
































Indice

1.2.8. Sobreexpresion de genes SHI/i  en plantas transgénicas y su efecto en la

tolerancia al estrés @biOtCO .........cccvvveciiieiee e s 20
1.2.9. Genes SHINE involucrados en le  lerancia a estrés abidtico ..........ccevceecvrecnnnne 22
I.3. PREGUNTAS DE INVESTIGACION E HIPOTESIS .........ccoovovveieeeereenceees e, 24
1.3.1. Preguntas de Investigacion .............ccceoiieiiieeiciie et 24
[.3.2, HIPOESIS ..o iiiiieiiciri et ee sttt s e st ae s e s aab b e e s enanreseaeeasbeeeaeennees 24
LA, OBUETIVIOS .. ..ottt st s e st et st esbe s sraeenee e 25
[.4.1. ObJEtiVO GENEIAl ......eiiiiiiiiic et e e e e st e e s abae e e e sseae s 25
1.4.2. Objetivos ESPECIfiCOS .....eiiiiiiieiieiie st s 25
1.5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL ........ccoiiiiiiei e 26
1.6. BIBLIOGRAFIA .......cooouiiiircinieinei et ess et sesene 27

CAPITULO Il
Caracterizacion in silico, Estructura Y Filogenia De Genes Involucrados En La
Tolerancia A  rés Por Déficit Hidrico En El Genoma Secuenciado De Papaya
Transgénica (Carica papaya L.) Var. Sunup

I, INTRODUCCION ...ttt ss et st 37
I1.1.1. Familia de Factores de Transcripcion AP2/ERF .........c.oovcvvivvieiiiiieenccieee s 38
1.1.2. Familia AP2/ERF en respuesta a estrés de tipo bidtico y abiotico ...........ceeecece 40
11.11.3. Genes SHINE en Arabidopsis thaliana ............cccccovvveiiiinicceiinniineeeecie s 41
[i.1.4. Long Acyl-CoA Synthete  en Arabidopsis thaliana ..............cccccccoviiiincinenns 42

1.2, HIPOTESIS. ......ovueieiiniereniseieeeenee st seesen s st 44

3. OBUETIVOS ...ttt ettt ettt se e s est s cne s areseeenesscs st srasanessbnebeans 44
11.3.1. ObJEtIVO GENETAL ....cociii ettt e eb b 44
1.3.2. Objetivos PartiCUlares..........ccovcveiiie ettt s 44

1.4. MATERIALES Y METODOS .......coovtiimiimiiniieeneeeeres et essssssssssssesa s nas 45
I1.4.1. Aislamiento in silico de genes tipo SHINE de Arabidopsis thaliana..................... 45
























Indice de Abreviaturas

Mb Megabases

M Metros

Msnm Metros sobre el nivel del mar

Mg Microgramo

ML Microlitro

mL Mililitro

Mm Milimetros

mM Milimolar

Mpb Millones de pares de ba:

Min Minutos

NCBI* National Centerf Biotechnology Information
ORF* Open Reading Frame

pb* pares de bases

Fv/IFm Relacion entre  fluorescencia variable (Fv=Fm-F0) y Fm
Tm Temperatura de alineamiento

TAIR* The Arabidopsis Information Resource

Y Tirosina

T Tonelat

W Triptofano

TAE TRIS-Acetate  JTA

* Se ha preferido el uso de las abreviaturas inglesas debido a su amplio uso en la

literatura citada.
























Indice de Figuras

V..

v.2.

V.3.

V.4

V.5.

V.6.

Carica papaya L. Maradol y Silvestre, expuestas a diferentes tratamientos: A) y D)
Planta Control; B) y E) Déficit Hid 14 dias; C) y F) Recuperacion dia 21. Escala
e DATA= 100 M.ttt et

Ruta de biosintesis de ceras. Se distinguen tres etapas: sintesis de novo de acidos
grasos, elongacién de los acidos grasos (FAE) y transporte de mondémeros hacia el
exterior de la pared celular. Se sefiala la ubicacion de los genes LACS dentro de la
ruta de biosintesis de ceras (Tafolle  al,, 2013)....cccoiviiiiniiiiin i

Distribucién de los grupos  plantas analizadas. Los recuadros indican el tipo de
grupo a que corresponde y los tejidos muestreados. ¢ sefiala el punto de
rehidratacion (RW) al did 14.......oooiii e e et

Unidades ribosomales (28S y 18S) de RNA extraido de tejido vegetal (Raiz (R),
Tallo (T), Hoja (H), Flor (F) y Céascara de Fruto (C)) de plantas adultas de dos
genotipos de C. papaya L. Maradol y Silvestre. Electroforesis en gel de agarosa de
alta resolucion al 1.5%, tedido con bromuro de
EII0. et e s

Amplificacion de 4 genes: CpShine1, CpShine2, CplLac2, CpLac3 en tejido (hoja)
de planta control de Carica papaya L. cv. Maradol. Debajo cada banda de
amplificacién se indica los pesos en bp. Se utilizd como control el gen constitutivo
CpEF1q, el marcador de| > molecular (MM) utilizado fue 1Kb plus. Gel al 1.5 de
Agarosa, tefiido con Bromuro de Etidio............ccooviviiiiii

Analisis por RT-PCR de gradiente 1 4 genes: CpShine1, CpShine2, CpLac2 y
Cplac3 en tejido de Hoja de una planta aduita de C. papaya L. Maradol. En los
recuadros del margen izquierdo se indica el nombre de cada gen y en el derecho el
tamafio de banda esperadc en pb. Los recuadros superiores indican las
temperaturas analizadas que fueron (de izquierda a derecha): 53, 55, 67, 59 y 61
°C. Se utilizé marcador de peso molecular (MM) de 1Kb. Gel al 1.5 de Agarosa,

teflido con Bromuro de Etidio. ......cvoriiinii e

Expresién basal de 4 genes en diferentes de plantas adultas (1 afio de edad) de
dos genotipos de Carica papaya L. Maradol y Silvestre expuestas a condiciones de
riego constante. Los recuadros superiores indican el tejido analizado tejido (R:
Raiz; T: Talio; H: Hoja; F: Flor; y C: Céscara fruto) Los recuadros del margen

156

175

179

184

186

187

Xviii






Vi,

Indice de Figuras

Esquema de integracién. Re ista anatémica, fisiolégica y molecular en hojas de
plantas jévenes de dos _ 1otipos de C. papaya L. Maradol y Silvestre a un estrés
por déficit hidrico. La parte ¢ rior corresponde a la caracte  cién de diferentes
parametros fisiologicos ¢ :tados por el estrés por déficit hidrico. La parte inferior
corresponde a los diferentes patrones de expresién de los genes CpShineT,
CpShine2, CpLac: >ple 2n hoja de dos genotipos de C. papaya L. Maradol y
1AY== T O PO PPN

XX






























Capitulo |

1.2.3. Descripcion morfolégica

La papaya es una pl: a arborescente perennifolia, puede crecer de 1.8 a 3 m durante su
primer afio de vida y alcanzar una altt.  de 10 m (CONABIO, 2008; Morton, 1987). Con
un olor acre caracteristico, es una especie de desarrollo precoz, ya que puede iniciar su
produccion a los 7 u 8 meses de edad y estabilizar su cosecha a los 12 meses después
de plantada (Rodriguez et al., 2002). Su periodo de vida va de 3 a 15 afios aunque se han
reportado plantas que producen hasta los 20 afios. 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 longitudinal de un fruto de Carica papaya L. Maradol. Se cbserva la presencia de

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

Las plantas de papaya poseen un sistema radical pivotante, su raiz principal se ramifica
en forma radial alcanzando hasta 1.5 m de , ofundidad dependiendo de las condiciones
del suelo; mientras que sus raices secundarias se encuentran distribuidas en los primeros
30 cm. El tallo es cilindrico y hueco excepto en los nudos, es mas grueso en la base y
presenta un crecimiento monopadico cuando joven y al madurar puede ramificarse (CABI,
2013; CONABIO, 2008). Su ¢ 3:za es ...a de un color verde grisaceo, puede presentar
cicatrices semicirculares que dejan las hojas al caer. Las hojas son de peciolos largos y
huecos de color verde, morado o una combinacion de ambos; la lamina foliar es grande,
gruesa de forma palmeada, hendida y alminervia. El haz es de color verde oscuro
lampifio; el envés es mas claro y en €l se observan las nervaduras protuberantes. Las
hojas aparecen en forma alterna a lo largo del tallo y bajo condiciones Optimas de
crecimiento puede producir 2 hojas por semana (Figura 1.2) (SENASICA, 2012; CONABIO
2008).






Capitulo |

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 climaticos

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 caracteristicas
que el suelo necesita para que el cultivo se produzca de manera exitosa (SENASICA,
2012).

I.2.4.1. Temperaturas

La temperatura es un factor climatico limitante que permite o impide el desarrollo del fruto.
El rango de temperatura oscila entre los 21 y 33 °C, siendo la 6ptima entre los 23 y 27 °C
(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 0 °C. En regiones célidas su crecimiento es mas rapido y
los frutos son de mejor calidad comparados a las regiones frias; no obstante,
temperaturas mayores a 35 °C provocan abscision floral, quemaduras en las hojas y bajas
en la produccion (AGOGTR, 2008). Las plantas hermafroditas, por su parte, son muy
susceptibles a cambios de clima que pueden provocar deformacién en las flores o impedir
un desarrollo completo (SAGARPA, 2005; Arango et al., 2000).

.2.4.2. Luz

Debido a su gran actividad fotosintética que permite la acumulacién de biomasa, las
plantas de papaya necesitan abundante luz (Richards, 2000). Es imposible desarrollar
plantaciones con restricciones de 1z, pues las plantas serian alargadas y amarillas;
sintomatologia asociada a un bajo contenido de nutrientes, lo que trae como
consecuencia un inadecuado desarrolio de las plantas (Jiménez, 2002).
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derrama econémica importante 580 millones de dolares y la generacion de 68 mil
empleos directos. A nivel nacional hay mas 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;
Comision Veracruzana de Comercio Agropecuario, 2010; SAGARPA, 2010).
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Figura L.3. Principales estados productores ~ Papaya en México. Produccién agricola 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, tamafio y procedencia de la fruta (SAGARPA, 2005). Asi tenemos
material criollo como: Cera, Coco y Mamey, variedades comerciales denominadas:
Maradol, Solo, Tainung | y I, Amarilla; y cultivares hawaianos como: Red Lady y Cari.
Actualmente en México, el cultivar comercial mas importante es Maradol, que ha
destacado por su sabor y valores nutritivos, ademas debido a la gran aceptacién 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 dome ‘adas en las areas de Centro América
correspondientes a Honduras, Veracruz y Yucatan (Gobierno del estado de Yucatan,
2012; SENASICA, 2012; Paull et al.  108).
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Los miembros de la familia AP2/ERF pueden dividirse en tres grupos basandose
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 unién B3 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 (Sharfma et al, 2010). Por otra parte, Sakuma et al., (2002),
analizaron las relaciones filogenéticas de los 125 miembros con un s6lo dominio AP2/ERF
en Arabidopsis basados en su similitud y los clasifico en tres grupos: la subfamilia DREB
(56 miembros; grupo A), subfar a 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 yB-1a
B-6, respectivamente (Mizoi et al., 2012).

Una clasificacién mas detallada y completa de las proteinas que contienen un solo
dominio AP2/ERF en la familia ERF fue realizado por Nakano et al, (2006), quienes
reportaron el analisis filogenético tomando en cuenta no sélo las diferencias en el dominio
de unién al ADN, sino también consideraron la presencia de intrones y exones; asi como
el andlisis de diferentes motivos estructurales presentes en las proteinas. Estos
resultados son similares a la clasificacion realizada por Sakuma et al.,(2002), de tal forma,
se organizaron tres familias y un gen aislado sin clasificacion: 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 10 clados, quedando el grupo DREB dentro de los
grupos LILIIN y IV; y el grupo ERF dentro de los grupos V,VLVILVIILIX y X (Figura 1.8)
(Nakano et al., 2006).

18
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1.2.8. Sobreexpresién de genes SHINE en plantas transgénicas y su efecto en
la tolerancia al estrés abiético

Los genes SHINE reciben su nombre a partir de las observaciones realizadas en plantas
mutantes del gen en A. thaliana, e presentaban hojas con superficies mas 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 sobreexpresion de los
genes SHINE alteraba la permeabilidad de la cuticula probablemente por cambios en su
ultra estructura. Del mismo modo, con la ayuda del gen reportero GUS, observaron que la
sobreexpresion de los genes SHINE alteraban la estructura de las células epidérmicas de
hojas y pétalos, el niumero de tricomas y el indice de estomas. Interesantemente, la
sobrexpresion de SHIMN  >ondujo a una mayor tolerancia al estrés por déficit hidrico y una
exitosa recuperacién probablemente relacionada a la reduccion del indice estomatico
(Aharoni et al., 2004).

Las proteinas SHINE (SHN), son miembros de la super familia de los FTs AP2/ERF que
participan tanto en el desarrollo vegetal, floral 0 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 frio, sequia, etileno y jasmonatos.
Estas cascadas de sefializac.... pueden llevarse a cabo directamente por una regulacién
de las rutas metabc ___s, lo que conlleva a la produccién de metabolitos esenciales para
la supervivencia de las plantas (Aharoni et al., 2004).

En este sentido, es posible que los miembros del clado SHINE actien de manera
combinada para proteger las capas internas y externas de la planta de factores
medioambientales. Tres caracteristicas comunes del clado indican que estos miembros
estan relacionados en su funcion  primera, es la gran similitud de estas tres secuencias,
en su dominio AP2 altamente conservado, la segunda es la presencia del motiva completo
“mm” presente solamente en SHN1/WIN1, SHN2 y SHN3 de A. thaliana y de otras dos
proteinas reportadas para O. sativa y S. lycopersicum (OsSHN1, OsSHN2 y SISHINE3
respectivamente). La presencia del motivo completo "mm” puede ser un factor comun
asociado a la funcion del clado SHINE, aunado a esta estructura genética bien

20
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LACSZ2 (LONG CHAIN ACYL-COA SYNTHETASE 2) (Aharoni et al., 2004; Broun et al.,
2004). En un estudio realiz ) por Xin Shi et al. (2011), se corroboro la funcion de los
genes SHINE en la biosintesis de ceras en A. the 1a y ademds su participacion en el
desarrollo de los dérganos flo s al silenciar los genes SHINE. Ellos reportaron que al
silenciarlos no se observaron cambios visuales durante el crecimiento vegetativo y la
permeabilidad de la cuticula se mantuvo sin cambios; sin embargo, los érganos
reproductivos en esp ' ‘os pétalos, fueron severamente afectados, asi lo reveld el
andlisis por microscop ._ _. 2cti . za en el que se observd una alteracién en el arquetipo
de las células epidérmicas, con o que concluyeron que el clado actia en 1a formacion y
morfologia de las flores de A. thaliana. Los resultados obtenidos sugieren que
SHN1/WIN1, SHN2 y SHN3 actt . de forma con  ada en la elongacién celular para
asegurar el desarrollo de los 6rganos reproductivos y protegiendo las capas externas de
un estrés ambiental. Ademas, el ¢_. on de expresién varia en espacio y tiempo, o que
sugiere que cada gen juega un papel especifico en cada 6rgano o bajo diferentes
condiciones (Xin Shi et al., 2011).

Finalmente otro estudio realizad _ ., rsicum L. por Xin Shi et al., (2013), revel6 la
participacion del cisgen SISHN3 en la formacioén de la cuticula 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 composicion de las ceras en la cuticula, concluyendo que
esta proteina juega un papel importante en el control de la formacién de la cuticula en las
células de la epidermis y en la regulacién del patron de las células durante el desarrollo
del fruto, ya que las plantas con ~ 3:n silenciado presentaron alteraciones morfolégicas
en la epidermis del fruto y unare____. on en la cantidad de lipidos presentes en la cuticula

(Xin Shi et al., 2013).

1.2.9. Genes SHINE involucrados en la tolerancia a estrés abiotico

Los genes SHINE se encL . -an involucrados en la formacion de ceras cuticulares,
desarrollo de é6rganos florales y se expresan en respuesta al estrés abiético reduciendo el
numero de estomas. En el Cuadro |.3 se describen cuéles son los genes homélogos a los
descritos en A. th:  1a reportados en otras especies vegetales.
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muchos miembros de esta familia regulan también genes relacionados a la biosintesis de
la cuticula (Hen-Avivi et al., 2014).

11.1.2. Familia AP2/ERF en respuesta a estrés de tipo biético y abiético

Las plantas responden a diferentes tipos de estrés bidtico y abiédtico a nivel fisiologico,
bioquimico y molecular. Muchos autores sefialan que la regulacion génica a nivel
transcripcional es uno de los principales puntos de control en los procesos biolégicos y los
FTs juegan un papel clave en estos procesos al inducir la expresion o represion de genes
con diferentes funciones (Yamaguchi-S ozaki y Shinozaki, 2006). Los elementos de
unién responsivos de union al etileno (ERFs) pertenecen a una super familia de factores
de transcripcion especificos 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 adaptacion al estrés de tipo bidtico y abidtico (O’'Donnell
et al., 1996; Penninckx et al., 1996; Ecker, 1995). Por lo que es crucial estudiar la funcién
de estos genes ~~—~ incrementar el rendimiento de los cultivos expuestos a diferentes

tipos de estrés.

Los ERFs se unen a la caja consenso, tipicamente referida como motivo "GCC", a través
de un dominio de unién al ADN altamente conservado denominado AP2 (Hao et al., 1998;
Ohme-Takagi y Shinshi, 1995). Se a visto que muchos de los miembros de ésta familia
regulan genes relacionados a la biosintesis de la cuticula, por ejemplo, el gen Glossy15
identificado en maiz (Zea mays L.) regula la identidad de élulas epidérmicas de la
hoja (Moose y Sisco, 1996; Evans et al., 1994; Moose y Sisco, 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 biosintesis de ceras en hojas (Kannangara et al., 2007; Aharoni et
al., 2004; Broun et al., 2004). La s expresion de AtSHN1/WIN1 promueve la sintesis de
la cutina y la rapida induccion de otros genes implicados en la ruta de biosintesis de ceras
(Xin Shi et al., 2011; Knnangara et al., 2007). La sobre expresion de AtSHN1/WIN1 causé
cambios significativos en la composicion del mondmero de cutina en los pétalos. Un
estudio subsecuente indicdé que SHN1/WIN1 controla la permeabilidad de la cuticula
regulando la expresion de genes implicados en la biosintesis de la cutina, en especifico
del gen LACS2 (LONG CHAIN ACYL-COA SYNTHETASE 2) (Kannangara et al., 2007).
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1.4.3. Genes SHINE en Arabidopsis thaliana

Una busqueda en la homologia de las secuencias y el andlisis filogenético a través de la
familia completa AP2/ERF mostraron que SHN1/WIN1 es parte de un pequeiio grupo de
tres proteinas distintas, con 199, 189, y 186 residuos de aminoacidos 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 C-terminal ("cm”). Los dos motivos se encuentran completamente fuera
del dominio AP2 y sélo estan presentes en el clado SHINE, mientras que su préximo
homélogo en A. thaliana (At5g25190) contiene sélo una parte del motivo "mm™ y el motivo
“cm”. Las secuencias SHN2 y SHN3 presentan un mayor porcentaje de identidad entre las
tres proteinas con un 71%, mientras que SHN7 y SHN2 presentan un 55%. Ademas, los
miembros del clado SHINE conservan la estructura de los genes porque las tres
secuencias contienen un solo intrén posicionado a 80 pb a partir del codén de inicio, lo
que sugiere que las tres proteinas 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
comparacién con la Wild type (WT); las hojas de shn presentaron una marcada coloracion
verde brillante, con estructura rizada, cambios en la permeabilidad de la cuticula y en la
cantidad total de cera cuticular, asi como diferencias en la estructura epidérmica. Los
resultados obtenidos por Aharoni sugieren que este clado actua en la regulacién de la ruta
de biosintesis de ceras requerida para la proteccién de las plantas hacia el medio
ambiente y que ademas participa en la separacidn y formacion de érganos florales (Xin
Shi et al., 2013).

La disponibilidad publica del genoma de Carica papaya var. SunUp, ha abierto la
posibilidad de acelerar la identificacién y caracterizacién de genes tipo ERF por medio de
herramientas bioinforméaticas para conseguir el mejoramiento genético de este cultivo
mediante la manipulacién genética de factores de transcripcion. Por todo lo anterior, el
objetivo de este capitulo fue identificar genes de C. papaya que presentaran homologia al
FT tipo ERF (SHINE), involucrado en regular la expresién de un numero de genes
corriente abajo confiriendo tolerancia tanto al estrés bidtico como abiédtico en un nimero
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I.2. HIPOTESIS

Los genes tipo SHINE participan en el aumento de la tolerancia a estrés por déficit hidrico
en Arabidopsis thaliana;, por lo tanto, es probable que en Carica papaya var. SunUp
existan genes homologos a los genes SHINE de Arabidopsis thaliana.

11.3. OBJETIVOS

11.3.1. Objetivo General
e Caracterizar la estructura y filogenia de la familia completa de genes homélogos tipo
SHINE de Arabidopsis thaliana en Carica papaya L. var. SunUp.

11.3.2. Objetivos Particulares

e Caracterizar in silico la estructura de genes tipo SHINE de Arabidopsis thaliana en
Carica papaya L. var SunUp.

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

e Realizar el andlisis filogen :o de las secuencias proteinicas de los genes tipo

SHINE de Carica papaya L. var SunUp.
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11.4.3. Agrupamiento y seleccidn 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://geneproject.altervista.org/). Las
secuencias se eligieron en base a los siguientes criterios: secuencias codificantes con
valores de E<10™", 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 utilizando un programa de algoritmos de
prediccion de genes FGEl._3H “* :flinuxi.soft- ~~¢.c- ~“l.htm). Las secuencias
SHINE de Carica papaya L. fueron corroboradas dentro de la base de datos del programa
bioestadistico de Phytozome * *p://www.phytozomr =-*).

11.4.4. Prediccion de los Marcos de Lectura Abiertos (ORF)

La prediccién de los posibles marcos de lectura abiertos ORF (Open Reading Frame) de
la secuencias nucleotidicas obtenidas a partir del analisis de BLAST, se determinaron
utilizando el programa bioestadistico FGNESH (Solovyev ef al., 2006) utilizando el codigo
genético de plantas dicotiledéneas (Arabidopsis). Con ayuda del programa TBLASTX
(Zhang et al., 2000) se predijeron los ORF de las secuencias obtenidas; las secuencias
proteinicas predichas fueron editadas con el programa TRANSLATE (Swiss Institute of
Bioinformatics) con el formato de salida que incluye la secuencia proteinica.

Il.4.5. Alineamiento de secuencias proteinicas predichas e identificacion de
dominios conservados de genes tipo SHINE de Arabidopsis thaliana y Carica

papaya var. SunUp

Para identificar los dominios conservados de los genes SHINE se realiz6 un alineamiento
maltiple con todas las secuencias proteinicas 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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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 arbol en el cual estan asociados ios taxa en
la prueba de Boostrap (1000 réplicas) estan sefialadas debajo de las rama. El arbol esta
dibujado a escala, con las unidades de las ramas en las mismas unidades a aquellas de
las distancias evolutivas utilizadas para inferir un éarbol filogenético. Las distancias
evolutivas fueron computarizadas utilizando la matriz basada en el método JTT (Jones et
al., 2011) y las unidades estan ....as en el nimero de sustituciones de aminoacidos por
sitio. El rango de v....cion entre los sitios fue modelado con la distribucién gamma
(condicién de parametro  0.36). El andlisis incluye cinco secuencias de aminoéacidos.
Todas las posiciones que corresponden a gaps y datos faltantes fueron eliminadas. En el
conjunto final de datos habia un total de 168 posiciones. El andlisis se llevé a cabo
utilizando MEGA 5.2 (Tamura et al., 2011).

100 t Shine2
' At Shine3
Cp Shine2
100 [ At Shine1
L Cp Shine1

0.1

Figura Il.5. Arbol filogenético donde se muestran las relaciones que existen entre las tres

secl cias tipo SHINE de Arabidop  ‘'haliana y las dos secuencias de Carica papaya L.

11.5.8. Analisis in silico de genes tipo LACS de Arabidopsis thaliana en Carica

papaya L. cv. SunUp

Para poder estudiar y comprender mejor las respuestas a nivel molecular que intervienen
en la biosintesis de ceras totales en respuesta a un estrés por déficit hidrico se buscaron
e identificaron adicionalmente, los nimeros de accesion para las secuencias de los genes
LACS. Se ha visto que los genes LACS, en particular los LACS2 y LACS3 estan ubicados
corriente abajo en la ruta de bic itesis de ceras y de acuerdo a lo reportado por
Kannangara et al., (2007) se encuentran bajo la regulacion de los genes tipo SHINE, 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
aminoacidos y finalmente AtLac8/AtLac9 comparten un 67% de identidad. La presencia de
multiples genes en los subclados puede representar cierto nivel de solapamiento en la
funcién y/o localizacion subcelular de los genes. Sin embargo, al analizarlo como grupo,
esta familia sélo es 30% idéntica en relacion a sus secuencias de aminoacidos (Shockey
et al., 2002)

@ AtLact
100
N @ AtlLac
— ———— @ Atlac3
100
100 . AtLac4
@ AtLacs
100J_— . AtLac6
L @ Atac?
100 l _— . AtLac8
1 @ AtLac!
—————f
0,2

Figura. 11.6. Arbol filogenético en el que se observa la relacion filogenética entre las 9 secuencias

de genes LACS presentes en Arabidopsis thaliana.

La historia evolutiva se infiri6 usando el método de Maximum Likelihood basado en el
modelo de Whelan y Goldman (2001). El arbol se construyé a partir del modelo con la
probabilidad mas alta. El porcentaje de réplicas de arboles que se asocian con taxones
agrupados se muestran a lado de las ramas. El arbol inicial para la busqueda heuristica
se obtuvo automaticamente como se indica a continuacion: cuando el numero de sitios
comunes era <100 o menos que una cuarta parte del nimero total de sitios, la maxima
parsimonia fue utilizada, de lo contrario el método BIONJ con distancia de matriz MCL se
hubiera utilizado. Una distribucion gamma discreta se utilizd para modelar las diferencias
evolutivas entre los distintos sitios (1 categoria (+G= 0.0000)). El arbol esta dibujado a
escala, con longitudes de rama medida en el numero de sustituciones por sitio. Se
analizaron 9 secuencias de aminoacidos. Todas las posiciones que contienen datos
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11.5.8.3. Alineamiento de proteinas tipo SHINE de Arabidopsis thaliana y de
Carica papaya var SunUp

En el alineamiento multiple de las secuencias tipo LACS de A. thaliana y C. papaya se
observé que las secuencias , . _teinicas predichas en C. papaya var. SunUp presentaron
sitios altamente conservados, rrespondientes al dominio AMP-binding domain
conc...Jido de 3 blogues de acuerdo a lo reportado en la literatura (Yu, 2010). Los tres
bloques (I, Il y lll) presentes en las secuencias analizadas, , indicados en diferentes
colores en la Figura 1.7, corresponden a tres motivos del dominio AMP constituidos de la
siguiente manera: I. [MCV] TSG [TS] [ST] GXPK; ll. GYGXTE y lll. GW [FL] [HK] TG. La
presencia del residuo de Tirosina (Y) en la posicién 487, parece estar involucrado en la
formaciéon del adenilato, que participa como intermediario en la sintesis de acil-CoA.
Finalmente el alineamiento mostrd la presencia de un dominio de unién “linker domain” de
40 aa de largo, caracteristico 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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La historia evolutiva se infiri® usando el método de Maximum Likelihood basado en el
modeio de Whelan y Goldman (2001). El arbol se construyé a partir del modelo con ia
probabilidad mas alta. El porcent , de réplicas de arboles que se asocian con taxones
agrupados se muestran a lado de las ramas. El arbol inicial para la busqueda heuristica
se obtuvo automaticamente como se indica a continuacion: cuando el numero de sitios
comunes era <100 o menos que una cuarta parte del nimero total de sitios, la maxima
parsimonia fue utilizada, de lo contrario el método BIONJ con distancia de matriz MCL se
hubiera utilizado. Una distribucion gamma discreta se utilizd para modelar las diferencias
evolutivas entre los distintos sitios (1 categoria (+G= 0.0000)). El arbol esta dibujado a
escala, con longitudes de rama medida en el nimero de sustituciones por sitio. Se
analizaron 16 secuencias de ar acidos. Todas las posiciones que contienen datos
falt tes fueron eliminadas. Hubo un total de 702 posiciones en el conjunto final de datos.

Los analisis evolutivos s aron a cabo utilizando en programa MEGA 5.2.

11.5.9. Disefio de oligonucleétidos

Con el objetivo de estudiar el efecto del estrés por déficit hidrico en los patrones de
expresion de dos genotipos de Carica papaya y después de haber realizado el aislamiento
in silico para los genes tipo SHINE y LACS dentro del genoma secuenciado de Carica
papaya L. var. SunUp., se disefiaron los juegos de oligonucledtidos para cada secuencia
de interés tipo CpShine y CplLac espu....;os para C. papaya L. utilizando los programas
Primer Express y Primer Premier. Los oligos se disefiaron procurando que tuvieran una
longitud no mayor a 22 bp, ... una temperatura media (Tm) mayor a 50 °C y una
proporcién GC -2l 50%. Adicionalmente, se buscd que el amplicon se encontrara en
zonas poco conservadas pero con dominios especificos entre las secuencias predichas.
Los juegos de oligonucledtidos se mandaron a sintetizar a la casa comercial Sigma y una
vez obtenidos los Oligos fueron dil  os en H,O (grado molecular) a una concentracion de

10 uM y refrigerados a -20 °C hasta su uso (Cuadro 11.7).
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I1.6. DISCUSION

En este trabajo, se reporta por primera vez la identificacién y caracterizacién in silico de
los miembros de la familia completa de genes SHINE involucrados en la ruta de
biosintesis de ceras dentro del genoma secuenciado de Carica papaya L. var. SunUp. En
total se identificaron dos secuencias nucleotidicas homélogas 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%. Ademdas, presencia de las secuencias SHINE en
papaya es una evidencia mas de su existencia conservada en diferentes especies
estudiadas entre las que destacan arroz (Oryza sativa) (Dubouzet et al., 2003), tomate
(Solanum lycopersicum) (X  3hi et al., 2011), uva (Vitis vinifera) (Licausi et al., 2010) y
eucalipto (Eucalyptus sp.) (Leoricy et al., 2012).

Al momento de revisar las dos bases de datos, se encontraron 3 secuencias nucleotidicas
correspondientes a los genes tipo SHINE en A. thaliana, agrupadas en dos clados:
AtShine1 y AtShine2 en un solo clado y AtShine3 en uno independiente. Estas
observaciones coinciden con lo reportado en los trabajos pioneros de Aharoni et al,
(2004) en donde evaluaron la fui de estos genes en la ruta de biosintesis de las ceras
lo que conferia tolerancia a un estrés por déficit hidrico y que fueron corroborados ese
mismo afio por Broun et al., (2004).

En la planta modelo Arabidopsis .. .iliana se han reportado 3 genes tipo SHINE, sin
embargo, en Carica papaya L. var SunUp s6lo se encontraron 2. Esta reduccién en el
numero de genes, parece ser consistente con lo obtenido en estudios previos del
Laboratorio de Fisiologia Vegetal y Molecular (ldrovo et al,, 2012) y concuerda con lo
reportado por Ming et al., (2008), quienes de manera independiente reportan una
reducciéon en el nimero de genes de aproximadamente el 20% en C. papaya SunUp en
comparacion a A. thaliana. Ellos sugieren que la reduccién en el nimero de genes se
debe a que estan relacionados con las caracteristicas clave para la evolucién morfoldgica
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 multiple realizado entre las secuencias proteicas predichas para C.
papa L. var. SunUp (CpShin , ylas secuencias descargadas de las bases de datos del

64


















Capitulo Il

I.8. BIBLIOGRAFiIA

Aharoni, A., S. Dixit, R. Jetter, E. Thoenes, G. Van Arkel y A. Pereira (2004). The SHINE
clade of AP2 domain transcription factors activates wax biosynthesis, alters cuticle
properties, and confers drought tolerance when overexpressed in Arabidopsis. Plant
Cell, 16. 2463-2480.

Allen, M.D., K. Yamasaki, M. Ohme-Takagi, M. Tateno y M. Suzuki (1998). A novel model
of DNA recognition by a beta-sheet revealed by the solution structure of the GCC-
box binding domain in complex with DNA. EMBO J., 17:5484—-5496.

Alonso, J.M., A.N. Stepanova, T.J. Leisse, C.J. Kim, H. Chen, P. Shinn, D.K. Stevenson,
J. Zimmerman, P. Barajas,R. Cheuk, C. Gadrinab, C. Heller, A. Jeske, E. Koesema,
C.C. Meyers, H. Parker, L. Prednis, Y. Ansari, N. Choy, H. Deen, M. Geralt, N.
Hazari, E. Hom, M. Kames, C. Mulholland, R. Ndubaku, |. Schmidt, P. Guzman, L.
Aguitar-Henonin, M. Schmid, D. Weigel, D.E. Carter, T. Marchand, E. Risseeuw, D.
Brogden, A. Zeko, W.L. Crosby, C.C. Berry y J.R. Ecker (2003). Genome-wide
insertional mutagenesis of Arabidopsis thaliana. Science 301, 653-657.

Andrews, J., y K. Keegstra (1983). Acyl-CoA synthetase is located in the outer membrane
and acyl-CoA thicesterase in the inner membrane of pea chloroplast envelopes.
Plant Physiol., 72:735-740.

Arnold, K., L. Bordoli, J. Koop y T. Schwede (2006). The SWISS-MODEL Workspace: A
web-based environment for protein structure homology modelling. Bioinformatics,
22:195-201.

Babbitt, P.C., G.L. Kenyon, B.M. Martin, H. Charest, M. Slyvestre, J.D. Scholten, K.H.
Chang, P.H. Liang y D. Dunaway-Mariano (1992). Ancestry of the 4-chlorobenzoate
dehalogenase: analysis of amino acid sequence identities among families of
acyl:adenyl ligases, enoyl-CoA hydratases/ isomerases, and acyl-CoA thioesterases.
Biochemistry, 31:5594

70






Capitulo Il

Fulda, M., J. Shockey, M. Werber, F.P. Wolter y E. Heinz (2002). Two long-chain acyl-CoA
synthetases from Arabidopsis thaliana involved in peroxisomal fatty acid beta-
oxidation. Plant J. 93-103.

Gale, M.D. y K.M. Devos (199, Plant comparative genetics after 10 years. Science
282(5389):656-659.

Gene Project (2009). - Bioir _ natics Software-Altervista. Bioinformatics Software for data
analysis, manipulation and view. Blast Parser, polmTree, PS| Protein Classifier.
Disponible en" “*://genepr¢  t.~"-~sta.org/

Gonsalves, D. (1998). Control of papaya ringspot virus in papaya: a case of study. Annu.
Rev. Phytopathol., 36, 415-437.

Groot, P.H., H.R. Scholte y W.C. Hulsmann (1976). Fatty acid activation: specificity,
localization, and func n. Adv  oid Res., 14: 75.

Gutterson, N. y T.L. Reuber (2004). Regulation of disease resistance pathways by
AP2/ERF transcription factors. Curr. Opin. Plant Biol., 7:465-471.

Haake, V., D. Cook, J.L. Riechmann, O. Pineda, M.F. Thomashow, y J.Z. Zhang (2002).
Transcription factor CBF4 is a regulator of drought adaptation in Arabidopsis. Plant
Physiol., 130:639-648.

Hall, A.(1999). Bioedit: a user- y biological sequence alignment editor and analysis
program for Windows 95/98/NT. Nucleic Acids Symposium Series 41:95-98.

Hao, D., M. Ohme-Takagi y A. Sa  (1998). Unique mode of GCC box recognition by the
DNA-binding domain of eth  ne-responsive element-binding factor (ERF domain) in
plant. J. Biol. Chem. 273:26857-26861.

Hen-Avivi, S. J. Lashbrooke, F. Costa y A. Aharoni (2014). Scratching the surface: genetic
regulation of cuticle assembly in fleshy fruit. J. Exp. Bot., 65(16): 4653-4664.

Higgins, D., J. Thompson, T. Gibson, J.D. Thompson, D.G. Higgins y T.J. Gibson (1994).
CLUSTAL W: improving the sensitivity of progressive multiple sequence alignment

72












Capitulo Il

Schnurr, J., J. Shockey y J. Browse (2004). The acyl-CoA synthetase encoded by LACS2
is essential for normal cuticle development in Arabidopsis. The Plant Cell, 16:629—
642.

Schnurr, J.A,, J. Shockey, G.J. deBoer y J. Browse (2002). Fatty acid export from the
chloroplast: Molecul  characterization of a major plastidial acyl-coenzymeA
synthetase from Arat  opsis. Plant Physiol., 129:1700-1709.

arma, M.K., R. Kumar, A.U. Solanke, R. Sharma, A.K. Tyagi y A.K. Sharma (2010).
Identification, phylogeny, a  transcript profiing of ERF family genes during
development and abiotic stress °  itments in tomato. Molecular Genetics y
Genomics, 284:455-475.

Shinozaki, K. y K. Yan  ichi-Shinozaki (2000). Molecular responses to dehydration and
low temperature: ....2rences and cross-talk between two stress signaling pathways.
Curr. Opin. Plant. Bi  3:217 ~ 3.

Shockey, J., M. Fuida, y J. Browse (2002). Arabidopsis contains nine long-chain acyl-
coenzymeA synthetases that participate in fatty acid and glycerolipid metabolism.
Plant Physiol. 129:1710-1722.

Shra  E. (2000). Long-Chain Acyl-CoA as a Multi-effector Ligand in Cellular Metabolism.
J. Nut., 130(2): 290-293.

SOFTBERRY (2013). Disponible tip://linux1.softberry.com/berry.phtml.

Solovyev, V., P. Kosarev, |. & ‘dsov, y D. Vorobyev (2006). Automatic annotation of
eukaryotic genes, pseudogenes and promoters. Genome Biol., 7(1):10.1-10.12.

Taketa, S., S. Amano, Y. Tsujino, T. Sato, D. iisho, K. Kakeda, M. Nomura, T. Suzuki, T.
Matsumoto, K. Sato, H. Kanamori, S. Kawasaki y K. Takeda (2008). Barley grain
with adhering hulls is controlle >y an ERF family transcription factor gene regulating
a lipid biosynthesis pathway. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 105(10):4062-4067.

Tamura, K., D. Peterson, N. Peterson, G. Stecher, M. Nei y S. Kumar (2011). MEGAS:
Molecular Evolt  nary Genetics Analysis using Maximum Likelihood, Evolutionary

76






Capitulo I

Yang, S.0., S.C. Wang, X.G. Liy, Y. Yu, L. Yue, X.P. Wang y D.Y. Hao (2009). Four
divergent Arabidopsis ethylene-responsive element-binding factor domains bind to a
target DNA motif with a universal CG step core recognition and different flanking
bases preference. FEBS Journal 276:7177-7186.

Yu, L (2010). In Silicon Cloning and Analysis of a LACS Gene from Glycine Max (L.)Int. J.
Biol., 2(1):111-116.

Zhang, G., M. Chen, L. Li, Z. Xu, X. Chen, J. Guo, y Y. Ma (2009). Overexpression of the
soybean GmERF3 gene, an AP2/ERF type transcription factor for increased
tolerances to salt, drought and diseases in transgenic tobacco. J. Exp. Biol.,
60:3781-3796.

Zhang, J.Y., C.D. Broeckling, LW. ! mnery Z.-Y. Wang (2007).Heterologous expression
of two Medicago truncatula  .ative ERF transcription factor genes, WXP1 and
WXP2, in Arabidopsis led to increased leaf wax accumulation and improved drought
tolerance, but differential response in freezing tolerance. Plant Mol. Biol., 64:265-
278.

Zhang, Z., S. Schwartz, L. Wagner y W. Miller (2000). A greedy algorithm for aligning DNA
sequences, J. Comput. Biol., 7  2):203-214.

78






Capitulo 11l

A la fecha, se han estudiado los efectos que tiene el estrés por déficit hidrico sobre
muchos de los procesos vitales. Entre |  efectos mas evidentes estan el tamario de la
planta, nimero de hojas y grosor del tallo, la tasa de fotosir sis, la conductancia
estomatica y la acumulacién de hc....onas (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 disminucién ¢ los valores de potencial hidrico de la hoja, lo que
determina el funcionamiento de! tejido foliar bajo un estrés por déficit hidrico (Sardans et
al., 2008; Hsiao, 1976).

Para adaptarse al estrés por déficit hidrico y a ambientes de luz intensa, las plantas
terrestres han desarrollado diversas estrategias de adaptacion al estrés, que son mas
evidentes en las plantas Silvestres que habitan las regiones aridas y semi-aridas. El
estudio del comportamiento fisioldgico de las plantas en diferentes condiciones
ambientales es imporl. . para entender las causas de las reducciones en el rendimiento
de los cultivos. Finalmente, el desarrollo de cultivos tolerantes a un estrés por déficit
hidrico con mayor eficiencia en  uso d  agua es de interés general, debido al continuo
crecimiento de la poblacién mundial y a la disminucién del recurso hidrico destinado a la
agricultura (Nguyen, 1999).

lil.1.1. Clasificacién de los tipos de respuesta de la planta ante un estrés por
déficit hidrico

Bajo condiciones ambientales y agricolas, las plantas estan frecuentemente expuestas a
un estrés ambiental. Algunos de estos factores ambientales, como la temperatura del aire,
pueden ser estresantes en cuestion de minutos, otros, como el contenido de agua en el
suelo, puede tomar varios dias 0 semanas, y factores como la deficiencia de minerales en
el suelo pueden tardar meses en convertirse limitantes. Adicionalmente, el estrés
determina la distribucion de las plantas en fu  5n de los suelos y climas. Por lo tanto, la
comprensién de los procesos fisioldgicos que son afectados por el estrés asi como
aclimatacion de las plantas es de gran  )ortancia tanto para la agricultura y el medio
ambiente.

En respuesta a un estrés por déficit hidrico del suelo, las plantas pueden exhibir
mecanismos en respuesta al estrés clasificados como: escape, evasién o tolerancia al
déficit hidrico (Price et al., 2002; Levitt, 1980).
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l1.2. HIPOTESIS

La falta de agua por un tiempo prolongado afec’. | negativamente la fisiologia de las
plantas de dos genotipos de papaya L. Maradol y Silvestre, afectandose en mayor
grado a Maradol. Ademas, la capacidad de recuperacion de los genotipos de Carica
papaya L. Maradol y Silvestre dependera de la intensidad y duracion del estrés.

.3. OBJETIVOS

111.3.1. Objetivo General

e Caracterizar fisioldégicame . . la respuesta de dos genotipos C. papaya L. Maradol

y Silvestre ante un estrés por déficit hidrico y en recuperacion.

11.3.2. Objetivos Especificos

o Caracterizar el comportamic > fisiolégico de dos genotipos de Carica papaya
Silvestre y Maradol, expuestas a diferentes tiempos de exposicion y en
recuperacion después de establecer el riego.

o Evaluar y comparar la capacidad de respuesta de los dos genotipos ante un estres

déficit hidrico y en recup ’n al est
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(Dmax), a@si 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

caracterizacion morfolégica de los frutos colectados se presentan en el Anexo IlI.1.

1.4.3. Germinacion 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 Mufiozcano
y Martinez (2008), modificado en  Laboratorio de Fisiologia Vegetal y Molecular, que
consistié 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 agitacidén y cada 24 h cambiar el agua.

2. Escurrir y colocar las semillas en franelas de 70 ¢cm; previamente esterlizadas, doblar y
colocar en una camara de germinacion acondicionada con luz artificial para mantener una
T° de 35-37 °C.

4. Riego y monitoreo de la franela humedeciéndola evitando la falta 0 exceso de agua

hasta obser. _. apertura de testa en mas del 50% de las semillas.

5. Siembra de semilla germinada. Colocar cada semilla a 1 cm de profundidad en charolas
de plastico (50 cavidades) utilizando como sustrato Peat moss (Sunshine). Para prevenir

plagas del suelo se utilizé una solucion de Carbendazim (0.5 mL L™ de agua).

El riego consistid 30 mL de agua cada tercer dia durante los primeros 25 d, mientras
que el tiempo re.__.te, el riego fue de 50 mL cada segundo dia. Se aplicé una solucion
nutritiva comercial (Bayfolan® Forte liquido, Bayer) (1mL L) dos veces por semana. La
edad fisiolégica con la que se trabajo en todos los experimentos fue de 70 d, tiempo en el
que se tuvo suficiente nimero de hojas verdaderas para los andlisis fisioldgicos, 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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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 jovenes de C. papaya por
grupo distribuidas uniformemente de acuerdo a su tamafio. Los parametros fisiologicos
bajo los cuales se caracterizd la respuesta fisiolégica al estrés por déficit hidrico fueron:
Abscision de Hojas, Crecimiento Relativa (mg.mg'd’), Potencial Hidrico (¥y),

Fotosintesis (Pn), Fluorescencia de Clorofila (Fv/Fm) y Fuga de lones (%).

lll.4.4.2. Exposicion a estrés por déficit hidrico de plantas jovenes de Carica

papaya Maradol y Silvestre.

Para evaluar la respuesta fisiologica de las plantas de Carica papaya a un punto maximo
de estrés por déficit hidrico y a dos tiempos de recuperacion, se analizaron los resultados
previamente abtenidos en la caracterizacion de la respuesta al estrés por déficit hidrico y
se precisd que los tiempos para evaluar la exposicion al estrés en plantas jovenes de C.
papaya Maradol y Silvestre se acortarian a 3 tiempos: 0, 7 y 14 d; y dos periodos de
recuperacién de 1 d y 7 d después de incorporado el riego (15 d y 21 d) (Figura i11.3). De
esta forma, para este experimento se formaron 6 grupos (I-V!) de la siguiente manera: el
grupo control (1) se dividié en 5 subgrupos para ser ios respectivos controles en cada uno
de los tiempos de exposicion evaluados; en los grupos de tratamientos por déficit hidrico
se tuvieron 3 grupos (II-V) y por Gltimo en el tratamiento de recuperacién se tuvieron dos

grupos (V1 y Vll) en los cuales el riego fue incorporado en tiempos diferentes.

—_ — -

Figura I11.3. Distribucién de - . 0s de Carica papaya L. Maradol y Silvestre,

utilizadas en la evaluacion de la exposicion al estrés por déficit hidrico.
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lIL.4.5.4. Fotosintesis (Pn)

La tasa fotosintética de las hojas de Carica papaya se determiné utilizando un equipo
portatil LICOR (LI 6400, Lincoln, Nebraska, USA) con la camara para hoja de 6.25 cm?.
Las mediciones se llevaron a cabo bajo un flujo constante de aire de 200 pmol s y una
densidad de flujo de fotones fotosintéticos de 286 pmol m* s'. Para las mediciones se
colocd a la hoja en la camara y utilizando el programa pre-cargado en el equipo se
esperaron 5 s para estabilizar la medicion inicial y obtener las lecturas de: Fotosintesis
(Pn), Conductancia Estomatica 1 ), CO, Interceiular (C) y Transpiracion (E). Las
mediciones fueron hechas durante la tarde (4:00-5:00 pm) con una temperatura promedio
en la camara para hoja de 23 + 3 °C.

l11.4.5.5. Densidad Estomatica (DE)

La densidad estomatica (DE) se obtuvo determinando, con la ayuda de un microscopio
electrénico de barrido (Jeol, modelo JSM-6360 LV), el numero de estomas presentes en
un campo de vision con un area de 0.02 cm? equivalente al diametro del campo
observado con un aumento de 250x. Se obtuvieron los promedios del conteo de cuatro

muestras y la desviacién estandar.

11.4.5.6. Fluorescencia de clorofila a (Fv/Fm)

Para medir la fluorescencia de clorofila en hojas, se utilizd un fluorémetro de clorofila
(FMS 2 Hansatech Instruments Ltd, Norfolk, UK). Se sujet6 el Leaf clip a una sola hoja,
por cada planta, éste fue cerrado (adaptacion a la oscuridad) durante 20 min. La
exposicion de luz fue en la parte adaxial de la hoja y consistié de un pulso de luz de 3000
pmol m? s’ (100%) durante 2 s. Con estas lecturas se determin6 el cociente de
fluorescencia variable (Fv) sobre la fluorescencia maxima (Fm), Fv/Fm (Willits y Peet,
2001; Maxwell y Johnson, 2000).

1Il.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; Baijji et al., 2001, modificados en el Laboratorio de
Fisiologia Vegetal y Molecular. Se inicio realizando cortes en forma circular (disco) en la
parte suave de la hoja (evitando la nervadura) utilizando un sacabocado de nimero 7 (0.6
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Figura 1ll.4. Condiciones ambientales: Humedad Relativa (%), DFFF (umol! m?s™) y Temperatura
(°C) registradas dentro de la camara de germinacion durante el experimento: Caracterizacion del
estrés por déficit hidrico (Periodo: 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 plastico para vivero (10 cm de diametro 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 cullivo del Laboratorio de
Fisiologia Vegetal y Molecular a 25 °C t 1 °C dia/noche, fotoperiodo de 12 h, DFFF de 80
pumol m?s™.

111.5.2. Caracterizacion de la respuesta fisiolégica al estrés por déficit hidrico

Una vez que las plantas fueron expuestas al estrés por déficit hidrico, se documentaron y
caracterizaron los cambios morfoldgicos, que a pesar de no ser indicadores estrictos del
grado de estrés al que esta expuesta la planta brindan informacién muy importante sobre
su respuesta externa. En la secuencia fotografica presentada en la Figura III.5, se
observan los cambios en la morfologia de las hojas de C. papaya Maradol y Silvestre, que
para ambos casos fueron: curvatura, enrollamiento, amarillamiento y finalmente abscision
de las hojas con mayor edad, provocando que las plantas se quedaran con 1 o 2 hojas
jévenes en la parte superior del estrato al final del experimento. En ambos casos, estos
cambios son notorios a partir del dia 7 de iniciado el tratamiento y fueron mas drasticos al
dia 21, tiempo en el cual las hojas presentaron una coloracion amarilla y signos de
marchitez, siendo la abscisién de hojas mas evidente en el genotipo Maradol. En ambos
casos, se observo que al dia 28 de ber interrumpido el riego, 1as plantas no presentaron
hojas totalmente expandida sin embargo, las senescentes aun se encontraban
adheridas al tallo, que conservé mayor turgencia en el genotipo Silvestre a diferencia de
Maradol en donde el 30% de las plantas evaluadas perdieron turgencia en el tallo al dia

21 de iniciado el experimento por déficit hidrico.
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Figura Il.6. Abscisién de hojas en dos genotipos de Carica papaya Maradol y Silvestre. A) Plantas
Control. B) Plantas expuestas a diferentes tratamientos de estrés por déficit hidrico (7, 14y 21 d) y
dos tratamientos de recuperacion: 1 d y 7 d después de restablecido el riego. En las plantas
Control se mantuvo el riego normal (50 mL cada dos dias). Los datos son el resultado de 3 plantas
con 3 réplicas. Se sefala el punto de rehidratacion (RW). Letras diferentes indican una diferencia

significativa en cada tiempo de exposicion.

Nuestros datos indican que las plantas Silvestre tienen un mayor nimero de hojas que las
plantas Maradol. En general, las plantas del genotipo Silvestre sometidas a un estrés por
déficit hidrico, en los diferentes tiempos, presentaron una menor caida de hojas que las
plantas Maradol sometidas al mismo tiempo de estrés. Las plantas Silvestre después de 7
dias de no riego, siguen conservando el mismo nimero de hojas que las plantas control,
mientras que las plantas Maradol perdieron un mayor nimero de hojas en relacién a las
plantas control al dia 7 con diferencias significativas. Después de 14 dias 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 hidrico por un periodo de 7 dias sin
que se afecte el nUmero de hojas en las piantas, mientras que las plantas Maradol pierden
el 30% de sus hojas en este periodo de estrés. Después de 14 dias sin riego las plantas
Maradol pierden el 80% de sus hojas en promedio en relacion a las plantas Silvestre que
s6lo pierden el 50% de sus hojas. 0 anterior, extrapolado a condiciones de campo puede
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10 in

Figura lll.7. Plantas jovenes 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 dias.

En la Figura 111.8 se comparan los valores de crecimiento relativo (RGR) y se observa que
en {as plantas control la tasa de crecimiento relativo siguié un comportamiento ascendente
durante el periodo experimental de 0.01 a 0.02 mg.mg.d" para el genotipo Maradol y de
0.02 a 0.05 mg.mg".d" para el tipo Silvestre, alcanzando la mayor tasa de crecimiento a
los dias 7 y 14 (Figura IIl.8A). Sin embargo, una vez iniciado el tratamiento de estrés
hidrico, 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 dias (Figura 111.8B). Durante el tiempo de recuperacion, se observo que la
tasa de crecimiento aumentd a la semana de haber reestablecido el riego (28 d) para
ambos tipos, sin embargo, fue mas evidente para las plantas Silvestre con un aumento del
50% en la tasa de crecimiento, a diferencia de Maradol que sélo recuperd el 30% de su
crecimiento en comparacion a los controles. Estos resultados coinciden con lo registrado
en la abscisién foliar (Figura 111.6B), donde se vio que el genotipo Silvestre mantiene el

namero de hojas al final del periodo de recuperacion.

Nuestros datos, reflejan que la mayor disminucién en la tasa de crecimiento se registré 14
dias después de suspender el riego en ambos genotipos, sin embargo, a los 7 dias 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 dias de estrés, este cultivo puede mantener su tasa de crecimiento sin que se vea
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l11.5.2.1. Potencial Hidrico (¥y)

El potencial hidrico foliar () es utilizado como indicador del grado de estrés hidrico en
las plantas. En este experimento se midi¢ el potencial hidrico en hoja durante la mafiana,
para monitorear que las plantas control no tuvieran variaciones en el ¥y, indicativo que
las plantas no estuvieron estresadas durante el experimento. En el caso contrario, en las
plantas expuestas al estrés por déficit hidrico se midié el Wy, para caracterizar y confirmar
que las plantas en efecto, presentaran « nbios en sus potenciales, indicativo del estrés
ocasionado por la suspension del riego.

Los datos obtenidos para los grupos control estan representados en la Figura HI.9A, se
observa que el Wy en s plantas control para los dos genotipos se mantuvo
sigr _ativamente constante (-0.5 a -0.6 MPa) lo que indica que éste grupo de plantas
tuvo a lo largo del experimento un potencial hidrico dentro de los valores indicativos de no
estrés por déficit hidrico, reportad  por Ia literatura (< 1 MPa), ademas de indicar que el
riego en las plantas control fue el adecuado. Para las plantas expuestas al estrés por
déficit hidrico, se observaron variaciones en el potencial del genotipo Maradol, no asi en
Silvestre, cuyo Wy se mantuvo sin cambios significativos durante todo el experimento. Al
dia 7 de iniciado el tratamiento el potencial hidrico para Maradol fue de -0.6 MPa y al dia
21 fue de -1.1 MPa. Finalmente, durante el periodo de recuperacion el ¥y de Maradol
registré valores estadisticamente similares a los de las plantas control, lo que indica que
la planta es capaz de detectar un cambio en el ¥y y mantenerlo una vez que se ha
aplicado el riego durante 7 dias (Figura 11.9B). Por el contrario, en las plantas Silvestre
expuestas a los diferentes tratamiento de déficit hidrico, el ¥y 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 recuperacion no
se obtuvieron valores estadisticamente diferentes en comparacion a los registrados en las
plantas control.
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1l1.5.2.2. Fotosintesis (Pn)

Una vez caracterizado el ¥}, del suelo como un indicador del grado de estrés por déficit
hidrico en la planta, se procedid a evaluar si este cambio en el potencial tenia alguna
afectacion en la tasa fotosintética. A pz. . « las mediciones de fotosintesis realizadas en
los grupos control de ambos genotipos se obtuvo la Figura Ill.10A, donde se observa que
durante todo el experimento las plantas Maradol tuvieron valores mayores a Silvestre, con
3.5 pmol CO, m?s™" y 2.5 umol CO, m?s™ respectivamente; es posible que la variacién 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 I6bulos completamente
definidos, caracteristico de Carica pay 1 L. por el contrario las hojas Silvestre no
estaban totalmente lobuladas, de hecho presentaban una forma corazonada, indicativo de
que hoja aln estaba en desarrollo, lo que puede llevar a variaciones en la tasa
fotosintética.

Para los grupos expuestos a los tratamientos de déficit hidrico, se observé que aunque la
tasa fotosintética en los individi del genotipo Marado! fue mayor en el tiempo 0,
respecto al Silvestre, una vez iniciado tratamiento sus valores se redujeron
significativamente a partir del primer dia de suspendido el riego, alcanzando un valor de
0.5 umol CO, m? s al dia 21; en comparacion con el genotipo Silvestre cuya tasa
disminuyé progresivamente a partir del dia 7 y tuvo un valor de 0.7 umol CO, m?s™ al
tiempo 21, valor significativamente mayor a lo obtenido por Maradol en ese mismo tiempo
(Figura 111.10B). Durante  periodo de recuperacion, se observé que ambos genotipos
aumentaron su tasa fotosintética ¢ artir del primer dia de reincorporado el riego en un
5%; sin embargo, al dia __ de recuperacién M ol no alcanz6 los valores iniciales de
fotosintesis (0.43 umol CO, m? ¢ , a diferencia de Silvestre, que logr6 alcanzar valores

similares a los controles (2.39 pmol CO,m?%s™).
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Figura ll.14. Potencial Hidrico (MPa) en plantas jovenes de dos genotipos de Carica papaya L.
Marado! y Silvestre. A) Control B) Plantas expuestas a diferentes tratamientos de estrés por déficit
hidrico (0, 7 y 14 d), y dos tratamientos de recuperacién: 1 d y 7 d después de restablecido el riego.
Las plantas control se mantuvieron bajo condiciones normales de riego (50 mL cada dos dias)
durante todo el tratamiento. Los datos son el resultado de 3 plantas con 5 réplicas. Se sefiala el
punto de rehidratacion (RW) al dia 15 de iniciado el tratamiento. Letras diferentes indican una

diferencia significativa entre cada tiempo de exposicion.

1I1.5.3.2. Fotosintesis (Pn), Conductancia Estomatica (g;), CO: Intercelular (Ci)
y Transpiracién (E)

El estrés por déficit hidrico afecta las funciones de las plantas, asi como su eficiencia para
absorber el CO, y transformar la radiacion fotosintéticamente activa durante el proceso
fotosintético en biomasa (Acosta-Diaz, 2009). En nuestro estudio, se caracterizé el
sistema de plantas de C. papaya de dos genotipos (Maradol y Silvestre), de 90 dias de
edad expuestas a un estrés por déficit hidrico, con variaciones en el ¥, en respuesta al
es . Los resultados obtenidos de la medicion del intercambio de gases en este

experimento se encuentran representados en la Figura IIl.15.

E! primer parametro evaluado corresponde a la tasa de fotosintesis (A), en la gréfica se
observa que al dia 0, ambos genotipos registraron valores cercanos a 6 pmol CO,m? s™
sin diferencias significativas; y una vez iniciado el tratamiento sin riego, la tasa
fotosintética de ambos descendi6 progresivamente hasta registrar valores
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estadisticamente similares de 1.7 pmol CO, m? s™ al dia 14. El decremento en la tasa
fotosintesis sugiere un dafio en el sistema fotosintético debido al estrés por déficit hidrico,
no obstante, una vez que inicia el periodo de recuperacién al dia 15, los valores de
fotosintesis para el genotipo Silvestre aumentan alcanzando los valores iniciales al dia 21
de recuperacion, a diferencia de Maradol que no alcanza estos valores.

La conductancia estomatica (gs) (B) en ambos casos inicié con valores similares de 0.25
mol H,0 m?s™ y una vez suspendido el riego disminuyo, conforme aument el tiempo de
exposicidn, alcanzando los valores mas bajos al dia 14, que para ambos casos fue de
(0.002 mol H,0 m?s™) sin diferencias significativas. Durante el periodo de recuperacion el
genotipo Silvestre incrementd sus valores de gs al dia de reincorporado el riego (0.05 mol
H.0O m?s"), a diferencia de Maradol que aumenté progresivamente sus niveles de gs
durante los 7 dias siguientes de rehidrataciéon hasta alcanzar un valor de (0.17 mol H,O m’
25") al dia 21, significativamente menor al 0.25 mol H,O m™?s™ reportado para Silvestre.

El siguiente parametro evaluado fue la cantidad de CO; intercelular (Ci), en la gréfica (C),
se observa que la tasa de Ci fue similar para ambos genotipos al tiempo 0, con un valor
de 300 pmol CO, mol™, y una vez eliminado el riego, al tiempo 14, se tuvieron los valores
mas baijos, siendo significativamente menores el genotipo Maradoi (50 pmol CO, mol™) en
comparacion a Silvestre con 100 pmol CO, mol™". De nueva cuenta, durante el periodo de
recuperacion el genotipo Silvestre respondié al primer dia de aplicado el riego,
incrementando la tasa de Ci hasta alcanzar los valores iniciales al dia 21. Por el contrario
el genotipo Maradol increment6d progresivamente la tasa de Ci durante la semana de
recuperacion hasta alcanzar valores significativamente similares a los registrados para
Silvestre (290 pmol CO, mol™).

Por Gltimo, se presenta la tasa de transpiracién (D) en donde se observdé que ambos
genotipos tuvieron valores similares (3.5 mmol H,0 m?s™) al tiempo 0. A los 7 de iniciado
el tratamiento sin riego se alcanzaron en ambos casos, valores minimos de transpiracién
cercanos a 0.005 3 mmol H,0 m? s’ sin diferencias significativas, estos valores se
mantuvieron sin cambios hasta el dia 14 en que se aplico el riego nuevamente. Una vez
aplicado el riego, las plantas Silvestre aumentaron su tasa de transpiracion a partir del
segundo dia de aplicado el riego. Al final del experimento, se observé que la tasa de
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111.6. DISCUSION

lll.6.1. Caracterizacion del punto de estrés por déficit hidrico

Para caracterizar la respuesta fisi gica de las plantas de Carica papaya ante un estrés
por déficit hidrico, se evaluaron diferentes parametros fisiologicos y morfolégicos que nos
permitieron caracterizar nuestro modelo de estudio y dieron informacion importante sobre
el comportamiento que tienen los dos genotipos de C. papaya evaluadas durante el estrés
por déficit hidrico y durante un periodo de recuperacién. De manera general, la literatura
reporta que entre las respuestas de C. papaya a un estrés por déficit hidrico esta el
posponer o evitar la deshidratacion mediante una regulacion estomatica estricta,
reparacion de la cavitacion y un ajuste osmético intenso (Mahouachi et al., 2006; Marler,
1998). Este comportamiento fue observado en ambos genotipos al aumentar los valores
de Wy, producto de la falta de riego, que se vio reflejado en una afectacion de la mayoria
de los parametros evaluados: abscision de hojas, crecimiento relativo, fotosintesis, 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
mas sensible al déficit hidrico, porque : disminuir la presion de turgencia en los tejidos,
también lo hace el alargamiento celular e incluso llega a detenerse cuando el potencial
hidrico se reduce en 0.3-0.4 MPa en toda la planta. Esto se refleja en una marcada
reduccion del area foliar la cual también es acentuada por el aceleramiento en la tasa de
sen encia (Rivero et al., 2007). Los Jltados obtenidos de la medicion de la tasa de
crecimiento relativo indican que para ambos casos el crecimiento se ve mermado en un
20% conforme aumenta la exposicion del estrés y vuelve a incrementar durante el periodo
de recuperacion; este comportamiento | sido documentado en estudios previos
realizados en el Laboratorio de Fisiologia Vegetal y Molecular evaluando la exposicion 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 observéd que la plantas Silvestre expuestas
al estrés por déficit hidrico presentaban mayor longitud en la raiz (18 cm) en comparacién
con Maradol (10 cm) también expuesta a 21 dias de no riego, esto es considerado como
un mecanismo de tolerancia al estrés hidrico en C. papaya especificamente para el tipo
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I1.6.1.1. Potencial Hidrico (¥y)

El potencial hidrico se basa en el potencial quimico del agua que es una expresion
cuantitativa de la energia 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 ¢ 1do de referencia cero (Taiz y Zeiger, 2006). Se han reportado valores
aproximados de potenciales hidricos foliares letales en las plantas entre -1,4 a -6,0 MPa.
En el frijol caupi (Vigna unguiculata (L.)  ilp) se han registrado entre -1,5 y -2,5 MPa, lo
que ha pemmitido cle carla 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 hidrico son bastante interesantes, ya que
aumenta en ambos genotipos en respuesta al estrés, siendo mas negativo en Maradol,
ademas, se observa una recuperacion en los valores de ¥, una vez que el riego es
reincorporado. Nuestros resultados difieren con los obtenidos por Mahaouchi et al,
(2006), quienes observaron poca'  acidn en el potencial hidrico en hojas sometidas a un
periodo largo de estrés por déficit hidrico. Los resultados publicados por Mahouchi son
apoyados por Marler et al., (1998) quienes mostraron que el potencial hidrico en hoja y el
potencial del xilema no se veian afectados [ 2l estrés en plantas jévenes de papaya. De
acuerdo a la literatura, Carica papaya es una especie que responde al déficit hidrico
aplazando la deshidratacion, las , _. s de papaya sometidas a estrés por falta de agua
muestran una tendencia a acumular iones como K*, Na* y Cl. El aumento en el nimero de
jones que se registran conforme aumentan los dias de exposicion al estrés parece
contribuir al ajuste osmético y a mejorar la tolerancia a estrés por déficit hidrico de estas
plantas.

De acuerdo a lo reportado por ahouachi et al, 2006, los valores fotosintéticos
descienden asi 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 |a 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 esta determinada exclusivamente por la reduccién en la abscision
de h¢ s, disminucién en la tasa de crecimiento o en la asimilacién de CO,, sino por el
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expuestas a un exceso en la incidencia de energia y baja disponibilidad del CO,
intercelular debido a la reduccién del rango de produccion que excede su rango de
consumo durante el ciclo de Calvin (Pinheiro y Chaves, 2011). Bajo estas condiciones,
una regulacion baja e incluso la fc  inhibicidén de la fotosintesis puede convertirse en un
potente mecanismo de defensa en las plantas C; (Demmig-Adams et al., 2006).

A partir del andlisis de los diferentes parametros implicados en el intercambio de gases,
se observa que el genotipo Silvestre tiene una mayor tasa de transpiracion lo que puede
relacionarse con el nimero 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
estomatica, sugiere que la tolerancia al estt  por déficit hidrico estd dada mas por una
via no estomatica. Para poder sustentar lo antes descrito, es necesario evaluar la
transpiracion cuticular, de esta forma podria explicarse que la tolerancia se deba a una via
no estomatica.

111.6.2.2. Densidad Estomatica

Al evaluar la anatomia foliar de plantas transgénicas y no transgénicas de Carica papaya
L. Leal-Costa et. al., (2010) sefialaron que las hojas de C. papaya son hipoestomaticas y
dorsiventrales, lo que coincide con nuestras observaciones realizadas en hojas de dos
genotipos de C. papaya Maradol y Silvestre. El nimero de estomas por unidad de area
observada (0.02 ¢cm?) fue mayor para las plantas Silvestre (81) en comparacién con
Maradol (67), esta diferencia en el nimero de estomas en el tiempo 0 puede relacionarse
con la tasa de intercambio gaseoso que es mayor en el genotipo Silvestre. El intercambio
de gases entre la hoja y la atmoésfera se lleva a cabo a través de la apertura estomatica,
que es regulada por sefiales enddgenas (hormonas vegetales como el acido Abscisico) y
por varias condiciones ambientales entre las que se incluyen: la luz, temperatura,
humedad del aire, humedad de! suelo, concentracion atmosférica de CO., transporte de
iones a través de la membrana, asi como por otros factores que modulan la apertura
estomatica para la regulacién 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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lIl.7. CONCLUSIONES

En esta tesis, observd que  genotipo Silvestre retiene un mayor nimero de
hojas por mas tiempo, alin en condiciones de estrés, contario a Maradol que
redujo hasta un 30% el nimero de hojas a los 7 dias de iniciado el tratamiento. Al
dia maximo de estrés la reduccién en el nimero de hojas fue significativamente
mayor en el genotipo Maradol con un 90% en comparacion al 70% de Silvestre.
Ademas, se observo que . te la recuperacion, el genotipo Silvestre mantuvo el
nimero de hojas, signo de mayor tolerancia al estrés, caso contrario a Maradol
que incluso después de reincorporado el riego siguié perdiendo hojas. Los datos
obtenidos de lat  de abscision de hojas al ser extrapolados a condiciones de
campo pueden significar una reduccién en el rendimiento por parte las plantas
Maradol.

Ante un estrés por déficit hidrico, la tasa de crecimiento disminuye como respuesta
a la afectacion de la elongacion celular, los resultados obtenidos en el presente
estudio indican que la tasa de  «cimiento de los dos genotipos evaluados, son
afectados por el estrés imp  sto. Por otra parte, el retardo en la abscision foliar en
el genotipo Silvestre y el ¢ 1ento en la longitud de la raiz como estrategia para
tolerar el estrés, sugieren que s respuestas morfoldgicas observadas en las
plantas Silvestre le cor  ren mayor tolerancia al estrés por déficit hidrico.

Los datos obtenidos del parametro de ¥, sugieren que las plantas de Carica
papaya de ambos genotipos, son capaces de detectar la poca disponibilidad de
agua en el suelo  -ante los primeros dias de iniciado el tratamiento por déficit
hidrico y ademas, son capaces de identificar los cambios en el ¥y del suelo una
vez que el riego es reincorporado, lo que se ve reflejado en un aumento en los
valores del W, en el tejido de hoja y que podria permitir activar los diferentes
mecanismos de adaptacién.

La literatura sefiala que los principales pardmetros fisioldgicos afectados son la
fotosintesis y que junto a la conductancia estomatica, CO, intercelular y la
transpiracion nos dan un panorama del dafo que sufre la planta a nivel
fotosintético. Nuestros resultados indican una disminucién en la tasa de
fotosintesis que es mayoi  rra el genotipo Maradol a diferencia del Silvestre, sin
embargo una vez reincorporado « riego ambos genotipos aumentan sus niveles
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.1.3. Propiedades de las ceras cuticulares

pesar de que la cuticula es un componente minoritario en la masa total de hojas y

frutos, las propiedades fisicas, quimicas, mecanicas y morfolégicas que presentan las

hace componentes esenciales para la adaptacion de la planta a un estrés bidtico y

abiético, ya que estan involucradas en las siguientes funciones(Figura IV.2):

A)

B)

C)

D)

E)

Preserva el balance de agua, evitando la evaporacion o pérdida excesiva de
humedad y reduciendo la difusion de gases (Riederer y Schreiber, 2001; Stiles,
1994).

Ofrece una primera linea de defensa contra bacterias y hongos por su propiedades
anti adhesivas (Reina-Pinto y Yephremov, 2009; Li et al., 2008; Carver y Gurr, 20086).
Reconoce sefales de patdégenos e insectos. Pueden actuar como factor quimico
atrayente o disuasivo. Aungue no esta 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).

Termorregulador, al proporcionar un medio de defensa contra el estrés por déficit
hidrico, temperaturas altas o dafios por la luz ultravioleta (Tafolla et al., 2013).

Brindar soporte mecanico y participar de manera indirecta en la formacién correcta de
los érganos en las primeras fases de desarrollo (Leide et al.,, 2011; Dominguez et al.,
2009; Panikashvili, 2007; Riederer, 2006).

Figura IV.2. Principales funciones de la cuticula en las plantas (Tafolla et al., 2013).

pecificamente ante un estrés por déficit hidrico, se ha sugerido que la acumulacién de

ceras ocurre de manera indirecta limitando la pérdida de agua por evapotranspiracion y
también la pérdida de otros gases (CO,, O) (Panikashvili et al., 2007; Jeffree, 2006;
Riederer, 2006). La transpiracion esta regulada por componentes estomaticos (TRy) Y
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IV.2. HIPOTESIS

Datos preliminares indican que las plantas de Carica papaya L. genotipo Silvestre son
mas tolerantes a un estrés por déficit hidrico, por lo que seria de esperarse que los
individuos Silvestres presenten mayor cantidad de ceras que el genotipo Maradol.
Adicionalmente se podria espe  que las plantas Silvestre presentasen un perfil de ceras
diferente al de las plantas comerciales debido a que las primeras presentan una mayor

adaptacion al estrés por déficit hidrico.
IV.3. OBJETIVOS

IV.3.1. Objetivo General

¢ Establecer una posible relacién entre 1a composicion y cantidad de ceras totales
presentes en los foliolos de diferentes poblaciones de Carica papaya L. y su

tolerancia al estrés por déficit hidrico.

IV.3.2. Objetivos Especificos

e Cuantificar la cantidad de ceras totales presentes en dos genotipos de Carica
papaya L. Maradol y Silvestre.

e Obtener el perfil cromatografico de los extractos cerosos de dos genotipos de
Carica papaya L. Maradol y Silvestre.

o Determinar los componentes principales presentes en el perfil cromatografico de

dos genotipos de Carica papaya L. Maradol y Silvestre.
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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
(CeH14) contenidos en un vaso de precipitados de 500 mL, procurando no cubrir el
pedunculo de la hoja. Los foliolos se sumergieron una sola vez por 40 segundos y se dejé
escurrir dentro del vaso.  extracto ceroso se obtuvo al eliminar el disolvente a presién
reducida utilizando un rota evaporador (Blchi 461); cada extracto se re-disolvio con
Diclorometano (CH,Cp) y fue transferido a viales filtrando la solucion a través de un tapon
de algodon. El disolvente presente en los viales se elimind dejandolos primero, en una
campana de extraccion y después se les colocé in vacuo hasta peso constante (Gamboa,
1996). Los foliolos utilizados en las extracciones se resguardaron en refrigeracion para
calcular su area foliar.

IV.4.3. Cuantificacién de Area Foliar

El area del foliolo se obtuvo utilizando un digitalizador de imagenes Licor (Li-3100 Area
Meter) el cual integra y registra los valores de area (cm?). El procedimiento es el siguiente:
después de la extraccion total de ceras, el foliolo se coloct entre dos acetatos los cuales
se pusieron en la banda del digitalizador para calcular el area, al final se sumaron los
valores obtenidos. Para estimar el rendimiento {(mg/cm?) de las ceras extraidas, se calculd
por diferencias de peso la cantidad tota! de cera extraida (mg) y se dividi6 entre el area

(cm?) de la hoja.

IV.4.4. Analisis de ceras totales por Cromatografia de Gases

Los extractos cerosos (1%) fueron analizados cualitativamente en un Cromatégrafo de
Gases marca Varian 430-GC, el cual tiene acoplado un automuestreador Varian PAL.
Para el analisis se utilizé una columna Ultra 1, HP-5Ms (5% phenyl)-methyl polixiloxane,
de 25 m de largo, |D 0.32 mm, film 0.5 mm, marca J&W Scientific. La muestra se inyecto
con las siguientes condiciones: Temperatura de columna programada: T,= 280 °C (5 min),
gradiente de 2 °C/min, T,= 300 °C (20 min). Temperatura del Inyector =280 °C y
Temperatura del detector (FID)= 290 °C.
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IV.5. RESULTADOS

IV.5.1. Extraccion y cu_...ificacion de ceras totales

La extraccion total de ceras se realizd por triplicado para cada tiempo de exposicion y
grupo control en ambos genotipos. El ren_.Jiento (mg cm?) para cada tratamiento se
calculé al dividir la cantidad de extracto ceroso (mg) obtenido entre el 4rea (cm?) de cada
hoja analizada. Morfolégicamente las hojas del genotipo Silvestre tuvieron una mayor
superficie con un area promedio de 120 cm? y con un aspecto més brilloso que las hojas
de Maradol que en promedio tuvieron un area menor a los 100 cm? En el Cuadro IV.2 se
presenta el promedio de los va s obtenidos para ambos genotipos en cada uno de los
tratamientos.

De la extraccion de ceras totales realizadas con Hexano (CgH44) se observs que al dia 0 la
cantidad de extracto obtenido fue similar en ambos genotipos, sin embargo, al dia 14 de
iniciado el tratamiento, se observé que el genotipo Silvestre tuvo mayor cantidad de
extracto ceroso con un rendimiento total de 0.0048 mg cm™, en comparacién con Maradol
que tuvo un rendimiento de tan sélo 0.0015 mg cm™ en el mismo tiempo. Al dia 21 de
estrés por déficit hidrico se obtuvieron valores similares de rendimiento en ambos casos,
Maradol tuvo un rendimiento de 0.0082 mg cm? y Silvestre de 0.0088 mg cm?. Finalmente
durante el periodo de recuperacion, se observé que la cantidad de ceras presentes en
ambos genotipos continud incrementando hasta alcanzar un rendimiento de 0.0110 mg
cmen Maradol y 0.01330 mg cr.. 2n Silvestre (Figura IV.4).

La diferencia observada en cuantc  cantidad de ceras extraidas, 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 mas tolerante ante un estrés por déficit
hidrico en comparacion 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
co nido de ceras mayor que Maradol, lo que sugiere que la planta esta predispuesta
genéticamente a acumular mayor cantidad de ceras y sélo necesita un estimulo para

aumentar la produccion de las mismas.
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ambos genotipos aumentaron su contenido de ceras en los primeros 14 dias de iniciado el
tratamiento. En el dia 21 sin riego se observé una mayor acumulacién de ceras en las
plantas Silvestre con un 71% en comparacién de Maradol que solo tuvo un 57% de ceras
totales. Una vez reincorporado el riego (RW) la acumulacién de ceras aumenté en ambos
casos, quizas como un mecanismo de defensa adicional (B). En la grafica comparativa
(C), se observa claramente que existe una mayor acumuiacién de ceras en las plantas
Silvestre al dia 21 de déficit hidrico en comparacion de Maradol. Estos resultados
sugieren que el genotipo Silvestre tiene una mayor tolerancia al estrés por déficit hidrico
dado, entre otros parametros fisioldgicos, por la acumulacién de ceras totales que
reducen la pérdida de agua por transpiracion.
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Figura IV.4. Rendimiento de ceras totales extraidas con Hexano (C¢H14), €n individuos de Carica
papaya L. de ambos genotipos: A) Plantas control B) Plantas expuestas a diferentes tratamientos
de estrés por déficit hidrico (14 y 21 , y 1 semana de restablecido el riego (28 d) C) Rendimiento
total de ceras obtenidos al dia 21. Pars  grupo control, el riego consistié en 50 mL cada 2 dias.
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Cuadro IV.3. Estructura de los componentes detectados en los perfiles cromatograficos de Carica
papaya L. por espectrometria de Gases-Masa.

Una vez que se identificaron las estructuras de los componentes presentes en las ceras
se procedio, con la ayuda del programa Varian Galaxy Workstation 6.41, a determinar la
abundancia relativa (%) para cada uno de los componentes (ANEXO 1V.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.7.

En la grafica se observa que la abundancia de ceras totales de ambos genotipos
incrementd conforme aumentd el tiempo de exposicién, estos datos coinciden con los
valores de rendimiento (mg cm'") presentados anteriormente (Fig. IV.4). Para el caso de
las ceras totales se observa que al dia 0, el % de ceras fue similar en ambos genotipos,
sin embargo, al dia 14 de estrés se registré un aumento en el % de ceras en Silvestre con
un 125%, no asi en Maradol que registré un valor de 105%. En el tiempo méaximo 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
recuperacion se observé que la cantidad de ceras se mantiene sin cambios en las plantas
Maradol, no asi en Silvestre que continué aumentando su % de ceras totales (Figura
V.7A).

Por otra parte, la abundancia del grupo de los Alcanos fue similar al tiempo 0, sin
embargo, una vez iniciado el experimento el contenido de Alcanos disminuyd en las
plantas Maradol de un 70 a 65%, mientras que en Silvestre registré un aumento de 78 a
80%. Al dia 21 de estrés, el decremento en la cantidad de Alcanos presentes en Maradol
alcanzd los valores mas bajos con un 50%, contrariamente a Silvestre que tuvo una
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Figura IV.7. Principales grupos detectados mediante CG/MS en hojas jovenes 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 resultado de 1 repeticién con 3 réplicas cada una. Se sefiala el punto de rehidratacion
(RW) al dia 21 de iniciado el tratamiento.

En la gréfica 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  jura IV.4). El segundo punto y quizas el mas importante, es el
comportamiento que presentaron los Alcanos en los tiempos de estrés por déficit hidrico,
especificamente al dia maximo de est (21 d). En este tiempo los Alcanos parecen estar
en una relacion de 2:1, comparando % de abundancia en el genotipo Silvestre y
Maradol, lo anterior sugiere que  ser el componente mayoritario en las ceras de las
plantas expuestas al estrés, poc  estar involucrado en la respuesta a un estrés por
déficit hidrico en papaya. Por otra parte, el % de abundancia para el grupo de los
Triterpenos aumentd en ambos genotipos conforme avanzé el tiempo de exposicion, este
incremento fue mas evidente en el genotipo Silvestre, sin embargo no se observa una
relacion como el caso de los Alcanos que nos sugieran que la acumulacion de los
Triterpenos «  debe a una respuesta al estrés por déficit hidrico.

Los resultados presentados en este apartado indican que en general, el genotipo Silvestre
tiene una mayor capacidad de ac ular ceras totales en respuesta a un estrés por deéficit
hidrico en comparacién de Maradol, lo que puede relacionarse con una mayor capacidad
de tolerancia y una mejor recuperacion al estrés. Sin embargo, para poder constatarlo
visualmente y descartar que pudiera haber diferencias en el tipo de cristales cerosos; se
procedioé a analizar las hojas de jca papaya L. Maradol y Silvestre, expuestas a los
diferentes tratamientos por déficit hidrico, mediante técnicas de Microscopia Electrdnica
de Barrido.

IV.5.3. Microscopia Electrénica de Barrido

Las fotomicrografias obtenidas con el Microscopio Electrénico de Barrido se presentan en
las Figuras V.8 y IV.9, 2 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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IV.6. DISCUSION

Las propiedades fisicas y quimicas de las ceras cuticulares determinan muchas de las
funciones vitales para la vida de la planta. La cuticula restringe la pérdida de agua via no
estomatica, protege a la planta de una radiacién ultravioleta, reduce la acumulacién 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 patdgenos y hongos,
ademas se ha visto que participa en una gran variedad de interacciones planta-insecto
(Jenks et al., 1994). De acuerdo a Isaccson et al., (2009) el contenido y composicion de
ceras totales varia segin 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 extracciéon de las ceras totales presentes en los foliolos de C. papaya L., se utilizé
un solvente de baja polaridad (Hexano), ya que varios autores sefialan que las ceras
epicuticulares son productos hidrofébicos que pueden ser removidos de la superficie de
las plantas mediante una breve inmersién en solventes organicos de baja polaridad como
el Hexano (Samuels et al., 2008; Jenks et al.,, 2002). El tiempo de inmersion fue corto (40
s) para evitar extraer componentes de la cutina. Los resultados obtenidos de la
cuantificacidén de ceras totales en los dos genotipos analizados sugieren que, Silvestre es
capaz de acumular mayor contenido de ceras con 71% en comparacién al 57% de
Maradol (Figura IV.4B), ésta diferencia puede relacionarse con una mayor tolerancia al
estrés por déficit hidrico o mayor resistencia al ataque de patdgenos por parte del
genotipo Silvestre. Aunado a ello, se observé que si bien en ambos genotipos, hubo un
aumento en la cantidad de ceras totales, el Silvestre logré acumular un mayor contenido
de ceras en un tiempo menor (0-7 dias) a diferencia de Maradol que presentd un aumento
gradual en la cantidad de ceras a partir de los 7-14 dias de iniciado el experimento. El
aumento en la cantidad de ceras en periodos cortos de tiempo de 7 dias coincide con lo
reportado por Premechandra et al,, (1991), quienes sefialan que la deposicion de las
ceras en coniferas puede ocurrir rapidamente en pocos dias debido a diferentes factores
ambientales (Premachandra et al., 1991; Bengston et al., 1978).
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componente, se realizé un segundo andlisis, ahora por CG/MS y en base a los patrones
de fragmentacion obtenidos para cada pico se determiné que los componentes son en su
mayoria Alcanos y Triterpenos, ambos caracteristicos de ias ceras cuticulares. En cuanto
la abundancia de cada componente, se observd que en el genotipo Maradol hubo un
decremento en la cantidad de Alcanos en los tiempos 0 a 21, que cay6 de un 70% hasta
un 50% al dia 21; por el contrario el genotipo Silvestre presentd un incremento en la
cantidad total de Alcanos en este mismo periodo, que fue de 70% hasta alcanzar un 100%
al dia 21. Por el contrario, los Triterpenos presentaron un comportamiento similar en
ambos genotipos, que se vio reflejado en una disminucién en la abundancia de estos
componentes. Es importante sefialar que el comportamiento de los Alcanos en el tiempo
maximo de estrés (dia 21), parece tener una relaciéon 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 hidrico, los cambios mas notables en la
composicion de las ceras fueron apreciadas en la cantidad de Alcanos. Los componentes
cuticulares como los Alcanos, Alcoholes y Aldehidos han mostrado conferir, en una
membrana artificial, una mayor resistencia a la difusiéon de agua en comparacién de los
Acidos Grasos de cadena larga, Triterpenoides y Acido Usosilico, en donde se observd
menor resistencia a la difusién del liquido (Grncarevic y Radler, 1967). Por lo tanto, un
incremento en la cantidad de los Alcanos ante un estrés ambiental sugiere que la sintesis
de compuestos alifaticos 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
composicion de la cuticula con la pérdida de agua durante la post-cosecha en el fruto de
pimiento (Capsicum annuum L.), concluyendo que las cadenas alifticas lineales forman
barreras cuticulares mas npermeables que los complejos basados en isoprenoides,
concluyendo que los cambios en la composicidn estructural en la cuticula, 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 sefialado por
Kosma et al. (2009) en las hojas de A. thaliana ante un estrés por déficit hidrico. Ademas,
la relacién 2:1 observada al dia 21 (tiempo maximo de esti | entre ambos genotipos,
sugieren que el aumento en la tolerancia al estrés por déficit hidrico por parte del genotipo
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L. Maradol y Silvestre en respuesta a un estrés por déficit hidrico, brinda informacién
importante que nos ayuda a correlacionar las funciones bioldgicas de la cuticula con su
composicion quimica. En este estudio, por ejemplo, la presencia mayoritaria de los
Alcanos en el genotipo Silvestre sugiere su participacion en la tolerancia al estrés por
déficit hidrico, al reducir la permeabilidad de la membrana, que al ser extrapolada a los
valores de transpiracion (E) presentados en el Capitulo Ill, en donde se observd que a
pc ciales hidricos menores, la tasa de transpiracion 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 defi si la baja en la tasa de transpiracion estd dada
solamente por la transpiracion cuticular mas que por la via estomatica.
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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 solo se comparen los perfiles cromatograficos de diferentes genotipos
de C. papaya L. expuestas a un estrés por déficit hidrico, sino que ademas se
puede evaluar estos cambios bajo diferentes condiciones ambientales e incluso
evaluar |la cantidad de ceras presentes en los estados de maduracién de los frutos

de C. papaya L.
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la deposicidn de la cuticula (Suh et al., 2 5). A pesar del progreso significativo que se ha
hecho en la identificacion de los genes involucrados en la biosintesis y secrecién de los
lipidos en la cuticula, en el metabolismo y ensamblaje de los componentes primarios de la
pared celular ain se desconoce los genes especificos involucrados en cada etapa de la
biosintesis (Pollard et al., 2008; Samuels et al., 2008).

V.1.1. Biosintesis de ceras

A la fecha se tienen muchos estudios descriptivos y comparativos sobre la composicion y
ultra estructura de la cuticula, pero poco se ha comprendido acerca de la biosintesis,
transporte y ensamblaje de los compuestos que conforman la cuticula (Yeats et al., 2010;
Isaacson et al., 2009; DeBono et al, 2009). En las plantas, las células epidérmicas
emplean gran cantidad de energia para producir cuticula, por ello la sintesis de cera
requiere la coordinacion de actividades de numerosas enzimas organizadas en complejos
multienzimaticos en varios organelos celulares (cloroplastos, citoplasma y reticulo
endoplasmatico), donde se lleva a cabo la sintesis y elongacién de los acidos grasos,
precursores de las ceras y la formacion de una multitud de compuestos alifaticos (Kunst et
al., 2006; Kunst y Samuels, 2003).

Los compuestos alifaticos 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 elongacion de acidos 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 (i) la ruta formadora de alcanos que da fugar a la produccion de
todos s compuestos presentes en las ceras (Figura V.1). La ruta formadora de alcoholes
produce numeros 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 biosintesis de las ceras produce
aldehidos 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 esta

constituido de alcanos como su central y principal componente.
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posiblemente un proceso indirecto seguido a la biosintesis de ia cutina (Kannangara et al.,
2007).

Los patrones de expresidn evawados por Aharoni et al. (2004), utilizando el promotor
GUS indicaron que el cladu oHINE esta presente en la capas protectoras de la planta,
como las que se forman durante la abscision, dehiscencia y dafio mecanico. Ellos
propusieron que las diversas funciones en las cuales se encuentra involucrado el clado
SHINE son regulados por el metabolismo de los lipidos y/o por los componentes

celulares.
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V.4. MATERIALES Y METODOS

V.4.1. Material Vegetal

V.4.1.1 Colecta _ tejido vegetal adulto

Para el estudio de la expresion basal de los genes CpShine y CpLac en plantas adultas (1
afio de edad) de dos genotipos de Carica papaya L. Maradol y Silvestre cultivadas en
condiciones de riego constante, se colectd material vegetal de la plantacién experimental
ubicada en el Centro de Investigacién Cientifica de Yucatan, A.C. (CICY). Para ambos
genotipos los tejidos analizados fueron: Raiz, Tallo, Hoja, Flor y Cascara de fruto
inmaduro, mismos que fueron colocados en N, liquido durante su traslado al Laboratorio
de Fisiologia Vegetal Molecular y se resguardaron a -80 °C hasta su procesamiento.

V.4.1.2 Colecta de tejido vegetal joven

Para la colecta del material joven se inici6 con el tratamiento pre-germinativo de las
semillas colectadas de Carica papaya L. Maradol y Silvestre (Cap. lll) en bolsas para
cultivo (17 x 17 cm) utilizando una mezcla tierra: sustrato (3:1), las semillas se colocaron a
1 em de profundidad. Las plantas fueron ubicadas dentro del invernadero 1 dei CICY,
protegidas con una malla antiafidos y monitoreando las condiciones ambientales de HR,
DFF y T° 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 Fisiologia Vegetal y Molecular en condiciones de fotoperiodo de
12 h, DFFF de 80 pmol r.. 5" dia/noche y 25 °C + 1 °C, para la experimentacion. El riego
consistid de 50 mL de agua cada segundo dia durante los primeros 30 d, mientras que el
tiempo restante, el riego fue de 100 mL cada segundo dia. Se aplicé una solucidn nutritiva
comercial (Bayfolan® liquido, Bayer) (1 mL L") 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 itrato medio de la planta. Para el caso del tallo, se colectd
desde la base del tallo hasta la mitad de planta. Finalmente para la raiz se tomé todo el
tejido y se retird el sustrato adherido con agua destilada. Todos los tejidos fueron
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Grupo Déficit Hidrico. El riego se suspendio en diferentes tiempos, en este grupo se

trabajé con 3 lotes, que corresponden a las plantas con déficit hidrico por 7, 14 y 21 dias.

Grupo Recuperacién. Finalmente, para evaluar la capacidad de recuperacion de las
plantas ante un déficit hidrico y los posibles cambios en los patrones de expresion de los
genes CpShine se trabajo con un grupo de recuperacion en el que el riego se reestablecio
a partir del dia 14 después de iniciado el tratamiento por déficit hidrico. Se tomaron
muestras al dia 15 y 21 de iniciado el experimento (Figura V.1).

Cada grupo consistio de 5 plantas jovenes y al finalizar cada tratamiento (control, déficit
hidrico y recuperacién), se colectaron por separado muestras de tejido: raiz, talio y hoja,

mismos que fueron almacenados en -80 °C hasta su analisis molecular.

V.4.2. Extracciéon de RNA

Para la extraccion de RNA se utilizdo el protocolo previamente establecido en el
Laboratorio de Fisiologia Vegetal y Molecular de la Unidad de Biotecnologia (Uh, 2008
con modificaciones) que de forma general comprende el pesaje de la muestra (200 mg de
peso fresco de raiz y tallo, y 100 mg de hoja), molienda con mortero y N, liquido,
extraccion con CTAB previamente calentado a 60 °C. La purificacion del RNA se lleva a
cabo con disolventes de diferentes grados de polaridad (C,HsO, cloroformo-alcohol
isoamilico 24:1) y soluciones salinas (LiCl). Centrifugacion y precipitacion de RNA,
proceso que finaliza con el analisis de integridad del RNA (electroforesis) y cuantificacion
espectrofotométrica (NanoDrop 1000). Finalmente el RNA fue almacenado en un

ultracongelador a -80 °C hasta su uso.

V.4.3. Sintesis de cDNA

En tubos Eppendorf de 20 ulL se agregd el volumen necesario de RNA para obtener una
concentracion de 500 ng de RNA en 9 uL de muestra. Se adicionaron Random Primers a
una concentracién 1 pg/L, posteriormente se incubé a 70 °C durante 5 min e
inmediatamente las muestras fueron colocadas en hielo durante 30 s. Se afiadieron 9 ul
de la mezcla de reaccion compuesta por 4.0 uL « Buffer 5x First Standard, 2.0 uL DTT
(0.1 M), 1.0 uL MgCl, (256 mM), 1.0 uL de Mezcla de dNTPs (10 mM cada uno), 1.0 pL
transcriptasa reversa (Invitrogen). Los tubos fueron agitados suavemente y centrifugados
durante 10 s. Las muestras se incubaron a 25 °C durante 5 min, 42 °C por 90 min y
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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 cascara del fruto inmaduro.

CpShine1 presentdé en ambos genotipos una intensidad de banda uniforme en todos los
tejidos a excepcidn de Raiz en donde se observé baja intensidad de la banda. Para el gen
CpShine2, se observo una baja expresion en Raiz y Cascara en ambos genotipos; con
una intensidad de banda mayor en Hoja y Flor, siendo mas intensa en la planta Maradol.
Un patrén de expresion similar fue observado con el gen CpLac2, con una baja expresion
en los tejidos de Raiz, Tallo y Cascara, a diferencia de Hoja y Flor en donde la intensidad
de la banda fue mayor en ambos genotipos. Finalmente el patron de expresién de Cplac3

es alta constitutiva en todos los tejidos analizados de los dos genotipos.

Figura V.6. Expresién basal de 4 genes en diferentes de plantas adultas (1 afto de edad) de dos
genotipos de Carica papaya L. Maradol y Silvestre expuestas a condiciones de riego constante.
Los recuadros superiores indican el tejido analizado tejido (R: Raiz; T: Tallo; H: Hoja; F: Flor; y C:
Cascara fruto) Los recuadros del margen izquierdo indican el nombre de cada gen y los nimeros
del margen derecho indican el tamaho de banda esperado en pb. E! gen utilizado como control fue
CpEF1a. E! marcador de peso molecular (M) utilizado fue de 1Kb plus. Gel de Agarosa al 1.5%

tefiido con Bromuro de Etidio.

Las diferencias observadas en los patrones de expresion basal de los tejidos analizados
sugieren que los miembros del clado SHINE pueden desempefar diferentes funciones,
tanto en condiciones normales como en condiciones de estrés por déficit hidrico. Ademas,
los cambios en los patrones de expresion varian de manera espacio temporal. Por su
parte, la expresién basal de los genes del clado LAC sefiala la importancia de CplLac2 en
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Figura V.7. Expresion de 4 genes en raiz de plantas jovenes de dos genotipos de Carica papaya L.
Maradol y Silvestre expuestas a diferentes tratamientos por déficit hidrico (recuadros superiores)
que fueron de: 0, 7y 14 d y a dos periodos de recuperacién: 1 d y 7 d. Los recuadros del margen
izquierdo indican el nomb e cada gen y los nimeros del margen derecho indican el tamaio de
banda esperado en pb. El gen utilizado como control fue CpEF1a. El marcador de peso molecular
(M) utilizado fue de 1Kb plus. Se sefiala el punto de rehidratacién (RW) al dia 15 de iniciado el
tratamiento. Gel de Agarosa al 1.5% teflido con Bromuro de Etidio.

En el Tallo (Figura V.8), la expresion de CpShine? en el genotipo Maradol fue constante
en todos los tiempaos a excepcion del Gltimo tiempo de recuperacion (21 d) en donde se
observé una disminucion en la expresion del gen, incluso menor a la del tiempo 0; por otra
parte, en el genactipo Silvestre la expresion del gen CpShine1 se mantiene constante en
los primeros dias de exposicion; aumenta en el dia de estrés maximo (dia 14) y disminuye
nuevamente después de 1 dia de recuperacion y se mantiene hasta el ultimo tiempo de
recuperacion (21 d). El segundo gen evaluado fue CpShine2 cuyos niveles de expresion
se mantuvieron constantes en el genotipo Maradol durante todo el experimento; en el
caso del genotipo Silvestre, los niveles de expresion también fueron bajos en los primeros
dias de exposicion, sin embargo al dia 14 (tiempo maximo de estrés), su expresién fue
mayor en comparacién a los demas tiempos. El gen CpLac2 presenté un patron de
expresion que aumentd conforme la exposicion al estrés en el caso del genotipo Maradol,
observando una mayor intensidad de banda al tiempo maximo de estrés (14 d), una vez

que el riego fue reestablecido (dia 15 y 21), la intensidad de banda disminuy6 y se
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En Hoja (Figura V.9) la expresion del gen CpShine1 en el genotipo Maradol es baja al dia
0 e incrementa levemente conforme transcurre el tiempo de exposicién, al tiempo 14 la
intensidad de banda es mayor y al momento de reincorporar el riego se mantiene, no
obstante al dia 15 de recuperacion, la expresién es similar a la del tiempo 0. De manera
similar, en el genotipo Silvestre la expresién de CpShine1 aumenta conforme transcurre el
tiempo de exposicion al estrés, diferenciandose en que la intensidad de banda al dia 14
es mayor en comparacién con Maradol. El patrén de expresién del gen CpShine2 en
Maradol aumenté conforme el tiempo de exposicion al estrés, observandose una mayor
intensidad en la banda al dia 14, que disminuyé al aplicar el riego en los tiempos 15y 21.
Para el genotipo Silvestre se obtuvo un patrén de expresion similar, con una intensidad de
banda mayor en comparacién a Maradol, aunade a ello una vez iniciado el periodo de
recuperacion, la expresién de CpShine2 disminuyd totalmente. En el caso de CpLac2 el
patron de expresién en el genotipo Maradol s¢ . antuvo constante en los primeros dias de
exposicion, siendo mayor en los tiempos de recuperacion (dias 15 y 21). Para el genotipo
Silvestre el gen CplLac?2 presentd una expresion que incrementd conforme los tiempos de
exposicion, con una mayor expresion al dia 14, una vez que el riego fue incorporado
disminuy¢ la intensidad de la banda (d 15) y al final del experimento (21 d) la expresion
fue menor en comparacion al tiempo 0. Finalmente, la expresion alta de CplLac3 se
mantuve sin cambios en ambos genotipos en los diferentes tiempos de exposicion
evaluados. Del analisis molecular en Hoja, se observa que los genes CpShine1, CpShine2
y CpLac2 tiene un patrén de expresion diferencial en relacion a la exposicion al estrés por
déficit hidrico que varia 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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V.6. DISCUSION

Las diferencias en los patrones de expresion de los genes de interés en relacion al tejido
analizado pueden ser asociadas con una funcién en la planta (Chen et al., 2003; Millar et
al., 1999). En este estudio, se reporta por primera vez la expresion basal de la familia
completa de los genes CpShine y Cplac en cinco tejidos (Raiz, Tallo, Hoja, Flor y
Cascara de fruto inmaduro) en plantas adultas de dos genotipos de Carica papaya L.
Marado! y Silvestre desarrolladas bajo condiciones de riego constante. Ademas, se evallo
la expresidon de estos genes en tres tejidos (Raiz, Tallo y Hoja) en plantas jovenes de
Carica papaya L. de ambos genotipos, durante su exposicion a un estrés por déficit

hidrico y en su periodo de recuperacioén al estrés.

En el andlisis de expresion basal de plantas adultas de dos genotipos de C. papaya L.
Maradol y Silvestre se observdé que CpShine2, presentd una mayor expresién en los
tejidos de Hoja y Flor. En A. thaliana se ha reportado la funcion del gen homélogo
SHN1MINT por Xin Shi et al., (2011), quienes silenciaron los genes de SHN y
corroboraron su funcion en la formacion de los organos florales. Ellos obtuvieron por RT-
gPCR que SHN tenia un mayor nivel relativo de transcritos con un valor de 4, en
comparacion 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
formacion de la superficie de los 6rganos florales al controlar el metabolismo de los lipidos
cuticulares y posiblemente estén asociados con los componentes de la pared celular.
Nuestros resultados, indican que para Carica papaya L. la funcién de CpShine1 y
CpShine2 se mantiene en el tejido de Fior debido a su alta expresion observada en el

analisis basal de ambos genotipos.

Algunos de los resultados aca presentados contrastan con lo reportado por Aharoni et al.
(2004) quienes sobre expresaron a los miembros del clado SHINE en A. thaliana para
evaluar su posible pape! en la biosintesis de la cuticula como una respuesta al estrés por
déficit hidrico. Para analizar la expresion de los genes SHINE, obtuvieron para cada gen
un constructo con el gen reportero de B-glucuronidasa (GUS) y evaluaron la expresion de
los genes en diferentes tejidos de plantas control de A. thaliana. En general, se detecto la
expresion de GUS en todos los érganos y en algunos casos se observé una superposicion
en los patrones de expresion, mientras que para otros se obtuvo una expresion especifica
en ciertas capas celulares. Los resultados indicaron que la expresion de SHN1T/WINT y
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del fruto. De acuerdo at analisis por RT-gPCR, se encontrd una mayor expresion de SHN3
en el exocarpo a diferencia de SHN1y SHN2, en base a esta diferencia en el nimero de
transcritos y su posible papel en la formacién de la cuticula en el fruto, decidieron estudiar
sol iente el papel de SHN3, para lo cual silenciaron el gen y obtuvieron frutos con
alteraciones morfoldgicas significativas en la epidermis de los frutos y una disminucién
considerable en los lipidos cuticulares, con lo que demostraron el papel de SHN3 en la
formacion de la cuticula en los frutos. bien, en nuestro analisis in silico no se
encontraron homologos de SHN3 en C. papaya L., sin embargo, en el analisis basal se
incluy6 tejido de Cascara de Fruto Inmaduro para evaluar la expresidn de CpShinet y
CpShine2, los resultados obtenidos ind 1 una expresion baja de estos genes en ambos
genc.0s es baja, esto quizas se deba, al estado de desamollo del que fueron tomados
los frutos (inmaduro) por lo que la cantidad de cuticula presente y por ende la expresion
de los genes CpShine1y CpShine2 fue menor. Se deben realizar estudios posteriores en
la cascara de frutos que presenten una madurez de consumo para que los resultados
sean comparables y se discuta si en efecto, la menor expresién de estos genes se debe
al estado de desarrollo del fruto o se deba a que éstos genes no se encuentran

involucrados en la formacidn de la cuticula en frutos de Carica papaya L.

A la fecha no se tienen reportes sobre los patrones de expresion de CpShine1y CpShine2
en tejido de Raiz en plantas de A. thaliana, si bien se han hecho estudios referentes a su
ubicacion no se han evaluados su expresion. Los resultados obtenidos en este estudio
sefialan una diferencia en la expresion de CpShine1 en tejido de Raiz, observando una
mayor expresion al dia 14, tiempo maximo de estrés por déficit hidrico en el genotipo
Silvestre, a diferencia, de Maradol en donde la expresién es baja en todos los tiempos. Es
probable que estas diferencias en los patrones de expresion, puedan relacionarse con la
rapida respuesta por parte del genotipo Silvestre que le permiten tolerar condiciones de

estrés por déficit hidrico.

Por ofra parte la alta e 2sion : CpShine2 en Hoja de una planta Silvestre en
comparacién a Maradol, expuesta a 14 dias de estrés por déficit hidrico sugiere que la
expresion 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 clado difieren en los patrones de expresion espacial y temporal, lo
que sugiere que cada uno de ellos juega una funcion importante en varios 6rganos o bajo
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reportado en la literatura sobre su papel en la biosintesis de la cuticula, adicionalmente,
se evaluaron dos genes pertenecientes a la familia LACS (LONG CHAIN ACYL-COA
SYNTHETASE). De acuerdo al analisis in silico realizado se aislaron dos secuencias para
C. papaya L., denominadas CpLac2y  'ac3.

Los patrones de expresion de CpLac2 coinciden con lo reportado por Schnurr et al. (2004)
quienes propusieron a LACS2 como esencial para el desarrollo de la cuticula en A.
thaliana mediante la obtencién de una mutante del gen (lacs2), observando efectos
pleitropicos en la planta como: disminucion en el tamafio de las hojas y en los niveles de
ceras totales. Nuestros resultados, sefialan el aumento en la expresion de Cplac2 en
tejido de Hoja que es mayor en las plantas expuestas al estrés por déficit hidrico, esto
confirma su papel en la acumulacién de ceras totales en las hojas de C. papaya L.
expuestas al estrés y es mas evidente en el genotipo Silvestre lo que concuerda con una
mayor tolerancia al estrés.
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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 expresion diferencial de CpLac2 en los t  los de raiz y hoja sugiere que este
gen se encuentra involucre  en la biosintesis de las ceras, ya que su aumento en
la expresidn en el tiempo de mayor estrés (d14) y la disminucion de la intensidad
de la banda una vez que se inicia el periodo de recuperacion es mas notorio en
Silvestre a diferencia de Maradol que a pesar de presentar un patrén de expresién
similar, la intensidad de banda sugiere que el nivel de transcritos no es el mismo.
La expresidn del CpLac3 fue constante en los tres tejidos evaluados en ambos
genotipos lo que sugiere que este gen tiene una expresidn constitutiva y que por
ende no esta involucrado directamente en la biosintesis de ceras, ya que no
aumenta o disminuye su expresion ante la exposicion al estrés.

Los cambios en patrones de expresién analizados indican que CpShine2 y
CpLac2 responden ante la exposicion de la planta a un estrés por déficit hidrico, lo
que sugiere que la diferencia en cuanto la capacidad de tolerar un estrés por 14
dias de déficit hidrico 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
transpiracion y de esta manera mantiene turgencia en los tejidos. Sin embargo, no
se puede concl contundentemente que estos genes sean los Unicos
responsables del aumento en la cantidad de ceras totales en hojas de papaya
debido a la complejidad de la ruta de biosintesis de ceras y la redundancia de los
genes del clado SHINE. No obstante, nuestros resultados confirman su papel en la
formacion de los 6rganos florales y dentro de la ruta de biosintesis de ceras en
Carica papaya L., que es una respuesta fisiolégica de la planta ante un estrés por
déficit hidrico y que es mas evidente en las plantas Silvestre expuesta a un estrés

de 14 dias sin riego.
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VI.1.1. Andlisis bioinformatico y busqueda de los genes SHINE y LACS para
el estudio de su expresion bajo estrés por déficit hidrico en dos genotipos
de Carica papaya L. Maradol y Silvestre

A la fecha se han descrito varios |  involucrados en el estrés por déficit hidrico, en 2004
Aharoni et al., estudiaron la sobreexpresion de los genes SH/INE miembros de la super
familia AP2/ERF en Arabidopsis thaliana, observando que los fenotipos resultantes
presentan un incremento en la composicién de lipidos, alterando las propiedades de la
epidermis, reduciendo la permeabilidad de la cuticula y el nimero de estomas, lo que
confiere una tolerancia al estrés por déficit hidrico y una recuperaciéon exitosa al ser
reincorporado el riego (Xin Shi et al., 2011; Aharoni et al., 2004).

Para estudiar el estrés por déficit hidrico en diferentes tiempos de exposicion en dos
genotipos de Carica papaya L. Maradol y Silvestre, se inicid con el asilamiento in silico de
las secuencias nucleotidicas SHINE homélogas a las de Arabidopsis thaliana dentro del
genoma secuenciado de C. papaya L. var. SunUp. En base al andlisis bioinformatico
realizado en el Capitulo I, se encontraron en total de 2 secuencias nucleotidicas
homologas 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=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 conservacion
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
observd que las secuencias CpShine presentaron dominios conservados en relacion a las
secuencias proteicas de A. thaliana. Los dominios mejor conservados fueron el dominio
AP2, N-terminal (‘mm”) y C-terminal ("cm”), firma caracteristica del clado, que es
consistente con la literatura (Kannangara et al., 2007, Aharoni et al., 2004; Broun et al.,
2004). Para el caso de los ge! \CS, también se realizd el analisis in silico y se
seleccionaron las secuencias homdlogas a los genes AtLac2 y AtLac3, involucrados en la
biosintesis 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 encontrd la presencia de una regién conservada correspondiente al dominio
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de hojas en respuesta al estrés por déficit hidrico, quizds sea un comportamiento
esperado para ambos casos (Agbicodo et al., 2009). Sin embargo, las diferencias
significativas encontradas en cuanto el nimero de hojas adheridas al tallo en cada uno de
los tiempos evaluados en ambos genotipos, nos proporcionan informacién importante que
puede relacionarse con la afectacion de otros parametros fisioldgicos, en especifico con la
tasa de fotosintesis. Ademds, al s extrapolado a condiciones de campo puede significar
una pérdida importante ¢ biomasa necesaria, para el aporte de fotosintatos a la planta
que reduce en gran medida el rendimiento de la planta.

Oftro de los cambios morfolégicos documentados, que se relaciona con la disminucion de
la division celular y que nos habla de una diferencia en la respuesta al estrés por parte de
ambos genotipos, es la longitud de la raiz que fue mayor en Silvestre (18 cm) a diferencia
de Maradol (10 cm). El aumento en la longitud de la raiz ante un estrés por déficit hidrico,
ha sido sefialado por algunos autores como una respuesta de tolerancia en donde la
planta busca aumentar su area de exploracién radial, para acceder a zonas mas
profundas en el sustrato en busca de agua, para lo cual es necesario detener su
crecimiento aéreo, no asi el de la raiz (A) (lvonne y Mirando, 2007).

Ante un estrés por déficit hidrico causado por la eliminacion del riego, el potencial hidrico
(Py) de las hojas es de los primeros parametros afectados, lo que puede relacionarse con
el grado de estrés al que se encuentra sometida la planta. Los valores obtenidos de la
medicién del ¥, en hojas, indican una variacién en el ¥y durante el experimento lo que
sugiere que en efecto, las plantas estuvieron estresadas. En el caso del genotipo Maradol,
el ¥y pasd de -1 MPa al dia 0 a -1.8 MPa al dia 14 sin riego, por el contrario la planta
Silvestre, registro para los mismos  npos valores de -1 y -1.5 MPa respectivamente. En
general, se observé que el potencial hidrico en ambos casos alcanzé valores cercanos al
punto de marchitez permanente ( 5 MPa), reportado como el punto critico en el que el
potencial de turgencia no puede recuperarse ain 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 s tejidos ante un estrés por déficit hidrico, ademas es
capaz de mantener su tasa fotosintética atin con potenciales hidricos bajos y durante el
periodo de recuperacién es capaz de detectar el cambio en el Wy, y reestablecer varios de

los parametros afectados por el estrés (A).
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que para las plantas Maradol los valores de fotosintesis se reducen en un 85%. A pesar
de que ambos genotipos registraron los valores mas bajos de fotosintesis al dia 21, una
vez de reincorporado el riego las plantas Silvestre alcanzaron valores equiparables con
las plantas control, caso contrario a Maradol que registr6 una tasa fotosintética
significativamente menor a Silvestre. La capacidad de recuperacion tanto de Maradol y
Silvestre nos indican que ambos genotipos son tolerantes al estrés por déficit hidrico
impuesto, sin embargo la rapida respuesta por parte del genotipo Silvestre a una
rehidratacion la sefialan como el mas tolerante. Estd capacidad de recuperacion puede
relacionarse con que el genotipo Silvestre detecta mas rapido el cambio de ¥, en el
suelo, al tener una sistema radicular mayor puede extender su area de blisqueda de agua
e incluso pude relacionarse mas al hecho de que a diferencia del genotipo Maradal,
Silvestre retiene un mayor numero de hojas por mas tiempo, permitiéndole reestablecer
los valores de fotosintesis al primer dia de reincorporado el riego.

En este mismo punto, se analizaron los valores de Fv/Fm para determinar un dafio en el
PSH ocasionado por el estrés por déficit hidrico, sin embargo no se detectaron diferencias
significativas durante todo el experimento y tampoco entre los genotipos D), esto indica
que el estrés por déficit hidrico, sensibiliza al aparato fotosintético por el aumento en la
incidencia de luz y provoca una inhibicion de la fotosintesis lo que puede preceder a
cualquier cambio apreciable en la fluorescencia de clorofila a (Bjérkman y Powles, 1984,
Ludlow y Bjérkman, 1984). Lo antes descrito, nos lleva a la conjetura de que Ia reduccién
en la tasa fotosintética, se debe ¢ zipalmente a la reduccién del 4rea disponible para la
fijacion de CO,, mas que por un dafio 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 fisiologicas evaluadas ante un estrés por déficit hidrico, es el
aumento en la cantidad de especies reactivas de oxigeno (ROS) que daiian la membrana
plasmatica y que puede medirse de manera indirecta como % de fuga de electrolitos. En
el presente estudio, se evalio el  de fuga de electrolitos en membrana y se encontré
que para ambos genotipos, el dafio en membrana increment6 conforme el tiempo de
exposicion al estrés aumentaba y al dia maximo de estrés (14 d), el dafio en el genotipo
Maradol fue mayor con un 50% en comparacion a Silvestre que tan solo registré un 36%
de dafio. Interesantemente una vez que el riego fue reestablecido durante una semana, el
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sino también via cuticular y ademas podria estar relacionada a lograr una mejor eficiencia
en el uso del agua (WUE) (F).

La mayor tolerancia al estrés por déficit hidrico 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 observé que es el genotipo comercial
y no el Silvestre el que tiene una mayor eficiencia en el uso de! agua (10 pmol CO; por
mmol de H,0) a diferencia de Silvestre (2 pmol CO; por mmol de H,0). Lo anterior
contradice en mucho los resultac  obtenidos hasta el momento, sin embargo, al analizar
esta grafica 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
obtencidn de frutos en el menor tiempo posibie 10 que implica un mayor consumo de agua
y mayor tasa fotosintética (reflejada en los valores del Capitulo lil), sin importar las
condiciones adversas del ambiente la demanda de CO, en la planta es alta al igual que su
apertura estomatica; por el contrario, las plantas Silvestre, al ser un genotipo no
domesticado, ain conserva los mecanismos de adaptacion que le permiten obtener frutos
pequefios incluso en condiciones adversas, en dénde aun con baja disponibilidad de agua
mantiene sus valores de fotosintesis.

Nuestros resultados sugieren que la mayor tolerancia por parte del genotipo Silvestre y su
rapida recuperacién al estrés por ficit hidrico, evidente en la mayoria de los parametros
evaluados especificamente en fotosintesis, se debe principalmente al aumento en el
contenido de ceras totales, en especifico, al aumento en la cantidad de Alcanos, que
disminuyen la permeabilidad de la membrana; mas que por un control estricto del cierre
estomatico. Sin em  jo, para poder confirmar esta idea, son necesarios analisis
adicionales como: las curvas de respuesta a CO, y Luz asi como medir la tasa de
transpiracion de la cuticula, que nos ayuden a corroborar que la tasa de transpiracion
cuticular baja en funcion del aumento en la car  ad total de ceras presentes en la hoja.
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hidrico en el genotipo Silvestre es menor y esto lo demuestran los valores obtenidos en
los diferentes anélisis realizados (% de Fuga de electrolitos, Fv/Fm, Intercambio de
gases, Numero de estomas) en dénde se observa que si bien hay una disminucién en
los valores de ambos, es menor en el genotipo Silvestre. Aunado a ello, la capacidad
de recuperacion del genotipo Silvestre fue mas evidente en las cinéticas de Pn a partir
del primer dia de reincorporado el riego, a diferencia de Maradol cuya recuperacion en
la cinética de Pn empezd hasta el dia 7 de reincorporado el riego.

Los resultados obtenidos del analisis fisioldgico de ambos genotipos de C. papaya L.
en diferentes tiempos de exy icidn y recuperacién al estrés por déficit hidrico, nos
llevan a la conclusion de que C. papaya L. es una especie tolerante al estrés por déficit
hidrico, pero que la répida respuesta del genotipo Silvestre durante el estrés y durante
el periodo de recuperacion  igieren que Silvestre tiene una tolerancia mayor al estrés
por déficit hidrico, debida quizas a que ésta no es un especie domesticada como el
caso de Maradol y por tanto aln conserva los mecanismos de adaptacion que le
permiten sobrevivir en ambientes adversos.

En el Capitulo IV, se caracterizd por primera vez la micromorfologia de las ceras
epicuticulares en hojas de C. papaya L., observandose que el tipo de cristales cerosos
son similares en ambos genotipos y no presentaron cambios en su estructura ante un
estrés por déficit hidrico, siendo la Unica diferencia la cantidad de ceras presentes en la
superficie abaxial y adaxial. Los resultados obtenidos del analisis por MEB, coinciden
en que el tipo de cristal ceroso no es determinante en la tolerancia al estrés hidrico, no
asi la cantidad de ceras totales extraidas en hojas de C. papaya L. Al analizar el
rendimiento de ceras totales extraidas de hojas expuestas al estrés por déficit hidrico
en ambos genotipos, se encontrd que el genotipo Silvestre tuvo un rendimiento mayor
(71%) en comparacion con Maradol (52%) al dia de estrés maximo lo que sugiere que
la acumulacion de ceras confiere parte de la tolerancia al estrés por déficit hidrico en
Silvestre.

Para poder correlacionar el aumento en Iz lerancia con el incremento en la cantidad
de ceras totales, se analizaron los perfiles cromatogréficos obtenidos para cada
extracto ceroso, observando que las ceras estan compuestas en su mayoria por
Alcanos y Triterpenos que en conjunto modifican la permeabilidad de la membrana,
permitiendo en menor grado el p:  de agua. La proporcion de Alcanos encontrados
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VI.3. PERSPECTIVAS

La presente tesis reporta aspectos importantes sobre la fisiologia y morfologia de dos

genotipos de Carica papaya L. expuestos a diferentes tratamientos de estrés hidrico y

ademas intenta relacionar los patrones de expresion 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.

Analisis Fisiolégico

Medir el contenido de Acido Abscisico (ABA) en las hojas de plantas expuestas al
estrés por déficit hidrico para poder relacionar los niveles de la hormona con el
nivel de estrés al que se encuentra expuesta la planta.

incluir los valores de Wy, para relacionar el nivel de estrés al que se encuentra
expuesta la planta con el potencial de turgencia en hoja asi como el ¥,
Determinar los valores de Contenido Relativo de agua en hojas, lo que permitiria

relacionarlos con el ¥y,

Cuantificacion de ceras totales

En la presente tesis, se han establecido las bases para la extraccion y
cuantificacién de ceras totales en hojas. En base a los cuales, podria evaluarse la
cantidad de ceras totales presentes en fruto en funcion de los estados de
maduracién como una respuesta de tolerancia al ataque de patégenos y al dafio

mecanico

Analisis Molecular

Llevar a cabo el analisis cuantitativo de los transcritos de los genes CpShine1,
CpShine2 y CpLac2 medic  un andlisis por RT-gPCR en los 3 tejidos evaluados
Realizar ensayos de inmunolocalizacion de la proteina CpShine, que nos permitan
identificar la ubicacion de la proteina una vez que la planta se expone a un estrés
por déficit hidrico.

El papel de los genes tipo LACS en tejido especifico ha sido ampliamente
documentado en la literatura, por lo que seria interesante, hacer un estudio que
permita evaluar los cambios en los patrones de expresion de la familia completa
caracterizada in sifico en el presente estudio tomando en cuenta todos los tejidos.
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