol se distinguen tres 

ciados o grupos. En el primero (1) se observa la presencia de subclados, las secuencias 

AtLac1 y AtLac2 se encuentran en ramas independientes, mientras las secuencias 

AtLac3, AtLac4 y AtLac5 están en un mismo subclado. El segundo grupo (2), está 

formado por AtLac6 y AtLac7; y finalmente en el tercer grupo (3).se agrupan las 

secuencias AtLacB y AtLac9. De acuerdo a la literatura, el ciado conformado por: 
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AtLac3/AtLac4/AtLac5 presenta un porcentaje de identidad de 72 y 80% respectivamente. 

El segundo grupo conformado por AtLac6/AtLac7 comparte un 74% de identidad en los 

aminoácidos y finalmente AtLac8/AtLac9 comparten un 67% de identidad. La presencia de 

múltiples genes en los subclados puede representar cierto nivel de solapamiento en la 

función y/o localización subcelular de los genes. Sin embargo, al analizarlo como grupo, 

esta familia sólo es 30% idéntica en relación a sus secuencias de aminoácidos (Shockey 

et al., 2002) 

100 
.--- - - ------e Atlac1 

.--- --------• Atlac2 
891 

1 

e Atlac3 
100 1 

e Atlac4 

'---- e Atlac5 

100 

L_ _________ 1:..::0~o 1 e Atlac6 ~ 
1 4t Atlac7 ~ 

0,2 

100 1 e Atlac8 0 
L------ • Atlac9 \..V 

Figura. 11.6. Árbol filogenético en el que se observa la relación filogenética entre las 9 secuencias 

de genes LACS presentes en Arabidopsis thaliana. 

La historia evolutiva se infirió usando el método de Maximum Likelihood basado en el 

modelo de Whelan y Goldman (2001). El árbol se construyó a partir del modelo con la 

probabilidad más alta. El porcentaje de réplicas de árboles que se asocian con taxones 

agrupados se muestran a lado de las ramas. El árbol inicial para la búsqueda heurística 

se obtuvo automáticamente como se indica a continuación: cuando el número de sitios 

comunes era <100 o menos que una cuarta parte del número total de sitios, la máxima 

parsimonia fue utilizada, de lo contrario el método BIONJ con distancia de matriz MCL se 

hubiera utilizado. Una distribución gamma discreta se utilizó para modelar las diferencias 

evolutivas entre los distintos sitios (1 categoría (+G= 0.0000)). El árbol está dibujado a 

escala, con longitudes de rama medida en el número de sustituciones por sitio. Se 

analizaron 9 secuencias de aminoácidos. Todas las posiciones que contienen datos 
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faltantes fueron eliminadas. Hubo un total de 636 posiciones en el conjunto final de datos. 

Los análisis evolutivos se llevaron a cabo utilizando en programa MEGA 5.2. 

11.5.8.2. Identificación in silico de genes tipo LACS en Carica papaya L. 

A partir del genoma secuenciado de Carica papaya var. SunUp se encontraron con la 

ayuda del programa TBLASTX un total de 7 secuencias tipo LACS para papaya. Todas 

las secuencias presentaron porcentajes de identidad y similitud mayores al 75% y un valor 

esperado (E) <1 E100
. Las secuencias identificadas en C. papaya var. SunUp fueron 

nombradas como CpLac1, CpLac2, CpLac3, CpLac4, CpLac5, CpLac6 y CpLacl (Cuadro 

11.5). 

Cuadro 11.5. Genes de Carica papaya var. SunUp que presentaron porcentajes de identidad 

significativamente altos con respecto a los genes LACS de Arabidopsis thaliana. 

supercontig_18. 93 564 561 78 
·100 

87 1E 202 

supercontig_62.90 1992 1750 80 90 1 E -116 307 

supercontig_79.38 1983 1911 79 90 1 E -158 369 

supercontig_ 48.58 2001 1749 82 89 1 E -163 245 

supercontig_683.2 648 639 79 87 1 E -115 171 

supercontig_136.40 1443 1356 76 86 1 E -115 288 

supercontig_64.84 2082 1763 84 92 1 E -166 421 
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11.5.8.3. Alineamiento de proteínas tipo SHINE de Arabidopsis thaliana y de 

Carica papaya var SunUp 

En el alineamiento múltiple de las secuencias tipo LACS de A. thaliana y C. papaya se 

observó que las secuencias proteínicas predichas en C. papaya var. SunUp presentaron 

sitios altamente conservados, correspondientes al dominio AMP-binding domain 

constituido de 3 bloques de acuerdo a lo reportado en la literatura (Y u, 201 0). Los tres 

bloques {1, 11 y 111) presentes en las secuencias analizadas, , indicados en diferentes 

colores en la Figura 11 .7, corresponden a tres motivos del dominio AMP constituidos de la 

siguiente manera: l. [MCV] TSG [TS] [ST] GXPK; 11. GYGXTE y 111. GW [FL] [HK] TG. La 

presencia del residuo de Tirosina (Y) en la posición 487, parece estar involucrado en la 

formación del adenilato, que participa como intermediario en la síntesis de acii-CoA. 

Finalmente el alineamiento mostró la presencia de un dominio de unión "linker domain" de 

40 aa de largo, característico de la familia LACS, la longitud del dominio sugiere que las 

secuencias aisladas para C. papaya corresponden a genes de tipo LACs (Lu, 2010; 

Shockey et al., 2002). 
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Figura 11.7. Alineamiento de las secuencias de genes tipo LACS de Arabidopsis thaliana (AtLac1 

AtLac2, AtLac3, AtLac4, AtLac5, AtLac6, AtLacl, AtLacB y AtLac9) y de secuencias homólogas 

CpLac del genoma de Carica papaya var. SunUp (CpLac1 , CpLac2, CpLac3, CpLac4, CpLac5, 

CpLac6 y CpLacl) . Se distinguen tres bloques (1 , 11 y 111) correspondientes al dominio de unión 

AMP-binding domain (cuadros naranjas). Las flechas rojas indican los sitios del "Linker domain" 

característico de la familia LACS. El asterisco rojo, corresponde al residuo de Tirosina (Y) 

conservado en las secuencias. El fondo negro indica aminoácidos idénticos del 100%, el gris indica 

aminoácidos similares al 75%, y el blanco corresponde a aminoácidos diferentes. 

11.5.8.4. Porcentajes de identidad de las secuencias CpShine de Carica papaya L. 

Una vez que se identificaron los dominios característicos de la familia tipo LACS en las 

secuencias predichas para Carica papaya L. var. SunUp, se determinaron los porcentajes 

de identidad entre las secuencias proteínicas AtLac de A. thaliana y las secuencias CpLac 

predichas para C. papaya L. var. SunUp. 

En este punto es importante señalar que en base a lo reportado en la literatura y en 

concordancia con uno de los objetivos de la presente tesis, en este estudio, se decidió 

trabajar con dos miembros de la familia LACS: AtLac2 y AtLac3. En el Cuadro 11.6, se 

observa que la secuencia CpLac2 presentó un porcentaje de identidad mayor con AtLac2 

con 95.05%, mientras que CpLac3 presentó un 95.98% de identidad en relación a la 

secuencia AtLac3. La reducción en el número de secuencias nucleotídicas LACS 

homólogas en el genoma de C. papaya L. var SunUp (7) en relación a las de A. thaliana 

(9) lo que es consistente con lo observado en estudios previos realizados por el 

Laboratorio de Fisiología Vegetal y Molecular (ldrovo et al. , 2012). 

Cuadro 11.6. Porcentajes de identidad entre las nueve secuencias proteicas AtLac de Arabidopsis 

thaliana y las siete secuencias de la familia de genes CpLac de Carica papaya var. SunUp. 

84.08 95.05 92.4 92.61 92.3 82.59 84.67 77.01 77.84 

86.01 91 .25 95.98 96.68 96.8 83.75 83.98 76.73 74.92 

81 .79 81.78 83.06 82.78 83.03 97.27 96.68 74.65 77.26 

69.83 75.48 74.31 71 .62 75.5 91 .77 93.12 65.97 68.77 

63.39 68.62 69.7 70.48 70.25 71 .16 71 .2 93.61 92.08 

70.71 77.94 76.08 74.07 75.67 79.57 78.81 84.8 97.41 
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11.5.8.5. Análisis filogenético de las secuencias de genes LACS en Arabidopsis 

thaliana y Carica papaya L. 

El árbol filogenético que se presenta en la Figura 11.8, muestra las relaciones entre las 

secuencias de genes tipo LAG de Arabídopsís thalíana y las CpLac de Caríca papaya L. , 

el árbol presenta tres ciados distinguibles. Cada uno de estos grupos muestra secuencias 

de genes de Arabídopsís thalíana agrupados con las secuencias de genes de Caríca 

papaya L. , que coinciden con los porcentajes de identidad presentados anteriormente. En 

el caso de la secuencia AtLac2 se agrupa conCpLac2 en un subclado, por el contrario 

AtLac3, AtLac4 y AtLac5 se agrupan en otro subclado con CpLac3. Cada uno los grupos 

que componen el árbol filogenético se respaldan con valores de boostrap elevados. 

100 

100 

84 

100 

100 

0,2 

e AtLac1 

'-----e CpLac1 

e AtLac2 

'----;;:-- e CpLac2 

r---- e AtLac3 

e AtLac7 

e CpLac5 

100 e AtLac8 

e CpLac6 

100 

e CpLac7 

Figura 11.8. Árbol filogenético donde se muestran las relaciones que existen entre las 9 secuencias 

tipo LACS de Arabidopsis tha/iana (• ) y las 7 secuencias de Carica papaya (• ). Se señalan los 

genes de interés (CpLac2 y CpLac3) para este estudio. 
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La historia evolutiva se infirió usando el método de Maximum Likelihood basado en el 

modelo de Whelan y Goldman (2001 ). El árbol se construyó a partir del modelo con la 

probabilidad más alta. El porcentaje de réplicas de árboles que se asocian con taxones 

agrupados se muestran a lado de las ramas. El árbol inicial para la búsqueda heurística 

se obtuvo automáticamente como se indica a continuación: cuando el número de sitios 

comunes era <1 00 o menos que una cuarta parte del número total de sitios, la máxima 

parsimonia fue utilizada, de lo contrario el método BIONJ con distancia de matriz MCL se 

hubiera utilizado. Una distribución gamma discreta se utilizó para modelar las diferencias 

evolutivas entre los distintos sitios (1 categoría (+G= 0.0000)). El árbol está dibujado a 

escala, con longitudes de rama medida en el número de sustituciones por sitio. Se 

analizaron 16 secuencias de aminoácidos. Todas las posiciones que contienen datos 

faltantes fueron eliminadas. Hubo un total de 702 posiciones en el conjunto final de datos. 

Los análisis evolutivos se llevaron a cabo utilizando en programa MEGA 5.2. 

11.5.9. Diseño de oligonucleótidos 

Con el objetivo de estudiar el efecto del estrés por déficit hídrico en los patrones de 

expresión de dos genotipos de Carica papaya y después de haber realizado el aislamiento 

in silico para los genes tipo SH/NE y LACS dentro del genoma secuenciado de Carica 

papaya L. var. SunUp., se diseñaron los juegos de oligonucleótidos para cada secuencia 

de interés tipo CpShine y CpLac específicos para C. papaya L. utilizando los programas 

Primer Express y Primer Premier. Los oligos se diseñaron procurando que tuvieran una 

longitud no mayor a 22 bp, con una temperatura media (Tm) mayor a 50 oc y una 

proporción GC del 50%. Adicionalmente, se buscó que el amplicón se encontrara en 

zonas poco conservadas pero con dominios específicos entre las secuencias predichas. 

Los juegos de oligonucleótidos se mandaron a sintetizar a la casa comercial Sigma y una 

vez obtenidos los Oligos fueron diluidos en H20 (grado molecular) a una concentración de 

10 J.JM y refrigerados a -20 oc hasta su uso (Cuadro 11.7). 
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Cuadro 11.7. Diseño de oligonucleótidos de las secuencias de CpShine1 , CpShine2 , CpLac2 y 

CpLac3 en Carica papaya L. 

GTCGTACAGTACTTGACCGG 

TGGCTTTGCAACCAAGGATC 

AGCCGTTACGTTAGTATGTAGG 

TCGGCTAGCTGACCAGACCAT 

AGCCGTTACGTTAGTCGTAGG 

TCGGCTAGCTGACCAGACCAT 
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11.6. DISCUSIÓN 

En este trabajo, se reporta por primera vez la identificación y caracterización in silico de 

los miembros de la familia completa de genes SHINE involucrados en la ruta de 

biosíntesis de ceras dentro del genoma secuenciado de Carica papaya L. var. SunUp. En 

total se identificaron dos secuencias nucleotídicas homólogas a AtShine dentro del 

genoma de C. papaya L. var. SunUp, respaldadas por porcentajes de identidad entre 70 y 

73% y de similitud entre 94 y 83%. Además, la presencia de las secuencias SHINE en 

papaya es una evidencia más de su existencia conservada en diferentes especies 

estudiadas entre las que destacan arroz (Oryza sativa) (Dubouzet et al., 2003), tomate 

(Solanum lycopersicum) (Xin Shi et al. , 2011), uva (Vitis vinífera) (Licausi et al., 201 O) y 

eucalipto (Eucalyptus sp.) (Leoricy et al., 2012). 

Al momento de revisar las dos bases de datos, se encontraron 3 secuencias nucleotídicas 

correspondientes a los genes tipo SHINE en A. thaliana, agrupadas en dos ciados: 

AtShine1 y AtShine2 en un solo ciado y AtShine3 en uno independiente. Estas 

observaciones coinciden con lo reportado en los trabajos pioneros de Aharoni et al., 

(2004) en donde evaluaron la función de estos genes en la ruta de biosíntesis de las ceras 

lo que confería tolerancia a un estrés por déficit hídrico y que fueron corroborados ese 

mismo año por Broun et al., (2004). 

En la planta modelo Arabidopsis thaliana se han reportado 3 genes tipo SHINE, sin 

embargo, en Carica papaya L. var SunUp sólo se encontraron 2. ~sta reducción en el 

número de genes, parece ser consistente con lo obtenido en estudios previos del 

Laboratorio de Fisiología Vegetal y Molecular (ldrovo et al., 2012) y concuerda con lo 

reportado por Ming et al., (2008), quienes de manera independiente reportan una 

reducción en el número de genes de aproximadamente el 20% en C. papaya SunUp en 

comparación a A. thaliana. Ellos sugieren que la reducción en el número de genes se 

debe a que están relacionados con las características clave para la evolución morfológica 

de papaya. Esto nos indica que de manera evolutiva C. papaya ha conservado los genes 

que le han permitido adaptarse al ambiente en contraste con A. thaliana que ha 

conservado la mayor parte de sus genes. 

En nuestro aislamiento múltiple realizado entre las secuencias proteicas predichas para C. 

papaya L. var. SunUp (CpShine) y las secuencias descargadas de las bases de datos del 
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NeBI para A. thaliana, se observó que las secuencias presentaron dominios altamente 

conservados, además por los altos valores de identidad de los genes CpShine 1 y 

CpShine2 respecto a sus homólogos en A. thaliana es probable que sean alelas. En el 

alineamiento presentado en la Figura 11.3, se señaló el dominio AP2 (morado), 

característico de la súper-familia AP2/ERF a la que pertenecen los genes SHINE, dentro 

del dominio se señalaron las regiones correspondientes a las láminas r3 y hélice a, 

necesarias para el plegamiento de la proteína que permite la unión con el ADN, por 

último, se encuentran señalados con asteriscos los residuos de Triptófano y Arginina 

presentes en el dominio de unión al ADN ; adicionalmente, se identificaron los motivos N­

terminal .. mm .. y e-terminal .. cm .. específicos para este grupo. Nuestros resultados, 

concuerdan con lo reportado por Aharoni et al., (2004), Broun et al., (2004) y Allen et al. , 

(1998), quienes señalaron que las principales características de los miembros de este 

grupo son: la presencia dominio AP2 altamente conservado y dos motivos adicionales 

ubicados en la parte N-terminal .. mm .. y e-terminal .. cm ... 

En base a nuestro alineamiento se observó que las secuencias proteicas CpShine 

presentan sólo un dominio AP2 altamente conservado y dos motivos adicionales ubicados 

en la región N-terminal y e- terminal. De acuerdo a la clasificación propuesta por Nakano 

et al., (2006), nuestras secuencias CpShine pertenecen a la súper familia AP2/ERF, 

familia de los ERFs, dentro de la cual son agrupadas en el grupo V-a, debido a la 

presencia de los dos motivos adicionales. En A. thaliana, existe otro gen que contiene los 

dominios específicos de ciado SHINE, el gen At5g25190; sin embargo, al ser sobre­

expresado no se obtiene el fenotipo morfológico característico de los miembros del ciado, 

debido en principio, a la carencia de un motivo .. mm.. completo por lo que ha sido 

clasificado en el grupo V-b (Aharoni et al., 2004). 

A la fecha no se ha identificado la función biológica del motivo .. mm .. , sin embargo en un 

estudio realizado por. Taketa et al., (2008), reportaron una mutante nud, un ortólogo de 

WIN1/SHN1 en cebada (Hordeum vulgare L.) con el .. mm .. incompleto, como resultado, se 

obtuvo un fenotipo morfológicamente diferente, lo que sugiere que el motivo .. mm .. 

contiene un sitio activo importante. En un estudio reciente realizado por Nakano et al., 

(2014), se evaluaron las diferencias estructurales entre el gen SIERFS2 aislado en tomate 

(Solanum lycopersicum) perteneciente al grupo V-by los genes tipo SHINE de A. thaliana 

(V-a), los resultados indicaron que la falta del motivo completo ··mm .. puede ser la causa 
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de la diversidad biológica observada en cuanto función. La elucidación de la función del 

motivo ··mm·· brindará información valiosa sobre la diversidad funcional entre los 

subgrupos dentro del grupo V de la familia de los ERFs V-a, incluyendo a los genes tipo 

SHINE. 

La importancia del dominio AP2 altamente conservado dentro de la súper familia 

AP2/ERF, se debe a que es el dominio de unión al ADN, por lo que una diferente 

conformación puede llevar a un plegamiento incorrecto de la proteína y por ende a que el 

ADN no se una a la secuencia. Para descartar que nuestras secuencias tuvieran errores 

en el plegamiento del dominio se realizó un modelaje de proteína, observando que las dos 

secuencias presentan las dos láminas ~ antiparalelas y la hélice a necesarias para el 

plegamiento correcto (Figura 11.4). 

Nuestro árbol filogenético expone semejanzas sobre la posición de los genes tipo SHINE 

en Carica papaya al establecer comparaciones estructurales con Arabidopsis thalíana. 

Las secuencias CpShine se agruparon en dos ciados principales los cuales presentaron 

valores de estimación boostrap altos (>100). En el primer ciado se agrupó CpShine1 con 

su homólogo AtShine1 , por otra parte, CpShine2 se agrupó con AtShine2 y AtShine3. Las 

diferencias en cuanto al agrupamiento puede deberse a la divergencia en el dominio ··mm·· 

lo que puede influir en la función biológica del gen. Los datos obtenidos del análisis 

filogenéticos coinciden con los reportado por Dubouzet et al., (2003), quienes observaron 

que el homólogo de OsDREB1 en arroz, presentaba mayor porcentaje de identidad con 

AtShine1 que con los demás. 

Los análisis in silico realizados en este capítulo, indicaron la presencia del dominio AP2, 

las regiones lámina ~ y la hélice a, los residuos de Triptófano y Arginina; y la presencia de 

los dos motivos adicionales: ··mm·· y ··cm·· en las secuencias proteicas de CpShine. 

Adicionalmente, los altos porcentajes de identidad y la relación filogenética existente entre 

las secuencias tipo SHINE de Carica papaya y las de Arabidopsis thaliana, brindan 

suficiente información para concluir que CpShine conforma una pequeña familia génica de 

dos miembros dentro del genoma secuenciado de Carica papaya var. SunUp. 

Adicionalmente, se reporta la caracterización in si/ico de la familia completa de los genes 

LACS (Long-acyi-CoA sintasa) involucrados en la ruta de biosíntesis de ceras cuticulares 

en Arabidopsis thaliana. En total se identificaron 7 secuencias nucleotídicas homólogas a 
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AtLac dentro del genoma secuenciado de C. papaya var. SunUp, con porcentajes de 

similitud e identidad superiores al 75%. Para este estudio se eligió trabajar únicamente 

con las secuencias homólogas a AtLac2 y AtLac3, nombradas como CpLac2 y CpLac3. 

Al igual que en el caso de los genes SHINE, se observó una reducción en el número de 

genes para CpLac que para papaya fue de 7 en comparación con las 9 secuencias 

reportadas para Arabidopsis thaliana. 

En base al alineamiento realizado se observó que las secuencias proteicas CpLac 

presentaron la firma característica de los miembros de la familia LAG, el dominio de unión 

AMP. De acuerdo a lo reportado en la literatura, el dominio AMP tiene un papel importante 

en el metabolismo de los ácidos grasos (Shrago, 2000). Aunado a la presencia del 

dominio conservado, el alineamiento presentó el ··linker domain·· en las 7 secuencias 

candidatas CpLac, con un largo aproximado de 40 aa de largo, comparable con los 30 a 

40 aa de largo del ··linker domain·· reportado para la mayoría de los genes putativos de 

LACS. Se ha reportado que el alineamiento con secuencias homologas de LACS en otros 

organismos eucariotas como levaduras, ratón y humano; indican que la longitud del ··linker 

domain·· se mantiene dentro de estos rangos. Lo que sugiere que la presencia de ésta 

región permite la función de los genes LACS (Johnson et al., 1994; Abe et al., 1992; 

Fujino y Yamamoto, 1992). 

El aislamiento in si/ico de las secuencias CpShine y CpLac de Carica papaya var. SunUp 

nos sirvió como punto de partida para el diseño correspondiente de los oligonucleótidos 

específicos para las secuencias de interés con el objetivo de evaluar los patrones de 

expresión de éstos genes en los diferentes tejidos (raíz, tallo y hoja) de plantas de dos 

genotipos de C. papaya Maradol y Silvestre expuestos a un tratamiento por déficit hídrico 

detallado en el Capítulo 111. 

67 



Capítulo 11 

11.7. CONCLUSIONES 

• En el presente trabajo, se reporta por primera vez la caracterización in sílíco, 

identificación y relación filogenética de la familia completa de genes tipo CpShíne 

(2), pertenecientes a la familia de factores de transcripción AP2/ERF dentro del 

genoma secuenciado en Caríca papaya L. var SunUp. Además, se reporta la 

caracterización de la familia completa de los genes tipo CpLac (7), involucradas en 

la ruta de biosíntesis de las ceras dentro del genoma secuenciado de papaya 

transgénica. 

• Las dos secuencias en Caríca papaya L. homólogas a los genes SHINE de 

Arabídopsís thaliana, presentaron porcentajes de identidad mayores al 70% con 

valores esperados de E entre 1 o-62 y 1 o-56
; y se nombraron CpShíne 1 y CpShíne2 

tomando en cuenta los porcentajes de identidad con respecto a A. thalíana que 

fueron de 86.1 y 83.1% respectivamente. Para el caso de las secuencias 

homólogas a LACS de A. thalíana encontradas en C. papaya, éstas presentaron 

porcentajes de identidad y similitud mayores a 75% con valores esperados de 1 o-
116 y 1 o-158

, y se nombraron CpLac2 y CpLac3 en base a los altos porcentajes de 

identidad de 95 y 95.8% comparados con las secuencias de A. thalíana. 

• La reducción en el número de secuencias dentro del genoma de C. papaya en 

comparación con A. thalíana es consistente con la reducción promedio en el 

número de genes de aproximadamente 20% reportada por Ming et al., (2008) y 

con los resultados obtenidos en el Laboratorio de Fisiología Vegetal y Molecular 

(ldrovo et al., 2012). 

• El alineamiento diseñado entre las secuencias proteínicas de CpShine1 y 

CpShíne2 presentaron los dominios característicos de la familia SHINE reportados 

en A. thalíana. Los dominios altamente conservados fueron: el dominio de unión al 

ADN (AP2), el motivo N-terminal ("mm") y el motivo e-terminal ("cm''). En el caso 

del dominio AP2 se encontraron mediante el modelaje tridimensional de la 

proteína, regiones correspondientes a las 3 láminas ~-anti paralelas y una hélice a 

presentes en el dominio AP2, el cual es requerido para el reconocimiento 

específico del ADN. 

• El árbol filogenético demostró que las secuencias CpShíne se agrupan en el 

mismo ciado en comparación con lo reportado para A. thaliana. Para el caso de la 
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secuencia CpShine1 se agrupó en el mismo ciado que AtShine1, por el contrario 

CpShine2 se agrupó con AtShine2 y AtShine3, lo que sugiere que ambos genes 

podrían estar involucrados en funciones específicas. 

• En el alineamiento realizado entre las secuencias proteicas de CpLac1, CpLac2, 

CpLac3, CpLac4, CpLac5, CpLac6 y CpLac 7 se observó la firma característica de 

la familia LACS reportada para A. thaliana. El dominio de unión AMP y las dos 

regiones laterales del ··linker domain··, se encuentran conservados en las 

secuencias de C. papaya L. (Figura 11.7). 

• El árbol filogenético demostró que las secuencias CpLac se agrupan dentro del 

mismo ciado en comparación con lo reportado para A. thaliana. Para el caso de la 

secuencia CpLac2 se agrupó en el mismo ciado que AtLac2, por el contrario 

CpLac3 se agrupó con AtLac3, AtLac4 y AtLac5 en un mismo subclado, lo que 

sugiere que la función de ésta secuencia no es tan específica como en el caso de 

CpLac2. 
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CAPÍTULO 111 

CARACTERIZACIÓN DEL EFECTO POR DÉFICIT HÍDRICO SOBRE LA 

FISIOLOGÍA DE 2 GENOTIPOS DE Carica papaya MARADOL Y SILVESTRE 

111.1. INTRODUCCIÓN 

El cambio climático es una realidad inminente con repercusiones que inciden en la 

estructura y funcionalidad de los ecosistemas. En particular, el estrés abiótico por déficit 

hídrico, más que otros factores ambientales, deja en la planta una serie de cambios 

morfológicos, fisiológicos, bioquímicos y moleculares que afectan negativamente su 

desarrollo y productividad (Biuden y Arndt, 2012; Wang et al., 2012, GISS, 2010; Shao, et 

al., 2008) El estrés por déficit hídrico puede considerarse como un conjunto de presiones 

de clima, que puede ser el resultado de una combinación de calor, déficit de agua en el 

suelo y salinidad. En conjunto el déficit hídrico y la salinidad limitan considerablemente la 

producción agrícola hasta un 70% comparándolo con lo obtenido bajo condiciones 

favorables (Boyer, 1982). 

El agua desempeña un papel esencial en las plantas como componente, disolvente y 

reactivo en diferentes procesos químicos, mantiene la turgencia, la elongación celular, el 

intercambio gaseoso en hojas, el transporte en el floema y varios procesos a través de la 

membrana (Taiz y Zeiger, 2006). La importancia fisiológica del agua se refleja en su 

función ecológica, ya que la distribución de las plantas sobre la superficie de la tierra está 

controlada por la disponibilidad de agua, siempre que tengan una temperatura adecuada 

de crecimiento. Sin embargo, en condiciones naturales el estrés por déficit hídrico se 

encuentra asociado al estrés térmico y es difícil separar ambos efectos en las plantas, el 

déficit hídrico produce cierre estomático lo que disminuye la tasa de transpiración, la 

disipación del calor también se ve afectada con el consiguiente incremento de la 

temperatura foliar. La radiación solar por otra parte, es un factor que participa 

directamente en el proceso fotosintético, al igual que el agua, minerales, C02 y la 

temperatura (Ortiz, 2006). De manera conjunta, todos estos factores afectan el 

crecimiento, el transporte de nutrientes, la respiración, la transpiración y todos los 

procesos involucrados en el desarrollo vegetal. 
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A la fecha, se han estudiado los efectos que tiene el estrés por déficit hídrico sobre 

muchos de los procesos vitales. Entre los efectos más evidentes están el tamaño de la 

planta, número de hojas y grosor del tallo, la tasa de fotosíntesis, la conductancia 

estomática y la acumulación de hormonas (Parés et al. , 2008; Nonami et al., 1997; Munns 

y Gramer, 1996, Ogen y Oquist, 1985; Boyer, 1970). Muchos de estos efectos se 

correlacionan con la disminución en los valores de potencial hídrico de la hoja, lo que 

determina el funcionamiento del tejido foliar bajo un estrés por déficit hídrico (Sardans et 

al. , 2008; Hsiao, 1976). 

Para adaptarse al estrés por déficit hídrico y a ambientes de luz intensa, las plantas 

terrestres han desarrollado diversas estrategias de adaptación al estrés, que son más 

evidentes en las plantas Silvestres que habitan las regiones áridas y semi-áridas. El 

estudio del comportamiento fisiológico de las plantas en diferentes condiciones 

ambientales es importante para entender las causas de las reducciones en el rendimiento 

de los cultivos. Finalmente, el desarrollo de cultivos tolerantes a un estrés por déficit 

hídrico con mayor eficiencia en el uso del agua es de interés general, debido al continuo 

crecimiento de la población mundial y a la disminución del recurso hídrico destinado a la 

agricultura (Nguyen, 1999). 

111.1.1. Clasificación de los tipos de respuesta de la planta ante un estrés por 

déficit hídrico 

Bajo condiciones ambientales y agrícolas, las plantas están frecuentemente expuestas a 

un estrés ambiental. Algunos de estos factores ambientales, como la temperatura del aire, 

pueden ser estresantes en cuestión de minutos, otros, como el contenido de agua en el 

suelo, puede tomar varios días o semanas, y factores como la deficiencia de minerales en 

el suelo pueden tardar meses en convertirse limitantes. Adicionalmente, el estrés 

determina la distribución de las plantas en función de los suelos y climas. Por lo tanto, la 

comprensión de los procesos fisiológicos que son afectados por el estrés así como 

aclimatación de las plantas es de gran importancia tanto para la agricultura y el medio 

ambiente. 

En respuesta a un estrés por déficit hídrico del suelo, las plantas pueden exhibir 

mecanismos en respuesta al estrés clasificados como: escape, evasión o tolerancia al 

déficit hídrico (Price et al., 2002; Levitt, 1980). 
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• Escape al déficit hídrico. Es la habilidad de la planta a completar su ciclo de vida 

antes de ser afectada severamente por el estrés. 

• Evasión del déficit hídrico. En plantas de ciclo de vida largo se presentan 

mecanismos que le ayudan a mantener potenciales hídricos ('I'H) elevados, aún 

bajo condiciones de déficit hídrico extremas. Tales mecanismos incluyen 

adaptaciones morfa-anatómicas: baja en la proporción superficie/volumen, 

desarrollo de espinas, aumento en el área radial. Estos mecanismos tienen como 

finalidad reducir la pérdida de agua a través de la transpiración (estomática y 

cuticular), la conductancia estomática y el área de la hoja (Price et al. , 2002; Ortíz­

Hernández et al., 1999; Begg, 1980). 

• Tolerancia al estrés por déficit hídrico. Es la capacidad que presentan algunas 

plantas de sobrevivir aún con 'I'H bajos (lngram y Bartels, 1996). Las plantas 

expuestas a un estrés por déficit hídrico pueden desarrollarse mediante otros 

mecanismos, que le permiten mantener la turgencia de los tejidos y reducir la 

pérdida evaporativa del agua al acumular solutos compatibles lo cual es una 

ventaja adaptativa de las plantas al déficit hídrico (Yancey et al. , 1982; Levitt, 

1980). 

111.1.2. Efectos fisiológicos ocasionados por el déficit hídrico en plantas 

El estrés hídrico ocurre cuando la cantidad de agua que se evapora mediante la 

transpiración es superior a la que la planta es capaz de incorporar a través de sus raíces. 

En estas condiciones sobreviene un déficit hídrico, cuya primera manifestación visible es 

la marchitez característica de las hojas. En caso de que el déficit se prolongue el 

crecimiento se reduce hasta detenerse (Granados-Sánchez et al. , 1998). 

Típicamente, conforme el contenido de agua disminuye sus células se contraen y se 

relajan las paredes celulares. Esto genera que la presión de turgencia ('I'T) se reduzca y 

se concentre una mayor cantidad de solutos en las células. La membrana plasmática se 

vuelve más delgada y se comprime, porque cubre un área más pequeña que antes. 

Debido a que el 'I'T, es el principal parámetro afectado por el estrés hídrico, las 

actividades relacionadas al 'I'T, como la expansión de la hoja y la elongación de las raíces 

son las más sensibles al déficit hídrico (Taiz y Zeiger, 2006). 
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El aumento en la temperatura ambiental, la luz intensa y la poca disponibilidad del agua 

alteran la tasa fotosintética, la tasa respiratoria, el contenido de pigmentos fotosintéticos, 

la viabilidad de plántulas, la biomasa al disminuir el desarrollo y la expansión de hojas e 

incluso la abscisión foliar. Se promueve el cierre de estomas, la afectación al desarrollo de 

sistemas radicales, reduciendo la velocidad con la que absorben agua y nutrientes las 

raíces, disminuye la floración y por lo tanto el rendimiento por planta. También pueden 

facilitar el ataque de insectos y el desarrollo de enfermedades. (Hewezi et al., 2008; 

Prasad et al. , 2002; Bettts, 1997). 

111.1.3. Estrés por déficit hídrico en Carica papaya L. 

Carica papaya L. es una planta semi-leñosa, considerada tolerante al déficit hídrico, sin 

embargo, es muy receptiva a la irrigación, por lo que la disponibilidad de agua en el suelo 

limita los procesos fisiológicos y el rendimiento de la planta (Carr, 2013; Mahouachi et al., 

2007; Clemente y Marler 1996; Marler et al., 1994). Se recomienda un riego constante a 

las plantas durante los períodos secos para aumentar el crecimiento y producción de 

frutos (Malo y Campbell, 2006), sin embargo, un exceso de agua puede afectar de 

manera negativa varios procesos fisiológicos y favorecer el ataque de patógenos en 

raíces (Campostrini et al. , 201 O; Campostrini y Glenn, 2007). 

Debido a la importancia económica y nutricional de Carica papaya, se han realizado 

diversos estudios para evaluar la respuesta fisiológica de la planta a diferentes tipos de 

estrés biótico y abiótico: ataque de patógenos, virus, salinidad, altas temperaturas y déficit 

hídrico (Alcacer, 2013). En particular, se ha estudiado el comportamiento fisiológico de 

plantas de C. papaya ante un estrés hídrico, encontrando que el contenido relativo de 

agua en las hojas y el potencial de presión en el xilema no se ven afectados por la poca 

disponibilidad de agua. Esto clasifica a C. papaya como una especie que responde al 

déficit hídrico evadiendo el estrés (Marler et al. , 1994). También se ha indicado que el 

ajuste osmótico y el mantenimiento del sistema de conductividad de agua por la raíz, 

característico de algunas plantas que toleran el estrés por déficit hídrico posponiendo la 

deshidratación del tejido, está también presente en las plantas de papaya bajo estrés por 

déficit hídrico (Stokes y Stokes, 2000). Por otra parte, se ha visto que el intercambio 

gaseoso en las hojas de papaya se reduce bajo condiciones de déficit hídrico (Marler y 

Mickelbart, 1998; Marler et al., 1994 ). Adicionalmente, la disminución en la humedad del 
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suelo reduce la altura de planta, el diámetro del tronco, el número de hojas unidas al tallo, 

hay un retraso en el crecimiento y desarrollo de las frutas de papaya. Por último, se ha 

visto que el estrés por déficit hídrico en C. papaya genera un aumento en la longitud de la 

raíz respecto al tallo, lo que puede considerarse como un mecanismo de tolerancia al 

estrés (lvonne y Mirando, 2007). 

En un estudio real izado por Ang y Ng (2000), evaluaron la concentración de elementos 

pesados en frutos Mango (Mangifera indica L.), Guayaba (Psidium guajava L.) y Papaya 

(Carica papaya L.) cultivados en tierras agrícolas y ex mineras. Ellos reportaron que los 

frutos de papaya crecían mejor que las otras dos especies en las tierras ex mineras 

caracterizadas por la alta temperatura del aire y baja disponibilidad del agua. En base a 

estos resultados, los autores sugieren que papaya al ser una planta con propiedades 

suculentas puede tener una estrategia diferente para cubrir el déficit hídrico en sus tejidos, 

conservando el agua en el tejido como el caso de los cactus (Petit-Jiménez, 2007). 

Mahouachi et al., (2006, 2007, 2012) reportaron que C. papaya responde al déficit hídrico 

disminuyendo el crecimiento en la planta, el intercambio gaseoso en hojas y promoviendo 

la abscisión foliar. Además, los autores sugieren que el ácido Abscísico (ABA) puede 

estar involucrado en la inducción de muchas respuestas fisiológicas como la inducción al 

cierre estomático y la abscisión de las hojas para reducir la pérdida de agua (Gomes et 

al., 2013). 

En un estudio previo realizado en el Laboratorio de Fisiología Vegetal y Molecular 

(Fuentes, 2006, datos no publicados), se estudió la respuesta de dos genotipos de Carica 

papaya L. Maradol y Silvestre a un estrés por déficit hídrico de 14 días. Los resultados 

indicaron que en base a los parámetros analizados de altura (cm) y fotosíntesis (Pn), las 

plantas Silvestre presentan mayor tolerancia en comparación a Maradol. 
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111.2. HIPÓTESIS 

La falta de agua por un tiempo prolongado afectará negativamente la fisiología de las 

plantas de dos genotipos de C. papaya L. Maradol y Silvestre, afectándose en mayor 

grado a Maradol. Además, la capacidad de recuperación de los genotipos de Carica 

papaya L. Maradol y Silvestre dependerá de la intensidad y duración del estrés. 

111.3. OBJETIVOS 

111.3.1. Objetivo General 

• Caracterizar fisiológicamente la respuesta de dos genotipos C. papaya L. Maradol 

y Silvestre ante un estrés por déficit hídrico y en recuperación. 

111.3.2. Objetivos Específicos 

• Caracterizar el comportamiento fisiológico de dos genotipos de Carica papaya 

Silvestre y Maradol, expuestas a diferentes tiempos de exposición y en 

recuperación después de establecer el riego. 

• Evaluar y comparar la capacidad de respuesta de los dos genotipos ante un estrés 

déficit hídrico y en recuperación al estrés. 
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111.4. MATERIALES Y MÉTODOS 

111.4.1. Material Vegetal 

El material vegetal se obtuvo a partir de frutos colectados en diferentes localidades del 

Estado de Yucatán, el genotipo Maradol se obtuvo de una plantación comercial de 

papaya denominada "Rancho Tixcocob" ubicada en la localidad de Tixcocob, Yucatán 

(20°53'1 O" N 89°27'7"0); y los frutos del genotipo Silvestre se obtuvieron en el Km 30 de 

la carretera Mérida- Valladolid , Yucatán (20°53'19"W 89°21 '13"0) (Figura 111.1). Los 

frutos fueron transportados al Laboratorio de Fisiología Vegetal y Molecular del Centro de 

Investigación Científica de Yucatán, A,C. (CICY), donde fueron lavados con detergente 

líquido y tratados con fungicida, los frutos fueron envueltos en papel y empacados a una 

temperatura de almacenamiento de 25 oc para su maduración post-cosecha. La colecta 

se realizó el día 16 de Mayo de 2013, teniéndose un total de 12 frutos (Maradol) y 9 frutos 

(Silvestre). 

Maraool 

......._, 

Figura 111.1. Mapa del Estado de Yucatán . Se indican los puntos de colecta del material biológico 

de dos genotipos de Carica papaya L. Maradol y Silvestre (INEGI , 2013). 

111.4.2. Determinación de peso y dimensiones de los frutos 

Después de la maduración post-cosecha, se prosiguió a la caracterización de los frutos, 

evaluando parámetros de peso y dimensión del fruto, número promedio de las semillas y 

grosor de la pulpa. Con el uso de una balanza se determinó el peso fresco de los frutos 

colectados de cada genotipo. Para obtener las dimensiones de los mismos, se utilizó una 

regla graduada, se realizaron mediciones de: longitud máxima (Lmax). diámetro máximo 
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(Dmax). así como el grosor de la pulpa (cm). Las semillas de cada fruto fueron 

almacenadas en bolsas de papel y selladas para su posterior uso. Los resultados de la 

caracterización morfológica de los frutos colectados se presentan en el Anexo 11 1.1. 

111.4.3. Germinación de las semillas 

A las semillas obtenidas de los frutos colectados, se les dio un tratamiento pre­

germinativo en el invernadero del CICY, utilizando el protocolo reportado por Muñozcano 

y Martínez (2008), modificado en el Laboratorio de Fisiología Vegetal y Molecular, que 

consistió de los siguientes pasos: 

1. Remojar las semillas por 72 h. Colocar las semillas en un vaso de precipitados con 200 

mL de agua destilada, mantener en agitación y cada 24 h cambiar el agua. 

2. Escurrir y colocar las semillas en franelas de 70 cm; previamente esterilizadas, doblar y 

colocar en una cámara de germinación acondicionada con luz artificial para mantener una 

T0 de 35-37 °C. 

4. Riego y monitoreo de la franela humedeciéndola evitando la falta o exceso de agua 

hasta observar apertura de testa en más del 50% de las semillas. 

5. Siembra de semilla germinada. Colocar cada semilla a 1 cm de profundidad en charolas 

de plástico (50 cavidades) utilizando como sustrato Peat moss (Sunshine). Para prevenir 

plagas del suelo se utilizó una solución de Carbendazim (0.5 mL L-1 de agua). 

El riego consistió de 30 mL de agua cada tercer día durante los primeros 25 d, mientras 

que el tiempo restante, el riego fue de 50 mL cada segundo día. Se aplicó una solución 

nutritiva comercial (Bayfolan® Forte líquido, Bayer) (1mL L-1) dos veces por semana. La 

edad fisiológica con la que se trabajó en todos los experimentos fue de 70 d, tiempo en el 

que se tuvo suficiente número de hojas verdaderas para los análisis fisiológicos, que se 

llevaron a cabo en el estrato medio de las plantas, es decir en la 2° y 3° hoja 

completamente expandida contando desde la parte apical hacia abajo. 
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111.4.4. Experimentos 

111.4.4.1. Caracterización del estrés por déficit hídrico. 

Con el objetivo de caracterizar la respuesta fisiológica ante un estrés por déficit hídrico en 

dos genotipos de C. papaya Maradol y Silvestre, se realizó un primer experimento 

evaluando 6 tiempos de exposición al estrés que corresponden al número de días durante 

los cuales fue suspendido el riego. Los tiempos evaluados fueron: O, 7,14 y 21 d; además 

se incluyeron dos periodos de recuperación: 1 d y 7 d después de reanudado el riego (22 

y 28 d). La finalidad de incluir dos periodos de recuperación, responde al hecho de que 

muchas de las afectaciones fisiológicas en ocasiones no son inmediatas o algunos de los 

parámetros fisiológicos no se encuentran tan afectados durante el periodo de 

recuperación . 

A partir de las plantas previamente aclimatadas, se formaron 7 grupos de manera 

aleatoria (I-VII), en los que se midieron diferentes parámetros fisiológicos que indicaron el 

estado de estrés de la planta (Figura 111.2). 

DEFICIT HIDRICO RECUPERACIÓN 

o 7 14 21 22 28 

Tiempo de Exposición (días) 

Figura 111.2. Distribución de individuos de dos genotipos de Carica papaya L. Maradol y Silvestre, 

utilizadas en la caracterización de la respuesta fisiológica al estrés por déficit hídrico. 

La distribución de los grupos se realizó de la siguiente manera: con el grupo control (1) se 

formaron 6 subgrupos que fueron los controles para cada uno de los tiempos evaluados, 

los cuales se mantuvieron bajo condiciones de riego constante. Para los tratamientos por 

déficit hídrico se formaron 4 grupos (11-V), expuestos a diferentes periodos sin riego, por 

último en el tratamiento de recuperación se tuvieron dos grupos (VI y VIl) en los cuales el 
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riego fue incorporado en dos tiempos diferentes. En total se realizaron tres repeticiones y 

para cada una se utilizaron 5 plantas, con un total de 45 plantas jóvenes de C. papaya por 

grupo distribuidas uniformemente de acuerdo a su tamaño. Los parámetros fisiológicos 

bajo los cuales se caracterizó la respuesta fisiológica al estrés por déficit hídrico fueron: 

Abscisión de Hojas, Crecimiento Relativo (mg.mg·1.d.\ Potencial Hídrico (~H), 

Fotosíntesis (Pn), Fluorescencia de Clorofila (Fv/Fm) y Fuga de Iones(%). 

111.4.4.2. Exposición a estrés por déficit hídrico de plantas jóvenes de Carica 

papaya Maradol y Silvestre. 

Para evaluar la respuesta fisiológica de las plantas de Carica papaya a un punto máximo 

de estrés por déficit hídrico y a dos tiempos de recuperación , se analizaron los resultados 

previamente obtenidos en la caracterización de la respuesta al estrés por déficit hídrico y 

se precisó que los tiempos para evaluar la exposición al estrés en plantas jóvenes de C. 

papaya Maradol y Silvestre se acortarían a 3 tiempos: O, 7 y 14 d; y dos periodos de 

recuperación de 1 d y 7 d después de incorporado el riego (15 d y 21 d) (Figura 111.3). De 

esta forma, para este experimento se formaron 6 grupos (I-VI) de la siguiente manera: el 

grupo control (1) se dividió en 5 subgrupos para ser los respectivos controles en cada uno 

de los tiempos de exposición evaluados; en los grupos de tratamientos por déficit hídrico 

se tuvieron 3 grupos (11-IV) y por último en el tratamiento de recuperación se tuvieron dos 

grupos (VI y VIl) en los cuales el riego fue incorporado en tiempos diferentes. 

DEFICIT HIDRICO RECUPERACION 

o 7 
Tiempo de Expoalclón (dlaa) 

Figura 111.3. Distribución de individuos dos genotipos de Carica papaya L. Maradol y Silvestre, 

utilizadas en la evaluación de la exposición al estrés por déficit hidrico. 
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Se utilizaron plantas con una edad fisiológica de 70 d, previamente aclimatadas bajo 

condiciones de riego constante. Las mediciones se llevaron a cabo en el estrato medio de 

la planta, tomando hojas completamente expandidas. Los parámetros fisiológicos 

evaluados fueron: Potencial Hídrico C'I'H), Fotosíntesis (Pn), Densidad estomática (DE), 

Conductancia Estomática (gs). C02 intercelular (C;) y Transpiración (E). 

111.4.5. Análisis Fisiológico. 

111.4.5.1. Abscisión de Hojas 

El rango de abscisión de hojas en plantas de Carica papaya Maradol y Silvestre se evalúo 

contabilizando la cantidad de hojas verdes totalmente expandidas que se encontraban 

unidas al tallo en cada tiempo analizado. Para este parámetro no se tomaron en cuenta 

los brotes de nuevas hojas o que tuvieran signos de senescencia, ya que para la medición 

de los parámetros fisiológicos estás no son útiles. 

111.4.5.2. Crecimiento Relativo (mg.mg·1 .d"1
) 

Para evaluar el crecimiento relativo de las plantas se tomaron 3 plantas en cada uno de 

los tratamientos y su respectivo control. Se obtuvo el peso fresco de cada planta completa 

(raíz, tallo y hoja) , posteriormente las muestras se envolvieron en papel aluminio y fueron 

liofilizadas hasta alcanzar un peso seco constante. Tomando ambos pesos y utilizando la 

ecuación de Hoffman: RGR= (In W2 -In W1) / (t 2 - t 1 ) ; donde W2 y W1 corresponde al 

logaritmo natural transformado en los pesos de las plantas, y t1 y t2 a los tiempos 

evaluados; se determinó la tasa de crecimiento relativo entre los diferentes periodos de 

exposición (Hoffman y Poorter, 2002). 

111.4.5.3. Potencial Hídrico ('I'H) 

Para determinar el 'I'H en hojas se utilizó un sacabocado de número 4 (0.1 cm de 

diámetro) para realizar cortes en forma circular (disco) en la parte suave de la hoja 

(evitando la nervadura central) ; por cada planta se sacaron 3 discos de una misma hoja, 

los cuales se transportaron en una cámara húmeda y se colocaron en cada una de las 

cámaras priscrométricas C-52 Pyspro (WESCOR INC, Logan, USA), se dejaron 3 h como 

tiempo de equilibrio, concluidas éste tiempo se tomó la lectura de Potencial Hídrico ('I'H). 
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111.4.5.4. Fotosíntesis (Pn) 

La tasa fotosintética de las hojas de Carica papaya se determinó utilizando un equipo 

portátil LICOR (LI 6400, Lincoln , Nebraska, USA) con la cámara para hoja de 6.25 cm2
• 

Las mediciones se llevaron a cabo bajo un flujo constante de aire de 200 J.Jmol s·1 y una 

densidad de flujo de fotones fotosintéticos de 286 J.Jmol m2 s 1. Para las mediciones se 

colocó a la hoja en la cámara y utilizando el programa pre-cargado en el equipo se 

esperaron 5 s para estabilizar la medición inicial y obtener las lecturas de: Fotosíntesis 

(Pn), Conductancia Estomática (g5 ) , C02 Intercelular (C;) y Transpiración (E). Las 

mediciones fueron hechas durante la tarde (4:00-5:00 pm) con una temperatura promedio 

en la cámara para hoja de 23 ± 3 oc. 

111.4.5.5. Densidad Estomática (DE) 

La densidad estomática (DE) se obtuvo determinando, con la ayuda de un microscopio 

electrónico de barrido (Jeol , modelo JSM-6360 LV), el número de estomas presentes en 

un campo de visión con un área de 0.02 cm2
, equivalente al diámetro del campo 

observado con un aumento de 250x. Se obtuvieron los promedios del conteo de cuatro 

muestras y la desviación estándar. 

111.4.5.6. Fluorescencia de clorofila a (Fv/Fm) 

Para medir la fluorescencia de clorofila en hojas, se utilizó un fluorómetro de clorofila 

(FMS 2 Hansatech lnstruments Ltd, Norfolk, UK). Se sujetó el Leaf clip a una sola hoja, 

por cada planta, éste fue cerrado (adaptación a la oscuridad) durante 20 min. La 

exposición de luz fue en la parte adaxial de la hoja y consistió de un pulso de luz de 3000 

J.Jmol m·2 s·1 (100%) durante 2 s. Con estas lecturas se determinó el cociente de 

fluorescencia variable (Fv) sobre la fluorescencia máxima (Fm), Fv/Fm (Willits y Peet, 

2001 ; Maxwell y Johnson, 2000). 

111.4.5.7. Fuga relativa de iones(%) 

La fuga de iones expresada en porcentaje fue calculada en base a los protocolos de 

Clarke et al., 2004; Lu et al., 2003; Bajji et al., 2001 , modificados en el Laboratorio de 

Fisiología Vegetal y Molecular. Se inició realizando cortes en forma circular (disco) en la 

parte suave de la hoja (evitando la nervadura) utilizando un sacabocado de número 7 (0.6 
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cm de diámetro), por cada planta se sacaron 3 discos de una misma hoja los cuales se 

colocaron en 12 mL de agua destilada. Se incubó y agitó por 4 h en un agitador orbital 

(velocidad 2.5) terminado este tiempo se midió la conductividad inicial (C1) y se colocó en 

autoclave por 15 min, una vez que la muestra se enfrió a temperatura ambiente se midió 

la conductividad final (C2). La fuga relativa de iones (%) se calculó de acuerdo a la 

siguiente ecuación: Fuga de iones= (C1/C2) x 100%. 

111.5. RESULTADOS 

111.5.1. Material vegetal 

A continuación se presentan las condiciones de crecimiento a las cuales estuvieron 

expuestas las plantas durante el experimento: Caracterización del estrés por déficit 

hídrico. En la primera fase del tratamiento pre-germinativo se observó que después de 5 d 

de iniciada la apertura de la testa hubo un 20% de germinación y 3 d después se alcanzó 

un 50% de germinación en el genotipo Maradol y hasta un 80% en Silvestre. Las charolas 

fueron colocadas dentro del invernadero 2 del CICY, donde se dispuso una cámara de 

germinación protegida con una malla antiáfidos y cuyas condiciones ambientales fueron 

monitoreadas, con una humedad relativa del 70%, densidad de flujo fotónico fotosintético 

(DFFF) de 32 ¡.Jmol m·2 s·1 y temperatura promedio de 30 oc (Figura 111.4). 

--- Hutn- Rolativl7011 

- · OFFF3Z•mo<m • ' 
-e- r..,,... ... pr...-30"C 

o 5 10 15 20 25 30 35 

Tiempo (dlas) 
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Figura 111.4. Condiciones ambientales: Humedad Relativa (%), DFFF (~mol m-2 s-1) y Temperatura 

(oC) registradas dentro de la cámara de germinación durante el experimento: Caracterización del 

estrés por déficit hidrico (Período: Septiembre-Octubre, 2013). 

Una vez que las plantas alcanzaron una edad de 30 d y una altura aproximada de 13 cm 

fueron trasplantadas a bolsas de plástico para vivero ( 1 O cm de diámetro y 18 cm de 

altura) con una mezcla de tierra: sustrato (3: 1 ). Al alcanzar una edad de 65 d de edad 

fueron transferidas y aclimatadas durante 5 d en el cuarto de cultivo del Laboratorio de 

Fisiología Vegetal y Molecular a 25 ·e± 1 ·e día/noche, fotoperiodo de 12 h, DFFF de 80 

¡.¡mol m-2 s-1 . 

111.5.2. Caracterización de la respuesta fisiológica al estrés por déficit hídrico 

Una vez que las plantas fueron expuestas al estrés por déficit hídrico, se documentaron y 

caracterizaron los cambios morfológicos, que a pesar de no ser indicadores estrictos del 

grado de estrés al que está expuesta la planta brindan información muy importante sobre 

su respuesta externa. En la secuencia fotográfica presentada en la Figura 111.5, se 

observan los cambios en la morfología de las hojas de C. papaya Maradol y Silvestre, que 

para ambos casos fueron: curvatura, enrollamiento, amarillamiento y finalmente abscisión 

de las hojas con mayor edad , provocando que las plantas se quedaran con 1 o 2 hojas 

jóvenes en la parte superior del estrato al final del experimento. En ambos casos, estos 

cambios son notorios a partir del día 7 de iniciado el tratamiento y fueron más drásticos al 

día 21 , tiempo en el cual las hojas presentaron una coloración amarilla y signos de 

marchitez, siendo la abscisión de hojas más evidente en el genotipo Maradol. En ambos 

casos, se observó que al día 28 de haber interrumpido el riego, las plantas no presentaron 

hojas totalmente expandidas, sin embargo, las senescentes aún se encontraban 

adheridas al tallo, que conservó mayor turgencia en el genotipo Silvestre a diferencia de 

Maradol en dónde el 30% de las plantas evaluadas perdieron turgencia en el tallo al día 

21 de iniciado el experimento por déficit hídrico. 
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Figura 111.5. Plantas jóvenes de dos genotipos de Carica papaya L. Maradol y Silvestre expuestas 

a un estrés por déficit hídrico a diferentes tiempos: planta control , 7 días sin riego, 14 días sin 

riego, 21 días sin riego y 28 días sin riego. 

Otro rasgo morfológico registrado fue la abscisión foliar de cada grupo de plantas, con la 

finalidad de conocer cuál era la tasa de abscisión dependiendo del grado de estrés al que 

se encontraban expuestas y saber el número de hojas con que cuenta la planta para 

mantener los procesos de fotosíntesis dependiendo del grado de estrés. Los resultados 

obtenidos para las plantas control indican que en ambos genotipos el número de hojas se 

mantuvo significativamente constante con 8-7 hojas para Maradol y 9-8 hojas para 

Silvestre (Figura 111.6A). Una vez que se suspendió el riego, se observó una disminución 

en el número de hojas en ambos genotipos a partir del día 7, siendo más evidente al día 

14 de iniciado el tratamiento, con una abscisión foliar de hasta 80% en Maradol y tan sólo 

50% en Silvestre, con diferencias significativas entre los grupos analizados (Figura 111.68). 

Para el tiempo de estrés máximo (21 d), ambos genotipos tuvieron en promedio una hoja 

sin diferencias significativas. Finalmente, durante el periodo de recuperación el genotipo 

Silvestre mantuvo su número de hojas hasta el día 28 (1-2 hojas expandidas) en 

comparación con Maradol que siguió registrando una disminución en el número de hojas 

incluso después de reestablecido el riego. 
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Figura 111.6. Abscisión de hojas en dos genotipos de Carica papaya Maradol y Silvestre. A) Plantas 

Control. B) Plantas expuestas a diferentes tratamientos de estrés por déficit hídrico (7, 14 y 21 d) y 

dos tratamientos de recuperación: 1 d y 7 d después de restablecido el riego. En las plantas 

Control se mantuvo el riego normal (50 mL cada dos días). Los datos son el resultado de 3 plantas 

con 3 réplicas. Se señala el punto de rehidratación (RW). Letras diferentes indican una diferencia 

significativa en cada tiempo de exposición . 

Nuestros datos indican que las plantas Silvestre tienen un mayor número de hojas que las 

plantas Maradol. En general , las plantas del genotipo Silvestre sometidas a un estrés por 

déficit hídrico, en los diferentes tiempos, presentaron una menor caída de hojas que las 

plantas Maradol sometidas al mismo tiempo de estrés. Las plantas Silvestre después de 7 

días de no riego, siguen conservando el mismo número de hojas que las plantas control , 

mientras que las plantas Maradol perdieron un mayor número de hojas en relación a las 

plantas control al día 7 con diferencias significativas. Después de 14 días de estrés, las 

plantas Silvestre tienen 4 hojas mientras las plantas Maradol solo tienen 2. Es decir, las 

plantas Silvestre pueden tolerar un periodo de déficit hídrico por un periodo de 7 días sin 

que se afecte el número de hojas en las plantas, mientras que las plantas Maradol pierden 

el 30% de sus hojas en este periodo de estrés. Después de 14 días sin riego las plantas 

Maradol pierden el 80% de sus hojas en promedio en relación a las plantas Silvestre que 

sólo pierden el 50% de sus hojas. Lo anterior, extrapolado a condiciones de campo puede 
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significar una pérdida importante de la biomasa necesaria para el aporte de fotosintatos a 

la planta y por ende una reducción en el rendimiento de la planta. 

Muchos autores señalan que la altura, el número de hojas y flores por planta disminuyen a 

medida que se reduce el agua disponible en el suelo, al igual que el peso seco de la parte 

aérea (Okon, 2013; Qasem y Biftu, 201 0). Para evaluar la afectación que tiene el estrés 

impuesto en la tasa de crecimiento de las plantas de papaya de ambos genotipos, se 

determinó la tasa de crecimiento relativo (mg.mg·1.d-\ calculado a partir de la diferencia 

del In de su peso seco en los diferentes tratamientos. Adicionalmente, se documentaron 

diferencias en la longitud radical de las plantas expuestas al estrés por déficit hídrico de 

ambos genotipos. 

A pesar de que los dos grupos tenían la misma edad fisiológica (90 d), el genotipo 

Silvestre presentó una longitud en la raíz mayor (6 cm) en comparación de Maradol (4 

cm), esto para las plantas control. Para las plantas expuestas a 21 días de estrés por 

déficit hídrico la diferencia fue mayor, 18 cm para las plantas Silvestre y 1 O cm para 

Maradol (Figura 111.7). En general, el aumento en la longitud radical observa?a en ambos 

genotipos sugiere que ante una falta de agua en los tejidos, la planta es capaz de 

aumentar la longitud de la raíz pivotante en un periodo de 21 días, como respuesta al 

estrés. Sin embargo, el hecho de que el genotipo Silvestre haya alcanzado una longitud 

de tres veces su tamaño inicial , sugiere que las plantas Silvestre tienen mayor capacidad 

de buscar agua en el sustrato no así las plantas Maradol que tan sólo aumentaron dos 

veces su longitud inicial , lo que puede relacionarse a una menor capacidad de mantener 

la turgencia en los tejidos. 

95 



Capítulo 111 

Figura 111.7. Plantas jóvenes de dos genotipos de Carica papaya L. Maradol y Silvestre. Los incisos 

A) y B), corresponden a plantas expuestas a un estrés por déficit hidrico de 21 días. 

En la Figura 111.8 se comparan los valores de crecimiento relativo (RGR) y se observa que 

en las plantas control la tasa de crecimiento relativo siguió un comportamiento ascendente 

durante el periodo experimental de 0.01 a 0.02 mg.mg·1.d"1 para el genotipo Maradol y de 

0.02 a 0.05 mg.mg·1.d"1 para el tipo Silvestre, alcanzando la mayor tasa de crecimiento a 

los días 7 y 14 (Figura 111.8A). Sin embargo, una vez iniciado el tratamiento de estrés 

hídrico, la tasa de crecimiento se redujo abruptamente a un 20% para ambos genotipos 

comparado con los valores obtenidos en los controles, con el menor crecimiento en el 

periodo 7-14 días (Figura 111.88). Durante el tiempo de recuperación, se observó que la 

tasa de crecimiento aumentó a la semana de haber reestablecido el riego (28 d) para 

ambos tipos, sin embargo, fue más evidente para las plantas Silvestre con un aumento del 

50% en la tasa de crecimiento, a diferencia de Maradol que sólo recuperó el 30% de su 

crecimiento en comparación a los controles. Estos resultados coinciden con lo registrado 

en la abscisión foliar (Figura 111.68), donde se vio que el genotipo Silvestre mantiene el 

número de hojas al final del periodo de recuperación. 

Nuestros datos, reflejan que la mayor disminución en la tasa de crecimiento se registró 14 

días después de suspender el riego en ambos genotipos, sin embargo, a los 7 días de 

reincorporado el riego, las plantas tiene el mismo valor de crecimiento que las plantas 

control en ambos casos. Esto resulta muy interesante debido a que durante un periodo de 

7 días de estrés, este cultivo puede mantener su tasa de crecimiento sin que se vea 
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afectado. En el tiempo de recuperación la planta parece responder en función de su 

crecimiento relativo después de la aplicación del riego a los 7 días aún y después de sufrir 

un periodo de 14 días de estrés por déficit hídrico. 

A) B) 
0.06 ,------------:;-------, 

0.04 

0.00 

.0.04 

.0.06 .L---.-----,.-----.---,.----' 
07-14 14-21 22-28 0·7 07·14 14·21 RW 22·2& 

Tíe"1'0 (dlat) Tiempo (dlu) 

Figura 111.8. Crecimiento Relativo mg.mg·1.d-1 en plantas jóvenes de Carica papaya L. Maradol y 

Silvestre. A) Control. B) Plantas expuestas a los diferentes periodos de tiempo sin riego (7, 14 y 21 

d); y dos tratamientos de recuperación: 1 d y 7 d después de restablecido el riego. La tasa de 

crecimiento relativo (RGR) fue determinada utilizando la ecuación propuesta por Hoffman (2002) 

RGR= (In W2 -In W1)/ (t2 - t 1 ) . Los datos son el resultado de 3 réplicas cada una. Letras 

diferentes indican diferencias significativas entre cada tiempo de exposición. 

El aumento en la tasa de crecimiento relativo al primer día de reincorporado el riego 

resulta inesperado sí se considera que el número de hojas en este tiempo se mantuvo sin 

cambios para el genotipo Silvestre y en Maradol disminuyó, por lo que era de esperarse 

que la tasa de crecimiento se mantuviera sin cambios o disminuyera para el caso de 

Maradol. Sin embargo es necesario considerar que la longitud de la raíz fue mayor en las 

plantas Silvestre lo que puede influir en el cálculo de RGR, que para este estudio se 

calculó tomando en cuenta la planta completa. Para poder discernir sí el aumento 

observado en los valores de crecimiento relativo se debe sólo al aumento en la longitud 

de la raíz y no a un error experimental es necesario calcular la tasa de crecimiento relativo 

para cada tejido. 
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111.5.2.1. Potencial Hídrico ('PH) 

El potencial hídríco foliar ('PH} es utilizado como indicador del grado de estrés hídrico en 

las plantas. En este experimento se midió el potencial hídrico en hoja durante la mañana, 

para monitorear que las plantas control no tuvieran variaciones en el 'PH. indicativo que 

las plantas no estuvieron estresadas durante el experimento. En el caso contrario, en las 

plantas expuestas al estrés por déficit hídrico se midió el 'PH, para caracterizar y confirmar 

que las plantas en efecto, presentaran cambios en sus potenciales, indicativo del estrés 

ocasionado por la suspensión del riego. 

Los datos obtenidos para los grupos control están representados en la Figura 111.9A, se 

observa que el 'PH en las plantas control para los dos genotipos se mantuvo 

significativamente constante (-0.5 a -0.6 MPa) lo que indica que éste grupo de plantas 

tuvo a lo largo del experimento un potencial hídrico dentro de los valores indicativos de no 

estrés por déficit hídrico, reportados por la literatura (< 1 MPa), además de indicar que el 

riego en las plantas control fue el adecuado. Para las plantas expuestas al estrés por 

déficit hídrico, se observaron variaciones en el potencial del genotipo Maradol, no así en 

Silvestre, cuyo 'PH se mantuvo sin cambios significativos durante todo el experimento. Al 

día 7 de iniciado el tratamiento el potencial hídrico para Maradol fue de -0.6 MPa y al día 

21 fue de -1.1 MPa. Finalmente, durante el periodo de recuperación el 'PH de Maradol 

registró valores estadísticamente similares a los de las plantas control , lo que indica que 

la planta es capaz de detectar un cambio en el 'PH y mantenerlo una vez que se ha 

aplicado el riego durante 7 días (Figura 111.98). Por el contrario, en las plantas Silvestre 

expuestas a los diferentes tratamiento de déficit hídrico, el 'PH se mantuvo en valores 

cercanos a -0.5 MPa, lo que indica que las plantas Silvestre no estuvieron expuestas al 

mismo nivel de estrés que Maradol. De igual forma, durante el periodo de recuperación no 

se obtuvieron valores estadísticamente diferentes en comparación a los registrados en las 

plantas control. 
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Figura 111.9. Potencial Hídrico (MPa) en plantas jóvenes de dos genotipos de Carica papaya L. 

Maradol y Silvestre. A) Plantas control B) Plantas expuestas a diferentes tratamientos de estrés por 

déficit hídrico (7, 14 y 21 d), y dos tratamientos de recuperación: 1 d y 7 d después de restablecido 

el riego. Las plantas control se mantuvieron bajo condiciones normales de riego (50 mL cada dos 

dfas) durante todo el tratamiento. Los datos son el resultado de 3 plantas con 5 réplicas. Se señala 

el punto de rehidratación (RW) al día 21 de iniciado el tratamiento. Letras diferentes indican una 

diferencia significativa entre cada tiempo de exposición. 

Los datos obtenidos indican que las plantas Silvestre no tuvieron variaciones 

estadísticamente significativas durante todo el experimento, por el contrario Maradol 

registró valores de 'PH cercanos al Punto de Marchitez Permanente (PMP) de -1.5 MPa 

propuesto por diversos autores como el punto al cual las plantas no pueden recuperar la 

presión de turgencia incluso sí se detiene toda la transpiración (Taiz y Zeiger, 2006). Bajo 

este concepto, se sugiere que la planta de C. papaya es tolerante al estrés por déficit 

hídrico. El hecho de que no se registraron cambios en el 'PH en el genotipo Silvestre, a 

pesar de no aplicar el riego por 7, 14 e incluso 21 días, sugiere que estas plantas son 

capaces de tolerar el estrés sin tener un cambio significativo en el potencial hídrico. Sin 

embargo, para descartar que este comportamiento se deba en efecto a un mecanismo del 

genotipo Silvestre a tolerar el estrés y no a errores en la estrategia experimental como la 

cantidad de sustrato utilizado o la hora en la que se realizó la medición; se consideró para 

el experimento subsecuente realizar las mediciones a la misma hora del día respetando el 

tiempo de equilibrio para cada lectura. 
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111.5.2.2. Fotosíntesis (Pn) 

Una vez caracterizado el 'I'H del suelo como un indicador del grado de estrés por déficit 

hídrico en la planta, se procedió a evaluar sí este cambio en el potencial tenía alguna 

afectación en la tasa fotosintética. A partir de las mediciones de fotosíntesis realizadas en 

los grupos control de ambos genotipos se obtuvo la Figura 111.10A, donde se observa que 

durante todo el experimento las plantas Maradol tuvieron valores mayores a Silvestre, con 

3.5 ¡..Lmol C02 m·2 s·1 y 2.5 ¡..Lmol C02 m·2 s·1 respectivamente; es posible que la variación en 

la tasa fotosintética se deba a las diferencias en la ontogenia de las hojas utilizadas. Para 

el caso del genotipo Maradol las hojas eran palmeadas con los lóbulos completamente 

definidos, característico de Carica papaya L. por el contrario las hojas Silvestre no 

estaban totalmente lobuladas, de hecho presentaban una forma corazonada, indicativo de 

que la hoja aún estaba en desarrollo, lo que puede llevar a variaciones en la tasa 

fotosintética. 

Para los grupos expuestos a los tratamientos de déficit hídrico, se observó que aunque la 

tasa fotosintética en los individuos del genotipo Maradol fue mayor en el tiempo O, 

respecto al Silvestre, una vez iniciado el tratamiento sus valores se redujeron 

significativamente a partir del primer día de suspendido el riego, alcanzando un valor de 

0.5 ¡..Lmol C02 m·2 s·1 al día 21; en comparación con el genotipo Silvestre cuya tasa 

disminuyó progresivamente a partir del día 7 y tuvo un valor de 0.7 ¡..Lmol C02 m·2 s·1 al 

tiempo 21 , valor significativamente mayor a lo obtenido por Maradol en ese mismo tiempo 

(Figura 111.108). Durante el periodo de recuperación, se observó que ambos genotipos 

aumentaron su tasa fotosintética a partir del primer día de reincorporado el riego en un 

5%; sin embargo, al día 28 de recuperación Maradol no alcanzó los valores iniciales de 

fotosíntesis (0.43 ¡..Lmol C02 m·2 s·1
) a diferencia de Silvestre, que logró alcanzar valores 

similares a los controles (2.39 ¡..Lmol C02 m·2 s·\ 
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Figura 111.10. Fotosíntesis (1Jmol C02 m-2s-1
) en plantas jóvenes de dos genotipos de Carica papaya 

L. Maradol y Silvestre. A) Plantas control B) Plantas expuestas a diferentes tratamientos de estrés 

por déficit hídrico (7, 14 y 21 d}, y dos tratamientos de recuperación: 1 d y 7 d después de 

restablecido el riego. Para las plantas utilizadas como control se mantuvo el riego normal (50 mL 

cada dos días). Los datos son el resultado de 3 plantas con 5 réplicas. Se señala el punto de 

rehidratación (RW) al día 21 de iniciado el tratamiento. Letras diferentes indican una diferencia 

significativa entre cada tiempo de exposición. 

Nuestros resultados señalan que las plantas pertenecientes al genotipo Silvestre tienen 

una afectación en la tasa de fotosíntesis a partir del día 7 de iniciado el tratamiento por 

déficit hídrico, caso contrario a lo observado en Maradol en dónde los valores de 

fotosíntesis disminuyeron en los primeros días de suspendido el riego. Es decir, las 

plantas Silvestre pueden tolerar un periodo de 7 días de estrés por déficit hídrico, sin que 

éste afecte su tasa fotosintética. Por el contrario, las plantas Maradol después de 7 días 

sin riego reducen hasta en un 85% sus valores de fotosíntesis. Únicamente al día 14 de 

estrés las plantas Silvestre, son capaces de disminuir su tasa de fotosíntesis hasta 

alcanzar un valor de 1 ~mol C02 m-2s-1 y se mantuvo hasta el día 21 sin riego. Una vez 

iniciado el periodo de recuperación, las plantas Silvestre son capaces de responder a la 

rehidratación desde el primer día y a los 7 días su tasa de fotosíntesis es equiparable con 

una planta control , caso contrario a las plantas Maradol que no son capaces de alcanzar 

los valores iniciales de fotosíntesis. La capacidad de recuperación observada en ambos 

genotipos, nos indican que ambos son tolerantes al estrés por déficit hídrico impuesto. No 
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obstante, la rápida respuesta del tipo Silvestre a una rehidratación lo colocan como el 

genotipo más tolerante al estrés por déficit hidrico impuesto por 21 días. Está capacidad 

de tolerancia puede relacionarse con el hecho de que a diferencia de Maradol, el genotipo 

Silvestre retiene un mayor número de hojas permitiéndole reestablecer los valores de 

fotosíntesis al primer día de reincorporado el riego. Y además puede correlacionarse con 

los valores de 'I'H registrados, que para Silvestre se mantuvo sin cambios lo que se ve 

reflejado en una afectación significativamente menor en sus valores de fotosíntesis, en 

comparación a Maradol, en donde se observa que las variaciones de 'I'H van 

acompañadas de una mayor afectación en su tasa de fotosíntesis. 

111.5.2.3. Fluorescencia de clorofila a (Fv/Fm) 

Al evaluar el parámetro de Fv/Fm en las plantas jóvenes de 90 d pertenecientes al grupo 

control , se observó una cifra constante para ambos genotipos durante todo el experimento 

con valores cercanos a 0.84, que indican que el fotosistema 11 (PS 11) está íntegro y tiene 

un uso altamente eficiente de la energía de excitación en el proceso fotoquímico 

(Mohamed et al. , 1995) (Figura 111.11A). Por el contrario en las plantas expuestas a los 

tratamientos de estrés hídrico, el valor de Fv/Fm disminuyó de manera progresiva hasta el 

día 21 (tiempo máximo de estrés) donde alcanzaron valores de 0.80 y 0.78 para las 

plantas Maradol y Silvestre respectivamente. En la Figura 111.11 B, se observa que durante 

el periodo de recuperación el genotipo Maradol mantuvo una Fv/Fm de 0.79 hasta el 

término del experimento, por otra parte, las plantas Silvestre alcanzaron una Fv/Fm de 

0.81 al mismo tiempo, lo que sugiere una mayor capacidad de recuperación. No obstante, 

al realizar los análisis estadísticos no se registraron diferencias significativas entre los 

grupos control y tampoco entre los tratamientos. 

Nuestros datos indican que mediante el análisis de Fv/Fm no es posible determinar el 

grado de afectación debido al estrés por déficit hídrico tanto en las plantas Maradol como 

en las Silvestre, ya que al aplicar el estrés por déficit hídrico y durante el tiempo de 

recuperación no se obtuvieron valores estadísticamente significativos en los diferentes 

tiempos. Los datos indican que el estrés por déficit hídrico no causa un daño al Pll en los 

primeros 21 días de iniciado el tratamiento por lo que la afectación que se observa en la 

tasa de fotosíntesis se debe más a la disminución en la biomasa y no a un daño en el 

aparato fotosintético, como lo demuestran los valores de Fv/Fm obtenidos. 
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Figura 111.11. Fluorescencia de clorofila (Fv/Fm) en plantas jóvenes de dos genotipos de Carica 

papaya L. Maradol y Silvestre. A) Plantas control B) Plantas expuestas a diferentes tratamientos de 

estrés por déficit hídrico (7, 14 y 21 d), y dos tratamientos de recuperación : 1 d y 7 d después de 

restablecido el riego. En las plantas utilizadas como control se mantuvo el riego normal (50 mL 

cada dos días) durante todo el tratamiento. Los datos son el resultado de 3 plantas con 5 réplicas. 

Se señala el punto de rehidratación (RW) al día 21 de iniciado el tratamiento. Letras diferentes 

indican una diferencia significativa entre cada tiempo de exposición. 

111.5.2.4. Fuga de electrolitos (%) 

La fuga de electrolitos es un indicador del daño en la membrana, los resultados obtenidos 

para los grupos control están representados en la Figura 111.12A. En la gráfica se observa 

que el porcentaje de fuga de electrolitos para los grupos control de ambos genotipos fue 

del 25% durante todo el experimento sin diferencias significativas entre los grupos. Por 

otra parte, los resultados obtenidos en los grupos expuestos a los tratamientos por déficit 

hídrico indican que para ambos casos la afectación a nivel membrana ocurre durante los 

primeros días de exposición al estrés por déficit hídrico (Figura 111.128). Al día 7 de 

interrumpido el riego, el % de fuga de electrolitos fue mayor para las plantas Maradol con 

36% en comparación con Silvestre que tuvo una afectación de tan sólo un 29% con 

diferencias significativas. Al día de estrés máximo (21 d) el %de fuga de electrolitos para 

las plantas Maradol fue de 50%, por el contrario para Silvestre fue de tan solo 36%. 

lnteresantemente, una vez que se reincorporó el riego durante una semana, el porcentaje 

de fuga de electrolitos disminuyó en ambos casos. Aunque en el caso de las plantas 
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Maradol el % de fuga de iones disminuyó en un 5%, no se alcanzaron los valores del 

grupo control a diferencia de Silvestre, que presentó valores comparables a los obtenidos 

en las plantas control al día 28 de recuperación. 
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Figura 111.12. Fuga de electrolitos (%) en plantas jóvenes de dos genotipos de Carica papaya L. 

Maradol y Silvestre. A) Plantas Control B) Plantas expuestas a diferentes tratamientos de estrés 

por déficit hídrico (7, 14 y 21 d), y dos tratamientos de recuperación: 1 d y 7 d después de 

restablecido el riego. Las plantas control se mantuvieron bajo condiciones normales de riego (50 

mL cada dos días) durante todo el tratamiento. Los datos son el resultado de 3 plantas con 5 

réplicas. Se señala el punto de rehidratación (RW) al día 21 de iniciado el tratamiento. Letras 

diferentes indican una diferencia significativa entre cada tiempo de exposición. 

Los datos obtenidos indican que para ambos genotipos, el % de fuga de iones incrementó 

conforme aumentó el tiempo de exposición al estrés por déficit hídrico, lo que indica una 

correlación positiva entre el nivel de estrés por déficit hídrico y el daño en membrana. De 

igual forma, se observó que el daño en membrana fue significativamente mayor para el 

genotipo Maradol tanto en el periodo de déficit hídrico como en el de recuperación. Lo que 

indica que la membrana de las plantas Maradol es más susceptible en comparación de 

Silvestre, donde se observó que una vez de reincorporado el riego se disminuyó el daño 

en membrana. 

En base al análisis de los resultados presentados en este apartado, se estableció el día 

14 como el tratamiento máximo de estrés al que las plantas de C. papaya presentan 
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mayores diferencias significativas en los parámetros analizados, además los cambios en 

el potencial hídrico en este tiempo son un indicador importante del grado de estrés al que 

está sometida la planta en este tiempo. 

111.5.3. Exposición a estrés por déficit hídrico de plantas jóvenes de Carica 

papaya L. Maradol y Silvestre 

En base a los resultados obtenidos del apartado anterior, para este segundo experimento 

se obtuvo un nuevo lote de plantas siguiendo el esquema señalado en la Figura 11 1.3, 

además, se utilizaron plantas con una edad de desarrollo similar de 90 días. Se procedió 

a caracterizar las respuestas fisiológicas y morfológicas de las plantas de dos genotipos 

de C. papaya Maradol y Silvestre expuestas a diferentes tratamientos por déficit hídrico 

(0, 7 y 14 d) y dos periodos de recuperación (1 y 7 d}. Los cambios morfológicos 

documentados en este experimento son consistentes con lo reportado en el ensayo 

anterior (111.5.2) y fueron: curvatura, enrollamiento y finalmente abscisión de las hojas con 

mayor edad. 

Al inicio del experimento las plantas tenían en promedio de 8-6 hojas para el caso del 

genotipo Maradol , mientras que para Silvestre fue de 9-7 hojas. Durante el experimento 

se observó que la abscisión en las plantas Maradol ocurrió en los primeros 7 días 

después de suspender el riego, mientras que para Silvestre ocurrió en los días 

posteriores. Al final del experimento, en ambos casos las plantas tuvieron en promedio un 

total de 2 a 3 hojas totalmente expandidas. Los cambios morfológicos empezaron a ser 

notorios en ambos genotipos a partir del día 7, donde se observó la inclinación y 

enrollamiento de las hojas y empezaron los signos de abscisión foliar. De nueva cuenta se 

observó una perdida en la turgencia del tallo en 20% de los individuos que conformaban el 

grupo Maradol . lnteresantemente, en ambos genotipos se observó que después de 1 

semana de reincorporado, las hojas recuperaron su turgencia al igual que el tallo (Figura 

111.13). 
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Maradol 

Silvestre 

Figura 111.13. Plantas jóvenes de dos genotipos de Carica papaya L. Maradol y Silvestre expuestas 

a estrés por déficit hídrico a diferentes tiempos sin riego: Planta control , 7 días sin ri ego y 14 días 

sin riego. Y un periodo de recuperación de 21 días. Se señala el punto de rehidratación (RW) al día 

15 de iniciado el tratamiento. 

Los datos obtenidos confirman que las plantas pertenecientes al genotipo Silvestre 

poseen un mayor número de hojas en comparación a las plantas Maradol. 

Adicionalmente, se confirmó que las plantas Silvestre expuestas a un estrés por déficit 

hídrico presentan una tasa menor de abscisión en comparación a Maradol y se ve 

reflejado en su capacidad de recuperar su tasa fotosintética al primer día después de 

reincorporado el riego. 

111.5.3.1. Potencial Hídrico ('I'H) 

El potencial hídrico foliar ('PH) es utilizado como indicador del grado de estrés por déficit 

hídrico en las plantas, por lo tanto en este experimento se midió el 'PH en el tejido de hoja 

con el objetivo de: 1. Monitorear que las plantas control no estuvieran estresadas por un 

riego incorrecto y 2. Confirmar que las plantas expuestas al estrés presentarán cambios 

en el potencial hídrico en respuesta a la suspensión del riego. 
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Los datos obtenidos para los grupos control están representados en la Figura 111.14A, en 

la gráfica se observa que el 'I'H registrado en las hojas de plantas control de los dos 

genotipos de Carica papaya L. Maradol y Silvestre fue de aproximadamente -1.0 MPa 

durante todo el experimento sin diferencias significativas. El valor de 'I'H obtenido en las 

plantas control, se encuentra dentro de los valores (-0.5 a -1 MPa) considerados 

indicadores de que las planta se encuentra en condiciones de riego adecuadas. 

Por otra parte, una vez iniciado el tratamiento por déficit hídrico se observaron cambios en 

el 'I'H en respuesta a la poca disponibilidad de agua en el sustrato. Al día 7 sin riego, los 

potenciales disminuyeron a -1.3 MPa en Maradol y -1.2 MPa en Silvestre, sin diferencias 

significativas. Al día 14 se registraron los valores más negativos de 'I'H, con -1.8 para 

Maradol y tan sólo -1.4 MPa para Silvestre. Durante el periodo de recuperación, ambas 

plantas tuvieron la capacidad de aumentar el 'I'H al primer día de haber aplicado el riego y 

a la semana de reincorporado el riego, ambos genotipos fueron capaces de aumentar su 

'I'H alcanzando los valores iniciales (Figura 111.148). 

Los datos obtenidos, sugieren que la planta no sólo es capaz de detectar la poca 

disponibilidad de agua en el suelo durante los primeros días de iniciado el tratamiento por 

déficit hídrico, sino que además, es capaz de diferenciar los cambios en el 'I'H del suelo 

una vez que el riego es reincorporado, lo que se ve reflejado en un aumento en los 

valores del 'I'H en el tejido de hoja, durante los primeros días de reincorporado el riego. A 

diferencia de lo observado en el ensayo anterior (111.5.2.1 .), en este nuevo experimento se 

observaron cambios en los potenciales de los dos genotipos en respuesta al estrés 

impuesto. Lo que indica que ambos genotipos estuvieron expuestos a un estrés 

ocasionado por la falta de riego, sin embargo los valores de 'I'H fueron menos negativos 

para el caso del genotipo Silvestre, a diferencia de Maradol, lo que sugiere que a pesar, 

de que las condiciones de estrés fueron las mismas, la afectación en los valores de 'I'H fue 

estadísticamente mayor en el genotipo Maradol. Es interesante señalar que los valores de 

'I'H alcanzados al día máximo de estrés, son cercanos al valor del PMP e incluso mayores 

para el caso del genotipo Maradol, esto pone de manifiesto que bajo este concepto, las 

plantas de Carica papaya, pueden considerarse como una planta tolerante al estrés por 

déficit hídrico y que además es capaz de percibir un cambio en el 'I'H del suelo ante un 

estrés por déficit hídrico. 
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Figura 111.14. Potencial Hidrico (MPa) en plantas jóvenes de dos genotipos de Carica papaya L. 

Maradol y Silvestre. A) Control B) Plantas expuestas a diferentes tratamientos de estrés por déficit 

hídrico (0, 7 y 14 d), y dos tratamientos de recuperación: 1 d y 7 d después de restablecido el riego. 

Las plantas control se mantuvieron bajo condiciones normales de riego (50 mL cada dos días) 

durante todo el tratamiento. Los datos son el resultado de 3 plantas con 5 réplicas. Se señala el 

punto de rehidratación (RW) al día 15 de iniciado el tratamiento. Letras diferentes indican una 

diferencia significativa entre cada tiempo de exposición. 

111.5.3.2. Fotosíntesis (Pn), Conductancia Estomática (g.), C02 Intercelular (Ci) 

y Transpiración (E) 

El estrés por déficit hídríco afecta las funciones de las plantas, así como su eficiencia para 

absorber el co2 y transformar la radiación fotosintéticamente activa durante el proceso 

fotosintético en biomasa (Acosta-Díaz, 2009). En nuestro estudio, se caracterizó el 

sistema de plantas de C. papaya de dos genotipos (Maradol y Silvestre), de 90 días de 

edad expuestas a un estrés por déficit hídrico, con variaciones en el \f'H en respuesta al 

estrés. Los resultados obtenidos de la medición del intercambio de gases en este 

experimento se encuentran representados en la Figura 111.15. 

El primer parámetro evaluado corresponde a la tasa de fotosíntesis (A), en la gráfica se 

observa que al día O, ambos genotipos registraron valores cercanos a 6 ¡.Jmol C02 m·2 s·1 

sin diferencias significativas; y una vez iniciado el tratamiento sin riego, la tasa 

fotosintética de ambos descendió progresivamente hasta registrar valores 
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estadísticamente similares de 1.7 ¡.Jmol COz m ·Z s·1 al día 14. El decremento en la tasa 

fotosíntesis sugiere un daño en el sistema fotosintético debido al estrés por déficit hídrico, 

no obstante, una vez que inicia el periodo de recuperación al día 15, los valores de 

fotosíntesis para el genotipo Silvestre aumentan alcanzando los valores iniciales al día 21 

de recuperación , a diferencia de Maradol que no alcanza estos valores. 

La conductancia estomática (gs) (B) en ambos casos inició con valores similares de 0.25 

mol HzO m·z s·1 y una vez suspendido el riego disminuyó, conforme aumentó el tiempo de 

exposición, alcanzando los valores más bajos al día 14, que para ambos casos fue de 

(0.002 mol HzO m·2 s·1) sin diferencias significativas. Durante el periodo de recuperación el 

genotipo Silvestre incrementó sus valores de gs al día de reincorporado el riego (0.05 mol 

HzO m·z s·1 
) , a diferencia de Maradol que aumentó progresivamente sus niveles de gs 

durante los 7 días siguientes de rehidratación hasta alcanzar un valor de (0.17 mol HzO m· 

z s·1) al día 21 , significativamente menor al 0.25 mol HzO m·z s·1 reportado para Silvestre. 

El siguiente parámetro evaluado fue la cantidad de COz intercelular (Ci), en la gráfica (C), 

se observa que la tasa de Ci fue similar para ambos genotipos al tiempo O, con un valor 

de 300 ¡.Jmol COz mol"1
, y una vez eliminado el riego, al tiempo 14, se tuvieron los valores 

más bajos, siendo significativamente menores el genotipo Maradol (50 ¡.Jmol COz mo1"1
) en 

comparación a Silvestre con 100 ¡.Jmol COz mol"1
• De nueva cuenta, durante el periodo de 

recuperación el genotipo Silvestre respondió al primer día de aplicado el riego, 

incrementando la tasa de Ci hasta alcanzar los valores iniciales al día 21. Por el contrario 

el genotipo Maradol incrementó progresivamente la tasa de Ci durante la semana de 

recuperación hasta alcanzar valores significativamente similares a los registrados para 

Silvestre (290 ¡.Jmol COz mol·\ 

Por último, se presenta la tasa de transpiración (D) en donde se observó que ambos 

genotipos tuvieron valores similares (3.5 mmol HzO m·z s·1) al tiempo O. A los 7 de iniciado 

el tratamiento sin riego se alcanzaron en ambos casos, valores mínimos de transpiración 

cercanos a 0.005 3 mmol HzO m·2 s·1 sin diferencias significativas, estos valores se 

mantuvieron sin cambios hasta el día 14 en que se aplicó el riego nuevamente. Una vez 

aplicado el riego, las plantas Silvestre aumentaron su tasa de transpiración a partir del 

segundo día de aplicado el riego. Al final del experimento, se observó que la tasa de 
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transpiración para Silvestre fue significativamente mayor (3.5 mmol H20 m·2 s·1) a 

diferencia de Maradol (3 mmol H20 m·2 s·1). 
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H RW 15 

l '-mpo (dln) 

D) 

1• RW 15 

Tiempo (dlao) 

__.... Mar~dol 
-6-Silvut 

21 

21 

11 RW 15 21 

Tlompo(dlu ) 

E) 

11 RW 15 21 

Tlempo(d loo) 

Figura 111.15. Intercambio de gases en hojas de dos genotipos de Carica papaya L. Maradol y 

Silvestre, bajo estrés por déficit hidrico a diferentes períodos sin riego (0, 7 y 14 d), y dos 

tratamientos de recuperación : 1 d y 7 d después de restablecido el riego. A) Fotosíntesis, B) 

Conductancia estomática, C) C02 intercelular y D) Transpiración . Los datos son el resultado de 3 

plantas con 5 réplicas. Se señala el punto de rehidratación (RW) al día 21 de iniciado el 

tratamiento. Letras diferentes indican una diferencia significativa entre cada tiempo de exposición . 

Nuestros datos de Fotosíntesis (Pn) coinciden con lo reportado previamente en el 

apartado 111.5.2.2., en donde se observó que los dos genotipos son capaces de tolerar el 

estrés por déficit hídrico en función de su tasa fotosintética. Sin embargo, una vez que se 

inicia con el periodo de recuperación, el genotipo Silvestre es capaz de reestablecer su 
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maquinaria fotosintética, lo que le permite alcanzar al día 21 los valores iniciales de Pn, no 

así, para Maradol. Para el caso de la Conductancia estomática (gs), se observó en ambos 

casos, una reducción en los valores de gs, sin embargo, la respuesta inmediata de las 

plantas Silvestre al aplicar el riego, sugiere un control eficiente sobre la apertura y cierre 

de estomas, caso contrario a lo observado en Maradol, en dónde la respuesta se dio de 

manera paulatina a partir del segundo día de aplicado el riego. El comportamiento 

observado en la tasa de C02 intercelular (Ci), indican que éste valor guarda una 

correlación negativa con la gs, lo que indica que a pesar de que los estomas se cierran, el 

nivel de Ci se mantiene disponible en la planta. Finalmente la tasa de transpiración (E), 

presenta un comportamiento muy interesante en los tiempos 7 y 14, días en los cuales se 

registran los valores más bajos de E y se mantienen sin cambios. Ésta observación, 

sugieren que al día 7 de iniciado el tratamiento sin riego, la planta cierra completamente 

sus estomas con la finalidad de reducir la pérdida de agua por transpiración y se mantiene 

así hasta el momento en que es aplicado nuevamente el riego. Respuesta que es más 

evidente en el genotipo Silvestre, lo que confirma su capacidad de tolerar un estrés por 

déficit hídrico y recuperar los valores iniciales de varios parámetros fisiológicos. 

111.5.3.3. Densidad Estomática (DE) 

Para correlacionar los resultados obtenidos de las mediciones de intercambio de gases, 

se cuantificó la densidad estomática en las hojas de ambos genotipos contabilizando el 

número total de estomas en un campo de visión de 0.02 cm2
, mediante las imágenes 

obtenidas por microscopía electrónica. Adicionalmente, las observaciones realizadas en el 

Microscopio Óptico indican que Carica papaya L. es una especie hipoestomática, que 

presenta la mayoría de sus estomas en la parte abaxial. Los estomas son de tipo 

anomocítico, sin células anexas; es el más frecuente en dicotiledóneas y también el más 

antiguo (Perven et al., 2007) (Anexo 111.2). 

Los promedios obtenidos de la cuantificación del número de estomas al tiempo O indican 

que el genotipo Silvestre posee mayor DE con 89 estomas en comparación de Maradol 

con 68. Por otra parte, en el tratamiento máximo de estrés no hubo variación en el número 

de estomas para ninguno de los genotipos; finalmente, en el periodo de recuperación de 

28 días hubo una disminución en el número de estomas en ambos genotipos, con 49 

estomas para las plantas Maradol y 70 para Silvestre (Figura 111.16A). 
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Adicionalmente, se graficó el tamaño promedio (IJm) de 5 estomas para cada tiempo 

evaluado (Figura 111.168). En general, los datos indican que los estomas de las plantas 

Maradol tienen una mayor longitud con un promedio de 10.1 IJm, por el contrario en las 

plantas Silvestre el tamaño de los estomas es menor con un largo de 6.5 ¡Jm en promedio 

con diferencias significativas. Es importante señalar que similar a lo observado en la DE, 

en ambos casos, la longitud del estoma no cambió durante el tiempo O y al tiempo 

máximo de estrés (21 d), sin embargo en el periodo de recuperación, hubo una reducción 

en la longitud del estoma de ambos genotipos. 
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Figura 111.16. Efecto del estrés por déficit hídrico sobre la A) densidad estomática, y B) largo del 

estoma en plantas de Carica papaya L. Maradol y Silvestre expuestas a diferentes tratamientos de 

estrés por déficit hídrico (O y 21 d) y un tratamiento de recuperación de 7 días (28 d) después de 

restablecido el riego Los datos son el resultado de 5 réplicas. Se señala el punto de rehidratación 

(RW). Letras diferentes indican una diferencia significativa en cada tiempo de exposición. 

La transpiración y la respiración están en función directa con el número y apertura 

estomática y como las hojas son los principales órganos donde se realiza la fotosíntesis, 

la cantidad y distribución de los estomas influyen directamente sobre la asimilación de 

C02 (Ruiz et al., 1962). Nuestros resultados, indican que la DE es mayor en el genotipo 

Silvestre con un promedio de 89 al día O en comparación con los 68 de Maradol, sin 

embargo al analizar su tamaño, se observó que los estomas de Maradol son más grandes 

(1 0.1 IJm) en comparación de Silvestre (6.5 IJm), lo que sugiere que hay una relación 
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entre el tamaño y número de estomas, lo que se ve reflejado en la tasa de transpiración 

que fue similar para ambos genotipos (Figura 111.150). 

Tomando en cuenta los valores de potencial hídrico en hoja que ha sido utilizado como 

indicador del grado de estrés hídrico al que están expuestas las plantas y el parámetro de 

fotosíntesis, que tuvo mayor variación durante todos los tratamientos analizados en 

ambos genotipos de Carica papaya L.; se construyeron los siguientes diagramas de 

dispersión (Figura 111.17). En el caso de Maradol (A) se obtuvo una R de 0.8708 y para 

Silvestre de 0.9819 (8), lo que pone de manifiesto una fuerte correlación entre el valor de 

fotosíntesis y el potencial hídrico; es decir cuando la planta alcanza potenciales hídricos 

más positivos en hoja, la tasa de fotosíntesis también incrementa; por el contrario en 

potenciales hídricos negativos, como los registrados durante el estrés por déficit hídrico, 

los valores de la tasa de fotosíntesis también disminuyen. 

Está correlación se repite con los valores obtenidos en el experimento: caracterización del 

estrés hídrico (111.5.2), donde se vio que potenciales más negativos no sólo estaban 

relacionados con una afectación en la tasa de fotosíntesis, sino por el contrario, la 

afectación fue visible en varios parámetros como la disminución en la tasa de crecimiento 

relativo y un aumento en el porcentaje de fuga de electrolitos siendo significativamente 

mayor en Maradol. En 1970, Boyer, midió diferentes potenciales hídricos en hojas y los 

comparó con los rangos de fotosíntesis en diferentes especies vegetales: maíz (Zea 

mays) , soya (Giicyne max) y flores de girasol (He/ianthus annuus), para éstas tres 

especies el rango de fotosíntesis disminuyó conforme el potencial hídrico en las hojas 

aumentaba. 
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·1.6 ·1.8 

Figura 111.17. Correlación polinomial cuadrática entre los valores de fotosíntesis y potencial hídrico 

para plantas jóvenes de dos genotipos de Carica papaya L. Maradol (A) y Silvestre (B) expuestas a 

tratamientos de estrés por déficit hídrico (0, 7 y 14 d), y dos tratamientos de recuperación: 1 d y 7 d 

después de restablecido el riego. 

Nuestros resultados, ponen de manifiesto que la imposición de estrés por déficit hídrico se 

acompaña por una reducción en los valores de 'I'H conforme aumenta el tiempo de 

exposición al estrés, lo que indica que la planta es capaz de detectar el cambio en el 'I'H 

del suelo, que genera cambios a nivel morfológico y fisiológico en ambos genotipos. El 

primer cambio observable es la abscisión foliar, que reduce significativamente la biomasa 

de la planta. En nuestro sistema, la abscisión fue mayor en las plantas Maradol , por el 

contrario las plantas Silvestre retardan la caída de sus hojas por un periodo más largo, 

permitiendo mantener su tasa fotosintética por más tiempo, aún en condiciones de estrés. 

De acuerdo con los valores obtenidos de Fv/Fm, se observó que a pesar del estrés por 

déficit hídrico impuesto, no existe un daño en el PSII, lo que sugiere que la disminución 

que en la tasa de fotosíntesis observada en ambos genotipos se debe a la reducción en el 

número de hojas disponibles para llevar a cabo las reacciones de fotosíntesis y no a un 

daño en el aparato fotosintético. Finalmente, el comportamiento observado durante el 

periodo de recuperación, indica que ambos genotipos son capaces de detectar el cambio 

en el 'I'H del suelo una vez que se ha aplicado el riego, lo que no sólo se ve reflejado en el 
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aumento del 'PH en las hojas, sino que además, permite la recuperación de los valores 

iniciales de varios de los parámetros fisiológicos analizados. 

En este sentido, se observó que el genotipo Silvestre tiene una mayor capacidad de 

recuperación en comparación de Maradol , lo que indica que los mecanismos de 

adaptación presentes en las plantas Silvestre que la hacen más tolerante al estrés por 

déficit hídrico no están presenten de igual forma en Maradol, producto quizás de la 

domesticación a la que ha sido sometida. 
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111.6. DISCUSIÓN 

111.6.1. Caracterización del punto de estrés por déficit hídrico 

Para caracterizar la respuesta fisiológica de las plantas de Caríca papaya ante un estrés 

por déficit hídrico, se evaluaron diferentes parámetros fisiológicos y morfológicos que nos 

permitieron caracterizar nuestro modelo de estudio y dieron información importante sobre 

el comportamiento que tienen los dos genotipos de C. papaya evaluadas durante el estrés 

por déficit hídrico y durante un periodo de recuperación. De manera general , la literatura 

reporta que entre las respuestas de C. papaya a un estrés por déficit hídrico está el 

posponer o evitar la deshidratación mediante una regulación estomática estricta, 

reparación de la cavitación y un ajuste osmótico intenso (Mahouachi et al., 2006; Marler, 

1998). Este comportamiento fue observado en ambos genotipos al aumentar los valores 

de \I'H, producto de la falta de riego, que se vio reflejado en una afectación de la mayoría 

de los parámetros evaluados: abscisión de hojas, crecimiento relativo, fotosíntesis, Fv/Fm 

y % de fuga de electrolitos. 

El crecimiento puede definirse como un alargamiento celular irreversible (Kirkham, 2011 ). 

En 1976, Hsiao et al., propusieron que el crecimiento celular es probablemente el proceso 

más sensible al déficit hídrico, porque al disminuir la presión de turgencia en los tejidos, 

también lo hace el alargamiento celular e incluso llega a detenerse cuando el potencial 

hídrico se reduce en 0.3-0.4 MPa en toda la planta. Esto se refleja en una marcada 

reducción del área foliar la cual también es acentuada por el aceleramiento en la tasa de 

senescencia (Rivera et al., 2007). Los resultados obtenidos de la medición de la tasa de 

crecimiento relativo indican que para ambos casos el crecimiento se ve mermado en un 

20% conforme aumenta la exposición del estrés y vuelve a incrementar durante el periodo 

de recuperación; este comportamiento ha sido documentado en estudios previos 

realizados en el Laboratorio de Fisiología Vegetal y Molecular evaluando la exposición de 

C. papaya Maradol a un estrés térmico. Esto sugiere que la baja en la tasa de crecimiento 

relativo es una respuesta de la planta para utilizar sus reservas en otros procesos que le 

permitan tolerar el estrés. En este sentido, se observó que la plantas Silvestre expuestas 

al estrés por déficit hídrico presentaban mayor longitud en la raíz (18 cm) en comparación 

con Maradol (10 cm) también expuesta a 21 días de no riego, esto es considerado como 

un mecanismo de tolerancia al estrés hídrico en C. papaya específicamente para el tipo 
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Silvestre que busca agua disponible en el suelo al aumentar el área total de la raíz 

principal (lvonne y Mirando, 2007). 

Las modificaciones anatómicas, morfológicas y fenológicas de las plantas expuestas a 

periodos prolongados de déficit hídrico se deben básicamente a las alteraciones en los 

patrones estacionales y ritmos de división y elongación celular. Una de las principales 

manifestaciones visibles es el marchitamiento característico de las hojas (Granados­

Sánchez et al., 1998). De hecho un buen indicador de tolerancia a un estrés por déficit 

hídrico es la senescencia foliar tardía , que puede evaluarse en etapa juvenil, junto con 

otras variables (Agbicodo et al., 2009). La senescencia foliar tardía es considera como un 

mecanismo adaptativo que reduce la tasa de transpiración y le permite la recuperación 

post-estrés (Hall, 2004; Soloarte, 1992). 

En esta tesis, se registró la senescencia foliar de dos genotipos de C. papaya a los 

diferentes tiempos evaluados. Se observó que el genotipo Silvestre retiene un mayor 

número de hojas por más tiempo aún en condiciones de estrés, contario a Maradol que 

redujo hasta un 30% el número de hojas a los 7 días de iniciado el tratamiento. Al día 

máximo de estrés la reducción en el número de hojas fue significativamente mayor en 

Maradol con un 90% en comparación con Silvestre que tuvo una reducción en su número 

de hojas en tan sólo 70%. Aunado a ello, se observó que durante la recuperación, el 

genotipo Silvestre mantuvo el número de hojas completamente expandidas unidas al tallo, 

signo de mayor tolerancia al estrés, caso contrario a Maradol que incluso después de 

reincorporado el riego siguió perdiendo hojas, lo que afectó la capacidad de recuperar los 

valores iniciales de la mayoría de los parámetros evaluados. 

Un comportamiento similar ha sido reportado en plantas de Populus expuestas a un 

estrés por déficit hídrico, en donde se observó un aumento en la tasa de abscisión en 

respuesta al estrés (Pallardi, 1991 ). Caso contrario a lo que ocurre en los cítricos, en 

donde las hojas se dañan por el déficit hídrico, pero contrario a lo que sucede en papaya, 

se quedan adheridas al tallo hasta que el riego es reincorporado nuevamente y ocurre la 

abscisión. Comportamientos similares han sido observados en plantas de algodón; se ha 

sugerido que durante el estrés por déficit hídrico, un factor inductor de abscisión es 

sintetizado en las raíces de los cítricos, y transportado a las partes áreas donde genera la 

abscisión (Tudela, 1992). 
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111.6.1.1. Potencial Hídrico ('PH) 

El potencial hídrico se basa en el potencial químico del agua que es una expresión 

cuantitativa de la energía libre asociada con el agua, en otras palabras, el trabajo que se 

debe realizar para llevar una unidad de masa de agua, ligada al agua misma o al suelo 

hasta un estado de referencia cero (Taiz y Zeiger, 2006). Se han reportado valores 

aproximados de potenciales hídricos foliares letales en las plantas entre -1,4 a -6,0 MPa. 

En el fríjol caupí (Vigna unguiculata (L.) Walp) se han registrado entre -1,5 y -2,5 MPa, lo 

que ha permitido clasificarla como una especie moderadamente tolerante al déficit de 

agua en el suelo (Boyer, 1978); para papaya se han reportado valores de -0.7 a -0.8 MPa 

en Carica papaya cv. Baixinho de Santa Amalia (Mahouachi et al., 2006). 

Los resultados obtenidos en el potencial hídrico son bastante interesantes, ya que 

aumenta en ambos genotipos en respuesta al estrés, siendo más negativo en Maradol , 

además, se observa una recuperación en los valores de 'PH una vez que el riego es 

reincorporado. Nuestros resultados difieren con los obtenidos por Mahaouchi et al., 

(2006), quienes observaron poca variación en el potencial hídrico en hojas sometidas a un 

periodo largo de estrés por déficit hídrico. Los resultados publicados por Mahouchi son 

apoyados por Marler et al., (1998) quienes mostraron que el potencial hídrico en hoja y el 

potencial del xilema no se veían afectados por el estrés en plantas jóvenes de papaya. De 

acuerdo a la literatura, Carica papaya es una especie que responde al déficit hídrico 

aplazando la deshidratación, las plantas de papaya sometidas a estrés por falta de agua 

muestran una tendencia a acumular iones como K+, Na+ y Cl. El aumento en el número de 

iones que se registran conforme aumentan los días de exposición al estrés parece 

contribuir al ajuste osmótico y a mejorar la tolerancia a estrés por déficit hídrico de estas 

plantas. 

De acuerdo a lo reportado por Mahouachi et al., 2006, los valores fotosintéticos 

descienden así como la tasa de crecimiento; sin embargo una vez que el riego es 

reincorporado se estimula el crecimiento nuevamente, el brote de hojas nuevas y se 

reestablece la tasa fotosintética. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en este 

trabajo y nos indican que la habilidad de las plantas de papaya para incrementar su 

tolerancia al estrés no está determinada exclusivamente por la reducción en la abscisión 

de hojas, disminución en la tasa de crecimiento o en la asimilación de C02, sino por el 
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contrario sugieren que bajo las condiciones de déficit hídrico poseen cierta capacidad de 

incrementar su contenido de iones (Na, K y Cl), lo que contribuye al ajuste osmótico que 

fue más evidente en Maradol en dónde se observó un ajuste de su potencial a diferencia 

del genotipo Silvestre en dónde no hubo tanta variación. (Stokes y Stokes, 2000; Marler y 

Mickelbart, 1998; Marler et al., 1994 ). Sin embargo, para corroborar esta idea, es 

necesario medir el potencial osmótico en plantas de ambos genotipos expuestas a 

condiciones de estrés similar. 

111.6.1.2. Fotosíntesis (Pn) 

Se ha documentado ampliamente que un estrés por déficit hídrico limita la tasa de 

fotosíntesis a través del cierre estomático y por un deterioro en el metabolismo (Lawlor y 

Cornic, 2002; Flexas y Medrana, 2002; Cornic, 2000; Chaves, 1991 ; Boyer, 1976). 

Cuando las plantas pasan por un periodo de déficit hídrico, la tasa de fotosíntesis puede o 

no retornar a los niveles anteriores, dependiendo del material genético, severidad y 

duración del estrés y la humedad relativa ; de esta manera, las plantas que consiguen 

recuperarse y vuelven a fotosintetizar como antes del estrés, poseen una mayor tolerancia 

al déficit hídrico (Kozlowski y Pallardy, 1997). Se ha encontrado que los efectos 

perjudiciales del estrés por déficit hídrico en el aparato fotosintético puede durar días, 

semanas o hasta meses; por lo que la capacidad de las plantas estresadas de recuperar 

su capacidad fotosintética puede estar asociada a la capacidad de los estomas de 

reabrirse parcial o totalmente y a la síntesis de proteínas para reparar el daño sufrido por 

el aparato fotosintético (Pompelli et al. , 201 O; Kozlowski y Pallardy, 1997). Cruz de 

Carvalho et al., (1998) demostraron que la conductancia estomática (gs) y la tasa neta de 

asimilación (A, mmol m·2 s·1 de C02} durante y después del tratamiento de estrés por 

déficit hídrico son parámetros confiables para identificar tolerancia a este estrés en 

Phaseolus vulgaris y Vigna unguículata. Estudios previos realizados por Mahouachi 

(2001) reportaron rangos fotosintéticos para Caríca papaya de 8 a 1 O ¡.¡.mol C02 m·2 s·1 

para una planta control en condiciones de riego constante y para una planta expuesta a 

30 días sin riego los valores alcanzados fueron de 2.0-2.2 ¡.¡.mol C02 m·2 s·1 , mismos que 

lograron recuperarse una vez reestablecido el riego. 

Nuestros resultados señalan que las plantas Silvestre tienen una afectación menor en la 

tasa de fotosíntesis a partir del día 7 de iniciado el tratamiento por déficit hídrico, caso 
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contrario a lo observado en las plantas Maradol en dónde los valores de fotosíntesis 

disminuyeron en los primeros días de suspendido el riego. Es decir, las plantas Silvestre 

pueden tolerar un periodo de 7 días de estrés por déficit hídrico, sin que éste afecte su 

tasa fotosintética, mientras que para las plantas Maradol los valores de fotosíntesis se 

reducen en un 85%. A pesar de que ambos genotipos registraron los valores más bajos 

de fotosíntesis al día 21 , una vez de reincorporado el riego las plantas Silvestre 

alcanzaron valores equiparables con la planta control, caso contrario a Maradol que 

registró una tasa fotosintética significativamente menor a la de Silvestre. La capacidad de 

recuperación tanto de Maradol como de Silvestre nos indican que ambas son tolerantes al 

estrés por déficit hídrico impuesto, sin embargo la rápida respuesta del genotipo Silvestre 

a una rehidratación lo señala como el más tolerante. 

111.6.1.3. Fluorescencia de clorofila a (Fv/Fm) 

El análisis de la emisión de fluorescencia de la clorofila a del fotosistema 11 (PS 11) del 

aparato fotosintético de plantas terrestres, acuáticas y algas hace posible caracterizar los 

efectos y modos de acción de diferentes tipos de estrés ambiental. Varios autores 

concuerdan en que Fv/Fm es un parámetro fisiológico muy sensible que puede ser 

utilizado como medida cuantitativa muy eficaz para caracterizar el grado de estrés al que 

está expuesto una planta, ya que además de ser sensible , no es destructivo, es in situ, in 

vivo y rápido; por lo que su medición es una manera de conocer internamente el estado 

fisiológico del PS 11 , componente principal del aparato fotosintético (González et al., 2000; 

Smille y Nott, 1982). 

En la literatura se ha reportado que el valor de Fv/Fm en un gran número de especies se 

mantiene cercano a 0.800, indicativo de que el FS 11 se encuentra íntegro y con un uso 

altamente eficiente de la energía de excitación en el proceso fotoquímico, por lo que 

puede ser utilizado como un criterio del nivel de estrés (Willits y Peet, 2001 ; Maxwell y 

Johnson, 2000). Así, un aumento en la exposición a diferentes tipos de estrés como el 

térmico, hídrico o lumínico, provocan una disminución en la proporción Fv/Fm, que 

responde a la disminución de Fv (Fv=Fm-Fo) mientras Fo aumenta, Fm se mantiene sin 

mucha variación (Yamada, 1996), bajo estas condiciones de estrés las plantas presentan 

una incapacidad para utilizar de manera eficiente la luz, de esta forma cuando la 

afectación es reversible se nota un incremento de la respuesta fotoinhibitoria, es decir hay 
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una disminución de los valores Fv/Fm, el valor vuelve a incrementarse una vez que ha 

pasado el evento estresante. 

En esta tesis el valor de Fv/Fm en plantas jóvenes de dos genotipos de Carica papaya 

Maradol y Silvestre expuestas a diferentes periodos sin riego (0, 7, 14 y 21 d) disminuyó 

conforme aumentaron los tiempos de exposición (0.80 Maradol y 0.78 Silvestre) y 

aumentaron de nueva cuenta durante el periodo de recuperación de 1 d y 7 días (0.81 

Maradol y 0.79 Silvestre). Sin embargo los valores obtenidos no son significativamente 

diferentes en relación a los grupos control (0.84 Maradol y 0.83 Silvestre), por lo que es 

difícil interpretar la disminución de los valores de Fv/Fm como un indicador del grado de 

afectación a la planta. 

Esto coincide con lo reportado por Marfer y Mickelbart (1998), quienes analizaron el 

intercambio gaseosos y fluorescencia de clorofila a en plantas de papaya "Red Lady" bajo 

condiciones de estrés por déficit hídrico, ellos reportan que el estrés no influyó en los 

valores de Fv/Fm durante todo el experimento con valores que oscilaron en (0. 7 4) en 

comparación con el control (0.80). Por otra parte, en la exposición a un estrés térmico en 

plantas de C. papaya Maradol se ha visto que la exposición al estrés sólo provoca una 

ligera disminución en el valor de Fv/Fm (Alcacer, 2013; Nakasone y Paull, 1998) lo que 

sugiere que el estrés por déficit hídrico y térmico, sensibilizan al aparato fotosintético por 

el aumento en la incidencia de luz y provoca una inhibición de la fotosíntesis lo que puede 

preceder a cualquier cambio apreciable en la fluorescencia de clorofila a (Bjorkman y 

Powles, 1984; Ludlow y Bjorkman, 1984 ). 

111.6.1.4. Fuga de electrolitos (%) 

Bajo condiciones de estrés, la membrana de las plantas están bajo la influencia de 

cambios asociados con el incremento en la permeabilidad y la pérdida de su integridad 

(Biokhina et al., 2003). Por lo tanto, el incremento en el porcentaje de fuga de electrolitos 

indica daños en la membrana bajo un estrés ya sea térmico, por salinidad o por déficit 

hídrico. También se ha propuesto que la integridad en membranas superiores de plantas 

tolerantes, resulta en una controlada fuga de electrolitos cuando son sometidos a una 

condición de estrés (Chaves y Oliveira, 2004). 
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Los resultados obtenidos en ésta tesis, indican que Carica papaya Maradol tiene un 

porcentaje mayor de fuga de electrolitos (50%) en comparación con Silvestre (35%) al día 

21 de estrés por déficit hídrico. El aumento en el porcentaje de fuga de electrolitos en el 

tejido foliar del genotipo Maradol, refleja el grado de deterioro de la membrana plasmática 

que presentan las células de las hojas, cuando la planta crece bajo estas condiciones de 

estrés. Este comportamiento coincide con lo reportado por Bajji, et al., (2001) donde 

evaluaron la fuga de electrolitos en Trigo (Triticum durum) bajo un estrés por déficit 

hídrico, obteniendo un aumento en el % de fuga de iones conforme aumentaba el tiempo 

de exposición al estrés. Estudios similares se han llevado previamente en el Laboratorio 

de Fisiología Vegetal Molecular, evaluando el efecto de un estrés térmico en C. papaya 

Maradol, observando que la fuga de electrolitos aumenta con la exposición al estrés y 

disminuye en los periodos de recuperación. 

El grado del daño a la membrana celular inducido por cualquier estrés puede ser medido 

por la fuga de electrolitos de las células. Los genotipos tolerantes tienden a tener un 

porcentaje de fuga de electrolitos menor comparado con los genotipos susceptibles al 

déficit hídrico (Boldaji et al. , 2012). Un estudio realizado por Roy et al., (2009), demostró 

que la acumulación de polipéptidos y el porcentaje en la fuga de electrolitos pueden ser 

utilizados como indicadores para seleccionar una planta tolerante a un déficit hídrico entre 

tres cultivares de So/anum /ycopersicum. Los resultados obtenidos de este estudio 

indicaron que para los tres cultivares evaluados (Pusa Ruby, Arka Vikas y Pusa Early 

Dwarf) el déficit hídrico aumentaba la fuga de electrolitos, sin embargo el rango era menor 

en uno de ellos, concluyendo que el cultivar Pusa Ruby fue el cultivar más tolerante al 

estrés hídrico. 

Los datos obtenidos indican que para ambos genotipos, el % de fuga de iones incrementó 

conforme aumentó el tiempo de exposición al estrés por déficit hídrico, lo que indica una 

correlación positiva entre el nivel de estrés por déficit hídrico y el daño en membrana. De 

igual forma, se observó que el daño en membrana medido fue significativamente mayor 

para Maradol en todos los tiempos. Esto indica que la membrana de las plantas Maradol 

es más susceptible a un estrés por déficit hídrico en comparación a Silvestre, donde se 

observó que una vez de reincorporado el riego se disminuyó el daño en membrana. De 

acuerdo a lo reportado en la literatura y en base a nuestros resultados, se puede concluir 
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que el genotipo Silvestre al presentar un porcentaje de fuga de electrolitos menor puede 

considerase como tolerante. 

111.6.2. Exposición a estrés por déficit hídrico de plantas jóvenes de Carica 

papaya Maradol y Silvestre 

Los resultados obtenidos en la caracterización fisiológica ante un estrés hídrico 

concuerdan con estudios previos realizados por Mahouachi et al. , (2006), quienes 

evaluaron la capacidad de recuperación de plántulas de Carica papaya cv. ·-saixinho de 

Santa Amalia .. , expuestas a un déficit hídrico por 34 días y su recuperación. Ellos 

reportaron que la principal respuesta al estrés fue la reducción en el rango fotosintético, 

siendo más evidente al día 34 donde se redujo hasta un 76% lo que se correlaciona con la 

disminución en la humedad del suelo. Por otra parte, una vez iniciado el periodo de 

rehidratación las plantas recuperaron su tasa fotosintética, estimularon el crecimiento y el 

brote de nuevas hojas. Nuestros resultados, contradicen lo reportado para cítricos 

sometidos a periodos de estrés por déficit hídrico y recuperación; en donde se ha visto 

que una vez aplicado el riego no se alcanzan los rangos fotosintéticos, incluso después de 

aplicar un riego constante, lo que indica que el estrés por déficit hidrico dañó los tejidos de 

las hojas. Por el contrario, en nuestro estudio, se observó que ambos genotipos logran 

recuperarse al estrés impuesto, por lo que el daño ocasionado por el estrés no afectó de 

manera crítica al tejido (Tudela y Primo-Milo, 1992). 

111.6.2.1 . Intercambio de gases 

La limitación del crecimiento de la planta debido a una baja disponibilidad de agua se 

debe en principio a la reducción en el balance de carbono en la planta, que afecta en gran 

medida a la fotosíntesis (Fiexas et al. , 2009). Sin embargo, existe un debate sobre sí el 

factor restrictivo para la fotosíntesis durante el estrés por déficit hídrico es el cierre 

estomático o es debido a un metabolismo incompleto (Pinheiro y Chaves, 2011; Flexas et 

al. , 2009; Flexas y Medrana, 2002; Lawlor y Cornic, 2002). Una disminución en la difusión 

del C02 atmosférico al sitio de carboxilación en las hojas es considerado como la principal 

causa en la disminución de la fotosíntesis bajo condiciones de estrés hídrico (Chaves et 

al., 2009; Grassi y Magnani, 2005; Flexas et al. , 2004). Sin embargo, cuando un descenso 

en la conductancia estomática es combinada con una fuerte radiación, las hojas están 
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expuestas a un exceso en la incidencia de energía y baja disponibilidad del C02 

intercelular debido a la reducción del rango de producción que excede su rango de 

consumo durante el ciclo de Calvin (Pinheiro y Chaves, 2011 ). Bajo estas condiciones, 

una regulación baja e incluso la foto inhibición de la fotosíntesis puede convertirse en un 

potente mecanismo de defensa en las plantas C3 (Demmig-Adams et al., 2006). 

A partir del análisis de los diferentes parámetros implicados en el intercambio de gases, 

se observa que el genotipo Silvestre tiene una mayor tasa de transpiración lo que puede 

relacionarse con el número de estomas presentes en la parte abaxial de la hoja. Sin 

embargo, el hecho de una tolerancia mayor al estrés a pesar de la alta densidad 

estomática, sugiere que la tolerancia al estrés por déficit hídrico está dada más por una 

vía no estomática. Para poder sustentar lo antes descrito, es necesario evaluar la 

transpiración cuticular, de esta forma podría explicarse que la tolerancia se deba a una vía 

no estomática. 

111.6.2.2. Densidad Estomática 

Al evaluar la anatomía foliar de plantas transgénicas y no transgénicas de Carica papaya 

L. Leal-Costa et. al., (201 O) señalaron que las hojas de C. papaya son hipoestomáticas y 

dorsiventrales, lo que coincide con nuestras observaciones realizadas en hojas de dos 

genotipos de C. papaya Maradol y Silvestre. El número de estomas por unidad de área 

observada (0.02 cm2) fue mayor para las plantas Silvestre (81) en comparación con 

Maradol (67), está diferencia en el número de estomas en el tiempo O puede relacionarse 

con la tasa de intercambio gaseoso que es mayor en el genotipo Silvestre. El intercambio 

de gases entre la hoja y la atmósfera se lleva a cabo a través de la apertura estomática, 

que es regulada por señales endógenas (hormonas vegetales como el ácido Abscísico) y 

por varias condiciones ambientales entre las que se incluyen: la luz, temperatura, 

humedad del aire, humedad del suelo, concentración atmosférica de C02, transporte de 

iones a través de la membrana, así como por otros factores que modulan la apertura 

estomática para la regulación del intercambio de gases y supervivencia de las plantas en 

diferentes condiciones {Shimazaki et al., 2007; Schroeder et al., 2001 ; Assmann y 

Shimazaki , 1999). 
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Por otra parte, la DE en los diferentes tiempos de exposición evaluados no presentaron 

variaciones en ninguno de los genotipos, caso contrario a lo observado por Pares et al., 

(2008), quienes evaluaron el efecto de los niveles de salinidad sobre la DE en plantas de 

C. papaya Maradol, los resultados obtenidos demostraron que la salinidad del agua de 

riego promovió variaciones en la DE. El hecho de que ante un estrés por déficit hídrico el 

número de estomas se mantenga sin cambio durante todo el experimento sugiere que la 

tolerancia al estrés se da por vías no estomáticas, como la acumulación de ceras en la 

superficie de las hojas para reducir la pérdida de agua por transpiración 
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111.7. CONCLUSIONES 

• En esta tesis, se observó que el genotipo Silvestre retiene un mayor número de 

hojas por más tiempo, aún en condiciones de estrés, contarlo a Maradol que 

redujo hasta un 30% el número de hojas a los 7 días de iniciado el tratamiento. Al 

día máximo de estrés la reducción en el número de hojas fue significativamente 

mayor en el genotipo Maradol con un 90% en comparación al 70% de Silvestre. 

Además, se observó que durante la recuperación, el genotipo Silvestre mantuvo el 

número de hojas, signo de mayor tolerancia al estrés, caso contrario a Maradol 

que incluso después de reincorporado el riego siguió perdiendo hojas. Los datos 

obtenidos de la tasa de abscisión de hojas al ser extrapolados a condiciones de 

campo pueden significar una reducción en el rendimiento por parte las plantas 

Maradol. 

• Ante un estrés por déficit hídrico, la tasa de crecimiento disminuye como respuesta 

a la afectación de la elongación celular, los resultados obtenidos en el presente 

estudio indican que la tasa de crecimiento de los dos genotipos evaluados, son 

afectados por el estrés impuesto. Por otra parte, el retardo en la abscisión foliar en 

el genotipo Silvestre y el aumento en la longitud de la raíz como estrategia para 

tolerar el estrés, sugieren que las respuestas morfológicas observadas en las 

plantas Silvestre le confieren mayor tolerancia al estrés por déficit hídrico. 

• Los datos obtenidos del parámetro de \fH, sugieren que las plantas de Carica 

papaya de ambos genotipos, son capaces de detectar la poca disponibilidad de 

agua en el suelo durante los primeros días de iniciado el tratamiento por déficit 

hídrico y además, son capaces de identificar los cambios en el \fH del suelo una 

vez que el riego es reincorporado, lo que se ve reflejado en un aumento en los 

valores del \fH en el tejido de hoja y que podría permitir activar los diferentes 

mecanismos de adaptación. 

• La literatura señala que los principales parámetros fisiológicos afectados son la 

fotosíntesis y que junto a la conductancia estomática, C02 intercelular y la 

transpiración nos dan un panorama del daño que sufre la planta a nivel 

fotosintético. Nuestros resultados indican una disminución en la tasa de 

fotosíntesis que es mayor para el genotipo Maradol a diferencia del Silvestre, sin 

embargo una vez reincorporado el riego ambos genotipos aumentan sus niveles 
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de fotosíntesis. La capacidad de recuperación observada en ambos casos indica 

que ambas son tolerantes al estrés por déficit hídrico impuesto. No obstante, la 

capacidad de respuesta del genotipo Silvestre a una rehidratación lo señala como 

el más tolerante 

• Los valores de Fv/Fm evaluados ante un estrés por déficit hídrico en las plantas de 

C. papaya no presentaron cambios significativos en los diferentes tiempos de 

exposición. Concluyendo que este parámetro no puede ser utilizado como 

indicador de la afectación del estrés a la planta y que además la disminución que 

vemos en la tasa de fotosíntesis de C. papaya se debe más a la reducción en el 

área foliar y no a un daño en el PSII, lo que se ve reflejado en los valores de la 

Fv/Fm. 

• De acuerdo a los resultados obtenidos en la medición de la fuga de electrolitos, se 

observa que el genotipo Silvestre tiene una de fuga de electrolitos 20% menor a 

Maradol, que se traduce en un daño menor a la membrana, aunado a ello la 

capacidad de reparación de la membrana en el genotipo Silvestre la señalan como 

el más tolerante al estrés por déficit hídrico. 

• lnteresantemente, las hojas de Carica papaya son de tipo hipoestomáticas, es 

decir poseen la mayoría de sus estomas en la parte abaxial , esto quizás, como 

una adaptación al medio ambiente. Es importante puntualizar que en base a los 

parámetros de gs evaluados se observó que papaya tiene una capacidad de 

controlar la apertura y cierre de estomas; sin embargo está regulación estomática 

parece ser más eficiente en el genotipo Silvestre, ya que se observó que la planta 

es capaz de responder al estímulo al primer día de aplicado el riego. 

• Se observó que la tasa de transpiración en el genotipo Silvestre fue mayor (3.5 

mmol H20 m·2 s·1) con respecto a Maradol (3 m mol H20 m·2 s·1) en el punto máximo 

de estrés, lo que puede relacionarse con el número de estomas en el genotipo 

Silvestre (87) que también fue mayor en comparación a Maradol (61 ), estos datos 

sugieren que la tolerancia al déficit hídrico por parte de las plantas Silvestre está 

dada por una vía no estomática, y que la inducción de la biosíntesis de la cutícula 

puede ser parte de los mecanismos de la tolerancia adquirida a estrés hídrico por 

parte del genotipo Silvestre. 
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CAPÍTULO IV 

ANÁLISIS Y CUANTIFICACIÓN DE CERAS TOTALES PRESENTES EN HOJAS 

DE Carica papaya L. MARADOL Y SILVESTRE EN RESPUESTA A UN 

ESTRÉS POR DÉFICIT HÍDRICO. 

IV.1. INTRODUCCIÓN 

Hace cuatrocientos millones de años el desarrollo de una barrera delgada, traslúcida y 

permeable llamada cutícula, fue trascendental para que las plantas pudieran colonizar 

ambientes terrestres (Bernard y Joubés, 2013). A excepción de la apertura estomática, la 

membrana lipídica mejor conocida como cutícula, cubre la superficie de todos los órganos 

aéreos de la planta que incluyen: hojas, tallos, flores y frutos (Bernard y Joubés, 2013; 

Serralta et al., 2012; Cameron et al., 2006; Jeffree, 2006). Al ser la capa más externa, la 

cutícula interacciona directamente con el ambiente donde juega un papel elemental en la 

tolerancia a factores de estrés biótico y abiótico; en la adaptación de la planta a diferentes 

hábitats y en el desarrollo de la misma ya que participa en la regulación morfológica de las 

células epidérmicas (Serralta et al., 2012). 

La ultraestructura de la cutícula varía ampliamente entre las especies, tipo de órgano y 

estado de desarrollo, se compone de dos polímeros altamente hidrofóbicos: cutina y ceras 

epicuticulares dispuestas en capas (Domínguez et al., 2009; lsaacson et al., 2009; Leide 

et al., 2007; Petit et al., 2007). Las ceras epicuticulares son productos hidrofóbicos que 

pueden ser removidos de la superficie de las plantas mediante una breve inmersión en 

solventes orgánicos de baja polaridad, como Cloroformo (CHCI3) y Hexano (CsH14) 

(Samuels et al., 2008; Jenks et al., 2002). Generalmente, las ceras de las plantas están 

compuestas por una serie de alcoholes primarios, aldehídos, alcanos, ácidos grasos, 

ésteres y en ocasiones de componentes cíclicos como triterpenoides y esteroles (Samuels 

et al., 2008; Jetter et al., 2006). Las cadenas alifáticas de las ceras son derivadas de los 

ácidos grasos de cadenas largas (VLCFAs) los cuales pueden ser procesados por dos 

rutas de biosíntesis: (i) vía de alcoholes: alcoholes primarios y alquil ésteres; (ii) vía de 

alcanos: aldehídos, alcanos, alcoholes secundarios y cetonas (Bernard y Joubés, 2013). 

La síntesis de la cutícula empieza en las fases tempranas del desarrollo, con la formación 

de la procutícula en el estado globular tardío de la embriogénesis en Arabídopsis thalíana 
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y guarda una estrecha relación con el crecimiento de la planta al proveer la deposición 

constante de ceras y cutina durante la elongación del tallo (Suh et a/., 2005; Tanaka et al., 

2002). A la fecha, se sabe que los componentes de la cutícula son sintetizados en las 

células epidérmicas antes de ser secretados a la pared celular para cubrir las células de 

los órganos aéreos, sin embargo se tiene poca información sobre los mecanismos 

involucrados en el transporte a la pared celular (Bernard y Joubés, 2013). 

IV.1.1 . Estructura de la Cutícula 

La capacidad protectora de la cutícula se debe a las propiedades bioquímicas y físicas de 

sus dos componentes principales: cutina y ceras cuticulares, que estructuralmente se 

encuentran apiladas en tres capas, consideradas comunes en todas las plantas 

superiores (Bernard y Joubés, 2013). Cubriendo la pared celular la primera capa consiste 

en una mezcla cuticular compuesta de cutina, ceras intracelulares y polisacáridos; y está 

conectada a la segunda capa que es propiamente la cutícula, compuesta de ceras 

intracuticulares que son una mezcla amorfa de lípidos embebidos en la cutina que se 

unen a la cutícula cubierta por una tercera capa que corresponde a las ceras 

epicuticulares (Figura IV .1 ). Las ceras epicuticulares conforman la capa exterior de la 

cutícula, dispuestas micro estructuralmente en cristales de ceras que le confieren 

hidrofobicidad a la superficie de la planta (Domínguez et al. , 2011 ; Jetter et al. , 2006; 

Kunst y Samuels, 2003; Jetter y Schaffer, 2001 ). 

Figura JV.1. Corte transversal de células epidérmicas secretando ceras, se observan los 

componentes de la cutícula, los dominios de la pared celular y las células epidérmicas no 

fotosintéticas (Kunst y Samuels, 2003). 
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IV.1.2. Ceras epicuticulares e intracuticulares 

La cutícula está formada por un complejo poliéster con ceras asociadas de naturaleza 

hidrofóbica y baja reactividad debido a que la mayoría de los grupos carboxílicos 

presentes en la membrana están esterificados con grupos hidroxilos alifáticos de otros 

ácidos grasos (Cuadro IV.1) (Domínguez et al. , 2011 ; Riederer y Schreiber, 2001 ). La 

separación física de sus componentes usando solventes orgánicos y el análisis por 

cromatografía de gases ha demostrado que las ceras intracuticulares se encuentran 

intercaladas dentro del polímero de la cutina y tienen una composición química distinta de 

las ceras epicuticulares que se encuentran en la superficie exterior de la cutina, formando 

una capa más o menos uniforme y amorfa (Domínguez et al., 2011 ; Samuels et al., 2008; 

Bargel et al., 2006). 

Cuadro IV.1. Principales componentes al ifáticos en ceras cuticulares (modificado de Kunst y 

Samuels, 2003). 

Rango de largo Largo predominante 
Contenido en tallo Tipo de cera de la cadena en de la cadena en A. 
de A. thaliana (%) 

plantas thaliana 
n-Aicanos C 21 -CJs C 29, C 31, C 27 38 
Alcoholes secundarios C 21 -CJs C 29, C 31, C 27 10 
Ce tonas C 21-C Js C 29 30 
Alcoholes grasos C 22-C 34 C 2a, C 3o, C 26 12 
Ácidos grasos C1 6-C34 C 3o, C 2a 3 
Aldehídos C 21-C Js C 3o, C 2a 6 
Ésteres cerosos C32-C64 NA 1 

Los principales componentes químicos de las ceras epicuticulares son alcanos, ésteres, 

alcoholes, aldehídos, cetonas y ácidos grasos de cadena larga; y para el caso de las 

ceras intracuticulares, ácidos grasos de cadena corta (Leide et al., 2011 ; Cameron et al., 

2006; Kunst y Samuels, 2003). Dentro de las ceras epicuticulares también se han 

encontrado algunos metabolitos secundarios como los triterpenoides, compuestos 

fenólicos (ácido cumárico y ferúlico, flavonoides, fenilpropanoides), polisacáridos (celulosa 

y pectina) y algunos polipéptidos (Kunst y Samuels, 2009; Stark y Tian, 2006; Jeffree, 

2006; Riederer, 2001 ). El efecto del agua en las propiedades mecánicas de cada uno de 

los componentes de la cutícula recientemente está siendo estudiado (López-Casado, 

2007). Se ha visto que la presencia dentro de la epidermis de pigmentos que absorben los 

rayos UV-8, principalmente flavonoides, con una mínima absorción de PAR proporcionan 

una capa protectora al daño (Sheperd y Griffiths, 2006). 
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IV.1.3. Propiedades de las ceras cuticulares 

A pesar de que la cutícula es un componente minoritario en la masa total de hojas y 

frutos, las propiedades físicas, químicas, mecánicas y morfológicas que presentan las 

hace componentes esenciales para la adaptación de la planta a un estrés biótico y 

abiótico, ya que están involucradas en las siguientes funciones(Figura IV.2): 

A) Preserva el balance de agua, evitando la evaporación o pérdida excesiva de 

humedad y reduciendo la difusión de gases (Riederer y Schreiber, 2001 ; Stiles, 

1994). 

B) Ofrece una primera línea de defensa contra bacterias y hongos por su propiedades 

anti adhesivas (Reina-Pinto y Yephremov, 2009; Li et al., 2008; Carver y Gurr, 2006). 

C) Reconoce señales de patógenos e insectos. Pueden actuar como factor químico 

atrayente o disuasivo. Aunque no está claro si los productos activos pertenecen a las 

ceras o son metabolitos secundarios de la planta (Tafolla et al. , 2013; Chassot et al. , 

2008; Sandford, 1998). 

D) Termorregulador, al proporcionar un medio de defensa contra el estrés por déficit 

hídrico, temperaturas altas o daños por la luz ultravioleta (Tafolla et al., 2013). 

E) Brindar soporte mecánico y participar de manera indirecta en la formación correcta de 

los órganos en las primeras fases de desarrollo (Leide et al., 2011; Domínguez et al., 

2009; Panikashvili , 2007; Riederer, 2006). 

Figura IV.2. Principales funciones de la cutícula en las plantas (Tafolla et al., 2013). 

Específicamente ante un estrés por déficit hídrico, se ha sugerido que la acumulación de 

ceras ocurre de manera indirecta limitando la pérdida de agua por evapotranspiración y 

también la pérdida de otros gases (C02, 0 2) (Panikashvili et al. , 2007; Jeffree, 2006; 

Riederer, 2006). La transpiración está regulada por componentes estomáticos (TRst) y 
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cuticulares (TRcu). La TR51 está controlada por la conductancia estomática y la TRcu es 

afectada por las características fisicoquímicas de la superficie de la planta, como el 

espesor de la cera y su microestructura, que determina en gran medida la permeabilidad 

de la superficie de la hoja (Xu et al., 1995; Svenningsson, 1988). En 1859 Garreau et al. , 

observaron una correlación positiva entre el espesor de la capa de la cutícula y la 

reducción de la transpiración, proporcionando así la primera evidencia del papel de la 

cutícula como una barrera que limita la pérdida de agua por una vía no estomática (Stiles, 

1994 ). De esta manera, bajo un estrés extremo por déficit hídrico el cierre estomático y la 

conductancia estomática falla, y la pérdida de agua vía cuticular adquiere una importancia 

significativa (Kosma et al., 2009; Sheperd y Griffiths, 2006). 

A la fecha un número considerable de estudios han mostrado que el estrés por déficit 

hídrico puede incrementar la cantidad de ceras depositadas en la superficie de las hojas 

de diferentes plantas incluidas: Arabidopsis, tomillo, algodón, rosas, chícharo, cacahuate, 

tabaco y recientemente en algunos cultivos de importancia alimentaria como: avena, 

arroz, sorgo, alfalfa y trigo. Sin embargo, los resultados sugieren que la cantidad de ceras 

cuticulares no siempre se correlaciona con una reducción en la tasa de transpiración o un 

incremento en la tolerancia al déficit hídrico (Islam et al., 2009; Kosma et al., 2009; 

Cameron et al., 2006; Godwin y Jenks, 2005; Samdur et al., 2003; Jenks et al., 2001 ; 

Sánchez et al., 2001 ; Bandada et al., 1996; Letchamo y Gosselin, 1996; Jefferson et al. , 

1989; Jordan et al. , 1984; Bengston et al., 1978). No obstante, la inducción en la 

biosíntesis de ceras, es una respuesta casi universal en plantas expuestas a un estrés 

(Yang et al., 2011 ). Así mismo, se ha estudiado la respuesta a un déficit hídrico entre 

plantas silvestres (wt) y plantas mutantes (cer1) de factores de transcripción asociados a 

la biosíntesis de la cutícula o a enzimas biosintéticas, observando una correlación positiva 

entre la cantidad de cera y la resistencia al estrés hídrico (Bourdenx et al., 2011; Seo et 

al. , 2011 ; Aharoni et al. , 2004). 

El grosor de la cutícula varía según la especie vegetal , zona de la planta y edad o estado 

de desarrollo, ya que aumenta durante el crecimiento y disminuye durante el proceso de 

maduración y senescencia (Jetter et al., 2006; Stark y Tian, 2006; Jetter et al., 2000). La 

composición química y la estructura cuticular son generadas por una red metabólica 

compleja, regulada por factores bióticos y abióticos, para proporcionar un mecanismo de 

adaptación durante la interacción planta-ambiente (Bernard y Joubés, 2013). 
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IV.2. HIPOTESIS 

Datos preliminares indican que las plantas de Carica papaya L. genotipo Silvestre son 

más tolerantes a un estrés por déficit hídrico, por lo que sería de esperarse que los 

individuos Silvestres presenten mayor cantidad de ceras que el genotipo Maradol. 

Adicionalmente se podria esperar que las plantas Silvestre presentasen un perfil de ceras 

diferente al de las plantas comerciales debido a que las primeras presentan una mayor 

adaptación al estrés por déficit hidrico. 

IV.3. OBJETIVOS 

IV.3.1. Objetivo General 

• Establecer una posible relación entre la composición y cantidad de ceras totales 

presentes en los foliolos de diferentes poblaciones de Carica papaya L. y su 

tolerancia al estrés por déficit hídrico. 

IV.3.2. Objetivos Específicos 

• Cuantificar la cantidad de ceras totales presentes en dos genotipos de Carica 

papaya L. Maradol y Silvestre. 

• Obtener el perfil cromatográfico de los extractos cerosos de dos genotipos de 

Carica papaya L. Maradol y Silvestre. 

• Determinar los componentes principales presentes en el perfil cromatográfico de 

dos genotipos de Carica papaya L. Maradol y Silvestre. 
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IV.4. MATERIALES Y MÉTODOS 

IV.4.1. Material Biológico 

El material vegetal utilizado se obtuvo a partir de las semillas de dos genotipos de Carica 

papaya L. Maradol y Silvestre colectados en diferentes localidades del Estado de Yucatán 

(Capítulo 111). Las plantas fueron germinadas y trasplantadas en el invernadero del CICY, 

donde se monitorearon las condiciones ambientales (HR del 70%, DFFF 32 ¡.Jmol m·2 s·1 y 

T 30 oc). El riego consistió de 30 ml de agua cada tercer día durante los primeros 25 d, 

mientras que el tiempo restante, el riego fue de 50 ml cada segundo día. Se aplicó una 

solución nutritiva comercial (Bayfolan® líquido, Bayer) (1 ml L-1) dos veces por semana. A 

los 90 días de iniciada la germinación, las plantas tuvieron suficiente tejido para llevar a 

cabo la extracción de ceras totales y su análisis por microscopía electrónica. Los tiempos 

de exposición al estrés por déficit hídrico evaluados fueron: día O, 14, 21 y 28 como 

tiempo de recuperación con riego constante de 1 semana (Figura IV.3). Al final de cada 

tratamiento, los foliolos situados en la parte intermedia de la planta se cortaron con una 

navaja a la altura de su base procurando no dañar el tejido. El material colectado fue 

transportado en bolsas de plástico al Laboratorio de Fisiología Molecular y Vegetal del 

Centro de Investigación Científica de Yucatán, A.C. (CICY), donde fue almacenado a 4 oc 
para su análisis posterior. 

DÉFICIT HÍDRICO 

Día O Día O 

Día 14 ------ Día 14 

Día 21 --------Día 21 ---,) RW 

Día 28 ---------- Día 28 RECUPERACIÓN 

Figura IV.3. Distribución de plantas de Carica papaya L. Maradol y Silvestre, utilizadas en la 

determinación del tratamiento de estrés por déficit hídrico. 

IV.4.2. Extracción de Ceras Totales en foliolos de Carica papaya. 

Para la extracción de ceras totales en Carica papaya L. , se modificó el protocolo de 

extracción de ceras establecido en el Laboratorio de Química Orgánica, CICY para Cocos 
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nucifera L. (Serralta, 2000). Los foliolos de papaya se doblaron uniendo los extremos a su 

base, de tal forma que fuese posible sumergir el foliolo en 200 mL de disolvente Hexano 

(C6H14) contenidos en un vaso de precipitados de 500 mL, procurando no cubrir el 

pedúnculo de la hoja. Los foliolos se sumergieron una sola vez por 40 segundos y se dejó 

escurrir dentro del vaso. El extracto ceroso se obtuvo al eliminar el disolvente a presión 

reducida utilizando un rota evaporador (Büchi 461 ); cada extracto se re-disolvió con 

Diclorometano (CH2C12) y fue transferido a viales filtrando la solución a través de un tapón 

de algodón. El disolvente presente en los viales se eliminó dejándolos primero, en una 

campana de extracción y después se les colocó in vacuo hasta peso constante (Gamboa, 

1996). Los foliolos utilizados en las extracciones se resguardaron en refrigeración para 

calcular su área foliar. 

IV.4.3. Cuantificación de Área Foliar 

El área del foliolo se obtuvo utilizando un digitalizador de imágenes Licor (Li-3100 Area 

Meter) el cual integra y registra los valores de área (cm2
). El procedimiento es el siguiente: 

después de la extracción total de ceras, el foliolo se colocó entre dos acetatos los cuales 

se pusieron en la banda del digitalizador para calcular el área, al final se sumaron los 

valores obtenidos. Para estimar el rendimiento (mg/cm2
) de las ceras extraídas, se calculó 

por diferencias de peso la cantidad total de cera extraída (mg) y se dividió entre el área 

(cm2
) de la hoja. 

IV.4.4. Análisis de ceras totales por Cromatografía de Gases 

Los extractos cerosos (1%) fueron analizados cualitativamente en un Cromatógrafo de 

Gases marca Varian 430-GC, el cual tiene acoplado un automuestreador Varian PAL. 

Para el análisis se utilizó una columna Ultra 1, HP-5Ms (5% phenyl)-methyl polixiloxane, 

de 25 m de largo, ID 0.32 mm, film 0.5 mm, marca J&W Scientific. La muestra se inyectó 

con las siguientes condiciones: Temperatura de columna programada: T1= 280 oc (5 min), 

gradiente de 2 °C/min, T2= 300 °C (20 min). Temperatura del Inyector =280 °C y 

Temperatura del detector (FID)= 290 °C. 
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IV.4.5. Análisis de ceras por Cromatografía de Gases Masa 

Para la identificación de los componentes detectados en cromatografía de gases masa 

(GC/M) se utilizó un Cromatógrafo de Gases Masas (6890N) acoplado a un detector 

másico (59758), ambos marca Agilent Technologies. Para el análisis se utilizó una 

columna HP-5Ms (5% phenyl)-methyl polixiloxane, de 30 m de largo, ID 0.32 mm, film 0.5 

mm, marca J&W Scientific. La muestra se inyectó con las siguientes condiciones: 

Temperatura de columna programada de: T1= 280 oc (5min), gradiente de 2 °C/min, T2= 

300 °C (20min). Temperatura del Inyector =280 oc y Temperatura del detector (FID)= 290 

oc. 

IV.4.6. Preparación de muestras biológicas para Microscopía 

Para la preparación de las muestras biológicas se utilizó como material biológico hojas 

completamente expandidas, las muestras de los segmentos de la lámina se obtuvieron de 

la parte media de las hojas en secciones de 1 cm2. Para la fijación de la muestra se utilizó 

como fijador una solución de Glutaraldehído al 2.5% en buffer de fosfato por un tiempo de 

48 horas. Posterior a la fijación se procedió a lavar las muestras con un buffer de fosfatos 

de sodio 0.2 M y pH 7.1 para eliminar por completo los residuos superficiales del fijador. 

Al terminar con los lavados se empezó con la deshidratación gradual de los tejidos con 

etanol (C2HsO) a diferentes concentraciones (ANEXO IV.I}. Una vez deshidratadas las 

muestras fueron secadas con un Secador a Punto Crítico (TOUSIMIS, modelo SAMDRI 

795); después se llevó a cabo el montaje y la metalización (Sputtering) de las muestras 

con oro utilizando un metalizador (DENTON VACUUM/DESK 11) (Kuo, 2008). Una vez 

recubiertas las muestras fueron observadas con el Microscopio Electrónico de Barrido 

(MEB) (Jeol, modelo JSM-6360 LV) del Laboratorio de Microscopía del Centro de 

Investigación Científica de Yucatán. 
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IV.S. RESULTADOS 

IV.5.1. Extracción y cuantificación de ceras totales 

La extracción total de ceras se realizó por triplicado para cada tiempo de exposición y 

grupo control en ambos genotipos. El rendimiento (mg cm·2) para cada tratamiento se 

calculó al dividir la cantidad de extracto ceroso (mg) obtenido entre el área (cm2
) de cada 

hoja analizada. Morfológicamente las hojas del genotipo Silvestre tuvieron una mayor 

superficie con un área promedio de 120 cm2 y con un aspecto más brilloso que las hojas 

de Maradol que en promedio tuvieron un área menor a los 100 cm2
• En el Cuadro IV.2 se 

presenta el promedio de los valores obtenidos para ambos genotipos en cada uno de los 

tratamientos. 

De la extracción de ceras totales realizadas con Hexano {C6H14} se observó que al día O la 

cantidad de extracto obtenido fue similar en ambos genotipos, sin embargo, al día 14 de 

iniciado el tratamiento, se observó que el genotipo Silvestre tuvo mayor cantidad de 

extracto ceroso con un rendimiento total de 0.0048 mg cm·2, en comparación con Maradol 

que tuvo un rendimiento de tan sólo 0.0015 mg cm·2 en el mismo tiempo. Al día 21 de 

estrés por déficit hídrico se obtuvieron valores similares de rendimiento en ambos casos, 

Maradol tuvo un rendimiento de 0.0082 mg cm·2 y Silvestre de 0.0088 mg cm2
• Finalmente 

durante el periodo de recuperación , se observó que la cantidad de ceras presentes en 

ambos genotipos continuó incrementando hasta alcanzar un rendimiento de 0.011 O mg 

cm·2 en Maradol y 0.01330 mg cm·2 en Silvestre (Figura IV.4). 

La diferencia observada en cuanto la cantidad de ceras extraídas, sugiere que el genotipo 

Silvestre tiene una mayor capacidad de acumular ceras en respuesta a un estrés, lo que 

puede relacionarse con la capacidad de ser más tolerante ante un estrés por déficit 

hídrico en comparación con Maradol. Otro punto importante, es lo ocurrido en las plantas 

control, donde se vio que incluso en condiciones de riego, el genotipo Silvestre tiene un 

contenido de ceras mayor que Maradol, lo que sugiere que la planta está predispuesta 

genéticamente a acumular mayor cantidad de ceras y sólo necesita un estímulo para 

aumentar la producción de las mismas. 
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Cuadro IV.2. Valores medios obtenidos de la extracción de ceras totales en Carica papaya L. 

Maradol y Silvestre. La desviación estándar corresponde a 3 réplicas por cada tratamiento. Se 

señala el punto de rehidratación (RW) al día 21 de iniciado el tratamiento. 

Maradol 

T 
. Extracto A. ( 

2
) Rendimiento Desviación 

ratam1ento rea cm . 
Ceroso (mg) Total (mg/cm2) Estandar 

Día o 0.0047 82.7778 o.ooo1 o.oooo 

Dia 14 0.1089 76.9567 0.0015 0.0017 

Dia 21 0.6250 76.881 1 0.0082 o.0010 
--~--------------------------------------------------------------------- ----- - --------------------------------- - .... -------- --------------------- ----------
RW Día28 0.621 1 56.3322 o 0110 0.0004 

Silvestre 

T t 
. t Extracto A. ( 

2
) Rendimiento Desviación 

ra am1en o rea cm . 
Ceroso (mg) Total (mg/cm2) Estandar 

Día O 
ora 14 
Día21 

FN1 Día28 

0.0108 

0.5797 

0.9482 

1.5574 

176.7233 

119.5689 

114.8600 

118.0000 

0.0001 

0.0048 

0.0088 

0.0130 

0.0000 

0.0010 

0.0010 

0.0004 

Nuestros resultados concuerdan con lo reportado por Petit-Jiménez et al. , (2007) quienes 

observaron los cambios en la composición y estructura de la cutícula en frutos de mango 

(Mangifera indica) durante su crecimiento, desarrollo y almacenamiento en tres 

variedades comerciales. Ellos reportaron diferencias entre la cantidad de ceras extraídas 

para cada variedad dependiendo de la fase de desarrollo en la que se encontraban. De 

esta forma concluyen que la síntesis de la cutícula está controlada por factores genéticos, 

fisiológicos, climatológicos y de manejo, tanto en campo como en post-cosecha. Y que 

además, todos estos factores influyen en la composición y ultra estructura de las ceras 

epicuticulares, por lo que no se puede generalizar sobre la morfología de las mismas y la 

composición química para una especie en particular (Tafolla et al., 2013). 

En la Figura IV.4, se graficaron los rendimientos presentados anteriormente, se observa 

que las plantas expuestas al estrés por déficit hídrico mostraron una tendencia de 

acumular mayor contenido de ceras. Esto refuerza la idea que la acumulación de ceras en 

las plantas es una respuesta general ante un estrés ya sea de tipo biótico o abiótico (Yang 

et al., 2011 ). En este experimento en particular, se observó que las plantas control de 

ambos genotipos tienen una tendencia de acumular ceras en función del tiempo, siendo 

mayor en las plantas Silvestre (A). Por el contrario, ante un estrés por déficit hídrico, 
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ambos genotipos aumentaron su contenido de ceras en los primeros 14 días de iniciado el 

tratamiento. En el día 21 sin riego se observó una mayor acumulación de ceras en las 

plantas Silvestre con un 71% en comparación de Maradol que solo tuvo un 57% de ceras 

totales. Una vez reincorporado el riego (RW) la acumulación de ceras aumentó en ambos 

casos, quizás como un mecanismo de defensa adicional (B). En la gráfica comparativa 

(C), se observa claramente que existe una mayor acumulación de ceras en las plantas 

Silvestre al día 21 de déficit hídrico en comparación de Maradol. Estos resultados 

sugieren que el genotipo Silvestre tiene una mayor tolerancia al estrés por déficit hídrico 

dado, entre otros parámetros fisiológicos, por la acumulación de ceras totales que 

reducen la pérdida de agua por transpiración. 

A) 
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0012 
N 

fi O.Q10 

'" E 0008 
~ . 

'ª 0.006 
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0.002 

0.000 

-1!.- S 1~&S1re 

,. 

-0002.1-~---~--~---~---' 
14 21 28 

Tiempo (d/as) 

0.016 

0.014 C.) 
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NE 

i O.Q10 

~ 0.008 

i 
;; 0.006 
~ 
0: 

0.004 

0.002 

0.000 

B) 

0.016...----------------, 
-11- Mal1!do1 
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Figura IV.4. Rendimiento de ceras totales extraídas con Hexano (C6H14 ), en individuos de Carica 

papaya L. de ambos genotipos: A) Plantas control B) Plantas expuestas a diferentes tratamientos 

de estrés por déficit hídrico (14 y 21 d) y 1 semana de restablecido el riego (28 d) C) Rendimiento 

total de ceras obtenidos al día 21 . Para el grupo control , el riego consistió en 50 mL cada 2 días. 
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Los datos son el resultado de 1 repetición con 3 répl icas cada una. Se señala el punto de 

rehidratación (RW) al día 21 de iniciado el tratamiento. 

Hasta el momento, en la literatura se tienen diversos reportes que señalan cambios en la 

cantidad y tipo de ceras totales en respuesta el ataque de patógenos, protección contra 

rayos UV-8 y en respuesta al estrés por déficit hídrico. Sí bien es cierto que muchos 

estudios señalan que ante un estrés por déficit hídrico la cantidad total de ceras aumenta, 

lo que reduce la permeabilidad de la membrana y por ende la transpiración, que en 

conjunto conduce a un aumento en la tolerancia al estrés. Muchos autores coinciden en 

que esta propiedad de la cutícula no depende únicamente de su grosor, sino por el 

contrario, responde a los cambios de la estructura cuticular, de la variación de sus 

componentes (principalmente lípidos solubles cuticulares) y de las proporciones en que 

éstos se encuentran (Schreiber, 2005; Knoche et al. , 2004; Matas et al., 2004; Rogiers et 

al., 2004; Vogg et al., 2004; Verardo et al., 2003; Riederer y Schreiber, 2001 ; Hauke y 

Schreiber, 1998). 

Lo antes mencionado se vuelve crucial para nuestro estudio, pues sí bien, encontramos 

un aumento en la cantidad de ceras totales, conocer la composición estructural de las 

ceras es fundamental sí se busca correlacionar correctamente el contenido de ceras con 

una tolerancia al estrés por déficit hídrico. Por lo anterior, en este estudio se procedió a 

analizar el perfil cromatográfico de los extractos cerosos obtenidos para cada uno de los 

tiempos evaluados, con el objetivo de comparar los perfiles y encontrar posibles 

diferencias en cuanto el número de componentes presentes e identificar la naturaleza de 

cada uno. 

IV.5.2. Perfiles Cromatográficos 

Al analizar por cromatografía de gases (CG) cada uno de los extractos cerosos obtenidos 

de ambos genotipos, se observó la presencia del mismo número de componentes (6). Lo 

que sugiere que el perfil de ceras es cualitativamente similar con diferencias cuantitativas, 

ya que sólo se observan variaciones en la abundancia de cada componente. En la Figura 

IV.S se presentan los cromatogramas obtenidos del análisis por CG de los extractos 
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correspondientes a las muestras representativas de cada genotipo al tiempo 21 de déficit 

hídrico. 

A) 

¡¡ 
~~~ .... """'""-~~A-~~~:;.....;¡;;.;:~~;;;:.:__.:;.;;::::::::;;~~A__::=:::;;;::;:;::;:;:;~ 

Figura IV.S. Cromatogramas representativos obtenidos mediante cromatografía de gases al día 21 

de cada genotipo A) Maradol y B) Silvestre, los números representan los componentes nombrados 

de acuerdo a su tiempo de retención , como: 1, 2, 3, 4, 5 y 6. 

En los cromatogramas se puede observar la presencia de seis componentes principales 

nombrados: componente 1, componente 2, componente 3, componente 4, componente 5 

y componente 6 de acuerdo al tiempo de retención {RT) en que fueron apareciendo. Los 6 

componentes se encuentran presentes en todos los extractos cerosos analizados, 

observándose variación únicamente en la abundancia de cada uno. En base a estos 

resultados, se procedió a analizar las mismas muestras en un Cromatógrafo de Gases­

Masa (CG/MS) con la finalidad de: Corroborar los perfiles cromatográficos con un método 

más sensible e Identificar la posible estructura de los componentes presentes en estos 

perfiles. En la Figura IV.6, se presentan los perfiles cromatográficos correspondientes a 

muestras representativas de cada genotipo al tiempo 21 de déficit hídrico, obtenidos 

mediante CG/MS. Los perfiles son comparables con los presentados en la Figura IV.5, en 

ambos métodos se confirma la presencia de los 6 componentes ya mencionados con 

variaciones únicamente en su abundancia. 
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Figura IV.6. Cromatogramas representativos obtenidos por Cromatografía de Gases-Masa al día 

21 de estrés para cada genotipo A) Maradol y B) Silvestre, los números representan los 

componentes 1, 2, 3, 4, 5 y 6 según tiempo de retención . 

Se obtuvieron para cada uno de los picos señalados en los cromatogramas, los patrones 

de fragmentación y de acuerdo a su análisis se identificó la estructura probable de cada 

uno, con excepción del componente 6, para el cual no fue posible determinar su 

estructura (ANEXO IV.3). Los componentes identificados fueron agrupados de acuerdo a 

su estructura en Alcanos y Triterpenos, la estructura de cada uno, que ha sido 

corroborada con el uso de estándares, se presenta en el Cuadro IV.3. Nuestros resultados 

indican la presencia de Alcanos y Triterpenos como los componentes mayoritarios de las 

ceras totales, lo que es consistente con lo reportado en la literatura, donde se señala a 

estos grupos como los principales componentes de las ceras epicuticulares (Kunst y 

Samuels, 2003). 
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Cuadro IV.3. Estructura de los componentes detectados en los perfiles cromatográficos de Carica 

papaya L. por espectrometría de Gases-Masa. 

Componente RT Estructura Fórmula Grupo 

1 10.69 Nona cosa no C29H5o Alcanos 

2 14.828 Hentri aconta no C3sH3s Alea nos 

3 20.495 ~-Am i r enona C3oH4s0 Triterpenos 

4 21.002 ~-Amyrin C3oHsoO Triterpenos 

S 22.466 a-Amyrin C3oHsoO Triterpenos 

6 24.5 3 Al cano no identificado Alcanos 

Una vez que se identificaron las estructuras de los componentes presentes en las ceras 

se procedió, con la ayuda del programa Varian Galaxy Workstation 6.41 , a determinar la 

abundancia relativa (%) para cada uno de los componentes (ANEXO IV.2). De acuerdo a 

la naturaleza de cada componente, éstos fueron agrupados en Alcanos y Triterpenos, y 

sumando el % de abundancia de cada uno se obtuvo la abundancia total de cada grupo. 

La abundancia expresada en % para cada uno de los tratamientos evaluados se 

encuentra graficada en la Figura IV.?. 

En la gráfica se observa que la abundancia de ceras totales de ambos genotipos 

incrementó conforme aumentó el tiempo de exposición, estos datos coinciden con los 

valores de rendimiento (mg cm·1
) presentados anteriormente (Fig. IV.4). Para el caso de 

las ceras totales se observa que al día O, el % de ceras fue similar en ambos genotipos, 

sin embargo, al día 14 de estrés se registró un aumento en el% de ceras en Silvestre con 

un 125%, no así en Maradol que registró un valor de 105%. En el tiempo máximo de 

estrés (21 d) la abundancia en la cantidad de ceras fue ligeramente mayor en Silvestre 

con 130% comparado con Maradol que tan solo tuvo 120%. Durante el tiempo de 

recuperación se observó que la cantidad de ceras se mantiene sin cambios en las plantas 

Maradol , no así en Silvestre que continuó aumentando su % de ceras totales (Figura 

IV.?A). 

Por otra parte, la abundancia del grupo de los Alcanos fue similar al tiempo O, sin 

embargo, una vez iniciado el experimento el contenido de Alcanos disminuyó en las 

plantas Maradol de un 70 a 65%, mientras que en Silvestre registró un aumento de 78 a 

80%. Al día 21 de estrés, el decremento en la cantidad de Alcanos presentes en Maradol 

alcanzó los valores más bajos con un 50%, contrariamente a Silvestre que tuvo una 
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abundancia de Al canos de un 1 00%. En el periodo de recuperación, la cantidad de 

Alcanos presentes en el genotipo Maradol disminuyó a 48%, mientras que en Silvestre 

alcanzó el valor más alto con un 140% (Figura IV.7B). 

Finalmente, para el grupo de los Triterpenos se observó al tiempo O un % de abundancia 

similar en ambos genotipos, mismo que se mantuvo sin cambios aún después de 

suspender el riego por 7 días, 20 y 25% para el caso del genotipo Maradol y Silvestre 

respectivamente. Sin embargo al día máximo de estrés, se observó un aumento en el % 

de Triterpenos en el genotipo Silvestre a 50%, no así en Maradol que tuvo una 

abundancia del 30%. Finalmente, durante el periodo de recuperación, la abundancia de 

Triterpenos aumentó a 50% en el genotipo Maradol, mientras que en el Silvestre la 

abundancia de 50% se mantuvo sin cambios (Figura IV.7C) 
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Figura IV.7. Principales grupos detectados mediante CG/MS en hojas jóvenes de Carica papaya L. 

Maradol y Silvestre. A) Ceras totales. B) Alcanos. C) Triterpenos. Las mediciones de los extractos 

cerosos se realizaron tomando hojas del estrato medio de la planta en los diferentes tiempos Los 

datos son el resu ltado de 1 repetición con 3 réplicas cada una. Se señala el punto de rehidratación 

(RW) al día 21 de iniciado el tratamiento. 

En la gráfica anterior se destacan dos puntos importantes, el primero es la tendencia de 

aumento en la cantidad de ceras, que es consistente con los valores obtenidos de los 

rendimientos totales (Figura IV.4). El segundo punto y quizás el más importante, es el 

comportamiento que presentaron los Alcanos en los tiempos de estrés por déficit hídrico, 

específicamente al día máximo de estrés (21 d). En este tiempo los Alcanos parecen estar 

en una relación de 2:1 , comparando su % de abundancia en el genotipo Silvestre y 

Maradol , lo anterior sugiere que al ser el componente mayoritario en las ceras de las 

plantas expuestas al estrés, podría estar involucrado en la respuesta a un estrés por 

déficit hídrico en papaya. Por otra parte, el % de abundancia para el grupo de los 

Triterpenos aumentó en ambos genotipos conforme avanzó el tiempo de exposición, este 

incremento fue más evidente en el genotipo Silvestre, sin embargo no se observa una 

relación como el caso de los Alcanos que nos sugieran que la acumulación de los 

Triterpenos se debe a una respuesta al estrés por déficit hídrico. 

Los resultados presentados en este apartado indican que en general , el genotipo Silvestre 

tiene una mayor capacidad de acumular ceras totales en respuesta a un estrés por déficit 

hídrico en comparación de Maradol, lo que puede relacionarse con una mayor capacidad 

de tolerancia y una mejor recuperación al estrés. Sin embargo, para poder constatarlo 

visualmente y descartar que pudiera haber diferencias en el tipo de cristales cerosos; se 

procedió a analizar las hojas de Carica papaya L. Maradol y Silvestre, expuestas a los 

diferentes tratamientos por déficit hídrico, mediante técnicas de Microscopia Electrónica 

de Barrido. 

IV.5.3. Microscopía Electrónica de Barrido 

Las fotomicrografías obtenidas con el Microscopio Electrónico de Barrido se presentan en 

las Figuras IV.8 y IV.9, que corresponden a la superficie abaxial y adaxial 

respectivamente. En ambos casos los incisos (A-B) pertenecen al genotipo Maradol y (D-
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E) al genotipo Silvestre. Las muestras analizadas fueron tomadas de la parte media de las 

hojas completamente expandidas situadas en el estrato medio de la planta. 

En todos los casos, las ceras epicuticulares de las hojas analizadas presentan una forma 

predominante, siendo la única diferencia la cantidad de cristales presentes. De acuerdo a 

la clasificación realizada por Bourth et al. , (1998), los cristales cerosos observados son 

denominados cristaloides, los cuales presentan bordes irregulares que sobresalen de la 

capa de cera ubicua. Los cristaloides son característicos de ciertos taxa y su simetría es 

más o menos constante y aunque presentan una distribución regular en algunas especies 

puede variar dependiendo de las condiciones del medio ambiente que influyen en la 

micromorfología de las ceras (Engel y Barthlott, 1988). En el caso de las muestras 

analizadas, se observa una distribución en forma de plaquetas irregulares con los bordes 

poco definidos alrededor de los estomas y cubriendo toda la epidermis. No se observaron 

diferencias entre los cristales cerosos situados en la parte abaxial y adaxial de las hojas 

analizadas. 

La Figura IV.8 corresponde a la deposición de las ceras epicuticulares en la parte abaxial 

de la lámina foliar. Para el caso del genotipo Maradol (A-C) se observa en el inciso A, la 

deposición de las ceras en una planta control donde los cristales cerosos se encuentran 

alrededor de los estomas en condiciones de riego constante, el inciso B, corresponde a 

una hoja bajo estrés por déficit hídrico de 21 días, en ella se distingue que la cantidad de 

cristales cerosos incrementa notablemente en los bordes de los estomas y en la 

epidermis, la mayoría de ellos se encuentran aglomerados y es difícil distinguir los bordes 

de las plaquetas, finalmente en el inciso C, se observa una hoja en periodo de 

recuperación , en donde la cantidad de cristales cerosos disminuye en comparación de la 

hoja estresada e incluso de la control , esto puede deberse a que la hoja tomada para la 

fijación era la remanente por lo que su tiempo de exposición al estrés fue menor que el de 

las demás hojas. Para el caso del genotipo Silvestre (D-F) se observa que la cantidad de 

ceras en la planta control (D) es mayor en comparación con la planta control de Maradol 

(A), y para la planta bajo estrés hídrico de 21 días (E) la cantidad de ceras incrementa 

visiblemente siendo mayor en el genotipo Silvestre en comparación con Maradol (B). Por 

último, el inciso F, corresponde a una planta en periodo de recuperación de 1 semana con 

riego, la cantidad de ceras es menor que el inciso E, pero tiene cantidades similares al de 

la planta control D. 
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Figura IV.8. Deposición de ceras epicuticulares en la superficie abaxial de la lámina fol iar de 

Carica papaya L. (A-C) Maradol y (D-F) Silvestre, expuestas a diferentes tratamientos: A) y D) 

Planta Control ; B) y E) Déficit Hídrico 14 días; C) y F) Recuperación día 21 . Escala de barra= 5 ¡Jm. 

En la parte adaxial de la lámina foliar (Figura IV.9}, no fue posible observar presencia de 

estomas en ninguna de las muestras lo que indica que Carica papaya L. es una especie 

hipoestomática, es decir la mayoría de sus estomas se encuentran en la parte abaxial 

(Envés) de la hoja, lo anterior fue corroborado con muestras analizadas en microscopio 

óptico tomando varios sitios de la hoja y concuerda con lo reportado por Pares et al., 

(2008) quienes evaluaron el efecto de los niveles de salinidad sobre la densidad 

estomática en C. papaya L. (Anexo IV.3). En cuanto a la forma de las ceras, fue el mismo 

tipo cristaloide descrito en la parte abaxial , siendo la única diferencia la cantidad presente 

de estos cristales en cada una de las muestras, que fue mayor en los incisos 8 y E que 

corresponden a las hojas sometidas a estrés hídrico por 21 días. De los dos genotipos 

analizados, el Silvestre es el que morfológicamente presenta un mayor contenido de 

ceras, lo anterior se correlaciona con los rendimientos de ceras totales extraídos en cada 

uno de los tiempos y con los % de Área mencionados anteriormente (Figura IV.4 y Figura 

IV.?). 
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Figura IV.9. Deposición de ceras epicuticulares en la superficie adaxial de la lámina foliar de 

Carica papaya L. Maradol y Silvestre, expuestas a diferentes tratamientos: A) y D) Planta Control; 

B) y E) Déficit Hídrico 14 días; C) y F) Recuperación día 21 . Escala de barra= 100 !Jm. 

A la fecha no se tienen reportes en la literatura sobre el tipo de ceras presentes en las 

hojas de Carica papaya L., por lo que en ésta tesis se reporta por primera vez la 

caracterización morfológica de las ceras epicuticulares presentes en los foliolos de 

papaya en plantas control y ante un estrés por déficit hídrico. La micro morfología de las 

hojas revelaron una estructura irregular de tipo cristaloide presente en las plantas control ; 

y bajo condiciones de estrés por déficit hídrico, mantiene su estructura variando 

únicamente en la cantidad total de cristales presentes. Estas variaciones se ven reflejadas 

en los rendimientos de los extractos cerosos obtenidos, que indican un aumento en la 

cantidad de ceras, siendo mayor en el genotipo Silvestre al día 21 de suspendido el riego, 

lo que puede relacionarse a una mayor tolerancia al estrés evaluado. 
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IV.6. DISCUSIÓN 

Las propiedades físicas y químicas de las ceras cuticulares determinan muchas de las 

funciones vitales para la vida de la planta. La cutícula restringe la pérdida de agua vía no 

estomática, protege a la planta de una radiación ultravioleta, reduce la acumulación de 

polvo, polen y contaminantes del aire (Barthlott y Neinhuis, 1997; Kerstiens, 1996; Barnes 

et al., 1995; Reicosky y Hanover, 1978). Adicionalmente, se cree que la superficie cerosa 

juega un papel importante en la defensa de la planta al ataque de patógenos y hongos, 

además se ha visto que participa en una gran variedad de interacciones planta-insecto 

(Jenks et al., 1994 ). De acuerdo a lsaccson et al., (2009) el contenido y composición de 

ceras totales varía según la especie y tejido analizado. En el presente estudio se 

analizaron solamente hojas completamente expandidas provenientes del estrato medio de 

las plantas de Carica papaya L. de dos genotipos: susceptible (Maradol) y uno tolerante 

(Silvestre). 

Para la extracción de las ceras totales presentes en los foliolos de C. papaya L. , se utilizó 

un solvente de baja polaridad (Hexano ), ya que varios autores señalan que las ceras 

epicuticulares son productos hidrofóbicos que pueden ser removidos de la superficie de 

las plantas mediante una breve inmersión en solventes orgánicos de baja polaridad como 

el Hexano (Samuels et al. , 2008; Jenks et al. , 2002). El tiempo de inmersión fue corto (40 

s) para evitar extraer componentes de la cutina. Los resultados obtenidos de la 

cuantificación de ceras totales en los dos genotipos analizados sugieren que, Silvestre es 

capaz de acumular mayor contenido de ceras con 71% en comparación al 57% de 

Maradol (Figura IV.4B), ésta diferencia puede relacionarse con una mayor tolerancia al 

estrés por déficit hídrico o mayor resistencia al ataque de patógenos por parte del 

genotipo Silvestre. Aunado a ello, se observó que sí bien en ambos genotipos, hubo un 

aumento en la cantidad de ceras totales, el Silvestre logró acumular un mayor contenido 

de ceras en un tiempo menor (0-7 días) a diferencia de Maradol que presentó un aumento 

gradual en la cantidad de ceras a partir de los 7-14 días de iniciado el experimento. El 

aumento en la cantidad de ceras en periodos cortos de tiempo de 7 días coincide con lo 

reportado por Premechandra et al., (1991 ), quienes señalan que la deposición de las 

ceras en coníferas puede ocurrir rápidamente en pocos días debido a diferentes factores 

ambientales (Premachandra et al., 1991 ; Bengston et al., 1978). 
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Numerosos estudios han demostrado que el estrés por déficit hídrico aumenta la cantidad 

de ceras depositadas en la superficie de las hojas en diferentes plantas, incluidas: 

Arabidopsis, algodón, cacahuate, chícharo, rosas, tabaco, tomillo y recientemente en 

algunos cultivos de importancia alimentaria: avena, arroz, alfalfa, sorgo y trigo. (Islam et 

al. , 2009; Kosma et al., 2009; Cameron et al., 2006; Godwin y Jenks, 2005; Samdur et al. , 

2003; Jenks et al., 2001 ; Sánchez et al., 2001 ; Bandada et al., 1996; Letchamo y 

Gosselin, 1996; Jefferson et al., 1989; Jordan et al., 1984; Bengston et al., 1978). Estudios 

realizados en plantas de Arabidopsis thaliana, Cocos nucifera L., Oryza sativa sobre la 

composición química y morfología de las ceras epicuticulares han sido utilizados para 

correlacionar la naturaleza y la composición química de las ceras, con la susceptibilidad 

de la planta a un ataque de insectos o un daño por agentes químicos (Bourdenx et al., 

2011 Rashotte et al. , 1997; García et al., 1995). Sin embargo, muchos autores coinciden 

en que la cantidad de ceras no siempre se correlaciona con una tasa de transpiración 

menor o un incremento en la tolerancia al déficit hídrico (Goodwing y Jenks, 2005). La 

resistencia que ofrece la cutícula a los daños mecánicos, a la difusión de gases, a los 

cambios en permeabilidad al agua y a la penetración de microorganismos, no depende 

específicamente de su grosor, sino más bien de los cambios de la estructura cuticular, de 

la variación de sus componentes (principalmente lípidos solubles cuticulares) y las 

proporciones en que éstos se encuentren (Yeats, 2012; Leide, 2011; Kerstiens, 2006; 

Schreiber, 2005; Knoche et al. , 2004; Matas et al., 2004; Rogiers et al. , 2004; Vogg et al., 

2004; Verardo et al., 2003; Riederer y Schreiber, 2001 ; Hauke y Schreiber, 1998). Por lo 

tanto, en base a los rendimientos totales obtenidos, no es posible determinar que la 

cantidad de ceras presentes en las hojas de C. papaya L. del genotipo Silvestre estén 

relacionadas con una mayor tolerancia por parte de la planta. 

Para responder correctamente a la interrogante sobre, sí existen diferencias en el tipo y 

contenido de los componentes presentes en los perfiles cerosos de los genotipos Maradol 

y Silvestre, se obtuvieron los perfiles cromatográficos por CG para cada uno de los 

extractos analizados en los tiempos evaluados. Los resultados indican que los perfiles son 

cualitativamente similares, es decir tienen el mismo número de componentes, difiriendo 

únicamente en la abundancia de los mismos, lo que sugiere que son estas diferencias en 

la abundancia de los componentes lo que ayuda a la tolerancia al estrés por déficit hídrico 

en el genotipo Silvestre. Para poder identificar la estructura probable de cada 
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componente, se realizó un segundo análisis, ahora por CG/MS y en base a los patrones 

de fragmentación obtenidos para cada pico se determinó que los componentes son en su 

mayoría Alcanos y Triterpenos, ambos característicos de las ceras cuticulares. En cuanto 

la abundancia de cada componente, se observó que en el genotipo Maradol hubo un 

decremento en la cantidad de Alcanos en los tiempos O a 21, que cayó de un 70% hasta 

un 50% al día 21; por el contrario el genotipo Silvestre presentó un incremento en la 

cantidad total de Al canos en este mismo periodo, que fue de 70% hasta alcanzar un 1 00% 

al día 21. Por el contrario, los Triterpenos presentaron un comportamiento similar en 

ambos genotipos, que se vio reflejado en una disminución en la abundancia de estos 

componentes. Es importante señalar que el comportamiento de los Alcanos en el tiempo 

máximo de estrés (día 21), parece tener una relación de 2:1 entre Silvestre y Maradol , lo 

que sugiere que es la abundancia de los Alcanos lo que confiere en el genotipo Silvestre 

la tolerancia al estrés. 

De acuerdo a lo reportado en la literatura, se ha observado que en hojas de Arabidopsis 

thaliana expuestas a un estrés por déficit hídrico, los cambios más notables en la 

composición de las ceras fueron apreciadas en la cantidad de Alcanos. Los componentes 

cuticulares como los Alcanos, Alcoholes y Aldehídos han mostrado conferir, en una 

membrana artificial, una mayor resistencia a la difusión de agua en comparación de los 

Ácidos Grasos de cadena larga, Triterpenoides y Ácido Usosilico, en donde se observó 

menor resistencia a la difusión del líquido (Grncarevic y Radler, 1967). Por lo tanto, un 

incremento en la cantidad de los Alcanos ante un estrés ambiental sugiere que la síntesis 

de compuestos alifáticos de cadena lineal son la clave en la respuesta al estrés (Kosma et 

al., 2009). Un estudio realizado por Parsons et al. , (2012), correlaciona los cambios en la 

composición de la cutícula con la pérdida de agua durante la post-cosecha en el fruto de 

pimiento (Capsicum annuum L.), concluyendo que las cadenas alifáticas lineales forman 

barreras cuticulares más impermeables que los complejos basados en isoprenoides, 

concluyendo que los cambios en la composición estructural en la cutícula, en especial en 

los Alcanos ayudan en la tolerancia a un tipo de estrés. 

Nuestros resultados coinciden con el aumento en la cantidad de Alcanos señalado por 

Kosma et al. (2009) en las hojas de A. thaliana ante un estrés por déficit hídrico. Además, 

la relación 2:1 observada al día 21 (tiempo máximo de estrés) entre ambos genotipos, 

sugieren que el aumento en la tolerancia al estrés por déficit hídrico por parte del genotipo 
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Silvestre se debe al incremento en la cantidad de Alcanos presentes en las ceras, que en 

conjunto reducen la difusión de agua a través de la membrana, en comparación a 

Maradol, en donde se observó un decremento en la cantidad de alcanos de 70% al día O a 

50% a medida que el estrés por déficit hídrico aumentó, lo que se refleja en una tolerancia 

menor al estrés por déficit hídrico. Finalmente, nuestros datos indican que los Triterpenos 

se encuentran presentes en menor cantidad en comparación a los Alcanos, lo que sugiere 

que el cambio en la permeabilidad de la membrana está dado en principio por la 

abundancia de los Alcanos. 

Generalmente, los cultivares de papaya se distinguen por el número de hojas totales, el 

número de lóbulos en los márgenes de las hojas, la forma de hoja, color del pecíolo de la 

hoja, el tipo de estomas y la estructura de las ceras sobre la superficie de la hoja (Teixeira 

et al. , 2007). En el presente estudio se realizó la caracterización de la estructura de los 

cristales cerosos de ambos genotipos expuestos a los diferentes tratamientos por déficit 

hídrico. Se observó que la micro morfología de los cristales fue la misma en todos los 

casos, siendo su única variación la abundancia de los mismos por lo que no se puede 

correlacionar el tipo de cera a un aumento en la tolerancia al estrés por déficit hídrico. 

Caso contrario a lo reportado por Ni Yu et al.,(2014), que estudiaron los efectos de la 

radiación UV-B sobre las hojas de diferentes edades de Brassica napus, encontrando que 

la micro morfología de los cristales cerosos difiere en las muestras expuestas al estrés en 

relación a los grupos control, la forma de los cristales cerosos en los grupos control eran 

de tipo varillas cristaloides con bordes bien definidos y separados entre ellos, por el 

contrario en los tratamientos los cristales cerosos estaban fusionados en una placa que 

cubría los estomas, los autores sugieren que esta distribución de las ceras es una 

respuesta al estrés por la radiación UV-8. 

Actualmente, en la literatura se tienen diversos estudios sobre la composición de las ceras 

en frutos: mandarina (Citrus reticulata Ex. Tanaka, cv Nules) (Báez et al. , 1993); mango 

(Magnifera indica L.) (Petit et al., 2007); pimiento (Capsicum annuum L.) (Parsons et al., 

2012); tomate ( Solanum lycopersicum) (Yeats et al., 201 0), etc.; pero generalmente 

evalúan la composición de ceras en relación al manejo post-cosecha de los frutos y no 

durante la maduración. En el caso Carica papaya L., a la fecha, se tienen estudios sobre 

el contenido de ceras en los frutos maduros (Acosta et al., 2001 ), por lo que la 

identificación de los componentes presentes en las hojas de dos genotipos de C. papaya 
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L. Maradol y Silvestre en respuesta a un estrés por déficit hídrico, brinda información 

importante que nos ayuda a correlacionar las funciones biológicas de la cutícula con su 

composición química. En este estudio, por ejemplo, la presencia mayoritaria de los 

Alcanos en el genotipo Silvestre sugiere su participación en la tolerancia al estrés por 

déficit hídrico, al reducir la permeabilidad de la membrana, que al ser extrapolada a los 

valores de transpiración (E) presentados en el Capítulo 111, en donde se observó que a 

potenciales hídricos menores, la tasa de transpiración se redujo, probablemente se deba 

en parte al aumento en la cantidad de Alcanos presentes en la membrana. Sin embargo, 

en este punto es impreciso definir sí la baja en la tasa de transpiración está dada 

solamente por la transpiración cuticular más que por la vía estomática. 
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IV.7. CONCLUSIONES 

• En la presente tesis se reporta por primera vez la micro morfología de las ceras 

epicuticulares de dos genotipos de Carica papaya L. Maradol y Silvestre, 

observándose que el tipo de cristales cerosos son similares en ambos casos y no 

presentan cambios en su estructura ante un estrés por déficit hídrico, siendo la 

única diferencia la cantidad de ceras depositadas en la superficie abaxial y adaxial. 

Concluyendo así que el tipo de cristal ceroso no es determinante en la tolerancia al 

estrés hídrico, no así la cantidad de ceras totales extraídas en hojas de C. papaya 

L. 

• Se analizaron los perfiles cromatográficos de todos los extractos cerosos, 

observando que los perfiles solo presentan diferencias cuantitativas para cada uno 

de los componentes detectados. De acuerdo al análisis por CG/MS se encontró 

que las hojas jóvenes de C. papaya L. Maradol y Silvestre presentan en su 

mayoría Alcanos y Triterpenos. La abundancia del 100% de Alcanos en el 

genotipo Silvestre en comparación al 50% de Maradol al tiempo máximo de estrés, 

sugieren que es la abundancia de este grupo lo que confiere una mayor tolerancia 

al estrés por parte del genotipo Silvestre. Por otra parte, la presencia de 

Triterpenos en menor cantidad al día 21 que para Silvestre fue de (55%) y para 

Maradol de (25%) concuerdan con el hecho de que éste grupo participa en menor 

grado en la formación de las barreras cuticulares más impermeables. 

• Los resultados obtenidos de la extracción de ceras totales en las hojas de Carica 

papaya L. Maradol y Silvestre, indican que el genotipo Silvestre presenta mayor 

capacidad para inducir la biosíntesis de ceras con un 71% de rendimiento total en 

comparación de Maradol con un 57% al día 21 de iniciado el estrés por déficit 

hídrico. 

• Tomando los valores de transpiración reportados en el Capítulo 111 y con base a los 

rendimientos de extracto ceroso obtenido para cada genotipo; se puede concluir 

de manera categórica que el genotipo Silvestre tiene una mayor tolerancia al 

estrés por déficit hídrico, siendo su principal respuesta el aumento en la cantidad 

de ceras depositadas en hojas que ayudan a reducir la transpiración gracias al alto 
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contenido de Alcanos, que reducen la permeabilidad de la membrana y evitan la 

pérdida de agua. 

• Finalmente, en este trabajo se han establecido las bases para estudios posteriores 

en el que no sólo se comparen los perfi les cromatográficos de diferentes genotipos 

de C. papaya L. expuestas a un estrés por déficit hídrico, sino que además se 

puede evaluar estos cambios bajo diferentes condiciones ambientales e incluso 

evaluar la cantidad de ceras presentes en los estados de maduración de los frutos 

de C. papaya L. 
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CAPÍTULO V 

ANÁLISIS DE EXPRESIÓN DE GENES CpShine y CpLac EN Carica papaya L. 

MARADOL Y SILVESTRE EN RESPUESTA A DÉFICIT HÍDRICO 

V.1. INTRODUCCIÓN 

La colonización de ambientes terrestres por parte de las plantas acuáticas ocurrió 

aproximadamente hace 450 millones de años atrás. Esto representó numerosos retos 

para la supervivencia de las plantas en estos ambientes, incluidos: la desecación, un 

aumento en los cambios de temperatura y una radiación UV (Bargel et al., 2006; McCourt 

et al., 2004 ). Para afrontar estas nuevas dificultades, las plantas terrestres desarrollaron 

una capa lipol ítica que cubre a todos los órganos aéreos de la planta (Hen-Avivi et al., 

2014). 

Ésta capa lipol ítica, mejor conocida como membrana cuticular o cutícula, es considerada 

el principal elemento en la colonización de los ambientes terrestres. En contraste a otras 

capas celulares, la epidermis desarrolla una única pared celular que no sólo está 

compuesta de celulosa, hemicelulosa, pectinas y proteínas, sino también por una matriz 

cuticular, que está conformada por la cutina embebida, mezclada con ceras y otras 

sustancias de la pared celular, pectinas, celulosa y otros carbohidratos, los cuales 

constituyen la capa cuticular (Kunst y Samuels, 2003; Jetter et al. , 2006; Domínguez et al., 

2011 ; Taíz y Zeiguer, 2002). La cutina, es un polímero insoluble cuticular compuesto en 

su mayoría por ácidos· grasos de cadena media (Panikashvili et al., 2007; Suh et al. , 2005; 

Kolattukudy, 2001; Lee et al., 1999). Conforme las células de la epidermis crecen, la 

cutícula emerge gradualmente junto con los componentes de la pared celular (Jeffre, 

1996). A la fecha no se tiene un consenso sobre el rol de la cutícula en la regulación del 

crecimiento de los órganos, sin embargo, está claro que ésta capa es vital para la 

supervivencia, desarrollo e interacción de la planta con el medio ambiente (Reina-Pinto et 

al. , 2009; Bach y Faure, 2010; Kutschera, 2007; Savaldi-Goldstein et al. , 2007). 

La cutina y las ceras son sintetizadas exclusivamente en la epidermis (Nawrath , 2002), el 

flujo de los lípidos ocurre desde los sitios donde se lleva a cabo la síntesis de los lípidos 

en los plástidos y en el retículo endoplasmático (ER), a la superficie de la planta durante 
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la deposición de la cutícula (Suh et a/. , 2005). A pesar del progreso significativo que se ha 

hecho en la identificación de los genes involucrados en la biosíntesis y secreción de los 

lfpidos en la cutícula, en el metabolismo y ensamblaje de los componentes primarios de la 

pared celular aún se desconoce los genes específicos involucrados en cada etapa de la 

biosíntesis (Pollard et a/., 2008; Samuels et a/., 2008). 

V.1.1. Biosíntesis de ceras 

A la fecha se tienen muchos estudios descriptivos y comparativos sobre la composición y 

ultra estructura de la cutícula, pero poco se ha comprendido acerca de la biosíntesis, 

transporte y ensamblaje de los compuestos que conforman la cutícula (Yeats et al., 201 O; 

lsaacson et al. , 2009; DeBono et al. , 2009). En las plantas, las células epidérmicas 

emplean gran cantidad de energía para producir cutícula, por ello la síntesis de cera 

requiere la coordinación de actividades de numerosas enzimas organizadas en complejos 

multienzimáticos en varios organelos celulares (cloroplastos, citoplasma y retículo 

endoplasmático), donde se lleva a cabo la síntesis y elongación de los ácidos grasos, 

precursores de las ceras y la formación de una multitud de compuestos alifáticos (Kunst et 

al., 2006; Kunst y Samuels, 2003). 

Los compuestos alifáticos de las ceras cuticulares consisten de una mezcla de varias 

moléculas de cadena larga de carbono que van de los 22 a 26 carbonos. Son producidos 

por el complejo de elongación de ácidos grasos (FAE), que pueden ser transformados en 

VLCFAs (very long chain fatty acids) libres o procesados dentro de dos rutas: (i) la ruta 

formadora de alcoholes o (ii) la ruta formadora de alcanos que da lugar a la producción de 

todos los compuestos presentes en las ceras (Figura V.1 ). La ruta formadora de alcoholes 

produce números pares de compuestos que representan cerca del 17-18% del total de 

ceras. Mientras que los alcoholes primarios son predominantemente cadenas de 26 a 30 

carbonos de largo, solamente corresponden al 12-14% de las ceras totales. 

Paralelamente en la ruta formadora de alcoholes, la biosíntesis de las ceras produce 

aldehídos y alcanos con cadenas impares, alcoholes secundarios y cetonas con cadenas 

predominantemente de 27-33 carbonos (Tafolla et al., 2013; Kunst y Samuels, 2013). En 

Arabidopsis thaliana, cerca del 80% de la cantidad total de ceras presentes está 

constituido de alcanos como su central y principal componente. 
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Figura V.1. Ruta de biosíntesis de ceras. Se distinguen tres etapas: síntesis de novo de ácidos 

grasos , elongación de los ácidos grasos (FAE) y transporte de monómeros hacia el exterior de la 

pared celular. Se señala la ubicación de los genes LACS dentro de la ruta de biosíntesis de ceras 

(Tafolla et al., 2013). 

V.1.2. Genes involucrados en la biosíntesis de ceras cuticulares 

La ruta de biosíntesis de los componentes que conforman la cutícula y su secreción a la 

matriz extracelular está involucrada en una ruta metabólica de varios pasos, en el cual los 

factores de transcripción juegan un rol fundamental (Broun et al., 2004; Pollard et al., 

2008). El Factor de Transcripción SHINE1/WAX INDUCER1 (SHN1/WIN1) , fue el primer 

FT reportado en el control metabólico de las rutas que generan las ceras cuticulares 

(Aharoni et al., 2004; Broun et al., 2004). Un estudio subsecuente indicó que SHN1/WIN1 

controla la permeabilidad de la cutícula, regulando la expresión de genes involucrados en 

la biosíntesis de la cutina, particularmente de los genes LACS2 (LONG CHAIN ACYL­

COA SYNTHETASE 2). Se ha sugerido que la inducción en la formación de ceras en las 

hojas por la sobre expresión de los genes SHINE, se debe a un paso secundario, 
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posiblemente un proceso indirecto seguido a la biosíntesis de la cutina (Kannangara et al., 

2007). 

Los patrones de expresión evaluados por Aharoni et al. (2004 ), utilizando el promotor 

GUS indicaron que el ciado SHINE está presente en la capas protectoras de la planta, 

como las que se forman durante la abscisión, dehiscencia y daño mecánico. Ellos 

propusieron que las diversas funciones en las cuales se encuentra involucrado el ciado 

SHINE son regulados por el metabolismo de los lípidos y/o por los componentes 

celulares. 
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V.2. OBJETIVOS 

V.2.1. Objetivo General 

• Evaluar los cambios en los patrones de expresión de genes de la familia GpShine 

y genes tipo GpLac en plantas de Garica papaya L. de un genotipo susceptible 

(Maradol) y uno tolerante (Silvestre) expuestas a diferentes tratamientos de déficit 

hídrico. 

V.2.2. Objetivo Particular 

• Analizar la expresión basal de los genes GpShine 1, GpShine2, GpLac2 y GpLac3 

en diferentes tejidos en plantas adultas de dos genotipos de Garica papaya L. 

Maradol y Silvestre. 

• Comparar los patrones de expresión de los genes de interés en los diferentes 

tejidos de ambos genotipos expuestos a condiciones de estrés por déficit hídrico. 

V.3. HIPOTESIS 

Los genes tipo SHINE y LAG de Arabidopsis thaliana presentan diferentes patrones de 

expresión en diferentes tejidos; por lo tanto, es probable que genes homólogos SHINE y 

LAG en Garica papaya L. también presenten cambios en los patrones de expresión en 

respuesta a diferentes tratamientos de estrés por déficit hídrico. 
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V.4. MATERIALES Y MÉTODOS 

V.4.1. Material Vegetal 

V.4.1.1 Colecta de tejido vegetal adulto 

Para el estudio de la expresión basal de los genes CpShine y CpLac en plantas adultas (1 

año de edad) de dos genotipos de Carica papaya L. Maradol y Silvestre cultivadas en 

condiciones de riego constante, se colectó material vegetal de la plantación experimental 

ubicada en el Centro de Investigación Científica de Yucatán, A.C. (CICY). Para ambos 

genotipos los tejidos analizados fueron: Raíz, Tallo, Hoja, Flor y Cáscara de fruto 

inmaduro, mismos que fueron colocados en N2 líquido durante su traslado al Laboratorio 

de Fisiología Vegetal Molecular y se resguardaron a -80 oc hasta su procesamiento. 

V.4.1.2 Colecta de tejido vegetal joven 

Para la colecta del material joven se inició con el tratamiento pre-germinativo de las 

semillas colectadas de Carica papaya L. Maradol y Silvestre (Cap. 111) en bolsas para 

cultivo (17 x 17 cm) utilizando una mezcla tierra: sustrato (3:1), las semillas se colocaron a 

1 cm de profundidad. Las plantas fueron ubicadas dentro del invernadero 1 del CICY, 

protegidas con una malla antiáfidos y monitoreando las condiciones ambientales de HR, 

OFF y ro ambiente. Cuando las plantas alcanzaron una edad de 70 d y una altura 

aproximada de 24 cm, fueron transferidas y aclimatadas durante 2 d en un cuarto de 

cultivo del Laboratorio de Fisiología Vegetal y Molecular en condiciones de fotoperiodo de 

12 h, DFFF de 80 ¡Jmol m·2 s·1 día/noche y 25 oc ± 1 oc, para la experimentación. El riego 

consistió de 50 mL de agua cada segundo día durante los primeros 30 d, mientras que el 

tiempo restante, el riego fue de 100 mL cada segundo día. Se aplicó una solución nutritiva 

comercial (Bayfolan® líquido, Bayer) (1 mL L"1} dos veces por semana, también se 

mantuvo un programa contra plagas. 

Las colectas del material vegetal se llevaron a cabo tomando las hojas completamente 

expandidas situadas en el estrato medio de la planta. Para el caso del tallo, se colectó 

desde la base del tallo hasta la mitad de la planta. Finalmente para la raíz se tomó todo el 

tejido y se retiró el sustrato adherido con agua destilada. Todos los tejidos fueron 
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colectados de manera separada en bolsas de aluminio previamente rotuladas. Las 

muestras fueron almacenadas a -80 oc hasta su análisis. 

V.4.1.3. Grupos de tratamientos sometidos a estés por déficit hídrico. 

En base a los resultados obtenidos del análisis fisiológico realizado a plantas jóvenes de 

C. papaya L. Maradol y Silvestre expuestas a estrés por déficit hídrico (Capítulo 111), se 

seleccionaron los tiempos de estrés hídrico a analizar y se montó un segundo 

experimento siguiendo las mismas condiciones de riego para evaluar cambios en la 

expresión de los genes CpShine y CpLac bajo diferentes periodos de déficit hídrico y de 

recuperación . Los individuos muestreados estuvieron bajo las mismas condiciones 

ambientales: HR, OFF y ro ambiente; variando únicamente los días de riego. 

La Figura V.2 presenta la distribución de los grupos analizados en los días que duró el 

experimento y se señalan los tiempos en que se colectaron las muestras para cada uno 

de los tratamientos. En éste esquema se distinguen 3 grupos, la frecuencia de riego para 

cada uno de los grupos fue la siguiente: 

CONTROL DÉFICIT HÍDRICO 

DiaO DiaO 

Día 07 ------ Día 07 

Día 14 --------- Dia 14~ RW 

Dia 15 ----------- Dia 15 RECUPERACIÓN 

Dia 21 Día 21 

Figura V.2. Distribución de los grupos de plantas analizadas . Los recuadros indican el tipo de 

grupo a que corresponde y los tejidos muestreados. Se señala el punto de reh idratación (RW) al 

día 14. 

Grupo Control. El riego se mantuvo sin cambios a lo largo del experimento y consistió en 

la aplicación de 100 mL de agua cada segundo día. Se tomaron muestras al tiempo O, 7, 

14, 15 y 21 días, donde se obtuvo tejido para comparar los patrones de expresión con los 

obtenidos en las plantas del grupo de Déficit Hidrico y Recuperación. 
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Grupo Déficit Hídrico. El riego se suspendió en diferentes tie'mpos, en este grupo se 

trabajó con 3 lotes, que corresponden a las plantas con déficit hídrico por 7, 14 y 21 días. 

Grupo Recuperación. Finalmente, para evaluar la capacidad de recuperación de las 

plantas ante un déficit hídrico y los posibles cambios en los patrones de expresión de los 

genes CpShine se trabajó con un grupo de recuperación en el que el riego se reestableció 

a partir del día 14 después de iniciado el tratamiento por déficit hídrico. Se tomaron 

muestras al día 15 y 21 de iniciado el experimento (Figura V.1). 

Cada grupo consistió de 5 plantas jóvenes y al finalizar cada tratamiento (control, déficit 

hídrico y recuperación) , se colectaron por separado muestras de tejido: raíz, tallo y hoja, 

mismos que fueron almacenados en -80 oc hasta su análisis molecular. 

V.4.2. Extracción de RNA 

Para la extracción de RNA se utilizó el protocolo previamente establecido en el 

Laboratorio de Fisiología Vegetal y Molecular de la Unidad de Biotecnología (Uh, 2008 

con modificaciones) que de forma general comprende el pesaje de la muestra (200 mg de 

peso fresco de raíz y tallo, y 100 mg de hoja), molienda con mortero y N2 líquido, 

extracción con CT AB previamente calentado a 60 oc. La purificación del RNA se lleva a 

cabo con disolventes de diferentes grados de polaridad (C2H60, cloroformo-alcohol 

isoamílico 24:1) y soluciones salinas (LiCI). Centrifugación y precipitación de RNA, 

proceso que finaliza con el análisis de integridad del RNA (electroforesis) y cuantificación 

espectrofotométrica (NanoDrop 1 000). Finalmente el RNA fue almacenado en un 

ultracongelador a -80 oc hasta su uso. 

V.4.3. Síntesis de cONA 

En tubos Eppendorf de 20 J..LL se agregó el volumen necesario de RNA para obtener una 

concentración de 500 11g de RNA en 9 J..LL de muestra. Se adicionaron Random Primers a 

una concentración 1 J..Lg/L, posteriormente se incubó a 70 oc durante 5 min e 

inmediatamente las muestras fueron colocadas en hielo durante 30 s. Se añadieron 9 J.!L 

de la mezcla de reacción compuesta por 4.0 J..LL de Buffer 5x First Standard, 2.0 J.!L DTT 

(0.1 M), 1.0 J.!L MgCb (25 mM), 1.0 J.!L de Mezcla de dNTPs (10 mM cada uno), 1.0 J.!L 

transcriptasa reversa (lnvitrogen). Los tubos fueron agitados suavemente y centrifugados 

durante 10 s. Las muestras se incubaron a 25 oc durante 5 min, 42 oc por 90 min y 
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finalmente 70 oc durante 15 min. Las muestras se almacenaron a -20 oc hasta realizar la 

extensión con los oligonucleótidos adecuados. 

V.4.4. Análisis de RT-PCR 

La extensión de los genes CpShine 1 y 2; y CpLac 2 y 3 se efectuaron a partir de 1.5 a 2 

¡.tL de templete en mezcla con 5 ¡.tL de Buffer 10x PCR, 2.0 ¡.tL MgCI2 (50 mM), 0.8 ¡.tL de 

dNTPs, 1¡.tL de oligonucleótido Sentido, 1 ¡.tL de oligonucleótido Antisentido, 0.2 ¡.tL de Taq 

Polimerasa (lnvitrogen), y agua grado molecular suficiente para aforar a un volumen de 50 

¡.tl. Las condiciones de PCR, en general , utilizadas fueron las siguientes: 95 oc durante 3 

min para la desnaturalización inicial , seguido de 29 ciclos con desnaturalización a 95 oc 
durante 30 s, la alineación a 55.6 oc durante 1 min, la extensión a 72 oc durante 2 min, y 

la etapa de extensión final a 72 oc durante 5 min. Se separaron los fragmentos en gel de 

agarosa al 1.5% a 75 V durante 55 min. Adicionalmente, se utilizó como control los 

oligonucleótidos diseñados para Carica papaya L. de un gen marcador constitutivo 

(CpEF1a). 

V.4.5. Electroforesis de RNA 

Preparación del gel: se pesaron y colocaron 1.35 g de agarosa (1.5%) en un matraz 

Erlenmeyer (250 mL), posteriormente se añadió 90 mL de buffer de electroforesis (TAE 

1 X), seguidamente, la agarosa con el T AE fueron expuestos a calor para la disolución del 

gelificante, posteriormente se vertió la agarosa en la bandeja de la cámara de 

electroforesis y se agregaron 2 ¡.ti de Bromuro de Etidio (EtBr). Se dejó solidificar la 

agarosa con los respectivos peines y finalmente se añadió el buffer de electroforesis hasta 

el borde del gel. Las condiciones de corrida para los geles analizados fueron: 75 V, 55 min 

y 400 mA. 
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V.S. RESULTADOS 

V.5.1. Análisis de calidad de RNA 

Las lecturas correspondientes a la cuantificación del RNA extraído en: Raíz, Tallo, Hoja, 

Flor y Cáscara de fruto inmaduro de plantas adultas de dos genotipos de C. papaya L. 

Maradol y Silvestre, utilizadas para el análisis de la expresión basal de los genes CpShine 

y CpLac, se encuentran detalladas en el Cuadro V.1 . Por otra parte, las lecturas de la 

cuantificación del RNA extraído en los tejidos: Raíz, Tallo y Hoja de plantas jóvenes de 

dos genotipos de C. papaya L. Maradol y Silvestre utilizadas en los diferentes 

tratamientos de estrés por déficit hídrico (control , día 7, día 14, día 15 y día 21) se 

encuentran enlistadas en los Cuadros V.2 y V.3 respectivamente. Posterior a la 

cuantificación del RNA, se realizó un gel de agarosa 1.5% para visualizar las dos bandas 

ribosomales características del RNA (Figura V.2). 

Cuadro V.1 . Cuantificación del RNA (J.Jg RNA gPF\ extraído en diferentes tejidos de plantas 

adultas de Carica papaya L. Maradol y Silvestre cultivadas en condiciones de riego constante. 

Tejido Tratamiento 
Peso muestra A

2601 280 
Concentración Rendimiento 

(g) ~g/IJL ¡JgRNA/gPF 

Raíz 0.17 2.11 161.40 28.65 

Tallo 0.16 2.00 142.10 27.34 

Hoja Maradol 0 .06 2 .09 577.90 273.02 

Flor 0 .19 2 .09 302.20 47.02 

Fruto 0.22 2 .1 0 232.10 31 .56 

Raíz 0.20 2 .13 159.50 23.61 

Tallo 0.19 2 .03 293.80 46.32 

Hoja Silvestre 0.05 2 .09 498.70 290.50 

Flor 0.20 2 .04 289.60 43.44 

Fruto 0.20 2 .12 953.40 144.31 

A partir de la extracción de RNA en plantas adultas de dos genotipos de C. papaya 

Maradol y Silvestre, se observa que el rendimiento de RNA en ambos fue mayor en hoja 

con valores de 273.02 y 290 ¡.Jg RNA gPF"1 respectivamente, por el contrario, los 

rendimientos más bajos se obtuvieron en tallo y raíz, con 27.34 y 28.65 ¡.Jg RNA gPF1 en 

Maradol y con 46.32 y 23.61 ¡.Jg RNA gPF-1 para Silvestre. 
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Cuadro V.2. Cuantificación del RNA (IJ9 RNA gPF\ extraído en diferentes tejidos de plantas 

jóvenes de Carica papaya L. Maradol expuestas a diferentes tratamientos por déficit hídrico. 

T . Peso muestra A2SO/ 
280 

Concentración Rendimiento 
Tejido ratam1ento (g) llQ/IJL ¡.~gRNA/gPF 

Raíz 0.23 1.90 721 .37 94.1 

Tallo Día O 0.26 2.01 305.95 35.6 

Hoja 0.10 1.99 879.75 261 .6 

Raíz 0.19 2.07 190.10 30.0 

Tallo Día 07 0.22 2.08 206.40 28.0 

Hoja 0.11 1.96 805.70 220.5 

Raíz 0.22 1.95 627.89 84.9 

Tallo Día 14 0.17 1.91 233.73 41 .3 

Hoja 0.10 1.95 605.40 175.8 

Rw Raíz 0.21 2.05 530.50 75.1 

Tallo Día 15 0.19 2.08 165.20 25.5 

Hoja 0.12 2.07 530.50 138.3 

Raíz 0.20 1.92 541 .80 82.8 

Tallo Día21 0.21 1.90 273.12 39.9 

Hoja 0.13 2.00 2186.40 486.9 

Cuadro V.3. Cuantificación del RNA (IJ9 RNA gPF\ extraído en diferentes tejidos de plantas 

jóvenes de Carica papaya L. Silvestre expuestas a diferentes tratamientos por déficit hídrico. 

Tejido Tratamiento 
Peso muestra A

2601 280 
Concentración Rendimiento 

(g) ll9/1JL ¡.~gRNA/gPF 

Raíz 0.19 1.90 507.13 79.53 

Tallo Día O 0.21 1.94 607.57 86.80 

Hoja 0.14 1.97 1866.40 399.94 

Raíz 0.21 2.09 384.00 55.52 

Tallo Día07 0.29 2.09 237.70 24.62 

Hoja 0.11 2.13 1522.40 406.70 

Raíz 0.20 1.93 225.08 33.61 

Tallo Día 14 0.26 1.98 167.27 19.15 

Hoja 0.15 2.01 988.22 192.01 

Rw Raíz 0.23 2.05 530.50 70.70 

Tallo Día 15 0.22 2.08 165.20 22.27 

Hoja 0.11 2.07 530.50 143.38 

Raíz 0.20 1.98 543.00 81.45 

Tallo Día 21 0.21 1.95 441.15 63.02 

Hoja 0.10 1.93 738.70 216.63 
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En el Cuadro V.2 se observa que el rendimiento de RNA por g de Peso Fresco fue mayor 

en hoja para todos los tiempos con valores promedio de 247.6 ¡Jg RNA gPF-1
, en raíz fue 

de 73.4 ¡Jg RNA gPF.1 y los más bajos en tallo con 34.1 ¡Jg RNA gPF1
. Para el caso del 

genotipo Silvestre (Cuadro V.3) también se obtuvo mayor rendimiento de RNA en el tejido 

de hoja en todos los tiempos analizados con 216 ¡Jg RNA gPF1 en promedio, mientras 

que valores intermedios de 81.45 ¡Jg RNA gPF.1 fueron obtenidos en raíz y los más bajos 

en tallo con 63.02 ¡Jg RNA gPF1
. En ambos genotipos, se observó que el rendimiento de 

RNA en hoja disminuyó conforme aumentaron los días de exposición al estrés, por 

ejemplo, entre los días O y 14, el rendimiento en Maradol pasó de 261 .6 a 175.8 ¡Jg RNA 

gPF.1 y en Silvestre de 399.94 a 192.01 ¡Jg RNA gPF.1
• 

Los valores obtenidos de la cuantificación de RNA en tejido de plantas jóvenes y adultas 

de C. papaya L. de ambos genotipos fueron adecuados para continuar con la evaluación 

de los cambios en la expresión de los genes CpShine y CpLac, ya que además de 

presentar un alto rendimiento en hoja (> a 100 ¡Jg RNA gPF.1) tienen un grado de pureza 

(A26o/A280) dentro de los parámetros aceptados (1.8-2.0). Un alto grado de pureza es 

fundamental para evitar que la contaminación de la muestra con impurezas orgánicas e 

inorgánicas afecte la sensibilidad y especificidad del resultado. Para observar la integridad 

del RNA obtenido se procedió a analizar las unidades ribosomales 28 y 18S. En la Figura 

V.3 se observa que las bandas obtenidas de dos genotipos de C. papaya L. Maradol y 

Silvestre, se encuentran íntegras y sin degradar, por lo que después del análisis de 

integridad del RNA se pasó a la prueba de los oligonucleótidos. El análisis de integridad 

de los tiempos faltantes de ambos genotipos se presenta en el Anexo V.1 . 

28 S 
18 S 

R T 

Maradol 

H 

Silvestre 

F e R 

Figura V.3. Unidades ribosomales (28S y 18S) de RNA extraído de tejido vegetal (Raíz (R), Tallo 

(T), Hoja (H), Flor (F) y Cáscara (C)) de plantas adultas de C. papaya L. Maradol y Silvestre. 

Electroforesis en gel de agarosa de alta resolución al 1.5%, teñido con bromuro de Etidio. 
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V.5.2. Prueba de Oligonucleótidos 

Después de realizar la extracción y evaluar la cuantificación de RNA de las muestras, se 

procedió a probar los oligonucleótidos diseñados en el Capítulo 11 específicos para los 

genes SHINE y LAC en Carica papaya, siguiendo la metodología señalada en el apartado 

V.4.4. Adicionalmente, se trabajó con el gen marcador (housekeeping) CpEF1a diseñado 

específicamente para C. papaya L. en el Laboratorio de Fisiología Vegetal y Molecular. El 

tamaño de la secuencia obtenida de los oligonucleótidos evaluados correspondientes a 

cada gen de interés y su Tm se presenta en el Cuadro V.3. El diseño de los 

oligonucleótidos produce una secuencia con un amplicón de 359 pb (CpShine1) , 225 pb 

(CpShine2), 327 pb (CpLac2) , 263 pb (CpLac3) y 200 pb (CpEF1a). En todos los 

oligonucleótidos se procuró que tuvieran una Tm entre 55 y 61 oc. Una temperatura de 

fusión (Tm) elevada ayuda a reducir la probabilidad de formar dímeros y se puede 

corroborar con un análisis por electroforesis para cada gen de interés. 

Cuadro V.4. Tamaño esperado de amplicón (pb) y Tm (0 C) para cada juego de oligonucleótido 

diseñado para los genes de interés de este estudio en Carica papaya L. 

01. 1 . . d Tamaño esperado T oc 
1gonuc eot1 o d 1 1. • ( b) m e amp 1con p 

CpShinel 359 59 
Cp5hine2 225 59 
CpLac2 327 55 
CpLac3 263 55 
Cp EFla 200 59 

A continuación , se presenta el gel de agarosa al 1.5% donde se observa la migración del 

amplicón esperado para cada secuencia de interés (Figura V.3). En esta figura puede 

observarse que los 5 juegos de oligonucleótidos evaluados (CpShine1, CpShine2, 

CpLac2, CpLac3 y CpEF1a) amplificaron una sola banda específica, tuvieron el tamaño 

de banda esperado (359, 225, 327, 263 y 200 bp respectivamente) y no forman dímeros 

que pudieran afectar la especificidad del resultado. 
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CpShlne1 CpShlne2 CpLac2 CpLac3 EF1a MM 

359 bp 
327 bp 

225 bp 
263 bp 

2()0 bl! 

Figura V.4. Amplificación de 4 genes: CpShine1, CpShine2, CpLac2, CpLac3 en tejido (hoja) de 

planta control de Carica papaya L. Maradol. Debajo cada banda de amplificación se indica los 

pesos en bp. Se utilizó como control el gen constitutivo CpEF1a, el marcador de peso molecular 

(MM) utilizado fue 1 Kb plus . Gel al 1.5 de Agarosa, teñido con Bromuro de Etidio. 

Una vez corroborado que los juegos de oligonucleótidos amplificaron una sola banda 

específica con el tamaño esperado del amplicón, se prosiguió a realizar un análisis de RT­

PCR de gradiente, de acuerdo a lo señalado en el apartado V.4.4. Esto con el objetivo de 

determinar la temperatura óptima a la que hay una mejor amplificación y utilizarla en los 

siguientes análisis de expresión de cada gen. Las temperaturas de amplificación 

evaluadas para cada juego de oligonucleótidos fueron: 53, 55, 57, 59 y 61 °C. 

A partir de los productos obtenidos de la RT-PCR de gradiente, se realizó un gel de 

Agarosa al 1.5% en donde se observa que todos los juegos de oligonucleótidos amplifican 

en todas las temperaturas analizadas (53, 55, 57, 59 y 61 oc). Sin embargo, para 

observar claramente el efecto de los tratamientos de estrés por déficit hídrico y evitar 

errores en la interpretación de los patrones de expresión posteriores, se eligieron las 

temperaturas cuya banda amplificada fuera clara y no presentara arrastre de producto o 

formación de dímeros. En base a estos criterios, se observó que las bandas de 

amplificación fueron más nítidas a 59 oc para el caso de CpShine1 y CpShine2, y 55 oc 
para CpLac2 y CpLac3. Adicionalmente, estudios previos realizados en el Laboratorio de 
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Fisiología Molecular y Vegetal, han determinado que la mejor temperatura de 

amplificación para el gen marcador (CpEF1a) es de 59 oc (Figura V.5) . 

359pb 

225pb 

327pb 

263pb 

Figura V.S. Análisis por RT-PCR de gradiente de 4 genes: CpShine1 , CpShine2, CpLac2 y CpLac3 

en tej ido de Hoja de una planta adulta de C. papaya L. Maradol. En los recuadros del margen 

izquierdo se indica el nombre de cada gen y los del margen derecho indican el tamaño de banda 

esperado en pb. Los recuadros superiores indican las temperaturas anal izadas para cada caso (de 

izquierda a derecha): 53, 55, 57, 59 y 61 ·c. Se utilizó marcador de peso molecular (MM) de 1Kb. 

Gel al 1.5 de Agarosa, teñido con Bromuro de Etidio. 

V.5.3. Expresión Basal de genes Cp5hine1, Cp5hine2, CpLac2 y CpLac3 en 

plantas adultas de Carica papaya L. Maradol y Silvestre. 

Con el objetivo de evaluar la expresión basal de CpShine1, CpShine2, CpLac2 y CpLac3, 

en diferentes tejidos de plantas adultas (1 año de edad) de dos genotipos de Carica 

papaya L. Maradol y Silvestre, se colectaron diferentes tejidos (Raíz, Tallo, Hoja, Flor y 

Cáscara de fruto inmaduro) de la plantación experimental ubicada en el Centro de 

Investigación Científica de Yucatán, A.C. (CICY) expuestas a condiciones de riego 

constante. 

En la evaluación de la expresión basal , se observaron diferencias en la expresión de los 

cuatro genes de interés en los tejidos analizados de C. papaya L. genotipo Maradol y 

Silvestre (Figura V.6). En ambos genotipos, la expresión de CpShine1, CpShine2, CpLac2 

y CpLac3 fue detectada en todos los tejidos. La expresión de CpShine1 fue baja en 

comparación con la expresión alta constitutiva de CpLac3 en todos los tejidos. Por otra 

parte, la expresión de CpShine2 y CpLac2 fue detectada en todos los tejidos, sin 
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embargo, la intensidad de la banda fue mayor en los tejidos de Hoja y Flor de ambos 

genotipos y muy baja en la cáscara del fruto inmaduro. 

CpShine1 presentó en ambos genotipos una intensidad de banda uniforme en todos los 

tejidos a excepción de Raíz en donde se observó baja intensidad de la banda. Para el gen 

CpShine2, se observó una baja expresión en Raíz y Cáscara en ambos genotipos; con 

una intensidad de banda mayor en Hoja y Flor, siendo más intensa en la planta Maradol. 

Un patrón de expresión similar fue observado con el gen CpLac2, con una baja expresión 

en los tejidos de Raíz, Tallo y Cáscara, a diferencia de Hoja y Flor en dónde la intensidad 

de la banda fue mayor en ambos genotipos. Finalmente el patrón de expresión de CpLac3 

es alta constitutiva en todos los tejidos analizados de los dos genotipos. 

Maradol Silvestre 

•••••••••••• 359pb 

225pb 

327pb 

263pb 

200bp 

Figura V.G. Expresión basal de 4 genes en diferentes de plantas adultas (1 año de edad) de dos 

genotipos de Carica papaya L. Maradol y Si lvestre expuestas a condiciones de riego constante. 

Los recuadros superiores indican el tejido analizado tejido (R: Raiz; T: Tallo; H: Hoja; F: Flor; y C: 

Cáscara fruto) Los recuadros del margen izquierdo indican el nombre de cada gen y los números 

del margen derecho indican el tamaño de banda esperado en pb. El gen utilizado como control fue 

CpEF1 a. El marcador de peso molecular (M) utilizado fue de 1 Kb plus. Gel de Agarosa al 1.5% 

teñ ido con Bromuro de Etidio. 

Las diferencias observadas en los patrones de expresión basal de los tejidos analizados 

sugieren que los miembros del ciado SHINE pueden desempeñar diferentes funciones, 

tanto en condiciones normales como en condiciones de estrés por déficit hídrico. Además, 

los cambios en los patrones de expresión varían de manera espacio temporal. Por su 

parte, la expresión basal de los genes del ciado LAG señala la importancia de CpLac2 en 

188 



Capítulo V 

los diferentes tejidos de la planta a diferencia de CpLac3 cuya expresión en todos los 

tejidos fue alta constitutiva. 

V.5.4. Expresión diferencial de CpShine1, CpShine2, CpLac2 y CpLac3, en 

plantas jóvenes de Carica papaya L. Maradol y Silvestre expuestas a un 

estrés por déficit hídrico 

En el análisis molecular de las plantas jóvenes de dos genotipos de C. papaya L. Maradol 

y Silvestre, el grupo control fue el tiempo O, los tiempos de exposición al estrés evaluados 

fueron : 7 y 14 d; finalmente, los tiempos de recuperación fueron : 15 y 21 d. Se detectó la 

expresión de los cuatro genes en todos los tratamientos, incluido el tiempo O. A 

continuación , se presenta una descripción del patrón de expresión observado en cada uno 

de los tejidos evaluados que corresponden a: Raíz, Tallo y Hoja. (Figuras V.7- V.9). 

En la Raíz (Figura V.7) se observa que el gen CpShine1 presenta un bajo patrón de 

expresión en el genotipo Maradol que se mantiene constante en todos los tiempos 

evaluados, por su parte en el genotipo Silvestre, se observa que el patrón de expresión 

aumenta con el tiempo de exposición con una mayor expresión al día 14 (tiempo máximo 

de estrés), misma que disminuye una vez que el riego es reincorporado al día 15 y se 

mantiene sin cambios hasta el final del experimento. En el caso del gen CpShine2, se 

obtuvo, para ambos genotipos, un bajo nivel de expresión que se mantuvo constante en 

todos los tiempos de exposición al déficit hídrico. El tercer gen evaluado, corresponde a 

CpLac2, cuyo patrón de expresión aumentó, en el genotipo Maradol , conforme incrementó 

el tiempo de exposición al estrés, observándose una mayor expresión en los tiempos de 

recuperación, al día 15 la intensidad de banda es mayor y a los 21 d se registra una baja 

expresión nuevamente. En el caso del genotipo Silvestre la expresión baja de CpLac2 es 

constante en todos los tiempos de exposición, a excepción del día 14, en donde se 

observa una mayor expresión, que disminuye nuevamente cuando inicia el periodo de 

recuperación. Finalmente, la expresión del gen CpLac3 en el genotipo Maradol aumentó 

con el tiempo de exposición, incluso durante el periodo de recuperación . Por el contrario, 

para el genotipo Silvestre la expresión de este gen parece ser altamente constitutiva , a 

excepción del día 7 en donde se observa una expresión intermedia. En base a los 

patrones de expresión obtenidos en el tejido de raíz en respuesta a un estrés por déficit 

hídrico se deduce la importancia de los genes CpShine1 y CpLac2. 
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Figura V.7. Expresión de 4 genes en raíz de plantas jóvenes de dos genotipos de Carica papaya L. 

Maradol y Silvestre expuestas a diferentes tratamientos por déficit hídrico (recuadros superiores) 

que fueron de: O, 7 y 14 d y a dos periodos de recuperación : 1 d y 7 d. Los recuadros del margen 

izquierdo indican el nombre de cada gen y los números del margen derecho indican el tamaño de 

banda esperado en pb. El gen utilizado como control fue CpEF1a. El marcador de peso molecular 

(M) utilizado fue de 1 Kb plus. Se señala el punto de rehidratación (RW) al día 15 de iniciado el 

tratamiento. Gel de Agarosa al 1.5% teñido con Bromuro de Etidio. 

En el Tallo (Figura V.8), la expresión de CpShine1 en el genotipo Maradol fue constante 

en todos los tiempos a excepción del último tiempo de recuperación (21 d) en donde se 

observó una disminución en la expresión del gen , incluso menor a la del tiempo O; por otra 

parte, en el genotipo Silvestre la expresión del gen CpShine1 se mantiene constante en 

los primeros días de exposición; aumenta en el día de estrés máximo (día 14) y disminuye 

nuevamente después de 1 día de recuperación y se mantiene hasta el último tiempo de 

recuperación (21 d). El segundo gen evaluado fue CpShine2 cuyos niveles de expresión 

se mantuvieron constantes en el genotipo Maradol durante todo el experimento; en el 

caso del genotipo Silvestre, los niveles de expresión también fueron bajos en los primeros 

días de exposición, sin embargo al día 14 (tiempo máximo de estrés), su expresión fue 

mayor en comparación a los demás tiempos. El gen CpLac2 presentó un patrón de 

expresión que aumentó conforme la exposición al estrés en el caso del genotipo Maradol, 

observando una mayor intensidad de banda al tiempo máximo de estrés (14 d), una vez 

que el riego fue reestablecido (día 15 y 21 ), la intensidad de banda disminuyó y se 
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mantuvo constante hasta terminar el experimento; por otra parte, en el genotipo Silvestre, 

la expresión del gen CpLac2 se mantuvo alta en todos los tiempos de manera constitutiva. 

Finalmente, la expresión del gen CpLac3 en el genotipo Maradol fue baja al día O, 

después incrementó levemente en los tiempos 7 y 14, una vez reincorporado el riego al 

día 21, la intensidad de la banda disminuyó nuevamente; en el genotipo Silvestre, el 

patrón de expresión de CpLac3 se presentó en todos los tiempos de manera constitutiva, 

con mediana intensidad de la banda. De los patrones observados en el tejido de tallo, se 

destacan los cambios en los patrones de expresión de los genes CpShine1, CpShine2 y 

CpLac2, particularmente en el genotipo Silvestre en donde la respuesta de CpShine1 

parece ser más responsiva al día máximo de estrés por déficit hídrico en comparación de 

Maradol. 
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Figura V.B. Expresión de 4 genes en tallo de plantas jóvenes de dos genotipos de Carica papaya 

L. Maradol y Silvestre expuestas a diferentes tratamientos por déficit hídrico (recuadros superiores) 

que fueron de: O, 7 y 14 d y a dos periodos de recuperación: 1 d y 7 d. Los recuadros del margen 

izquierdo indican el nombre de cada gen y los números del margen derecho indican el tamaño de 

banda esperado en pb. El gen utilizado como control fue CpEF1 a. El marcador de peso molecular 

(M) utilizado fue de 1 Kb plus. Se señala el punto de rehidratación (RW) al día 15 de iniciado el 

tratamiento. Gel de Agarosa al 1.5% teñido con Bromuro de Etidio. 
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En Hoja (Figura V.9) la expresión del gen CpShine1 en el genotipo Maradol es baja al día 

O e incrementa levemente conforme transcurre el tiempo de exposición, al tiempo 14 la 

intensidad de banda es mayor y al momento de reincorporar el riego se mantiene, no 

obstante al día 15 de recuperación , la expresión es similar a la del tiempo O. De manera 

similar, en el genotipo Silvestre la expresión de CpShine1 aumenta conforme transcurre el 

tiempo de exposición al estrés, diferenciándose en que la intensidad de banda al día 14 

es mayor en comparación con Maradol. El patrón de expresión del gen CpShine2 en 

Maradol aumentó conforme el tiempo de exposición al estrés, observándose una mayor 

intensidad en la banda al día 14, que disminuyó al aplicar el riego en los tiempos 15 y 21. 

Para el genotipo Silvestre se obtuvo un patrón de expresión similar, con una intensidad de 

banda mayor en comparación a Maradol, aunado a ello una vez iniciado el periodo de 

recuperación , la expresión de CpShine2 disminuyó totalmente. En el caso de CpLac2 el 

patrón de expresión en el genotipo Maradol se mantuvo constante en los primeros días de 

exposición, siendo mayor en los tiempos de recuperación (días 15 y 21 ). Para el genotipo 

Silvestre el gen CpLac2 presentó una expresión que incrementó conforme los tiempos de 

exposición , con una mayor expresión al día 14, una vez que el riego fue incorporado 

disminuyó la intensidad de la banda (d 15) y al final del experimento (21 d) la expresión 

fue menor en comparación al tiempo O. Finalmente, la expresión alta de CpLac3 se 

mantuvo sin cambios en ambos genotipos en los diferentes tiempos de exposición 

evaluados. Del análisis molecular en Hoja, se observa que los genes CpShine1, CpShine2 

y CpLac2 tiene un patrón de expresión diferencial en relación a la exposición al estrés por 

déficit hídrico que varía entre ambos genotipos, lo que sugiere que el prendido o apagado 

de estos genes puede estar relacionado a la respuesta a nivel molecular por parte de la 

planta Silvestre a tolerar el estrés impuesto. 
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Figura V.9. Expresión de 4 genes en Hoja de plantas jóvenes de dos genotipos de Carica papaya 

L. Maradol y Silvestre expuestas a diferentes tratamientos por déficit hídrico (recuadros superiores) 

que fueron de: O, 7 y 14 d y a dos periodos de recuperación: 1 d y 7 d. Los recuadros del margen 

izquierdo indican el nombre de cada gen y los números del margen derecho indican el tamaño de 

banda esperado en pb. El gen utilizado como control fue CpEF1 a. El marcador de peso molecular 

(M) utilizado fue de 1 Kb plus. Se señala el punto de rehidratación (RW) al día 15 de iniciado el 

tratamiento. Gel de Agarosa al 1.5% teñido con Bromuro de Etidio. 
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V.6. DISCUSIÓN 

Las diferencias en los patrones de expresión de los genes de interés en relación al tejido 

analizado pueden ser asociadas con una función en la planta (Chen et al., 2003; Millar et 

al., 1999). En este estudio, se reporta por primera vez la expresión basal de la familia 

completa de los genes CpShine y CpLac en cinco tejidos (Raíz, Tallo, Hoja, Flor y 

Cáscara de fruto inmaduro) en plantas adultas de dos genotipos de Carie a papaya L. 

Maradol y Silvestre desarrolladas bajo condiciones de riego constante. Además, se evalúo 

la expresión de estos genes en tres tejidos (Raíz, Tallo y Hoja) en plantas jóvenes de 

Carica papaya L. de ambos genotipos, durante su exposición a un estrés por déficit 

hídrico y en su periodo de recuperación al estrés. 

En el análisis de expresión basal de plantas adultas de dos genotipos de C. papaya L. 

Maradol y Silvestre se observó que CpShine2, presentó una mayor expresión en los 

tejidos de Hoja y Flor. En A. thaliana se ha reportado la función del gen homólogo 

SHN1/WIN1 por Xin Shi et al., (2011 ), quienes silenciaron los genes de SHN y 

corroboraron su función en la formación de los órganos florales. Ellos obtuvieron por RT­

qPCR que SHN tenía un mayor nivel relativo de transcritos con un valor de 4, en 

comparación con SHN2 y SHN3 con valores de 3 y 2 respectivamente. Los resultados 

obtenidos, indicaron que en particular SHN1/WIN1 , juega un papel importante en la 

formación de la superficie de los órganos florales al controlar el metabolismo de los lípidos 

cuticulares y posiblemente estén asociados con los componentes de la pared celular. 

Nuestros resultados, indican que para Carica papaya L. la función de CpShine1 y 

CpShine2 se mantiene en el tejido de Flor debido a su alta expresión observada en el 

análisis basal de ambos genotipos. 

Algunos de los resultados acá presentados contrastan con lo reportado por Aharoni et al. 

(2004) quienes sobre expresaron a los miembros del ciado SHINE en A. thaliana para 

evaluar su posible papel en la biosíntesis de la cutícula como una respuesta al estrés por 

déficit hídrico. Para analizar la expresión de los genes SHINE, obtuvieron para cada gen 

un constructo con el gen reportero de [3-glucuronidasa (GUS) y evaluaron la expresión de 

los genes en diferentes tejidos de plantas control de A. thaliana. En general , se detectó la 

expresión de GUS en todos los órganos y en algunos casos se observó una superposición 

en los patrones de expresión, mientras que para otros se obtuvo una expresión específica 

en ciertas capas celulares. Los resultados indicaron que la expresión de SHN1/WIN1 y 
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SHN3 se superpone en los órganos florales, la expresión de ambos genes es similar en 

las hojas pequeñas, en las hojas primordiales y en las raíces. Por otra parte no 

observaron expresión de SHN1/WIN1 y SHN2 en tallo y hojas caulinas, mientas que la 

expresión de SHN3 pudo ser observada en estos tejidos. A diferencia de lo reportado por 

Aharoni et al. (2004), nuestros resultados señalan una expresión baja de CpShine1 en 

todos los tejidos analizados (Raíz, Tallo, Hoja, Flor y Cáscara de Fruto), con una menor 

intensidad de banda en tejido de Raíz. Por otra parte, CpShine2 presenta de igual forma 

expresión en todos los tejidos, siendo la mayor expresión observada en Hoja y Flor de los 

dos genotipos. En condiciones de estrés por déficit hídrico (14 d) la expresión de 

CpShine2 parece ser altamente específica para Tallo y Hoja, además que responde al 

estrés por déficit hídrico al día 14. La especificidad de CpShine2 también fue reportada 

por Aharoni et al. , (2004) quienes sugieren que la especificidad de SHN2 puede darnos 

evidencia importante sobre la funcionalidad de este gen. 

Por otra parte, Wang et al. (2012) caracterizaron al gen OsWR1 en Oryza sativa 

(homólogo de SHN1/WIN1 de A. thaliana) , en respuesta a un estrés inducido por déficit 

hídrico, ABA y salinidad. Mediante un análisis de RT-qPCR evaluaron la expresión del gen 

OsWR1 en diferentes tejidos de plantas jóvenes y plantas adultas expuestas a un estrés 

por déficit hídrico. Los datos obtenidos muestran que los transcritos de OsWR1 fueron 

altamente expresados en Hoja y Tallo de las plantas jóvenes, en comparación con la 

expresión en Raíz en dónde el número de transcritos fue menor. Por el contrario, el 

análisis de expresión en plantas adultas, detectó expresión de OsWR1 en Hojas, Vainas y 

Entrenudos, siendo mayor en el tejido de Hoja. Nuestros resultados coinciden con lo 

reportado por Wang, las diferencias en los patrones de expresión de CpShine1 fueron 

observables para los tejidos de Hoja y Tallo en el tiempo de máximo estrés (d 14) a 

diferencia del día O en donde la expresión fue baja, al igual que OsWR1 en arroz, y 

comparado con ambos genotipos fue mayor en Silvestre. A diferencia de los reportado por 

Wang et al. , (2012), nosotros encontramos una mayor expresión de CpShine1 en las 

raíces de las plantas expuestas a un estrés de 14 días pertenecientes al genotipo 

Silvestre. 

En un estudio realizado en 2012 (Xin Shi et al.) se evalúo la expresión de los miembros de 

la familia completa SHINE en frutos de Solanum lycopersicum, con el objetivo de 

determinar la función de estos genes en la formación de la cutícula durante el desarrollo 
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del fruto. De acuerdo al análisis por RT -qPCR, se encontró una mayor expresión de SHN3 

en el exocarpo a diferencia de SHN1 y SHN2, en base a esta diferencia en el número de 

transcritos y su posible papel en la formación de la cutícula en el fruto, decidieron estudiar 

solamente el papel de SHN3, para lo cual silenciaron el gen y obtuvieron frutos con 

alteraciones morfológicas significativas en la epidermis de los frutos y una disminución 

considerable en los lípidos cuticulares, con lo que demostraron el papel de SHN3 en la 

formación de la cutícula en los frutos. Sí bien, en nuestro análisis in si/ico no se 

encontraron homólogos de SHN3 en C. papaya L., sin embargo, en el análisis basal se 

incluyó tejido de Cáscara de Fruto Inmaduro para evaluar la expresión de CpShine1 y 

CpShine2, los resultados obtenidos indican una expresión baja de estos genes en ambos 

genotipos es baja, esto quizás se deba, al estado de desarrollo del que fueron tomados 

los frutos (inmaduro) por lo que la cantidad de cutícula presente y por ende la expresión 

de los genes CpShine 1 y CpShine2 fue menor. Se deben realizar estudios posteriores en 

la cáscara de frutos que presenten una madurez de consumo para que los resultados 

sean comparables y se discuta sí en efecto, la menor expresión de estos genes se debe 

al estado de desarrollo del fruto o se deba a que éstos genes no se encuentran 

involucrados en la formación de la cutícula en frutos de Carica papaya L. 

A la fecha no se tienen reportes sobre los patrones de expresión de CpShine 1 y CpShine2 

en tejido de Raíz en plantas de A. thaliana, sí bien se han hecho estudios referentes a su 

ubicación no se han evaluados su expresión. Los resultados obtenidos en este estudio 

señalan una diferencia en la expresión de CpShine1 en tejido de Raíz, observando una 

mayor expresión al día 14, tiempo máximo de estrés por déficit hídrico en el genotipo 

Silvestre, a diferencia, de Maradol en donde la expresión es baja en todos los tiempos. Es 

probable que estas diferencias en los patrones de expresión, puedan relacionarse con la 

rápida respuesta por parte del genotipo Silvestre que le permiten tolerar condiciones de 

estrés por déficit hídrico. 

Por otra parte la alta expresión de CpShine2 en Hoja de una planta Silvestre en 

comparación a Maradol, expuesta a 14 días de estrés por déficit hídrico sugiere que la 

expresión de este gen permite que el genotipo Silvestre tenga una mayor tolerancia al 

estrés, que se ve reflejado en el aumento en la cantidad de ceras cuticulares. 

Los tres miembros del ciado difieren en los patrones de expresión espacial y temporal, lo 

que sugiere que cada uno de ellos juega una función importante en varios órganos o bajo 
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diferentes condiciones, sin embargo, es posible que los miembros del ciado actúen de 

manera combinada para proteger las capas internas y externas de la planta de influencias 

en el ambiente que puedan interactuar a través de sistemas de control hormonal , como el 

Etileno, Ácido Abscísico y Jasmonatos (Aharoni et al., 2004; Broun et al. , 2004). En 

contraste con lo observado en A. thaliana, en Trigo (Triticum durum) se hizo una mutante 

con un ortólogo de SHN1/WIN1 (Nud), el daño observado fue un cambio severo en la 

morfología en los cariópsides. Nud ha sido propuesto como el gen clave para la 

disposición de los lípidos en la epidermis del pericarpo que permite la formación de las 

cariópsides en una fusión post-genital normal similar (Panikasvili et al., 2010; Taketa et 

al. , 2008; Lolle et al. , 1998). El trabajo realizado con un ortólogo en trigo, enfatiza que se 

deben hacer más elucidaciones para conocer los genes corriente abajo del ciado SHINE y 

su conexión precisa en la formación de la cutícula en el desarrollo de la planta, por lo que 

se requiere una caracterización profunda de los genes del ciado, en el que se pueden 

utilizar mutantes dobles o triples para eliminar las funciones redundantes y estudiar la 

función de un gen SHN en particular (Broun et al., 2004). 

A la fecha se sabe que los genes SHN codifican para un factor de transcripción AP2/ERF, 

y la caracterización de dos de sus homólogos ha incluido un análisis detallado de su 

función y los patrones de expresión, que sugieren que los genes pertenecientes a este 

ciado actúan en la regulación de la biosíntesis de los lípidos requerida para la protección 

de las plantas a un estrés ambiental, en el desarrollo de los órganos florales y ante un 

daño. Nuestros resultados apoyan lo descrito en la literatura y aportan información 

importante en los patrones de expresión de CpShine1 y CpShine2 en tejido de Raíz 

expuesto a un estrés por déficit hídrico, lo que sugiere su función puede estar relacionada 

con un mecanismo de protección a un estrés por déficit hídrico. 

Un estudio subsecuente realizado en A. thaliana indicó que los genes SHN1/WIN1 

controlan la permeabilidad de la cutícula regulando la expresión de otros genes 

involucrados en la biosíntesis de la cutina, particularmente LACS2 (LONG CHAIN ACYL­

COA SYNTHETASE 2) (Kannangara et al. , 2007). La inducción en la formación de ceras 

en las hojas por una sobre expresión de cada uno de los genes fue sugerida como un 

segundo paso en la ruta de biosíntesis de las ceras, posiblemente SHINE por un proceso 

indirecto que sigue a la biosíntesis de la cutina (Xin Shi et al., 2011 ). En función de esto, y 

sabiendo que en efecto nuestros resultados sobre los genes SHINE coinciden con lo 
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reportado en la literatura sobre su papel en la biosíntesis de la cutícula , adicionalmente, 

se evaluaron dos genes pertenecientes a la familia LACS (LONG CHAIN ACYL-COA 

SYNTHETASE). De acuerdo al análisis in si/ico realizado se aislaron dos secuencias para 

C. papaya L., denominadas CpLac2 y CpLac3. 

Los patrones de expresión de CpLac2 coinciden con lo reportado por Schnurr et al. (2004) 

quienes propusieron a LACS2 como esencial para el desarrollo de la cutícula en A. 

tha/iana mediante la obtención de una mutante del gen (lacs2), observando efectos 

pleitropicos en la planta como: disminución en el tamaño de las hojas y en los niveles de 

ceras totales. Nuestros resultados, señalan el aumento en la expresión de CpLac2 en 

tejido de Hoja que es mayor en las plantas expuestas al estrés por déficit hídrico, esto 

confirma su papel en la acumulación de ceras totales en las hojas de C. papaya L. 

expuestas al estrés y es más evidente en el genotipo Silvestre lo que concuerda con una 

mayor tolerancia al estrés. 
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V.7. CONCLUSIONES 

• El análisis de la expresión basal de los 4 genes (CpShíne1, CpShine2, CpLac2 y 

CpLac3) en los diferentes tejidos de plantas adultas de dos genotipos de C. 

papaya L. Maradol y Silvestre, indican que CpShíne1 presenta una baja expresión 

constitutiva en todos los tejidos de las plantas adultas de ambos genotipos. Por el 

contrario, CpShíne2 parece tener una función más específica en los tejidos de 

Hoja y Flor. Un patrón similar fue observado en CpLac2 con una mayor expresión 

en los tejidos de Hoja y Flor, contrastando con la expresión alta constitutiva de 

CpLac3 en todos los tejidos. 

• No se observaron diferencias en los patrones de expresión basal entre los 

genotipos Maradol y Silvestre, lo que indica que bajo condiciones de riego 

constante el nivel de los transcritos presentes se mantiene. Sin embargo una vez 

que la planta es expuesta a un estrés por déficit hídrico, se observa una diferencia 

en los patrones de expresión de los genes evaluados, siendo más contundente 

para CpShíne2 y CpLac2, lo que sugiere el papel de estos dos genes en la 

acumulación de ceras totales que podrían estar relacionadas con la tolerancia al 

estrés hídrico por parte del genotipo Silvestre, específicamente en la biosíntesis de 

ceras cuticulares en los tejidos de Hoja y Flor. 

• CpShine 1, tuvo una mayor expresión en los tejidos analizados en el genotipo 

Silvestre en comparación con Maradol, sin embargo para ambos casos la 

expresión de este gen en tallo sugieren una mayor participación en la biosíntesis 

de ceras en tallo. 

• El patrón de expresión observado para el gen Cpshíne2 en el tejido de hoja es de 

particular interés. En el caso del genotipo Maradol , la intensidad de banda se 

mantuvo constante en los primeros tiempos de exposición, observándose una 

intensidad mayor al día 14, misma que disminuye una vez iniciado el tratamiento 

de recuperación. Sin embargo, el aumento en su expresión en el genotipo 

Silvestre es más notorio en el tratamiento máximo de estrés (14 d) y la disminución 

en la intensidad de banda inmediatamente después de iniciado el periodo de 

recuperación ocurre del mismo modo que Maradol; por lo que lo hacen candidato 
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para ser estudiado como el responsable del aumento en la cantidad de ceras 

totales en las hojas de Carica papaya L. 

• La expresión diferencial de CpLac2 en los tejidos de raíz y hoja sugiere que este 

gen se encuentra involucrado en la biosíntesis de las ceras, ya que su aumento en 

la expresión en el tiempo de mayor estrés (d14) y la disminución de la intensidad 

de la banda una vez que se inicia el periodo de recuperación es más notorio en 

Silvestre a diferencia de Maradol que a pesar de presentar un patrón de expresión 

similar, la intensidad de banda sugiere que el nivel de transcritos no es el mismo. 

• La expresión del CpLac3 fue constante en los tres tejidos evaluados en ambos 

genotipos lo que sugiere que este gen tiene una expresión constitutiva y que por 

ende no está involucrado directamente en la biosíntesis de ceras, ya que no 

aumenta o disminuye su expresión ante la exposición al estrés. 

• Los cambios en los patrones de expresión analizados indican que CpShine2 y 

CpLac2 responden ante la exposición de la planta a un estrés por déficit hídrico, lo 

que sugiere que la diferencia en cuanto la capacidad de tolerar un estrés por 14 

días de déficit hídrico por parte del genotipo Silvestre, se deba en parte a que es 

capaz de prender genes relacionados con una mayor tolerancia a dicho estrés, 

que a su vez dispare un aumento en las ceras, evitando la pérdida de agua por 

transpiración y de esta manera mantiene turgencia en los tejidos. Sin embargo, no 

se puede concluir contundentemente que estos genes sean los únicos 

responsables del aumento en la cantidad de ceras totales en hojas de papaya 

debido a la complejidad de la ruta de biosíntesis de ceras y la redundancia de los 

genes del ciado SHINE. No obstante, nuestros resultados confirman su papel en la 

formación de los órganos florales y dentro de la ruta de biosíntesis de ceras en 

Carica papaya L., que es una respuesta fisiológica de la planta ante un estrés por 

déficit hídrico y que es más evidente en las plantas Silvestre expuesta a un estrés 

de 14 días sin riego. 
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CAPÍTULO VI 

Vl.1. DISCUSIÓN GENERAL 

A nivel mundial , el fruto de Carica papaya L. es de gran importancia económica y su 

cultivo se extiende a las regiones tropicales y subtropicales de todo el mundo. Al igual que 

otros cultivares, C. papaya L. no se encuentra exenta de diferentes tipos de estrés biótico 

y abiótico que afectan en gran medida su productividad. En este punto, el estrés por 

déficit hídrico es un factor limitante en el rendimiento de papaya, tan sólo, durante su 

etapa de producción, necesita una lámina de riego de 1 500 L en zonas áridas, elevando 

así los costos en su producción (Muñoz y Martínez, 2008). 

A pesar de la importancia mundial de C. papaya L. , a la fecha existen pocos reportes que 

incluyan aspectos fisiológicos, bioinformáticos y moleculares que permitan estudiar genes 

involucrados en las respuestas ante un estrés por déficit hídrico. Es por ello, que en este 

estudio, procedimos a realizar un análisis bioinformático, morfológico, fisiológico y 

molecular de los genes involucrados en la respuesta de la planta ante un estrés por déficit 

hídrico y su respuesta a nivel fisiológico, con el objetivo de obtener un marco de 

referencia sobre los posibles mecanismos de adaptación relacionados al estrés por déficit 

hídrico en especies tropicales. Adicionalmente, se planteó trabajar con dos genotipos de 

C. papaya L. susceptible (Maradol) y uno tolerante (Silvestre), basándonos en estudios 

previos realizados en el Laboratorio de Fisiología Vegetal y Molecular que indicaron que el 

genotipo Silvestre presenta mayor tolerancia al estrés por déficit hídrico (Fuentes, 2006; 

datos no publicados). 

El estudio de un genotipo Silvestre puede aportar mayor información sobre mecanismos 

de adaptación que se han perdido por la domesticación de la especie (Ming, 2014). Por lo 

tanto, la caracterización y comparación de las afectaciones a C. papaya L. de ambos 

genotipos y su respuesta ante un estrés por déficit hídrico a nivel anatómico, fisiológico y 

molecular constituyen un estudio pionero que aporta información importante para futuras 

investigaciones. 
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Vl.1.1. Análisis bioinformático y búsqueda de los genes SHINE y LACS para 

el estudio de su expresión bajo estrés por déficit hídrico en dos genotipos 

de Carica papaya L. Maradol y Silvestre 

A la fecha se han descrito varios FT involucrados en el estrés por déficit hídrico, en 2004 

Aharoni et al., estudiaron la sobreexpresión de los genes SHINE miembros de la súper 

familia AP2/ERF en Arabidopsis thaliana, observando que los fenotipos resultantes 

presentan un incremento en la composición de lípidos, alterando las propiedades de la 

epidermis, reduciendo la permeabilidad de la cutícula y el número de estomas, lo que 

confiere una tolerancia al estrés por déficit hídrico y una recuperación exitosa al ser 

reincorporado el riego (Xin Shi et al., 2011 ; Aharoni et al. , 2004). 

Para estudiar el estrés por déficit hídrico en diferentes tiempos de exposición en dos 

genotipos de Carica papaya L. Maradol y Silvestre, se inició con el asilamiento in silico de 

las secuencias nucleotídicas SHINE homólogas a las de Arabidopsis thaliana dentro del 

genoma secuenciado de C. papaya L. var. SunUp. En base al análisis bioinformático 

realizado en el Capítulo 11 , se encontraron en total de 2 secuencias nucleotídicas 

homólogas a SHINE dentro del genoma de C. papaya L. var. SunUp, respaldadas por 

porcentajes de identidad mayores a 70% y de similitud mayores al 75%, con valores 

esperados de E=1 o-10
• La presencia de las secuencias SHINE en el genoma de C. papaya 

L. var. SunUp, Oryza sativa y Solanum lycopersicum da una evidencia de la conservación 

de estas secuencias (Xin Shi et al., 2012; Wang et al. , 2012; Yang et al., 2011 ; 

Kannangara et al. , 2007; Aharoni et al., 2004). A partir de los alineamientos realizados, se 

observó que las secuencias CpShine presentaron dominios conservados en relación a las 

secuencias proteicas de A. thaliana. Los dominios mejor conservados fueron el dominio 

AP2, N-terminal Cmm·") y e-terminal Ccm·"), firma característica del ciado, que es 

consistente con la literatura (Kannangara et al. , 2007, Aharoni et al., 2004; Broun et al., 

2004). Para el caso de los genes LACS, también se realizó el análisis in silico y se 

seleccionaron las secuencias homólogas a los genes AtLac2 y AtLac3, involucrados en la 

biosíntesis de ceras y regulados corriente arriba por los genes SHINE. Las secuencias 

aisladas en el genoma de papaya, nombradas CpLac2 y CpLac3, fueron respaldadas por 

porcentajes de identidad y similitud mayores al 75%. De acuerdo al alineamiento 

realizado, se encontró la presencia de una región conservada correspondiente al dominio 
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de unión AMP. La presencia de la firma característica en el alineamiento sugieren que las 

secuencias identificadas en C. papaya L. en efecto corresponden a la familia LACS. A 

partir de las secuencias obtenidas para C. papaya L. se diseñaron los juegos de 

oligonucleótidos específicos para ambas familias (CpShine1, CpShine2) y (CpLac2, 

CpLac3) que fueron utilizados en el análisis de los patrones de expresión realizado en el 

Capítulo V. 

Vl.1.2. Efecto sobre la fisiología en dos genotipos de Carica papaya L. 

Maradol y Silvestre por la exposición a un estrés por déficit hídrico 

El estrés por déficit hídrico en la planta ocurre cuando la cantidad de agua que se evapora 

mediante la transpiración es superior a la que se incorpora a través de la absorción por 

las raíces. De manera general, el estrés por déficit hídrico genera una disminución en 

varios parámetros fisiológicos que afectan el crecimiento de la planta; a la fecha, varios 

autores señalan a C. papaya L. como una planta tolerante al estrés por déficit hídrico. En 

una planta de papaya, el mecanismo de respuesta al estrés por déficit hídrico consiste en 

posponer la deshidratación mediante una regulación estomática estricta, reparación de la 

cavitación y un ajuste osmótico intenso (Mahouachi et al. , 2006; Marler, 1998). En el 

presente estudio, se procedió a realizar la caracterización morfológica y fisiológica de 

plantas jóvenes de C. papaya L. de un genotipo susceptible (Maradol) y uno tolerante 

(Silvestre), expuestas a un tratamiento de estrés por déficit hídrico en diferentes lapsos de 

tiempo, además, se evalúo su capacidad de recuperación una vez que el riego fue 

reincorporado. Los cambios registrados a nivel fisiológico y morfológico se encuentran 

esquematizados en la Figura Vl.1 y son descritos a continuación: 

Las primeras afectaciones observadas fueron a nivel morfológico. En ambos genotipos, se 

observó un aumento en la tasa de abscisión foliar seguida por la disminución en los 

valores de crecimiento relativo. Ambas afectaciones son consideradas como respuestas 

tempranas de la planta, como un esfuerzo por reducir el área de transpiración; para 

ambos casos la tasa de crecimiento se redujo en un 20%. Nuestros datos indican que 

ante un estrés por déficit hídrico, las plantas del genotipo Tolerante, son capaces de 

conservar por más tiempo (7 dias) un número mayor de hojas, a diferencia de Maradol 

que pierde en el mismo tiempo el 30% de sus hojas, y después de 14 días sin riego pierde 

el 75% de sus hojas en comparación a Silvestre que tan sólo pierde el 50%. La abscisión 
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de hojas en respuesta al estrés por déficit hídrico, qUJzas sea un comportamiento 

esperado para ambos casos (Agbicodo et al., 2009). Sin embargo, las diferencias 

significativas encontradas en cuanto el número de hojas adheridas al tallo en cada uno de 

los tiempos evaluados en ambos genotipos, nos proporcionan información importante que 

puede relacionarse con la afectación de otros parámetros fisiológicos, en específico con la 

tasa de fotosíntesis. Además, al ser extrapolado a condiciones de campo puede significar 

una pérdida importante de biomasa necesaria, para el aporte de fotosintatos a la planta 

que reduce en gran medida el rendimiento de la planta. 

Otro de los cambios morfológicos documentados, que se relaciona con la disminución de 

la división celular y que nos habla de una diferencia en la respuesta al estrés por parte de 

ambos genotipos, es la longitud de la raíz que fue mayor en Silvestre (18 cm) a diferencia 

de Maradol (10 cm). El aumento en la longitud de la raíz ante un estrés por déficit hídrico, 

ha sido señalado por algunos autores como una respuesta de tolerancia en donde la 

planta busca aumentar su área de exploración radial , para acceder a zonas más 

profundas en el sustrato en busca de agua, para lo cual es necesario detener su 

crecimiento aéreo, no así el de la raíz (A) (lvonne y Mirando, 2007). 

Ante un estrés por déficit hídrico causado por la eliminación del riego, el potencial hídrico 

('I'H) de las hojas es de los primeros parámetros afectados, lo que puede relacionarse con 

el grado de estrés al que se encuentra sometida la planta. Los valores obtenidos de la 

medición del 'I'H en hojas, indican una variación en el 'I'H durante el experimento lo que 

sugiere que en efecto, las plantas estuvieron estresadas. En el caso del genotipo Maradol , 

el 'I'H pasó de -1 MPa al día O a -1.8 MPa al día 14 sin riego, por el contrario la planta 

Silvestre, registró para los mismos tiempos valores de -1 y -1 .5 MPa respectivamente. En 

general , se observó que el potencial hídrico en ambos casos alcanzó valores cercanos al 

punto de marchitez permanente (-1.5 MPa), reportado como el punto crítico en el que el 

potencial de turgencia no puede recuperarse aún después de reincorporado el riego. Lo 

que sugiere que C. papaya L. es una planta tolerante, ya que puede alcanzar los valores 

de PMP sin perder turgencia en los tejidos ante un estrés por déficit hídrico, además es 

capaz de mantener su tasa fotosintética aún con potenciales hídricos bajos y durante el 

periodo de recuperación es capaz de detectar el cambio en el 'I'H y reestablecer varios de 

los parámetros afectados por el estrés (A). 
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Carica papaya L. , ha sido reportada como una planta capaz de tolerar el estrés por déficit 

hídrico, mediante mecanismos de adaptación como un ajuste osmótico intenso, 

reparación de la cavilación y una regulación estomática estricta (Mahouachi et al., 2006; 

Marler, 1998). En el presente estudio, se hizo énfasis en el cierre estomático como una 

respuesta al estrés por déficit hídrico regulado por el aumento de ABA. Nuestros 

resultados, señalan una disminución en los valores de conductancia estomática (gs) para 

ambos genotipos, alcanzando los valores más bajos (0.002 mol H20m-2s"2) al día 14 

(tiempo de estrés máximo por déficit hídrico); lo que sugiere un cierre estomático total 

debido al estrés (B). Sin embargo, es importante subrayar el comportamiento observado 

en Silvestre un día después de iniciar el periodo de recuperación, donde se observó un 

aumento en la conductancia que alcanzaron los valores iniciales en los primeros días de 

reincorporado el riego, caso contrario a lo que se observó en Maradol en donde la 

respuesta a la rehidratación fue más lenta. La rápida respuesta por parte del genotipo 

Silvestre le permite tener un mejor aprovechamiento en la fijación del C02 en la planta lo 

que se ve reflejado en su capacidad de reestablecer los valores de fotosíntesis durante 

los primeros días de aplicar nuevamente el riego. 

La conductancia estomática aporta información sobre la apertura de los estomas, que 

controla en la hoja procesos internos fundamentales para el desarrollo vegetal como el 

intercambio de C02 necesario para la fotosíntesis y el vapor de agua en la transpiración 

(Raschake, 1975). La disminución en la tasa de conductancia estomática está relacionada 

con la pérdida de turgencia pero también se relaciona con el aumento en la concentración 

de Ácido Abscísico (ABA) que se acumula en el apoplasto que rodea a las células 

epidérmicas de la hoja, las células guardas reconocen a ABA y responden cerrando los 

estomas (Liang et al. , 1997, Cowing et al., 1993). Nuestros resultados, revelan que la 

regulación estomática estricta es una de las respuestas fisiológicas que siguen las plantas 

de C. papaya L. ante un estrés por déficit hídrico, y que además está regulación parece 

ser más eficiente en el genotipo Silvestre lo que le permite tolerar el estrés y continuar con 

los procesos fotosintéticos (B). 

En general , la disminución en la tasa de intercambio gaseoso como consecuencia del 

cambio en el potencial hídrico del suelo, afecta los valores de fotosíntesis en las plantas 

(C). Nuestros resultados señalan que el genotipo Silvestre es capaz de tolerar un periodo 

de 7 días de estrés por déficit hídrico, sin que éste afecte su tasa fotosintética, mientras 
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que para las plantas Maradol los valores de fotosíntesis se reducen en un 85%. A pesar 

de que ambos genotipos registraron los valores más bajos de fotosíntesis al día 21, una 

vez de reincorporado el riego las plantas Silvestre alcanzaron valores equiparables con 

las plantas control, caso contrario a Maradol que registró una tasa fotosintética 

significativamente menor a Silvestre. La capacidad de recuperación tanto de Maradol y 

Silvestre nos indican que ambos genotipos son tolerantes al estrés por déficit hídrico 

impuesto, sin embargo la rápida respuesta por parte del genotipo Silvestre a una 

rehidratación la señalan como el más tolerante. Está capacidad de recuperación puede 

relacionarse con que el genotipo Silvestre detecta más rápido el cambio de 'I'H en el 

suelo, al tener una sistema radicular mayor puede extender su área de búsqueda de agua 

e incluso pude relacionarse más al hecho de que a diferencia del genotipo Maradol, 

Silvestre retiene un mayor número de hojas por más tiempo, permitiéndole reestablecer 

los valores de fotosíntesis al primer día de reincorporado el riego. 

En este mismo punto, se analizaron los valores de Fv/Fm para determinar un daño en el 

PSII ocasionado por el estrés por déficit hídrico, sin embargo no se detectaron diferencias 

significativas durante todo el experimento y tampoco entre los genotipos 0 ), esto indica 

que el estrés por déficit hídrico, sensibiliza al aparato fotosintético por el aumento en la 

incidencia de luz y provoca una inhibición de la fotosíntesis lo que puede preceder a 

cualquier cambio apreciable en la fluorescencia de clorofila a (Bjorkman y Powles, 1984; 

Ludlow y Bjorkman, 1984 ). Lo antes descrito, nos lleva a la conjetura de que la reducción 

en la tasa fotosintética, se debe principalmente a la reducción del área disponible para la 

fijación de C02, más que por un daño en el aparato fotosintético, que se ve reflejado en 

los valores de Fv/Fm que se mantienen constantes durante todo el experimento. 

Otra de las respuestas fisiológicas evaluadas ante un estrés por déficit hídrico, es el 

aumento en la cantidad de especies reactivas de oxígeno (ROS) que dañan la membrana 

plasmática y que puede medirse de manera indirecta como % de fuga de electrolitos. En 

el presente estudio, se evalúo el % de fuga de electrolitos en membrana y se encontró 

que para ambos genotipos, el daño en membrana incrementó conforme el tiempo de 

exposición al estrés aumentaba y al día máximo de estrés (14 d), el daño en el genotipo 

Maradol fue mayor con un 50% en comparación a Silvestre que tan sólo registró un 36% 

de daño. lnteresantemente una vez que el riego fue reestablecido durante una semana, el 
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% de fuga de electrolitos se redujo significativamente en el genotipo Silvestre, no así, en 

Maradol , lo que sugiere que Silvestre es capaz de reparar el daño en membrana en un 

tiempo menor una vez que se ha reincorporado el riego. En la literatura se ha reportado 

que la fuga de iones puede ser utilizado como marcador de tolerancia, al momento de 

elegir un genotipo tolerante a uno susceptible, en base a nuestros resultados, podemos 

deducir que el genotipo Silvestre presenta una mayor tolerancia en función del daño en 

membrana. 

La capacidad de recuperación hasta el momento puntualizada por parte de Silvestre, nos 

lleva a la idea de que ambos genotipos han desarrollado diferentes mecanismos de 

adaptación ante un estrés por déficit hídrico, producto quizás, de la domesticación de la 

especie. Uno de los mecanismos de respuesta que ha sido ampliamente estudiado y que 

es objeto de estudio de la presente tesis, es la cantidad de ceras totales presentes en las 

hojas en respuesta a la exposición de un estrés por déficit hídrico. 

En el Capítulo IV, se evalúo el aumento en la cantidad de ceras totales presenten en las 

hojas de C. papaya L. en respuesta a la exposición a diferentes tiempos a un estrés por 

déficit hídrico. Los resultados obtenidos en esta parte del estudio, indicaron que el 

genotipo Silvestre tiene una mayor capacidad de acumular ceras de hasta un 71% en 

comparación de Maradol que solamente acumuló un 52% en el tiempo máximo de estrés 

evaluado. La diferencia en el contenido total de ceras, confirmada con el análisis por 

microscopia electrónica de barrido (MES) sugiere que el genotipo Silvestre presenta un 

contenido mayor de ceras, que pude relacionarse a una mayor tolerancia al estrés por 

déficit hídrico. El análisis por cromatografía de gases-masa (CG/MS), sugirió que está 

capacidad de tolerancia está dada más por la composición química de los extractos, que 

estuvo conformada en su mayoría por Alcanos y Triterpenos. Al día máximo de estrés, se 

observó una relación 2:1 en cuanto la abundancia relativa de los Alcanos en el genotipo 

Silvestre en comparación a Maradol. Nuestros datos sugieren que al ser el grupo 

mayoritario en los extractos cerosos, los Alcanos, son los responsables de conferir una 

mayor tolerancia al estrés por déficit hídrico. Ésta idea concuerda con lo reportado en la 

literatura que enfatiza el papel de los Alcanos, más que el de los Triterpenos en reducir la 

permeabilidad de la membrana, lo que se traduce en una menor difusión de agua a través 

de ella (E). El aumento en la cantidad de ceras como respuesta de la planta al estrés por 

déficit hídrico, reduce la pérdida de agua por transpiración, no solo por la vía estomática 
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sino también vía cuticular y además podría estar relacionada a lograr una mejor eficiencia 

en el uso del agua (WUE) (F). 

La mayor tolerancia al estrés por déficit hídrico por parte del genotipo Silvestre, sugiere 

que su eficiencia en el uso del agua es alta, sin embargo, al realizar las curvas 

correspondientes a la eficiencia del uso del agua, se observó que es el genotipo comercial 

y no el Silvestre el que tiene una mayor eficiencia en el uso del agua (1 O ¡.Jmol C02 por 

mmol de H20) a diferencia de Silvestre (2 ¡.Jmol C02 por mmol de H20). Lo anterior 

contradice en mucho los resultados obtenidos hasta el momento, sin embargo, al analizar 

esta gráfica desde un punto de vista productivo, entendemos que para el caso del 

genotipo comercial , éste ha sido domesticado para que su principal objetivo sea la 

obtención de frutos en el menor tiempo posible lo que implica un mayor consumo de agua 

y mayor tasa fotosintética (reflejada en los valores del Capítulo 111) , sin importar las 

condiciones adversas del ambiente la demanda de C02 en la planta es alta al igual que su 

apertura estomática; por el contrario, las plantas Silvestre, al ser un genotipo no 

domesticado, aún conserva los mecanismos de adaptación que le permiten obtener frutos 

pequeños incluso en condiciones adversas, en dónde aún con baja disponibilidad de agua 

mantiene sus valores de fotosíntesis. 

Nuestros resultados sugieren que la mayor tolerancia por parte del genotipo Silvestre y su 

rápida recuperación al estrés por déficit hídrico, evidente en la mayoría de los parámetros 

evaluados específicamente en fotosíntesis, se debe principalmente al aumento en el 

contenido de ceras totales, en específico, al aumento en la cantidad de Alcanos, que 

disminuyen la permeabilidad de la membrana; más que por un control estricto del cierre 

estomático. Sin embargo, para poder confirmar esta idea, son necesarios análisis 

adicionales como: las curvas de respuesta a C02 y Luz así como medir la tasa de 

transpiración de la cutícula, que nos ayuden a corroborar que la tasa de transpiración 

cuticular baja en función del aumento en la cantidad total de ceras presentes en la hoja. 
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Vl.1.3. Efecto sobre los patrones de expresión de los genes CpShine y CpLac 

en dos genotipos de Carica papaya L. Maradol y Silvestre en respuesta a un 

estrés por déficit hídrico 

Las diferencias en los patrones de expresión de los genes de interés en relación al tejido 

analizado pueden ser asociadas con su función en la planta (Chen et al., 2003; Millar et 

al., 1999). En el presente estudio, se reporta por primera vez la expresión basal de la 

familia completa de los genes CpShine y CpLac en cinco tejidos (Raíz, Tallo, Hoja, Flor y 

Cáscara de fruto inmaduro) en plantas adultas de dos genotipos de Carica papaya L. 

Maradol y Silvestre desarrolladas bajo condiciones de riego constante. Además se evalúo, 

la expresión de estos genes en tres tejidos (Raíz, Tallo y Hoja) en plantas jóvenes de C. 

papaya L. de dos genotipos (Maradol y Silvestre) , durante su exposición a un estrés por 

déficit hídrico y en dos periodos de recuperación . En los datos obtenidos, se observó una 

diferencia en la expresión de los genes CpShine1, CpShine2 y CpLac2, en los tejidos de 

Raíz, Tallo y Hoja en ambos genotipos. lnteresantemente, los patrones de expresión de 

CpShine1 , CpShine2 y CpLac2 fue más evidente en el tejido de Hoja en las plantas 

Silvestre, en donde se observó una baja expresión de estos genes al día O, sin embargo, 

al tiempo 7 se observó una expresión media que aumentó al día 14 que corresponde al 

día máximo de estrés, más interesante aún fue el hecho de que al primer día de 

incorporado el riego, la expresión de los genes CpShine2 y CpLac21 se redujo 

notablemente, por el contrario la expresión del gen CpShine 1 se mantuvo con la misma 

expresión en los últimos tiempos de recuperación evaluados. 

Es posible que estas diferencia en los patrones de expresión se deba en parte a que el 

genotipo Silvestre sea capaz de prender genes relacionados con una mayor tolerancia a 

dicho estrés antes que Maradol , lo que favorece el aumento en la cantidad de ceras 

totales presentes en hojas, evitando la perdida de agua por transpiración y de esta 

manera mantiene turgencia en los tejidos. Por el contrario, el estrés por déficit hídrico en 

el genotipo susceptible (Maradol) no causa un aumento en la expresión de los genes 

involucrados en la biosíntesis de ceras, por lo que acumula menor cantidad de ceras en 

hoja lo que no evita una pérdida de agua importante que se ve reflejada en una caída en 

la turgencia y mayor afectación en la fisiología de la planta y en su lenta recuperación una 

vez que ha sido reincorporado el riego. 
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Figura Vl.1. Esquema de integración. Respuesta anatómica, fisiológica y molecular en hojas de 

plantas jóvenes de dos genotipos de C. papaya L. Maradol y Silvestre a un estrés por déficit 

hídrico. La parte superior corresponde a la caracterización de diferentes parámetros fisiológicos 

afectados por el estrés por déficit hídrico. La parte inferior corresponde a los diferentes patrones de 

expresión de los genes CpShine1 , CpShine2, CpLac2 y CpLac3 en hoja de dos genotipos de C. 

papaya L. Maradol y Silvestre. 
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Vl.2. CONCLUSIONES GENERALES 

• En base al análisis bioinformático realizado en el Capítulo 11 , se encontraron homólogos 

a los genes tipo SHINE reportados para Arabidopsis tha/iana en Carica papaya L. var. 

SunUp, pertenecientes a la familia de factores de transcripción AP2/ERF. Un total de 

dos secuencias denominadas CpShine1 y CpShine2 fueron aisladas in silico con 

porcentajes de identidad mayores al 70% y con valores esperados de E entre 1 o-62 y 

1 o-56
• Los alineamientos realizados entre las secuencias reportadas de SHINE para A 

thaliana y las aisladas en este estudio presentaron los dominios conservados: AP2, 

--mm-- y --cm--; firma característica de los miembros de esta familia. La presencia del 

dominio altamente conservado de AP2 nos da información sólida para concluir que las 

secuencias aisladas pertenecen a la familia de FT AP2/ERF, que podrían estar 

involucradas en la tolerancia al estrés por déficit hídrico_ 

• Ante un estrés por déficit hídrico, una serie de parámetros fisiológicos se ven afectados 

(Capítulo 111)_ En este estudio se partió de la premisa que ante un estrés por déficit 

hídrico los valores de potencial hídrico disminuyen, lo que es un indicativo del estrés 

ocasionado por la suspensión del riego_ Una vez analizados los cambios en los 

potenciales hídricos en Hoja, se documentaron los cambios morfológicos en la planta; 

abscisión foliar, tasa de crecimiento relativo, longitud de raíz; todos ellos en conjunto, 

sugieren que el genotipo Silvestre ha conservado mecanismos de adaptación que le 

permiten: 1_ Disminuir el área de exposición al estrés (abscisión foliar) , con lo que 

disminuyen su tasa de transpiración; 2_ Reducir su tasa de crecimiento, para utilizar 

sus reservas en otros procesos que le permitan tolerar el estrés y 3_ Aumentar la 

longitud de la Raíz que le permita acceder a agua en el suelo_ Después, se analizó la 

respuesta fisiológica de ambos genotipos evaluando diferentes parámetros fisiológicos 

que en su mayoría aportaron información sobre el comportamiento de la planta durante 

el estrés y durante el periodo de recuperación , lo que brinda un primer estudio con la 

información necesaria para la caracterización del estrés en las plantas de dos 

genotipos de Carica papaya L. 

• Los resultados obtenidos en el Capítulo 111 , sugieren que ambos genotipos son capaces 

de tolerar el estrés por déficit hídrico de 14 días y que además ambos responden al 

periodo de recuperación_ Sin embargo, el daño ocasionado por el estrés por déficit 
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hídrico en el genotipo Silvestre es menor y esto lo demuestran los valores obtenidos en 

los diferentes análisis realizados (% de Fuga de electrolitos, Fv/Fm, Intercambio de 

gases, Número de estomas) en dónde se observa que sí bien hay una disminución en 

los valores de ambos, es menor en el genotipo Silvestre. Aunado a ello, la capacidad 

de recuperación del genotipo Silvestre fue más evidente en las cinéticas de Pn a partir 

del primer día de reincorporado el riego, a diferencia de Maradol cuya recuperación en 

la cinética de Pn empezó hasta el día 7 de reincorporado el riego. 

• Los resultados obtenidos del análisis fisiológico de ambos genotipos de C. papaya L. 

en diferentes tiempos de exposición y recuperación al estrés por déficit hídrico, nos 

llevan a la conclusión de que C. papaya L. es una especie tolerante al estrés por déficit 

hídrico, pero que la rápida respuesta del genotipo Silvestre durante el estrés y durante 

el periodo de recuperación, sugieren que Silvestre tiene una tolerancia mayor al estrés 

por déficit hídrico, debida quizás a que ésta no es un especie domesticada como el 

caso de Maradol y por tanto aún conserva los mecanismos de adaptación que le 

permiten sobrevivir en ambientes adversos. 

• En el Capítulo IV, se caracterizó por primera vez la micromorfología de las ceras 

epicuticulares en hojas de C. papaya L., observándose que el tipo de cristales cerosos 

son similares en ambos genotipos y no presentaron cambios en su estructura ante un 

estrés por déficit hídrico, siendo la única diferencia la cantidad de ceras presentes en la 

superficie abaxial y adaxial. Los resultados obtenidos del análisis por MEB, coinciden 

en que el tipo de cristal ceroso no es determinante en la tolerancia al estrés hídrico, no 

así la cantidad de ceras totales extraídas en hojas de C. papaya L. Al analizar el 

rendimiento de ceras totales extraídas de hojas expuestas al estrés por déficit hídrico 

en ambos genotipos, se encontró que el genotipo Silvestre tuvo un rendimiento mayor 

(71 %) en comparación con Maradol (52%) al día de estrés máximo lo que sugiere que 

la acumulación de ceras confiere parte de la tolerancia al estrés por déficit hídrico en 

Silvestre. 

• Para poder correlacionar el aumento en la tolerancia con el incremento en la cantidad 

de ceras totales, se analizaron los perfiles cromatográficos obtenidos para cada 

extracto ceroso, observando que las ceras están compuestas en su mayoría por 

Alcanos y Triterpenos que en conjunto modifican la permeabilidad de la membrana, 

permitiendo en menor grado el paso de agua. La proporción de Alcanos encontrados 
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fue mayor en el genotipo Silvestre, esto, aunado al hecho de que son los Alcanos los 

principales responsables de disminuir la permeabilidad en la membrana, indican que el 

genotipo Silvestre tiene una mayor tolerancia al estrés, siendo su principal respuesta el 

aumento en la cantidad de ceras depositadas que en su mayoría están compuestas de 

Alcanos. 

• De esta manera se concluye de manera contundente que el genotipo Silvestre tiene 

una mayor tolerancia al estrés, siendo su principal respuesta el aumento en la cantidad 

de ceras depositadas en hojas que ayudan a reducir la transpiración para evitar la 

pérdida de agua. 

• Finalmente, en el Capítulo V, se analizaron las diferencias entre los patrones de 

expresión de los genes tipo SHINE en Caríca papaya L. en un genotipo susceptible y 

uno tolerante. Primero, no se observaron diferencias en los patrones de expresión 

basal entre los genotipos Maradol y Silvestre, lo que indica que bajo condiciones de 

riego constante el nivel de los transcritos presentes se mantiene para ambos 

genotipos, sin embargo una vez que la planta es expuesta a un estrés por déficit 

hídrico se prenden. lnteresantemente, se observaron diferencias en los patrones de 

expresión de los genes CpShine1 y CpShine2 en los tejidos de Hoja y Raíz bajo 

condiciones de estrés por déficit hídrico y que fue más notoria en Silvestre. 

• Es posible que esta diferencia en los patrones de expresión de los genes CpShine1 y 

CpLac2, se deba en parte a que el genotipo tolerante (Silvestre) es capaz de prender 

genes relacionados con una mayor tolerancia a dicho estrés, que a su vez ayude en la 

biosíntesis de ceras y que se vea reflejado en el aumento en la cantidad de ceras 

totales presentes en hojas, evitando la perdida de agua por transpiración y de esta 

manera mantiene turgencia en los tejidos y le ayuda a recuperarse en el periodo de 

recuperación. 

• Por el contrario el estrés por déficit hídrico en el genotipo susceptible (Maradol) no 

causa un aumento en la expresión en los genes involucrados en la biosíntesis de 

ceras, por lo que acumula menor cantidad de ceras en hoja, que no evita una pérdida 

de agua importante que se ve reflejada en una caída en la turgencia y mayor 

afectación en la fisiología de la planta y en su lenta recuperación una vez que ha sido 

reincorporado el riego. 
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V1.3. PERSPECTIVAS 

La presente tesis reporta aspectos importantes sobre la fisiología y morfología de dos 

genotipos de Carica papaya L. expuestos a diferentes tratamientos de estrés hídrico y 

además intenta relacionar los patrones de expresión de los genes CpShine con la 

respuesta de la planta al estrés. No obstante, nuevas interrogantes surgen para las cuales 

se establecen las siguientes perspectivas. 

Análisis Fisiológico 

• Medir el contenido de Ácido Abscísico (ABA) en las hojas de plantas expuestas al 

estrés por déficit hídrico para poder relacionar los niveles de la hormona con el 

nivel de estrés al que se encuentra expuesta la planta. 

• Incluir los valores de q¡r . para relacionar el nivel de estrés al que se encuentra 

expuesta la planta con el potencial de turgencia en hoja así como el qJ0 . 

• Determinar los valores de Contenido Relativo de agua en hojas, lo que permitiría 

relacionarlos con el q¡H. 

Cuantificación de ceras totales 

• En la presente tesis, se han establecido las bases para la extracción y 

cuantificación de ceras totales en hojas. En base a los cuales, podría evaluarse la 

cantidad de ceras totales presentes en fruto en función de los estados de 

maduración como una respuesta de tolerancia al ataque de patógenos y al daño 

mecánico 

Análisis Molecular 

• Llevar a cabo el análisis cuantitativo de los transcritos de los genes CpShine1, 

CpShine2 y CpLac2 mediante un análisis por RT-qPCR en los 3 tejidos evaluados 

• Realizar ensayos de inmunolocalización de la proteína CpShine, que nos permitan 

identificar la ubicación de la proteína una vez que la planta se expone a un estrés 

por déficit hldrico. 

• El papel de los genes tipo LACS en tejido especifico ha sido ampliamente 

documentado en la literatura, por lo que sería interesante, hacer un estudio que 

permita evaluar los cambios en los patrones de expresión de la familia completa 

caracterizada in silico en el presente estudio tomando en cuenta todos los tejidos. 
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Vll.1. ANEXOS 

Anexo 111.1. Caracterización morfológica de frutos colectados de Carica papaya L. colectados en diferentes localidades del Estado de 

Yucatán, el genotipo Maradol se colectó de una plantación comercial de papaya denominada "Rancho Tixcocob" ubicada en la localidad de 

Tixcocob, Yucatán; por su parte, los frutos del genotipo Silvestre se obtuvieron en el Km 30 de la carretera Mérida -Valladolid, Yucatán. 

1 20 11 1053.4 3 644 1 
2 22.5 12.5 1376.2 3 .6 77 1 2 
3 19.9 11 1270.7 2 .5 689 

1 3 
4 20.2 11.6 1223.8 3 .2 303 

1 4 
S 18.6 11.2 975.5 2.4 494 

1 5 
6 19.7 11.6 1038.7 2 .7 356 

1 6 
7 19.1 10.3 733.8 3 .1 323 

1 7 
8 20.3 10.8 1146.6 3 333 

1 8 
9 20.4 11.8 1102.9 3 311 

1 9 
10 23 11.8 1553.4 3.2 503 

1376.2 3 235 1 10 11 22.5 12.5 

12 18.6 11.2 975.5 3 .1 

Vista frontal correspondiente a los frutos de dos genotipos de Carica 

papaya L. colectados. A) Maradol y B) Silvestre. 

~ ~ ~ - - -~ Grosor 
D rrax (cm) (g) Pulpa (cm) semillas 

6.4 5 .3 79.7 1 353 

6 .3 5.4 96.8 0 .9 350 

6 .9 5.6 105.7 0 .9 357 

5 .9 5 .1 72.8 0 .7 242 

6.4 5.2 86.5 0 .9 281 

6 .1 5 67.3 0 .7 212 

6 .6 4 .8 85.6 0 .9 313 

5 .8 4 .4 50.6 0.4 126 

5 .8 4 .2 89.4 0.7 248 
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Anexo 111.2. Fotografía en Microscopio Óptico (MO) Vista adaxial y abaxial en hojas de Carica 

papaya L. Maradol y Silvestre. Las flechas blancas indican la ausencia de los estomas en la parte 

Adaxial de ambos genotipos; por otra parte las flechas blancas indican ubicación de los estomas 

en la parte Abaxial (40 x) . 

Adaxial Abaxial 
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Anexo 111.3. Tabla ANOVA. Análisis estadístico de los datos procesados en el experimento: 

Caracterización del punto de estrés por déficit hídrico. 

Numero de Hojas D 
Control Oéftclt Hidrlco n 

~~:~::. 1 g/ 1 Medias ,l F J Valor·P Suma de 1 gl 1 ,., Med~=~ ... 1 F 1 Valor.P 

18 5035 1 18 5035 42.87 o 20 4618 1 20.4618 60.05 o 
9 4965 22 0.431659 7.4966 22 0.34075 

Total 28 23 27 9583 23 

.. ~uma de 1 gl 1 Media• , 1 F 1 Valor.P sumad• 1 g/ 
1 

Medial .1 F 1 Valor.P 

5 84001 1 6 94661 12.2 0.0024 64 3125 1 64 3125 152.88 o ..... . ... 9 10577 19 0.479251 10 9375 26 o 420673 

Total 14 9524 20 75.25 27 

c~~::a::.J g/ 
1 

Medlu ,,.J F 1 Valor·P suma de 1 g/ 1 ,l F 1 Valor.P 

ln~,..o~p... 16506 1 16 506 20.24 0.0001 48 0058 1 48 0058 175.84 o ... ~- 24 4627 30 o 815425 5.73333 21 o 273016 

Total 40 9687 31 53 7391 22 

,.~uma de 1 g/ 1 Medias'"' ,. 1 Valor.P Suma!r gl 1 Medlll .1 ,. 1 Valor.P 

~ 52 6538 1 52 6538 65.71 o o 516425 1 o 516425 1.02 0.3224 

19 2308 24 o 801282 131979 26 o 50761 

Total 71.8946 25 13 7143 27 

r~uma 1 g/ 1 Medlas
15

1 F 1 Valor·P Suma de 1 gl 1 Medias ,l F 1 Valor.P 

'"M ..,. ... 186182 1 186182 13.86 0.0016 o 181818 1 0.181818 0.39 0.5383 

-,. 24 1818 18 1.34343 9.27273 20 0463636 

Total 42.8 19 9.45455 21 

suma de 1 g/ 1 cu'!s-:::,.1 F 1 Valor·P 

,,_,..y,.y. 8 01818 1 8 01819 23.36 0.0001 1 64835 1 1 64835 9A7 0.006 

n•w•"li'YI'v• 618182 18 o 343434 4 35165 25 o 174066 

Total 14 2 19 6 26 
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o 482513 o 0076889 

o 0096944 
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o 00423056 
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0381117 

4 25552 17 

o 0238198 o 962201 

14 787 

13 

14 

o 0740155 
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o 00653175 

o 016724 24 

o 000283999 o 011863 

o 0132275 
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19 o 000624367 

20 
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71 8119 

472.641 

544 453 

1 

8 

9 

71 8119 

59 0801 

24 8971 

Suma de 
Cuadrados 

147 816 

o 502541 

148 318 

1.22 0.3023 810 688 

88 6634 

899 351 

16 

17 

16 

17 

16 

17 

147.816 

0.0314088 

5 54146 
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o 

o 

o 

228 



Anexos 

Anexo 111.4. Tabla ANOVA. Análisis estadístico de los datos procesados en el experimento: Exposición a estrés por déficit hídrico de 

plantas jóvenes de Carica papaya L. Maradol y Silvestre. 

0.0304724 

0.0405122 

o 127992 

o 136793 

16 

17 
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1.65283 

20.6832 

16 

17 

0.103302 
o 

1 In~ 1 0.00826566 
0.028286 
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o 
o.0003593n 

24 
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5103.88 

6889.91 

16 

17 

318.993 6.21969 

7.363n 
16 

17 

0.38873 
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245.667 

989.714 

5 
6 

49.1333 1.45173 

2.72133 

4 

5 

0.362933 
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Anexo IV.1. Protocolo de Lavado y Deshidratación de muestras biológicas frescas para 

Microscopio Electrónico de Barrido (MEB). 

30% 

50% 

70% 

Lavado de Muestra 

2 lavados 

2 lavados 

21avados 

C2H60 

60 min c/u 

61 min c/u 

62 min c/u 

Anexo IV.2. Porcentajes de área bajo la curva de cada uno de los componentes detectados en los 

cromatogramas obtenidos para cada genotipo a partir del análisis de cromatografía de gases (CG). 

Carica papaya genotipo Maradol 

9.34 2.19 1.32 0.75 0.11 1.35 0.55 0.93 
2 12.79 17.16 12.86 6.03 2.09 22.12 . 6.51 10.09 0.32 
3 18.12 23.16 24.74 15.53 8.74 31 .97 8.80 40.03 20.42 
4 19.23 2.65 2.93 0.56 0.23 2.72 1.50 2.13 2.00 
5 20.04 2.21 1.63 2.11 1.32 5.32 4.89 3.93 1.09 
6 23.2 53.08 43.69 57.93 4.20 29.67 2.83 37.44 1.86 

Carica papaya genotipo Silvestre 

2 12.79 37.38 4.28 12.92 1.03 27.17 2.93 31 .05 11 .35 
3 18.12 18.25 6.46 5.73 8.56 16.24 1.63 19.53 15.04 
4 19.23 1.91 0.81 0.36 0.55 2.33 0.58 2.69 0.58 

5 20.04 10.21 9.02 10.65 4.95 11 .08 2.01 10.15 2.01 

6 23.2 22.68 64 10.42 40.35 10.95 30.89 10.95 
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Anexo IV.3. Patrones de fragmentación obtenidos por espectrometría de masas. 

Library Searched: C:\Database\NIST05a.L 

Quality: 98 

ID: Nonacosano 

Grupo: Alcanos 

RT: 10.712 min 

ndance Sean 1219 {1 0.712 m in): CPA_ SO (1 ).D\data.ms 
5 .1 

""-[ Pico base ] 
8000 

6000 Nonacosano 

85.1 

4000 

2000 

113.2 

o 337.4 ;365.4 408.4430.2 479.3 

fz·-> 20 40 60 80 100 120 140 
bundance #173140: Nonacosane 

.o 

8000 

6000 

85.0 

4000 

2000 
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Library Searched: C:\Database\NIST05a.L 

Quality: 95 

ID: Octadecano 

Grupo: Alcanos 

RT: 14.834 min 

~~~~-------------------~~. i. ;t1~~8~(1~4~.~~4~~~-~~:~C~P~A-'M7.0~(~1)~.0~~~.~.~m.~-------------------~ 
5~.1 

8000 

4000 

8000 

29.0 
1 

~[ Pico base J 

Octadecano 
$5.1 

85.0 

J
113.0 
T ¡ 14;-o l 1G~.o 197.o 22s.o 2¡.o o 1 

fntz..., 20 4o 60 80 
, ¡.;.,.,......,.¡ ,.,.¡,,-,.¡--.;-...; ....,,,_..,..,.¡...,..HT'Il''"' ..,... .. ,.., ..._,., .,.,,.., ,..p....,.,q---.¡u·u ¡ ' ' ' i ¡ 1 

100 120 140 160 180 200 220 240 260 2eO 300 320 340 360 380 400 420 440 460 48Q 500 
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Library Searched: C:\Database\NIST05a.L 

Quality: 98 

ID:4,4,6a, 8a, 11 ,11 , 14b-Octamethyl1-1 ,4,4a,5,6,6a,6b,7,8,8a,9, 10,11 , 12, 12a, 14, 14a, 14b­

octadecahydro-2H-picen-3-one 

Grupo: Triterpenos 

RT: 20.495 min 

~a~~----------------------~s7.~~n~2~783~(~~~ ... ~95~~~):~C~P~A_~s~o~(1~)~.o~~~~~~.m~•--------------------~ 

1 

21 .2 

8000
. ......___( Pico base 

4000· 
Amirenona 

2000· 

424.4 

o 327.0 355.1 391 4 479.1503.2 

-> 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 :2:20 240 260 280 300 320 340 360 380 400 4~ 440 460 480 500 """'-¡"""'"'·'·"' ..... '' · '' ·''>0«'-"''·'·~·'j,'·"· .. ·'· .... •·••·••·•• ............ ....__....,...,. ..... 
8000 

4000 
55.0 

950 

2000 

424.0 

o ·, 43.0 
273

·
0 

299.0 327 o 353.0 381.91 . .. l.,l 1 ' "1"" 11 " 
-> 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 
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Library Searched: C:\Database\NIST05a.L 

Quality: 97 

ID: .beta.-Amyrin 

Grupo: Triterpenos 

RT: 21 .015 min 

6000 

6000 

4000 

2000 
95.1 

Sean 26e6 (21 .015 min): CPA_MO (1 ),0\d!I!OI.ffi!l (-2642) (.) 
21 .2 

~ 

169.2 
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OH 

13-Amlrl na 

121 .1:1470 

o~nn~~~~~~~~~~- ~~~~~~~~7~· 1~~~~7·~1 ~~~~9~,4~$~-.~~-"~~~~~r~ .. ~~~¡~~~~- ~~r·~~~ .. ""~··~·~~.~~,.m·~~ .. ~ .. ~·~ .. """"ñ~~~~~.f~ .. 
z-> 20 40 60 60 100 120140 160 160 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 

bvndance 1!1176562: .beia.-Amyrln 
21 .o 

6000 

4000 

2000 

426.0. 

o 1 ~7.0 286.0311.0 ~9.0$5.0393.0 t\ 1 1 '~ "' .... ,, , , ,, , , " 1' 1 . , .... , , 

-> 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 
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Library Searched: C:\Database\NIST05a.L 

Quality: 98 

ID: Nonacosane 

Grupo: Triterpenos 

RT: 22.466 min 

6000· 

4000 · 

1 

4000 

sean 2866 (21 .015 min): CPA_Mo (1).D'data.ms (·2842l {·) 
21 2 

......._( Pico base 

¡l-Amlrlna 
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Soy de las que piensan que la ciencia tiene una gran belleza. Un 

científico en su laboratorio no es sólo un técnico: es también un niño 

colocado ante fenómenos naturales que le impresionan como un 

cuento de hadas. 

Marie Curie 




