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A nivel mundial existen alrededor de 13 especies vegetales comerciales mejoradas por
ingenieria genética como el maiz, soya, alfalfa, algodén o papaya y son innumerables los
trabajos en especies modelo como arabidopsis, tabaco, tomate o arroz que demuestran el
inmenso potencial y utilidad de las plantas genéticamente modificadas (Battisti y Naylor,
2009).

Como estrategia biotecnolégica en respuesta al estrés tanto biético como abidtico, es
usual caracterizar genes que codifican para factores transcripcionales. Durante eventos
estresantes, esencialmente por altas temperaturas se ha observado la activacion de
determinados genes de choque térmico colectivamente conocidos como heat shock
factors o heat stress transcription factors (genes hsfs) que codifican para proteinas del
mismo nombre (factores de transcripcion Hsfs), estos Gltimos promueven la expresiéon de
genes codificantes para chaperonas, cuya actividad se encamina a contrarrestar los

efectos negativos de la temperatura elevada (Kotak et al., 2007; Busch et al., 2005).

Mucha de la literatura cientifica sobre estrés térmico es molecular y hace referencia a
bajas temperaturas, por lo que surge la necesidad de realizar estudios de estrés por
temperaturas altas en un contexto fisioldgico y molecular, en base a herramientas
biotecnolédgicas, encaminados primero a conocer la respuesta fisiologica, caracterizar
genes encargados de contrarrestar el estrés térmico y finalmente la obtencion de plantas
resistentes a temperaturas altas. Segin Ming (et al., 2008) la papaya (Carica papaya L.)
es una de las frutas tropicales mas importantes con caracter comercial, es la primera fruta
modificada genéticamente (resistencia al virus de la mancha anular) y su genoma ha sido
secuenciado en su totalidad (Carica papaya L. cv. SunUp) y debido a que es un cultivo
relativamente rapido con un tamafo de genoma pequefio, la papaya potencialmente

puede ser un modelo de estudios moleculares para frutos tropicales.

Este trabajo pretende complementar con estudios de respuesta fisiolégica, los trabajos
sobre caracterizacion de genes hsfs en plantas y generar conocimiento nuevo en Carica
papaya L. cv. Maradol con fines biotecnolégicos, debido a que los estudios moleculares
en variedades de este cultivar se centran actualmente en la generaciéon de plantas
transgénicas de papaya resistentes a Colletotrichum gloesporoides, a pesticidas, y a la
generacion de plantas acumuladoras de metales pesados (AGOGTR, 2008).
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La estabilidad de las membranas celulares es afectada durante el estrés por aitas
temperaturas, ya que disminuye la fuerza de los puentes de hidrégeno y de las
interacciones electrostaticas entre los grupos polares de las proteinas en fase acuosa de
la membrana; las altas temperaturas modifican la estructura y composicién de la
membrana y provocan la pérdida de iones. La alteracién de la membrana también provoca
la inhibiciébn de procesos como la fotosintesis y la respiracion, que dependen de la
actividad de enzimas y proteinas transportadoras de electrones asociadas a la membrana,
las cuales son menos estables o se desnaturalizan a elevadas temperaturas (Taiz y
Zeiger, 1998); el dafio a la membrana parece ser el principal causante de tal inhibicion ya
que las temperaturas para desnaturalizar las proteinas implicadas en fotosintesis y
respiracion son mayores a las que producen el dafio membranal (Hewezi et al., 2008).

La fotosintesis y la respiracién constituyen los dos procesos fisiolégicos mas sensibles al
estrés por altas temperaturas (Wahid et al., 2007); su inhibicién es comun en las plantas
expuestas periddicamente a estrés térmico, en especial cuando la temperatura es
superior a 45 °C. Durante muchos arfos, el fotosistema Il ha sido considerado el
componente mas sensible al calor de todo el aparato fotosintético, principalmente en el
transporte fotosintético de electrones (Feng et al., 2007; Yamane et al., 2000; Havaux y
Tardy, 1996).

A altas temperaturas, enzimas como la ribulosa-1, 5 -bisfosfato carboxilasa/oxigenasa
(Rubisco), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y fosfoenol piruvato
carboxilasa (PEPc) son menos estables (Feng et al., 2007). Sin embargo estudios
recientes parecen indicar que la fijacién de CO, es mas sensible al estrés térmico debido
a la inhibicién de la ribulosa-1, 5 -bisfosfato carboxilasa / oxigenasa. A medida que la
temperatura aumenta, las tasas fotosintéticas disminuyen mas rapidamente que las tasas
respiratorias. La temperatura a la cual la cantidad de CO; fijada por la fotosintesis iguala a
la cantidad de CO, liberada por la respiracién en un periodo de tiempo dado se denomina
punto de compensacion térmica o punto de compensaciéon de la temperatura (Taiz y
Zeiger, 1998).
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1.2.3 Importancia econémica y como modelo de estudio de Carica papaya L.

1.2.3.1 Caracteristicas botanicas

La papaya es originaria del sur de México y Centroamérica, es una planta herbacea de
crecimiento rapido con un gran ndmero de hojas grandes y lobuladas, vive entre 15 y 30
afos, aunque no resulta adecuado cultivarla por mas de tres afios ya que los frutos se
vuelven mas pequefios y la planta puede alcanzar varios metros dificultando su cosecha.
Tiene un tallo hueco, segmentado y erecto puede medir de 2 m hasta 10 m. El peciolo
también es hueco (Nakasone y Paull, 1998).

El sistema radicular esta formado por una raiz principal (primaria) y varias secundarias. El
estado sexual se determina en la floracion (cuadro 1.1), se pueden encontrar flores
femeninas y flores masculinas en diferentes plantas, son frecuentes las plantas que
presentan flores de ambos sexos o hermafroditas. El fruto generalmente es una baya,
aunque tiene una gran diversidad de formas, el tamafio varia segun la variedad y tipo de
flor (Nakasone y Paull, 1998).

Cuadro 1.1 Tipos de flor que existen en Carica papaya L.

Tipo de flor Estado sexual
Pistilado Femenina
Pentandria Hermafrodita
Intermedio Hermafrodita
Hermafrodita perfecta Hermafrodita
Estigmada Masculina

En el caso de C. papaya L. cv. Maradol es una variedad de origen cubano, se clasifica
como semienana; desarrolla un tronco grueso, follaje exuberante, entrenudos cortos,
presenta floracién y fructificacion tempranas. Se caracteriza por presentar descendencia
de plantas femeninas que producen frutos redondos; los frutos alargados son producidos
a partir de plantas hermafroditas y son los que México exporta principalmente a mercados
de Estados Unidos, Canada y Europa, dicha forma alargada la hace mas facil de empacar
(mas frutas por caja respecto a las redondas) ademéas que su tamafio de 1.5a 2.6 Kg y su
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Los principales productores mundiales son India (3.9 millones de ton), Brasil (1.8 millones
de ton), Indonesia (766 mil ton), Nigeria (764 mil ton) y México (616 mil ton) sin embargo
en el afio 2011, México ocupd el primer lugar de exportacion, representando el 36.7 % del
mercado mundial (90.3 mil ton) y Brasil ocup6 el segundo lugar 12.2 % (30 mil ton); vale la
pena recaicar que Estados Unidos fue el principal importador, con cerca de 100-150 mil
ton y México abasteci6 el 74 % de ese total (115 mil ton). Una ventaja de esta fruta para
nuestro pais es que su produccién y comercializacién se da durante todo el afio, en
especial de marzo a junio; en los Ultimos diez afios las exportaciones han crecido a una
Tasa de Crecimiento Media Anual (TCMA) del 5.8 % (SAGARPA, 2012).

En México se siembran diferentes cultivares y tipos de papaya que se han nombrado en
funcién del tamafo, forma, apariencia y procedencia de la fruta. Asi tenemos que el
cultivar hawaiano tiene frutos pequefios entre 400 y 600 g; la Maradol roja (de origen
cubano) tiene frutos entre 1.5 y 2.5 Kg; y los tipos mexicanos Cera y Mamey, que pesan
entre 2 y 6 kg (SAGARPA, 2012).

Conviene hacer la diferenciacion entre tipos y cultivares (variedades), segun Mandujano
(1998) los primeros son aquellos materiales que no se manejan con polinizacién
controlada, no tienen caracteres estables y tienen una gran heterogeneidad en la
manifestacién de ellos, lo que dificulta su descripciéon, como es el caso de los materiales
criollos Cera, Coco y Mamey; mientras que los cultivares, han sido manejados mediante
control de polinizacién y con base en la seleccién y mejoramiento genético. Los cultivares
sembrados en México de forma experimental son: Maradol roja, Maradol amarilla, y
algunos hawaiianos como Red Lady y Cariflora entre otros. Sin embargo, sélo la Maradol
roja se ha cultivado comerciaimente en México desde 1988 y ha desplazado
paulatinamente a los tipos criollos (SAGARPA, 2012).

Las entidades federativas con mayor crecimiento en el cultivo de papaya en los ultimos
afios han sido Tabasco, Chiapas, Nayarit y Michoacan. En el 2011 el Estado de Chiapas
fue el mayor productor (140,721.50 ton), le siguieron Veracruz (115,056.50 ton), Oaxaca
(113,705.25 ton), Colima (59,134.31 ton), Guerrero (45,180.30 ton), Michoacan (45,147.26
ton), Yucatan (18,424.50 ton), Tabasco (16,257.00 ton), Quintana Roo (13,122.25 ton) y
Campeche con 13,077.95 ton (SIAP, 2011).

14






Capitulo |

De forma interesante se ha visto que en Carica papaya L. cv. Pusa Nanha, a
temperaturas elevadas (40 a 45 °C) y bajas (15 a 20°C) decrecieron los sintomas
provocados por la infeccién del virus de la mancha anular en relacion con las

temperaturas ambientales de 26 °C a 31 °C (Mangrauthia et al., 2009).

1.2.4 Regulacién transcripcional

La expresidn génica, es la resposable de la manifestacién fenotipica debida a un genotipo
determinado; hay genes que son expresados costitutivamente dentro de las células
vegetales, mientras que otros responden a estimulos especificos (Liu et al.,, 1999). La
expresién aumenta o disminuye en respuesta a un programa inherente de desarrollo y a
factores ambientales, entre éstos se encuentran factores bidticos como la interaccion con
patégenos y factores abidticos como la luz, temperatura, anoxia, sequia, exceso y
deficiencia de nutrientes. Los factores de desarrollo pueden ser temporales y/o espaciales
y coinciden con procesos tales como la germinacién, el desarrollo de érganos (raices,
hojas, etc.), la transicion hacia la morfologia floral, la senescencia, embriogénesis,

desarrollo de la semilla y la maduracién de frutos (Yang et al., 2004).

Tanto la expresién constitutiva como la inducible dependen de la interaccién de factores
de transcripcion con elementos que actian en cis y/o con otros factores de transcripcion
requeridos para la expresioén génica, siendo importantes para las actividades celulares. A
diferencia de los promotores procaridticos, las regiones promotoras de eucariontes no son
reconocidas directamente por las ARN polimerasas sino que requieren de la participacion

de tales factores transcripcionales (Yang et al., 2004).

Los factores de transcripcién son proteinas de localizacion nuclear que se unen a
secuencias especificas de ADN y que modulan la expresiéon de los genes al activar o
reprimir la transcripcion génica; su estudio en plantas superiores es aun limitado aunque
en los ultimos afios se ha centrado en factores de transcripcion tales como los b-Zip,
factores relacionados con Myb y Myc, homeodominios, cajas-MADS y factores de union a
la Caja TATA (TBPs) (Guo et al., 2008).
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Por estudios en animales y algunas plantas como Arabidopsis y Tabaco, se sabe que la
expresion de genes hsps, es modulada por los factores de transcripcién de choque
térmico (Hsfs) y que el principal papel de éstos en la célula es la transduccidn de la seral
del medio ambiente con respecto al estrés térmico, transmitiendo esta informacion a la
maquinaria transcripcional, para finalmente producir diversas chaperonas moleculares. Se
sugiere que la activacion de los factores de transcripcion Hsfs se puede dar a partir del
contacto con los dominios hidrofébicos de proteinas desnaturalizadas (Akerfelt et al.,
2007; Jurivich et al., 1992).

La transduccién de la sefal del estrés térmico hacia la maquinaria transcripcional se lleva
a cabo a través de una cascada de eventos sobre los factores de trancripcion Hsfs, que
se regula en dos niveles: 1) trimerizacién inducida de choque térmico, localizacién nuclear
y unién al ADN y 2) la adquisicién de la competencia transcripcional (Cotto et al., 1996;
Jurivich et al., 1992).

Antes de un evento estresante, los factores de transcripcién Hsfs se encuentran en el
citoplasma como monédmeros y no pueden unirse al ADN (figura 1.2 a). Los factores de
transcripciéon Hsfs deben formar trimeros y ser activados (figura 1.2 b); en animales se ha
visto la formacion tanto homotrimeros como heterotrimeros, mientras que en plantas es
comun la formacién de homotrimeros. Una vez en el nucleo, se unen en las zonas
promotoras HSE o elementos de choque térmico (heat shock element) de los genes hsps
(figura 1.2 c) y llevan a un incremento de su expresién corriente abajo (figura 1.2 d), que
confiere tolerancia al estrés (Pockley, 2001).

Las proteinas Hsps actian como chaperonas moleculares en el plegamiento, localizacion
intracelular y marcaje de proteinas celulares para su degradacién; bajo condiciones de
estrés, ellas se unen a las proteinas no plegadas, propensas a la agregacién y las
mantienen en un estado competente plegable. Las proteinas Hsps se clasifican en funcién
de su masa molecular Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60 y sHsps (small Hsps < 40 kDa),
mientras que sus masas moleculares monoméricas se encuentran generalmente en el
rango de 12 a 43 kDa (Chowdary et al., 2004).
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En los animales se encuentran pocos genes hsfs, como en los vertebrados, donde se han
identificado cuatro (hsf1-hsf4) mientras que en plantas se encuentran varios, por ejemplo
en Arabidopsis thaliana se han identificado 21 genes hsfs y sus respectivos factores de
transcripcién Hsfs. Los factores de transcripcion Hsfs en plantas se clasifican basandose
en las caracteristicas estructurales y comparacion filogenética en tres clases (A, By C)y
varios subgrupos (Xiao et al., 1999).

1.3 PREGUNTAS DE INVESTIGACION E HIPOTESIS

1.3.1 Preguntas de investigacion

* ¢ Se encuentran presentes los genes hsfs, homblogos a los reportados en Arabidopsis
thaliana, dentro del genoma de C. papaya L. cv. SunUp?

* ;A qué temperatura y tiempo de exposicién, las plantas de C. papaya L. cv. Maradol se

encuentran en estrés (punto de estrés térmico)?

» ., Qué efecto tiene el estrés térmico sobre la fisiologia de plantas de C. papaya L. cv.
Maradol en condiciones de estrés moderado, en el punto de estrés térmico y qué tan

capaz es esta especie de recuperarse de dicho estrés?

» De estar presentes los genes hsfs en el genoma de C. papaya L. cv. SunUp ;Cual es el
efecto sobre la expresion de estos, en condiciones de estrés moderado, en el punto de
estrés térmico y durante su recuperacién (etapa post estrés) en plantas de C. papaya L.
cv. Maradol?

.3.2 Hipotesis

En base a las preguntas anteiores y la informaciéon presentada en la parte introductoria y
de antecedentes de esta tesis, se plantearon las siguientes hipétesis.
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1. Existen secuencias homodlogas de genes hsf de Arabidopsis thaliana dentro del
genoma de C. papaya L. cv. SunUp, por ser éstas altamente conservadas en las

especies hasta ahora estudiadas,

2. El incremento de temperatura asi como un mayor tiempo de exposicion, resultan
en una afectaciéon negativa de varios parametros fisiolodgicos para las plantas de C.
papaya L. cv. Maradol, en particular en el punto de estrés térmico. Sin embargo la
capacidad de esta especie para recuperarse de dicho estrés depende de la
intensidad y duracion del estrés térmico

3. Los genes hsfs estan presentes en C. papaya L. cv. Maradol y cuando ésta se
expone a altas temperaturas, los perfiles de expresion de tales genes cambian, en

respuesta al estrés térmico, de manera mas contrastante en el punto de estrés
térmico y tal vez durante la recuperacién de dicho estrés.

.4 OBJETIVOS Y EST| \TEGIA EXPERIMENTAL

1.4 .1 Objetivo General

* Evaluar el efecto de diferentes temperaturas y tiempos de exposicion sobre la fisiologia y
expresion de genes hsf en plantas jovenes (70 dias de edad) de C. papaya L. cv. Maradol.

.4.1.1 Objetivos particulares

« Aislar in silico las secuencias homologas de genes hsfs de Arabidopsis thaliana en C.

papaya L. cv. SunUp.

» Caracterizar la estructura y filogenia de los factores de transcripcion Hsfs codificados por
los genes hsfs en C. papaya L. cv. Maradol.

+ Caracterizar la expresion basal de los genes hsfs en plantas adultas de C. papaya L. cv.

Maradol bajo condiciones comerciales.
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Enla etapa 1 se realizd una revision de literatura cientifica y bases de datos, para
obtener todas las secuencias, tanto nucleotidicas codificantes (genes hsf) como proteicas
(factores de transcripcion Hsfs) de Arabidopsis thaliana.

La etapa 2, que correspondi6é al anal...s bioinformatico (Capitulo ll) se compararon las
secuencias entes mencionadas con el genoma de Carica papaya L. cv. SunUp; las
secuencias nucleotidicas codificantes se utilizaron para obtener secuencias de
nucledtidos homélogas hsfs en C. papaya L. cv. SunUp, mientras que las secuencias
proteicas Hsfs se usaron para definir los dominios caracteristicos de los factores de
transcripcién Hsfs mediante la caracterizacion in silico de la estructura y filogenia. Las
secuencias nucleotidicas se usaron para disefiar oligos v continuar posteriormente con los

estudios de expresidn de las secuencias mas relevant paya L. cv. Maradol.
Previo a las siguientes etapas, se g€ ue pinitas adultas de C. papaya
L. cv. Maradol en una plantacion ¢ . _ ‘'minaron semillas para obtener plantas
de ad, para 3 experimentos: a) determinacion del punto de estrés térmico, b)
exp za (30 © 50 °C) durante 1 hora, sin recuperacidén (estrés
moc exposicic 50 °C) durante 4 horas, con recuperacion (estrés
sev rés). El e a) sirvié p=ra establecer las temperaturas y tiempos
de exposicion para los 2 e . posteriores.

En la etapa 3 se realizé el analisis fisiologico ., b determinacion del punto
de estrés térmico (experimento & idieron para légicos no destructivos:

fluorescencia de clorofila (Fv/Fm, , .....uctancia estomatica (gs), mientras que para los
experimentos b) y c), los analisis fisioldgicos incluyeron parametros no destrutivos
también destructivos: fuga de iones, contenido relativo de agua y contenido de pigmentos.

La etapa 4 correspondi6 al andlisis molecular (capitulo IV), se partié de los oligos de los
genes hsf seleccic.._dos y disefiados en la etapa 2. La etapa 4 incluyd, tanto el estudio de
expresidn basal a partir de tejido vegetal de plantas adultas previamente colectado como
el estudio de los patrones de expresion por efecto de altas temperaturas a partir de tejido
vegetal de plantas jovenes germinadas y expuestas a diferentes temperaturas y tiempos
en los experimentos b y ¢.
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CAPITULO I

ANALISIS in silico DE LA FAMILIA HEAT SHOCK TRANSCRIPTION FACTORS
EN EL GENOMA DE Carica papaya L. cv. SunUp A PARTIR DE Arabidopsis

thaliana.

1.1 INTRODUCCION

Hasta la fecha en varias plantas han sido estudiados los efectos por altas temperaturas
por su importancia alimenticia y econémica, como es el caso del tomate, arroz o del maiz.
Sin embargo en Carica papaya L. cv. Maradol son escasos los estudios acerca del efecto
por altas temperaturas que incluyan aspectos bioinformaticos, fisiolégicos y moleculares;
estos estudios han sido realizados tipicamente en Arabidopsis thaliana por ser una planta

que ofrece diversas ventajas.

A. thaliana constituye el ejemplo mas representativo de una planta sin utilidad alimenticia,
medicinal o industrial que ha sido ampliamente utilizada para diversos estudios. Es una
mala hierba, de tamafio reducido, perteneciente a la familia Brassicaceae que se ha
empleado como principal modelo en el estudio cientifico debido a sus caracteristicas
unicas que ofrecen una serie de ventajas a la hora de considerarla como modelo de
investigacion. Entre estas caracteristicas se encuentran que es un verdadero diploide con
un ciclo de vida muy corto (6-8 semanas), de fecundacién autégama y produce

numerosas semillas que permanecen viables durante muchos afios (EcuRed, 2010).

Su crecimiento rapido permite el analisis de un gran nimero de individuos en un minimo
de tiempo y por lo tanto, la consiguiente amplificacién rapida de los genotipos Utiles para
posteriores estudios; facilidad de transformacion genética por Agrobacterium tumefaciens
y mediante el plasmido Ti es posible introducir genes de interés y mantenerlos de forma
estable (Zhang et al.,, 2006). Su genoma es pequefio (157 Mpb), posee 5 cromosomas
con relativamente escasas secuencias repetidas y un bajo contenido en ADN
(aproximadamente 70 Mpb por nidcleo haploide), la hacen con diferencia, la planta

superior de genoma mas pequefo conocido y por lo tanto, un sistema ideal para estudios
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genéticos y moleculares. Asimismo, por sus caracteristicas, fue el objeto de un proyecto
de secuenciacion a gran escala y en el afo 2000 fue la primera planta en ser
completamente secuenciada (Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Actualmente, se tiene
acceso en todo el mundo al genoma completo, que contiene cerca de 30,000 genes
codificantes, un nimero comparable al de los humanos (TAIR, 2010).

En esta tesis se hace uso de la bioinformatica, utilizando parte del amplio conocimiento en
A. thaliana como una herramienta computacional para el estudio de los genes del choque
térmico (heat shock transcription factors) o también referidos como genes heat shock
factors (genes hsfs) en C. papaya L. cv. Maradol expuestas a temperaturas altas. Ante
eventos estresantes, como temperaturas elevadas, los genes hsfs codifican para unas
proteinas del mismo nombre llamadas proteinas Hsfs, las cuales actdan como factores de
transcripcién siendo asi el componente terminal de una cascada de sefales de
transduccién en Eucariotes al regular la expresiéon de genes involucrados en el choque
térmico (Hewezi et al., 2008; Liu et al., 1999).

El conocimiento sobre la familia heat shock factors se debe tanto al estudio de los factores
de transcripcion Hsfs como al estudio de los genes hsfs que los codifican. Los factores de
transcripcién Hsfs reconocen motivos palindrémicos de unién, llamados elementos de
choque térmico HSE (5-nGAANnTTCnnGAANn-3° o 5-nTTCnnGAAnnTTCn-3°)
conservados en los promotores de genes inducibles al calor de todos los eucariotas. Los
genes diana clasicos son los genes hsps que codifican para proteinas del choque térmico
(heat shock proteins), una vez unidos los factores de transcripcion Hsfs en la region
promotora HSE de los genes que poseen este motivo, llevan a un incremento de su
expresion corriente abajo, que confiere tolerancia al estrés; los genes hsps codifican para
proteinas Hsps las cuales actian como chaperonas moleculares en el plegamiento,
localizacion, distribucion intracelular y marcaje de proteinas celulares dafadas para su
degradacion. Bajo estrés, las chaperonas moleculares se unen a las proteinas no
plegadas o aquellas propensas a la agregacion, manteniéndolas en un estado plegable
competente, como parte de la homeostasis proteica (Akerfelt et al., 2007; Chowdary et al.,
2004; Agashe y Hartl, 2000).
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El dominio menos conservado en tamario y secuencia es el CTAD, el cual esta presente
s6lo en algunos factores de transcripcion Hsfs. La funcion de activacion como factores de
transcripcién de las proteinas Hsfs esta relacionado con el pequefic motivo peptidico
llamado AHA en el centro del dominio CTADs. AHA esta caracterizado por residuos de
aminoacidos aromaticos (W, F, Y), hidrofébicos (L, I, V) y acidos (E, D) (Kotak et al., 2004;
Déring et al., 2000; Nover et al., 1997).

En Arabidopsis thailiana existen 21 miembros de la familia hsf pertenecientes a las tres
clases A (15), B (5) y C (1) (Nover et al., 2001). Los factores de transcripcién de la Clase
A, poseen el motivo AHA que promueve la activacién transcripcional, las comparaciones
de secuencias indican que un motivo activador AHA con secuencia consenso FWxx (F/L)
(F/I/ L) combinado a una secuencia adyacente de exportacion nuclear (NES) representa
una firma caracteristica de muchos factores de transcripcion Hsfs de la clase A (Koskull-
Déring et al,, 2007). Los de clase B y C no poseen dicho motivo (Kotak et al., 2004),
suponiendo asi que los de la clase B y C no tienen actividad regulatoria de si mismos y su
funcién esta relacionada a la represién y co-activacion (Bharti et al., 2004; Kotak et al.,
2004). En la figura 1.1 se presentan 3 factores de transcripcion del choque térmico Hsfs
de cada una de las clases en A. thaliana. A diferencia de los vertebrados donde se usan
so6lo numeros, en plantas para referirnos a los genes hsfs o a los factores de transcripcién
Hsfs, se anteponen las iniciales del nombre cientifico, que consiste en la especie y

género, y al final también se indica la clase a la que pertenecen.

Figura Il. 1 Factores de transcripcion del choque térmico Hsfs en A. thaliana. Se ejemplifica cada
una de las tres clases existentes en A. thaliana: A, B y C, asi como los dominios caracteristicos de
cada clase. 1) Se hace referencia a un miembro de la clase A. 2) Corresponde a una miembro de

la clase B y 3) es el unico miembro reportado de la clase C en A. thaliana (Baniwal, et al., 2004).
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I1.2.2 Aislamiento in silico de genes tipo hsfs en Carica papaya L. cv. SunUp

Las secuencias nucleotidicas de A. thaliana, previamente descargadas de las 3 bases de
datos, fueron utilizadas como sonda (query) para encontrar los genes homaélogos tipo hsf
en C. papaya L. cv. SunUp. Se realizé un Blast Local mediante la herramienta TBLASTX
(Zhang, et al., 2000) con el programa BioEdit Secuence Alignment Editor (BioEdit version
7.0.9.0, Hall, 1999) para aislar in silico las secuencias homélogas a A. thaliana dentro del
genoma de C. papaya L. cv. SunUp (Taxid: 3349) registrado en Phytozome (http//
www.phytozome.net). Los parametros generales del alineamiento fueron los siguientes:
500 secuencias con hits significativos para mostrar, 250 secuencias maximas de
alineamientos para mostrar, un valor esperado de E < 10 y se establecieron parametros
de puntuacién donde se utilizé la matriz BLOSUM62.

11.2.3 Seleccion de secuencias homdlogas tipo hsf en Carica papaya L. cv. SunUp

A partir de los resultados obtenidos con el programa BioEdit (Hall, 1999) se seleccionaron
las secuencias nucleotidicas con mayor similitud mediante el programa Blast Parser
versién 1.2 (http:// geneproject.altervista.org/). La eleccion de las secuencias dentro del
genoma de C. papaya L. cv. SunUp se realizé a partir de secuencias codificantes con
valores de E <10, con valores de porcentaje de identidad y similitud > 60%. Estas
secuencias fueron posteriormente traducidas en sus seis marcos de lectura posibles
(FGENESH).

I1.2.4 Prediccion del marco de lectura abierto (ORF)

La prediccién de los marcos de lectura abiertos (ORF, Open Reading Frame) de las
secuencias nucleotidicas seleccionadas de C. papaya L. cv. SunUp se realizé mediante el
programa bioestadistico de algoritmos de prediccién de genes FGENESH (Softberry, Inc.)
utilizando el codigo genético de plantas dicotiledéneas (Arabidopsis) y edicién con la
herramienta TRANSLATE (Swiss Institute of Bioinformatics) con el formato de salida que
incluy6é las secuencia proteica. Cada secuencia proteica predicha se corrobord al ser
buscada dentro de la base de datos de NCBI en el apartado de dominios conservados,
para comprobar que se trataba de una proteina Hsf.
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I.2.5 Alineamiento de secuencias proteicas e identificacion de dominios
conservados en Arabidopsis thaliana 'y Carica papaya L. cv. SunUp

Se realizdé un alineamiento multiple entre las secuencias proteicas Hsfs de A. thaliana y
las secuencias proteicas predichas en C. papaya L. cv. SunUp, utilizando el programa
BioEdit (Hall, 1999) mediante la herramienta ClustalX (Thompson et al., 1994). El formato

de salida fue .doc.
I.2.6 Analisis filogenético entre Arabidopsis thaliana y Carica papaya L. cv. SunUp

Se realiz6 un primer alineamiento mdltiple a partir de las secuencias proteicas Hsfs de A.
thaliana encontradas en las 3 bases de datos. También se realizd un segundo
alineamiento entre éstas y las secuencias proteicas predichas en C. papaya L. cv. SunUp.
En ambos casos se utilizé el programa MEGAS (Tamura et al., 2011). A partir del segundo
alineamiento se gener6 una matriz de distancia (porcentaje de identidad) con la finalidad
de asignar el posible nombre a cada secuencia predicha. La matriz se realizé utilizando 39
secuencias de aminoacidos; ésta se basé en el modelo Jones-Taylor-Thornton (JTT) y
muestra el numero de sustituciones de aminoacidos por sitio. La tasa de variacién entre
sitios fue modelado con una distribucion gamma de 5 categorias. Un total de 68

posiciones que contenian datos faltantes fueron eliminadas.

A partir de los dos alineamientos se obtuvieron los 2 mejores modelos evolutivos.
Después se construyeron dos arboles con el programa MEGA5 (Tamura et al., 2011)
utilizando el método de caracteres mediante la prueba de filogenia evolutiva Maximum
likelihood, el modelo Jones-Taylor-Thomton (JTT), con un valor de Bootstrap de 1000
réplicas, supresion completa de Gaps, datos perdidos y una contribucién uniforme de los
sitios. El primer arbol se realiz6 mediante la agrupaciéon por clados a partir de las 21
secuencias de aminoacidos Hsfs de A. thaliana alineadas previamente; un total de 70
posiciones que contenian datos faltantes fueron eliminadas. Para el segundo arbol se
utilizaron las 21 secuencias de aminoacidos Hsfs de A. thaliana y las 18 secuencias
proteicas predichas de C. papaya L. cv. SunUp, es decir un total de 39 secuencias; un

total de 68 posiciones que contenian datos faltantes fueron eliminadas.
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I1.2.7 Diseno de oligonucleétidos de genes hsfs en Carica papaya L. cv. SunUp

El disefio de oligonuclettidos de los genes hsfs para el analisis de expresién por RT-PCR
semi cuantitativo (Capitulo IV) en plantas de C. papaya L. cv. Maradol se realizé mediante
la asistencia de los programas FastPCR (Kalendar et al., 2009) y PrimerSelect Lasergene
version 7.2.1. (Burland, 2000). Los oligonucleétidos fueron disefiados con las siguientes
caracteristicas: Tm mayor a 50 °C, una proporcién de GC del 50 % y preferentemente que
el amplicén se encontrara en el area central de la secuencia predicha y que incluyera por
lo menos un intrén. Los oligonucleétidos finalmente fueron enviados a sintetizar a una

casa comercial.

En base a la literatura reportada, las secuencias homdélogas obtenidas, la matriz de
distancia y arbol filogenético se eligieron 6 genes hsf para estudiar en esta tesis en
plantas de Carica papaya L. cv. Maradol expuestas a diferentes temperaturas y tiempos

de exposicién.

1.3 RESULTADOS

1.3.1 Obtencion de secuencias hsfs en Arabidopsis thaliana

De la revision, en las 3 bases de datos, se encontraron 21 secuencias nucleotidicas hsfs y
sus correspondientes 21 secuencias de aminodacidos Hsfs en Arabidopsis thaliana,
pertenecientes a la familia heat shock transcription factors. Las 21 secuencias
nucleotidicas se presentan en el cuadro II.1; estan clasificadas en 3 clases y el nombre de
cada hsf inicia con las 2 letras iniciales del nombre de la especie a la que pertenecen (At,
A. thaliana). Las secuencias hacen referencia a los siguientes genes hsfs: AthsfA1a,
AthsfA1b, AthsfA1d, AthsfA1e, AthsfA2, AthsfA3, AthsfAda, AthsfAdc, AthsfAS, AthsfAGa,
AthsfA6b, AthsfA7a, AthsfA7b, AthsfA8, AthsfA9, AthsfB1, AthsfB2a, AthsfB2b, AthsfB3,
AthsfB4 y AthsfC1.
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Cuadro 1.2 Secuencias de nucledtidos hsfs con la mayor homologia encontradas en el genoma de

C. papaya L. cv. SunUp.

N° Locus Longitud { Longitud % de % de Valor E | Score
del del Identidad | Similitud
segmento | alineacién
(pb) (pb)

1 | supercontig_43.94 1509 1206 81 89 3E-88 | 285
2 | supercontig_50.58 1131 1003 70 82 4E-67 | 437
3 | supercontig_90.16 1572 1512 86 92 1E-128 | 488
4 | supercontig_7.163 1074 867 82 97 3E-97 | 458
5 | supercontig_5.77 612 576 70 81 6E-28 | 263
6 | supercontig_124.4 1251 1206 87 93 1E-124 | 542
7 | supercontig_157.44 1464 1422 72 86 1E-1556 | 483
8 | supercontig_27.46 708 699 62 75 3E-35 | 281
9 | supercontig_44.122 1071 1012 72 82 1E-81 | 441
10 | supercontig_52.116 1110 819 72 90 1E-103 | 354
11 | supercontig_2.169 1185 849 79 90 7E-99 | 269
12 | supercontig_28.162 1440 1419 80 90 1E-77 | 436
13 | supercontig_55.150 837 812 79 92 6E-88 | 448
14 | supercontig_107.31 948 872 70 84 1E-86 | 456
15 | supercontig_74.64 933 735 81 88 1E-107 | 559
16 | supercontig_224.10 834 824 82 89 1E-66 | 427
17 | supercontig_49.32 471 458 93 100 1E-60 | 349
18 | supercontig_1780.1 975 899 75 86 BE-89 | 452

A partir de las 18 secuencias nucleotidicas hsfs seleccionadas en C. papaya L. cv. SunUp
Cphsfs (Cp, C. papaya L.) con la mayor similitud se predijeron 18 secuencias de
aminoacidos CpHsfs, las cuales se corroboraron dentro de la base de datos de NCBI para

comprobar que se trataba de una proteina Hsf o con caracteristicas de las mismas.

11.3.3 Seleccion de secuencias homologas tipo hsf en Carica papaya L. cv. SunUp

Una vez corroborado que se trataba de secuencias proteicas con caracteristicas de Hsfs
se obtuvo un alineamiento multiple entre las secuencias proteicas Hsfs predichas en C.
papaya L. cv. SunUp y las secuencias proteicas de A. thaliana previamente obtenidas de
las bases de datos y asi verificar la existencia de dominios caracteristicos de los factores

de transcripcion Hsfs (figura 11.2), tales como el dominio de unién al ADN (DBD, Dna-
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Figura I1.3. Arbol filogenético de secuencias proteicas Hsfs en Arabidopsis thaliana (AtHsf). Se
obtuvo a partir del método (algoritmo) de Maximum Likelihood y el mejor modelo Jones-Taylor-
Thornton (JTT). La construccion del arbol consenso bootstrap se realizé a partir de 1000 réplicas
que se tomaron para representar la historia evolutiva. Se utilizé6 una distribucion gamma discreta

con categoria =5 para modelar las diferencias evolutivas entre los distintos sitios.
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I.4 DISCUSION

Cuando se revisaron las 3 bases de datos, se encontraron 21 secuencias nucleotidicas
hsfs en Arabidopsis thaliana (Athsfs) pertenecientes a la familia heat shock transcription
factors también referidos como heat transcription factors (hsf) agrupados en 3 clases A, B
y C. En la clase A se encontraron un total de 15 genes Athsfs divididos en 9 grupos:
AthsfA1a, AthsfA1b, AthsfA1d, AthsfA1e, AthsfA2, AthsfA3, AthsfAda, AthsfAdc, AthsfAS,
AthsfAGa, AthsfAGb, AthsfA7a, AthsfA7b, AthsfA8 y AthsfA9; en la clase B se encontraron
5 Athsfs en 4 grupos: AthsfB1, AthsfB2a, AthsfB2b, AthsfB3 y AthsfB4 mientras que en la
clase C sélo se encontré un Athsfs perteneciente al Unico grupo en esta clase, este fue
AthsfC1. Estas observaciones coinciden con lo reportado en los trabajos pioneros en el
estudio de la respuesta del choque térmico en Arabidopsis thaliana por Nover (et al.,
2001), Novery Scharf (1997), Nover (et al., 1996).

En esta tesis se reporta por primera vez de manera integrada la caracterizacion in silico,
identificacién y relacién filogenética de todos los posibles miembros de la familia heat
shock factors involucrados en la respuesta del choque térmico dentro del genoma

secuenciado en C. papaya L. cv. SunUp.

Se encontraron 18 secuencias nucleotidicas homdlogas hsfs dentro del genoma de C.
papaya L. cv. SunUp, respaldadas por porcentajes de identidad entre 62 % y 93 % y de
similitud entre el 75 % y 100 % asi como valores esperados entre E= 10y E=10", La
presencia de secuencias hsfs en C. papaya L. cv. SunUp es una evidencia mas de su
existencia conservada entre diversas especies estudiadas (Akerfelt et al., 2007), como en
tomate Solanum peruvianum (Chan-Schaminet et al., 2009; Mishra et al., 2002), en soya
Glycine max (Zhu et al., 2006), arroz Oryza japénica (Wang et al., 2009), maiz Zea mays
(Lin et al., 2011) y, auque en estos casos corresponden a plantas con uso alimenticio,
interesantemente también se ha realizado en Lily, Lilium longiflorum (Xin et al., 2010) una

planta con importancia en el mercado de flores.

E! menor nimero de secuencias nucleotidicas hsfs homélogas dentro del genoma de C.
papaya L. cv. SunUp (18) en relaciéon a A. thaliana (21) es consistente con la reduccion
promedio en el numero de genes de aproximadamente 20% que presenta C. papaya L. en
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=

comparacion con A. thaliana segun lo reportado por Ming et al., 2008. De hecho estos
autores reportaron que C. papaya L. posee 19 homélogos hsfs en su genoma, un nimero
que difiere a lo encontrado en esta tesis. Esta pequefa diferencia, podria deberse a que
los resultados de Ming et al. 2008 fueron obtenidos a partir de un primer borrador (Draft)
mientras que en esta tesis el genoma se obtuvo desde la base de datos de Phytozome,
con ultima actualizacion del 2012 y sus parametros de homologacién pudieron ser
diferentes a los utilizados en esta tesis. En la base de datos PInTFDB V 3.0 (2010) se
encuentran registrados 18 superconting que contienen las regiones que codifican para
factores de transcripcién Hsfs a partir del genoma de C. papaya L. registrado en NCBl y

se corroboré que son los mismos 18 encontrados en esta tesis.

Cuando se realiz6 el alineamiento multiple entre las secuencias proteicas predichas de C.
papaya L. cv. SunUp (CpHsfs) y las secuencias proteicas descargadas de bases de datos
para A. thaliana (AtHsfs), se observd que las secuencias proteicas CpHsfs presentaron
dominios conservados en relacion a A. thaliana (figura I.2), sin embargo a pesar de que
se encontraron dominios muy conservados (indicados en color negro para los
aminoacidos idénticos) también se encontré divergencia entre las secuencias,
evidenciada por aminoacidos indicados en color blanco. Los dominios mejor conservados
fueron el dominio de unién al ADN (DBD, Dna-Binding Domain) y el dominio de
oligomerizacién (OD, Oligomerization Domain) y es consistente con lo reportado en la
literatura. En el caso del dominio DBD, también se sefalaron las regiones
correspondientes a las 4 laminas  antiparalelas y las 3 hélices a pertenecientes al motivo
central hélice-giro-hélice (H2-T-H3, helix-turn—helix). Estas caracteristicas corresponden
con lo descrito por Nover y Scharf (1997), Schultheiss (et al, 1996), Wu (1995),
Damberger (et al., 1994) Harrison (et al., 1994) y Vuister (et al., 1994).

Se encontraron 2 laminas B antiparalelas y 2 hélices a caracteristicas en H2 mientras que
en H3 se encontraron 2 laminas B antiparalelas y 1 hélice a. Segtn la literatura el motivo
H2-T-H3 dentro del dominio DBD es requerido para el reconocimiento especifico del ADN
y es comun en proteinas involucradas en regulacion de expresién génica (Cicero et al.,
2001; Littlefield y Nelson, 1999). Con esta evidencia bioinformatica, se fundamenta que

las secuencias presentadas en esta tesis corresponden a factores de transcripcion.

50



Capitulo 11

El segundo dominio mejor conservado encontrado a partir del alineamiento fue el dominio
OD, el cual fue bipartito y con 2 regiones hepta-hidrofébicas (HR, Hydrophobic Region)
denominadas HR-A y HR-B, escenciales para la oligomerizacién y fa formaciéon de
trimeros (Kotak et al., 2004; Nover et al., 2001).

También se identificd en las secuencias CpHsfs de la figura 1.2, con asteriscos de color
rojo, los residuos basicos K y R caracteristicos de la sefial de localizacion nuclear (NLS,
Nuclear Localization Signal). Se sabe que el dominio bipartito NLS representa un racimo
de residuos basicos (K, R) reconocidos por el receptor NLS esenciales para la importacion
nuclear. De igual forma se identific la sefial de exportacion nuclear (NES, Nuclear Export
Signal). Esta se caracteriza por el aminoacido Leucina (L) en la regién hidrofébica HR-C
(figura 11.2 indicado con un asterisco de color amarillo) (Heerklotz et al., 2001; Mattaj y
Engimeier, 1998; Lyck et al. 1997).

En la literatura es sabido que el dominio menos conservado en tamafio y secuencia es el
dominio de activacion CTAD (CTAD, C-Terminal Activation Domain) el cual esta presente
solo en algunos factores de transcripcion Hsfs de la clase A. La funcién de activacion
como factores de transcripcion de las proteinas Hsfs esta relacionado con el pequefo
motivo peptidico llamado AHA el cual esta caracterizado por residuos de aminoacidos
aromaticos (W, F, Y), hidrofébicos (L, |, V) y &acidos (E, D) (Kotak et al., 2004; Déring et al.,
2000; Nover et al., 1997) en esta tesis se observd que las secuencias proteicas Hsfs de la
clase A, tanto en A. thaliana como en C. papaya L. cv. SunUp, presentaron el dominio
CTAD. En este se identific6 AHA1 y AHAZ2, los cuales fueron marcados con rectangulos
de color naranja y con asteriscos naranjas donde se encontraron aminoacidos
conservados como en el caso de los aromaticos W y F asi como éacidos E y los

hidrofébicos L, 1y V, concordando de esta manera con la literatura reportada (figura {1.2).

En relaciéon a los 2 arboles filogenéticos obtenidos, cuando se realizd el primer arbol para
las secuencias proteicas de A. thaliana (figura 11.3) se formaron dos clados principales
respaldados por valores de estimacion de precision bootstrap > 40, en el primer clado se
encontraron secuencias de la clase A y C mientras que en el segundo, todas fueron de la
clase B, esto es concordante con lo reportado por Nover (et al., 2001), Nover y Scharf
(1997), Nover (et al., 1996).
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Cuando se realizé el segundo arbol filogenético entre A. thaliana y C. papaya L. cv.
SunUp, las secuencias Hsfs se agruparon en dos clados principales, los cuales
presentaron valores de estimacién de precision bootstrap bajos (bootstrap < 40). Sin
embargo en este arbol los valores de estimacién de precisién bootstrap altos respaldaron
la clasificacion de las secuencias Hsfs en Carica papaya L. cv. SunUp.

Para elegir las secuencias del estudio de expresion durante el choque térmico, estudiadas
en el Capituio IV, se consultd la literatura. De los de 21 factores de transcripcion de la
familia Hsf en A. thailiana se sabe que los de la Clase A poseen el motivo AHA que
promueve la activacion transcripcional (Koskull- Déring et al., 2007) mientras que los de la
clase B y C no lo poseen (Kotak et al., 2004) suponiendo asi que los de la clase By C no
tienen actividad regulatoria de si mismos y su funcion esta relacionada a la represion y co-
activacion (Bharti et al., 2004; Kotak ef al., 2004). Por ello para estudiar el estrés térmico
por incremento de temperatura asi como el tiempo de exposicion en C. papaya L. cv.
Maradol en esta tesis, se planteé incluir miembros de las tres clases para el estudio de la
expresion de los genes hsfs que codifican para factores transcripcionales Hsfs.

En tomate Lycopersicum peruvianum (reclasificado como Solanum peruvianum) el factor
de transcripciéon denominado LpHsfA1a actia como un regulador maestro de la respuesta
al choque térmico, al regular la biosintesis de otros factores de transcripcion Hsfs como
LpHsfA2 y LpHsfB1 asi como la produccién de proteinas Hsps manteniendo la
termotolerancia y regresando la expresion de genes housekeeping después del estrés
(recuperacion) (Mishra et al., 2002). Por ello se decidi6 incluir en esta tesis, el estudio de
la expresion del gen hsfA1a en C. papaya L. cv. Maradol. Para la asignacion del nombre,
se consultd la matriz de distancia (o porcentaje de identidad) a través de las secuencias
de aminoacidos, se eligié la secuencia identificada con el cédigo “supercontig_90_16"
(secuencia nucleotidica a través de la cual se predijo la secuencia de aminoacidos) y
aunque presentd dos porcentajes de identidad muy similares 87.46 % (en relacion a
AtHsfA1a) y 87.40 % (en relacion a AtHsfA1d) en esta tesis se eligi6 el mayor,
designando a la proteina CpHsfA1a y al gen CphsfA1a, en este ultimo caso con cierta
reserva, pues el gen solé podra ser verificado mediante clonacién y secuenciacién (se

propone como una perspectiva del capitulo V).
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En el arbol filogenético estos porcentajes quedan corroborados ya que esta secuencia se
agrupd en el subclado 1 junto a las secuencias de A. thaliana AtHsfAta y AtHsfA1d.

En la literatura se reporta que los factores de transcripcion AtHsfA1a y AtHsfA1b en A.
thaliana son los principales reguladores de la activacién inmediata de la transcripcion
génica en el estrés del choque térmico y en consecuencia determinan la cinética de
retroalimentacién negativa, que es responsable de la temporalidad de la expresién génica
(Lohmann et al., 2004). Por esta razén se incluy6 el estudio de la expresion del gen
HsfA1b en C. papaya L. cv. SunUp. Para ello se consulté la matriz de distancia y se
encontré que la secuencia con el codigo “supercontig_43_94" tuvo el mayor porcentaje de
identidad con AtHsfA1b en A. thaliana (80.38 %). En el arbol filogenético esta secuencia
se agrupd en el subclado 1 junto a las secuencias de A. thaliana AtHsfA1b y AtHsfA1e, en
concordancia con lo visto en la matriz. Se designdé a la proteina CpHsfA1b y al gen
CphsfA1b.

En Arabidopsis el gen AthsfA2 se considera “tardio”, su expresion aumenta bajo estrés
térmico, su respectivo factor de transcripcion parece regular la expresién de un grupo de
genes blanco que ampliamente se sobrelapan con aquelios regulados por los factores de
transcripcion AtHsfA1a y AtHsfA1b, (Wunderlich et al., 2007). Schramm et al., (2006)
reportaron que AthsfA2 es el gen que se expresa con mas fuerza de todos los heat shock
factors y el que produce la proteina mas estable posterior a la induccién del estrés
térmico. Por esta razdén también se incluyé el estudio de la expresion del gen hsfA2 en C.
papaya L. cv. Maradol. Al revisar la matriz de distancia la secuencia con el cédigo
“supercontig_7_163" tuvo un porcentaje del 79.52 % con AthsfA2. Se designé a la
proteina CpHsfA2 y al gen CphsfA2.

En relacion a la clase B, en el genoma de Arabidopsis solo hay cinco genes hsfs dos de
los cuales son considerados con funciones tempranas (AthsfB3 y AthsfB4) y los otros tres
son considerados que actian como hsfs tardios (AthsfB1, AthsfB2a, AthsfB2b) (Schramm
et al., 2006; Busch et al., 2005; Lohmann et al., 2004) porque su expresion de ARNm se
incrementa significativamente en el estrés térmico y hay pruebas de que esta expresién
aumentada por el calor requiere la accién combinada de los hsfs tempranos de la clase A:
AthsfA1a y AthsfA1b (Schramm et al., 2006; Busch et al., 2005; Lohmann et al., 2004).
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Para esta tesis se eligieron hsfB1 y hsfB2b para su estudio de expresiéon en C. papaya L.
cv. Maradol, principalmente por su accion tardia es decir en etapas posteriores del estrés.
La secuencia “supercontig_55_ 150" presenté el mayor porcentaje de identidad con
AthsfB1 (72.37 %) y la secuencia “supercontig_74 64" con AthsfB2b (85.94 %),
designado de esta manera las dos proteinas como CpHsfB1 y CpHsfB2b y los genes
CphsfB1 y CphsfB2b. En el arbol ambas secuencias de aminoacidos se agruparon en el
clado 4, CpHsfB1 efectivamente se agrupo con AtHsfB1 mientras que CpHsfB2b se
agrupé con AtHsfB2b.

Un hecho mas, para justificar la eleccién de estos dos miembros de la clase B es que en
tomate el factor de transcripcién LsHsfB1 actla como coactivador de la transcripcion
mientras que en Arabidopsis AtHsfB1 es un represor transcripcional (Czarnecka-Verner et
al., 2004; Bharti et al, 2004; Czarnecka-Verner et al., 2000). En Arabidopsis, el gen
AthsfB1 es el mas fuertemente inducido por calor de los Hsfs clase B (Busch et al., 2005).

Finalmente se decidi6 incluir a la clase C, que en el caso de A. thaliana es sélo un gen y
su respectivo factor de transcripcion. La secuencia con el mayor porcentaje de identidad a
AtHsfC1 fue “supercontig_1780_1", el porcentaje fue 78.66 %, la designacion a esta
secuencia fue CpHsfC1 en el caso de la proteina y CphsfC1 para el gen. En clado 1, se
puede observar que AtHsfC1 se agrupé con AtHsfC1.

Las secuencias restantes, que no se incluyeron para el estudio de la expresion pueden
observarse en el cuadro I.3 y los nombres asignados a cada secuencia de aminoacidos
fueron en la clase A: CpHsfA3 para “supercontig_5_77" en relacion a AtHsfAda (84.79 %),
CpHsfAS para el “supercontig_157_44" (73.28 %), CpHsfA5a al supercontig_27_46 (51.08
%), CpHsfABb en el caso de supercontig_44 122 (72.70 %). El “supercontig_52_116" se
nombré CpHsfA7a (82.92 %), “supercontig_2_ 169" como CpHsfA8 (76.91 %) y el
“supercontig_28_162" como CpHsfAS (70.90 %).

En el caso de la clase B se identificaron las siguientes secuencias: el supercontig_107_31
se nombré como CpHsfB2a con un porcentaje del 65.56 % en relacion a AtHsfsB2a. El
supercontig_224_10 se designé CpHsfB3 (75.99 %) y el “supercontig_49 32" fue
CpHsfB4 (78.73 %).
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1.5 CONCLUSIONES

En esta tesis se reporta por primera vez la caracterizacion in silico, identificacién y
relacion filogenética de todos los miembros (proteinas Hsfs) de la familia heat shock
factors dentro del genoma secuenciado en C. papaya L. cv. SunUp, que posiblemente
estan involucrados en la respuesta del choque térmico. De hecho en esta tesis, el estudio
de la expresion de los genes hsfs en C. papaya L. cv. Maradol (capitulo 1V) demostré su

respuesta ante el estrés térmico.

De la revision, en las 3 bases de datos, se encontraron 21 secuencias nucleoctidicas hsfs
en A. thaliana. Dentro del genoma de C. papaya L. cv. SunUp, se encontraron 18
secuencias homologas y éstas fueron respaldadas por porcentajes de identidad entre 62
% y 93 % y de similitud entre el 75 % y 100 % asi como valores esperados entre E= 10
y E= 10™%®. La presencia de miembros hsfs en C. papaya L. cv. SunUp es una evidencia

mas de su existencia conservada entre diversas especies estudiadas.

Se encontré un nimero menor de secuencias nucleotidicas hsfs homologas dentro del
genoma de C. papaya L. cv. SunUp (18) en relaciéon a A. thaliana (21) probablemente por
la reduccion promedio en el nimero de genes de aproximadamente 20% que presenta C.

papaya L. en comparacion con A. thaliana.

Las secuencias proteicas CpHsfs presentaron dominios conservados en relacién a A.
thaliana sin embargo a pesar de que se encontraron dominios muy conservados también

se encontro cierta divergencia entre las secuencias.

Los dominios mejor conservados fueron el dominio de unién al ADN (DBD) y el dominio
de oligomerizacién (OD). En el caso del dominio DBD también se encontraron regiones
correspondientes a las 4 laminas 8 antiparalelas y las 3 hélices a pertenecientes al
motivo central hélice-giro-hélice (H2-T-H3), el cual es requerido para el reconocimiento
especifico del ADN y es comin en proteinas involucradas en regulacidon de expresién

génica.
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El dominio de oligomerizacion, fue bipartito y con 2 regiones hepta-hidrofébicas (HR)
denominadas HR-A y HR-B, esenciales para la oligomerizaciéon y la formacién de
trimeros. Con esta evidencia bioinformatica, se fundamenta que las secuencias

presentadas en esta tesis corresponden a factores de transcripcion Hsfs.

También se identificaron los residuos basicos K y R caracteristicos de la sefial de
localizacion nuclear (NLS) esenciales para la importacion nuclear. De igual forma se
identific la sefial de exportacion nuclear (NES), caracterizada por el aminoacido Leucina
(L) en la region hidrofébica HR-C.

Las proteinas Hsfs de la clase A presentaron el dominio de activacién llamado CTAD, en
este se identifico AHA1 y AHAZ2, caracterizados por aminoacidos conservados como en el
caso de los aromaticos W y F asi como acidos E y los hidrofébicos L, | y V. El motivo AHA

es esencial para la funcién da la activacion transcripcional.

A través del arbol filogenético se encontré que las 18 secuencias proteicas Hsfs de C.
papaya L. cv. SunUp se agruparon con las 21 de A. thaliana en dos clados principales.
Complementando esto con la matriz de distancia, se encontraron porcentajes de identidad
con valores entre 51.08 % y 87.46 % y se asignaron los nombres mas probables de las
secuencias proteicas CpHsfs, encontrandose 12 en laclase A, 5enlaclase By 1 en la
clase C. En el primer clado se agruparon secuencias de la clase A y clase C mientras que

en el segundo se agruparon secuencias de la clase B y de la clase A.

Para el estudio de la expresion de genes hsfs en C. papaya L. cv. Maradol en el capitulo
IV, se eligieron 6 genes representativos de las tres clases, cuyas secuencias proteicas
presentaron los siguientes porcentajes de identidad en relacién a A. thaliana en la matriz
de distancia. En el caso de CpHsfA1a fue 87.46 %, CpHsfA1b (80.38 %), CpHsfA2 (79.52
%), CpHsfB1 (72.37 %), CpHsfB2b (85.94 %) y CphsfC1 78.66 %. El nombre fue
corroborado por su agrupacién con las secuencias proteicas Hsfs de A. thaliana dentro de
los clados en el arbol filogenético. Finalmente a partir de secuencias nucleotidicas se
disefiaron los oligonucledtidos que se utilizaron en los estudios de expresion presentados

en el capitulo IV.
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CAPITULO il

CARACTERIZACION DEL EFECTO POR INCREMENTO DE TEMPERATURA Y
TIEMPO DE EXPOSICION SOBRE LA FISIOLOGIA DE PLANTAS DE C.
papaya L. cv. Maradol

1.1 INTRODUCCION

Los cambios térmicos, vinculados a ambientes calidos alteran las temperaturas del aire, y
del suelo, asi como en el contenido de agua de este ultimo, afectando a las plantas, por
ser organismos sésiles (Loik et al., 2000). El aumento de temperatura, Ia luz intensa y la
poca disponibilidad del agua alteran la tasa fotosintética, la tasa respiratoria, el contenido
de pigmentos fotosintéticos, la viabilidad de plantulas, la biomasa al disminuir el desarrollo
y expansion de hojas, incluso abscision foliar, cierre de estomas; afectacion al desarrollo
de sistemas reticulares, la velocidad a la que absorben agua y nutrientes las raices, la
floracién y por lo tanto el rendimiento. También pueden facilitar la existencia de insectos y
enfermedades (Hewezi et al., 2008; Prasad et al., 2002; Betts, 1997; Wild, 1992).

En tomate (Solanum lycopersicum) el calor afecta el desarrollo tanto en polen como en
anteras y por lo tanto reduccién de frutos (Sato et al.,, 2000; Peet et al.,, 1998). En frijol
comtn (Phaseolus vulgaris) cuando se aplica calor antes de la antesis resulta en mal
formacion de polen y anteras (Porch y Jahn, 2001). En plantas de lino (Linum
usitatissimum), el calor aplicado después iniciar la floracion afecté la capacidad
reproductiva, los frutos pesaron menos que los frutos de las plantas control y con tres
veces mas posibilidades de ser malformados y con semillas estériles (Cross et al., 2006).

En Carica papaya L. (Caricaceae) la temperatura optima de germinacién es 30 °C (Gil y
Miranda, 2008) mientras que la temperatura para su crecimiento esta entre 21 °C y 33 °C,
siendo el éptimo entre 23 °C y 26 °C (Nakasone y Paull, 1998) a temperaturas mayores
de 35 °C las flores hermafroditas pueden deformarse en flores con partes femeninas no
funcionales o pobremente desarrolladas, abscision floral, menc, produccién de frutos y
quemaduras en hojas (AGOGTR, 2008).
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La fotosintesis es un proceso fundamental, por el cual las plantas acumulan biomasa por
la conversién de carbono inorganico a carbohidratos usando la energia de la luz
(Richards, 2000) sin embargo su inhibicion es comin en las plantas expuestas
periddicamente a estrés térmico, en especial cuando la temperatura es superior a 45°C
(Camejo et al., 2005) con esta temperatura, el fotosistema Il (PSll) puede dafarse

facilmente (Gomos et al., 1994).

Una manera de conocer la existencia o ausencia de dafio al aparato fotosintético es a
través de mediciones de eficiencia del fotosistema ll, ya que es considerado el
componente mas sensible al calor de dicho aparato, principalmente en el transporte de
electrones; una estrategia usual para medir la eficiencia del fotosistema |l es a través del
analisis de la emisién de la fluorescencia de la clorofila a y con ello caracterizar el efecto y
modo de accion del estrés térmico. Este método de andlisis puede usarse como un buen
indicador de dafio y es aplicable a plantas de manera no destructiva, no invasivo, rapido y
sensible (Gonzalez et al., 2008).

También las temperaturas elevadas entre 35 °C y 45 °C causan fuga de iones en la
membrana tilacoides de los cloroplastos (donde esta localizado el fotosistema ) e induce
transferencia ciclica de electrones; el dafo a nivel celular puede ser explicado por la
pérdida de estabilidad de la membrana, ya que es afectada durante el estrés por altas
temperaturas cuando disminuye la fuerza de los puentes de hidrégeno y de las
interacciones electrostaticas entre los grupos polares de las proteinas en fase acuosa de

la membrana (Gonzalez et al., 2008).

Las altas temperaturas, alteran la estructura y composicion de la membrana y provocan la
pérdida de iones, dicha alteracién esta relacionada con la inhibicién de procesos como la
fotosintesis y la respiracion, que dependen de la actividad de enzimas y proteinas
transportadoras de electrones asociadas a la membrana, las cuales son menos estables o
se desnaturalizan a temperaturas elevadas. El dafio a la membrana parece ser el principal
causante de tal inhibicion ya que las temperaturas para desnaturalizar las proteinas
implicadas en fotosintesis y respiracion son mayores a las que se producen el dafio

membranal (Taiz y Zeiger, 1998).

62



Capitulo Il

En zonas tropicales, como la peninsula de Yucatan, es comun el registro de temperaturas
altas, generando pérdidas en los cultivos, entre estos el de C. papaya L. cv. Maradol.
Segln los datos meteoroldgicos CONAGUA (2013) mayo es el mes en el que se registran
las temperaturas mas altas en el Estado de Yucatan, el maximo histérico para Mérida, la
capital del Estado fue el 27 de may dJe 2009 con 43.5 °C vy el registro historico para el
Estado fue de 47 °C en San Diego P'*2navista, una comisaria del municipio de Tekax , el
16 de mayo de 2005. Es comln ei registro de temperaturas entre 40 °C y 45 °C en
municipios como Abala, Acanceh, Chunchucmil, Halachd, Motul, Ticul y Tekax.

En este capitulo se disefiaron experimentos para estudiar el efecto de las temperaturas
altas, tomando como referencia las temperaturas méas elevadas de los meses mas
calurosos en el Estado de Yucatdn. Se determind el punto de estrés térmico (estrés
severo) en plantas jévenes de C. papaya L. cv. Maradol expuestas a diversas
temperaturas y diversos tiempos de exposicion. A partir del punto de estrés térmico se
caracterizé el efecto de altas temperaturas en condiciones de estrés moderado, en el
punto de estrés térmico asi como en el post estrés a partir de diversos parédmetros
fisiologicos como la eficiencia de fotosistema I, conductancia estomatica, la integridad de
la membrana (fuga de iones), el contenido relativo de agua y contenido de pigmentos.

I.2 MATERIALES Y METODOS

lil.2.1 Disefio de la camara térmica

La camara térmica (figura lll.1) se disefié en forma rectangular (60 de largo x 40 de altura
x 30 de ancho) las paredes fueron de cristal (2 mm de espesor), la fuente calorifica
consistioé de una resistencia eléctrica de 100 watts dentro de una caja de aluminio en cuyo
extremo se coloc6 un ventilador con la finalidad de homogeneizar el aire caliente en toda
la caja. Para controlar la temperatura se instalé un termostato (Saginomiya, Seisakusho
INC, Japan) cuyo intervalo de sensado se encontrd en el rango de -10 °C a 50 °C + 2 °C.
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Figura .1 Camara térmica. a) El disefio de la camara témica fue rectangular y el material
consistié en cristal de 2 mm de espesor, en la parte superior y por fuera se colocéd el termostato
mientras que en la parte interior se colocé la resistencia eléctrica. b) Se muestra el termostato con
un rango de temperatura de -10 °C a 50 °C £ 2 °C. c) La resistencia eléctrica se encontré dentro de
una caja de aluminio con fa intencién de darle direccion al aire caliente, en un extremo se coloco el

ventilador mientras que el otro extremo permaneci6 abierto para la salida del aire.
li.2.2 Material vegetal
.2.2.1 Germinacion y edad fisioldgica

Cada semilla, de plantas de C. papaya L. cv. Maradol, fue germinada a 1 cm de
profundidad, en vasos de unicel (8 cm de didametro y 11 cm de altura) utilizando como
sustrato agrolita y peat moss (1:1). Dentro del invernadero (figura 111.2a), se dispuso de
una camara de germinacion protegida con malla antiafidos, temperatura promedio de 32
°C, densidad de flujo de fotones promedio de 60 ymol m?s™y humedad relativa de!l 80 %
(figura fi1.2b).

Cuando las plantas alcanzaron una edad de 65 dias y una altura aproximada de 18 cm
fueron transferidas y aclimatadas durante 5 dias en un cuarto de cultivo del Laboratorio de
Fisiologia Vegetal Molecular, a 25 °C + 1 °C dia/noche, fotoperiodo de 12 h, densidad de
flujo de fotones de 60 umol m?s-'y humedad relativa del 80 % (figura Hll.2c).
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Por cada una de las 3 repeticiones cada grupo consistié de 5 plantas jovenes (5 réplicas)
y las mediciones consistieron en fluorescencia de clorofila y conductancia estomatica. Se
colectaron en la parte media de cada planta 4 discos de hoja para la medicion de fuga de
iones (2 discos) y contenido relativo de agua (2 discos). Para la determinacién posterior
del contenido de pigmentos se colectaron 4 tejidos: hoja, peciolo, tallo y raiz, los cuales
fueron depositados en bolsas de papel aluminio y por separado, éstos se guardaron en
ultra congelador a -80. En el grupo control, las mediciones y colectas se realizaron a 25
°C mientras que en los grupos experimentales fueron al término de cada exposicién, sin

sacar las plantas de la camara, es decir sin regresar a 25 °C (sin recuperacion).

ill.2.3.3 Exposicion térmica de plantas jovenes durante 4 horas, con recuperacion

En base a la determinacién del punto de estrés térmico, este experimento se realizd con
la finalidad de caracterizar la condiciéon de estrés severo y post estrés (recuperacién). Un
tercer lote de plantas jévenes (un total de 15), se aclimataron previamente a 25 °C, para
formar 3 grupos; un grupo se mantuvo a 25 °C como control, los 2 grupos restantes fueron
los experimentales, se introdujeron durante 4 h en la cAmara térmica la cual tenia una
temperatura previa de 50 °C, para evitar la aclimatacion. Después de concluir el
tratamiento las plantas jévenes se regresaron a 25 °C (recuperacion). Esto fue para una

repeticion, se realizaron un total de 3 repeticiones.

Por cada una de las 3 repeticiones cada grupo consistid de 5 plantas jovenes y las
mediciones consistieron en fluorescencia de clorofila y conductancia estomatica. Se
colectaron en la parte media de cada planta 4 discos de hoja para la medicién de fuga de
iones (2 discos) y contenido relativo de agua (2 discos). Para la determinacion del
contenido de pigmentos se colectaron 4 tejidos: hoja, peciolo, tallo y raiz, los cuales
fueron depositados en bolsas de papel aluminio y por separado, éstos se guardaron en
ultra congelador a -80 °C. En el grupo control, las mediciones y colectas se realizaron en
plantas que permanecieron a 25 °C mientras que en los grupos experimentales éstas se
realizaron después de las exposiciones, en un grupo a las 4 h de recuperacion (estrés
severo) y en el grupo restante se realizaron 1 semana después de recuperacion (post

estrés).
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lll.2.4.4 Contenido relativo de agua

El contenido relativo de agua se determiné de acuerdo a la siguiente férmula CRA=(PF-
PT)/ (PF-PS). Donde PF es el peso fresco del tejido, PT es el peso turgente (rehidratado);
PS es el peso seco del tejido después de haberse eliminado el agua del mismo. Se utilizé
un sacabocado del nimero 9 (1 cm de didmetro) para realizar cortes en forma circular
(disco) en la parte suave de la hoja (evitando nervadura); por cada planta se sacaron 2
discos, de una misma hoja; cada disco se pesé (PF), luego se suspendieron en agua (sin
sumergir) y se dejé reposar a luz ténue y baja temperatura (25 °C) por 24 h. Se pesé de
nuevo (PT) retirando el exceso de agua; se liofilizd y pesé de nuevo (PS), segun el
protocolo de Smart y Bingham (1975) modificado en el Laboratorio de Fisiologia Vegetal

Molecular.
lll.2.4.5 Determinacion del contenido de pigmentos

El contenido de clorofilas totales, clorofila a, clorofila b y carotenoides se determind a
partir de 0.05 g de cada uno de los tejidos evaluados: hoja, peciolo, tallo y raiz. Se utilizé
el protocolo de Arnon (1949) con acetona al 80 %, estandarizado en el Laboratorio de
Fisiologia Vegetal Molecular, mientras que las féormulas se calcularon en base a las
ecuaciones de Welburn (et al., 1994). Las lecturas de absorbancia fueron hechas en el
espectrofotémetro de luz UV visible (DU 650 Beckman Coulter, USA).

.3 RESULTADOS

lil.3.1 Disefo de la camara térmica

A continuacién se muestran las mediciones de temperatura dentro de la cadmara térmica
que se disefi¢ para esta tesis (figura l1l.3). El control preciso de temperatura se logré
gracias al termostato (Saginomiya, Seisakusho INC, Japan) el cual tiene un intervalo de
sensado de -10 °C a 50 °C con un error de + 2 °C. Las mediciones se realizaron con un

sensor data logger (WatchDog® modelo 450) para documentar que la temperatura se

alcanzo rapidamente y se mantuvo estable.
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La conductancia estomatica, en las plantas expuestas durante 1 h a las tres temperaturas
evaluadas, se redujo al término de 1 h de exposicion y a 1 h y 24 h después de concluir
cada exposiciéon y regresarlas a 25 °C (recuperacién) particularmente a 50 °C, en
comparacion con las plantas mantenidas en la temperatura control o bien comparado con
al tiempo cero (antes de cada exposicién). A 1 semana en recuperacion los niveles de
conductancia aumentaron en comparacion con las mediciones a 24 h de recuperacion,

pero en ningun caso el incremento ascendié a valores iniciales (figura 1ll.4b).
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Figura lll.4 Fluorescencia de la clorofila a (Fv/Fm) y conductancia estomatica (gs) en plantas
jovenes de C. papaya L. cv. Maradol bajo exposiciéon de 3 diferentes temperaturas durante 1 h.
Tanto la fluorescencia de clorofila (@) como la conductancia (b) fueron medidas en hojas del estrato
medio de las plantas jévenes antes del experimento (tiempo cero), al término de la exposicién al
calor (1 h de exposicion), 1 h después de regresar las plantas a 25 °C (recuperacion), 24 h de
recuperacion y 1 semana de recuperacién en tres diferentes temperaturas: 30 °C, 40 °C y 50 °C
respectivamente. Las plantas usadas como control fueron mantenidas a una temperatura de 25 °C.
Los datos son el resultado de 3 repeticiones con 5 réplicas. Media + DE. Se sefalan las
temperaturas contrastantes: 25 °C (linea azul) y 50 °C (linea roja).

En las plantas jovenes expuestas durante 2 h a las 3 diferentes temperaturas, se se
observo que el valor de Fv/Fm descendié a una temperatura de 50 °C en especial cuando
se realizaron las mediciones al término de las 2 h de exposicién y 2 h de recuperacion
respectivamente. Sin embargo después de 1 semana de recuperacion, el valor se

encontrd cercano a 0.80 en todas las temperaturas evaluadas (figura 1li.5a).
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La conductancia, disminuyé en todas las temperaturas evaluadas al término de la
exposicidn y este patrén se mantuvo a las 4 h de recuperacion. Sin embargo las plantas
jovenes que fueron expuestas a 30 °C y 40 °C mostraron un incremento a partir de 24 h
de recuperacién mientras que en las plantas expuestas a 50 °C, su conductancia se
mantuvo baja tanto después de 24 h y 1 semana de recuperacion (figura 11.6b).
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Figura lIL.6 Fluorescencia de la clorofila a (Fv/Fm) y conductancia estomatica (gs) en plantas
jovenes de C. papaya L. cv. Maradol bajo exposiciéon de 3 diferentes temperaturas durante 4 h.
Tanto la fluorescencia de clorofila (a) como la conductancia (b) fueron medidas en hojas del estrato
medio de las plantas jovenes antes del experimento (tiempo cero), al término de la exposicién al
calor (4 h de exposicién), 4 h después de regresar las plantas a 25 °C (recuperacion), 24 h de
recuperacion y 1 semana de recuperacion en tres diferentes tratamientos: 30 °C, 40 °C y 50 °C
respectivamente. Las plantas usadas como control fueron mantenidas a una temperatura de 25 °C.
Los datos son el resultado de 3 repeticiones con 5 réplicas. Media + DE. Se sefalan las

temperaturas contrastantes: 25 °C (linea azul) y 50 °C (linea roja).

De todas las temperaturas y tiempos de exposicion evaluados, solo en las plantas
expuestas a 50 °C durante 4 h presentaron caida de hojas después de 1 semana de
recuperacion, por lo que se llevo acabo un registro fotografico (figuras Ill.7a-e). Las hojas
con mayor edad (estrato inferior) y estrato medio presentaron coloracién amarilla y
abscision, provocando que las plantas se quedaran con algunas hojas, en particular las

mas jovenes del estrato superior. Esto puede verse en la figura lll.7e.
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Se noté un ligero aumento de carotenoides en hojas de plantas expuestas a las tres
temperaturas en relacién a las plantas mantenidas a 25 °C (control) sin embargo en las
plantas control no se encontraron carotenoides en peciolo y tallo. Cuando las plantas
fueron expuestas a 30 °C, 40 °C y 50 °C si se encontraron presentes en estos 2 tejidos.
Interesantemente en raiz no se encontraron carotenoides ni en las plantas control ni en

aquellas expuestas a las 3 diferentes temperaturas (figura 111.15).
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Figura HlI.15. Carotenoides en 4 tejidos de plantas jovenes de C. papaya L. cv. Maradol expuestas

a 3 temperaturas durante 1 h. Los carotenoides fueron evaluados en hoja, peciolo, tallo y raiz. Los
tejidos se colectaron en el estrato medio de las plantas al término de cada exposicion, las
temperaturas de exposicién consistieron en 30 °C, 40 °C y 50 °C mientras que las plantas control
fueron mantenidas a 25 °C. Los datos son el resultado de 3 repeticiones con 5 réplicas. Media +
DE.

11.3.4 Exposicion térmica de plantas jovenes durante 4 horas, con recuperacion

Como se noté en la determinacion del punto de estrés térmico, cuando las plantas
jovenes fueron expuestas a temperaturas de 30 °C y 40 °C a diferentes tiempos de
exposicién, incluso a tiempo de 8 horas, presentaron valores de fluorescencia cercanos a
0.80. Sin embargo cuando la temperatura de exposicion fue 50 °C durante 8 h las plantas
jovenes murieron en su totalidad. Es por eillo que una temperatura de 50 °C y un tiempo
de exposicion de 4 h, resultaron adecuados para evaluar el estrés severo, las mediciones
del punto estresante se realizaron 4 h después de haber concluido el experimento y
regresar las plantas a 25 °C (recuperacion) asi como la medicién del post estrés a 1

semana en recuperacion.
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li.4 DISCUSION

lll.4.1 Determinacion del punto de estrés térmico

Para la determinacién del punto de estrés térmico, se midio la relacion de fluorescencia
variable entre la fluorescencia maxima o fluorescencia de la clorofila a (Fv/Fm) ya que
varios autores consideran este parametro fisiologico como una medida cuantitativa muy
eficaz para caracterizar el estrés, ademas de ser muy sensible, no destructivo, in situ, in
vivo y rapido. Su medicion es una manera de conocer internamente el estado fisiolégico
del fotosistema Il (FS Il), principal componente del aparato fotosintético (Gonzalez et al.,
2008; Govindjee, 1995; Ogren, 1994; Strand y Oquist, 1988; Schreiber et al., 1988;
Havaux et al., 1988; Smille y Nott, 1982). Adicionalmente se midié la conductancia
estomatica (gs) ya que este parametro aporta informaciéon a nivel externo de la hoja
indicando la apertura de los poros estomaticos, por donde la hoja controla procesos
internos fundamentales para el desarrollo vegetal como el intercambio de CO, en la
fotosintesis y vapor de agua durante la transpiracion y ain mas importante es, que el poro
estomatico constituye un regulador térmico (Raschke, 1975).

En la literatura se reporta que Fv/Fm es un parametro que en un gran nimero de especies
se mantiene con un valor cercano a 0.800 +0.050 si el FS |l esta integro y por lo tanto
refleja un uso altamente eficiente de la energia de excitacién en el proceso fotoquimico.
En caso de que el FS |l haya sufrido un grado de dario el cociente Fv/Fm normalmente
bajara a valores menores de 0.8, convirtiéndose en un indicador del grado de estrés que
esté sufriendo la planta (Mohammed et al., 1995; Bothar-Nordenkampf et al., 1989;
Bjérkman y Demmig, 1987).

Dentro del proceso fotosintético la relacion Fv/Fm se considera como una medida
cuantitativa de la eficiencia fotoquimica maxima (o potencial) (Kitajima y Butler, 1975) o
del rendimiento cuantico éptimo del FS li (Schreiber y Bilger, 1993) por lo tanto la
disminucion en Fv/Fm a altas temperaturas ha sido relacionada al declinamiento del
funcionamiento de las reacciones fotoquimicas primarias, en particular por la inhibicién del
FS Il, localizado en las membranas de los discos tilacoides (Berry y Bjorkman, 1980; Weis
y Berry, 1988).
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En las plantas jovenes expuestas a 50 °C durante 1 h, la mayor afectacién reflejada por la
mayor diminucién ({ 1 %) en Fv/Fm fue a 1 h de recuperacion, un valor de Fv/Fm de
0.7750 en relacién a las plantas control (0.8480) que equivale a una disminucién de 0.073
en la unidad relativa de Fv/Fm y se considera en términos fisiolégicos como una condicién
poco dafiina, de hecho en plantas de tomate Camejo, et al., (2005) reportaron un valor

cercano a 0.70, en las pantas control (sin exponerlas al estrés térmico) en su estudio.

Cuando se expuso a 50 °C durante 2 h, la mayor disminucién (17.74 %) fue a las 2 h de
recuperacion, reflejando que el aumento de la afectaciéon de Fv/Fm no fue al término de la
exposicion sino posterior, por ello en esta tesis se incluyeron mediciones posteriores a la

exposicion para estudiar la existencia de posibles dafios después del choque térmico.

En las plantas expuestas a 50 °C durante 4 h y 8 h, las disminuciones en los valores de
Fv/Fm fueron mas evidentes; después de 4 h de exposicién, la mayor disminucién fue a
las 24 h de recuperaciéon (73.76 %) con un incremento después de 1 semana de
recuperacion, evidenciando la capacidad de las plantas de incrementar su eficiencia
fotoquimica, esto no ocurrié cuando las plantas fueron expuestas por 8 h (100% muerte),
ya que la disminucion fue drastica (98.29 %) notandose desde el término de la exposicién
hasta a 8 h de recuperacién, 24 h de recuperacién y 1 semana de recuperacion,
reflejando un dafio total al aparato fotosintético por estrés térmico.

El aumento en la exposicidn a varios tipos de estrés como el térmico, hidrico o luminico,
provocan una disminucién en la proporciéon Fv/Fm, que se debe a la disminucién de Fv
(F= Fm-Fo) mientras Foaumenta, Fm se mantiene sin mucha variaciéon (Yamada, 1996),
bajo estas circunstancias las plantas presentan una incapacidad para usar de manera
eficiente la luz tanto en bajas como altas temperaturas, cuando la afectacion es reversible
se nota un incremento de la respuesta fotoinhibitoria, es decir de una disminucion de
Fv/Fm, el valor vuelve a incrementarse una vez terminado el evento estresante. En la
presente tesis se encontré6 una eficiente respuesta fotoinhibitoria en todas las
temperaturas evaluadas tanto a 1 h, 2 h como 4 h mientras que a una exposicion de 8 h
solo las plantas expuestas a 50 °C fueron incapaces de mantener la respuesta
fotoinhibitoria reflejado por la incapacidad de incrementar de nuevo su eficiencia

fotoquimica (Fv/Fm) una vez concluida la exposicién.
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La disminucién en los valores de Fv/Fm por efecto de altas temperaturas ha sido
reportado por Willits y Peet, (2001) en tomate (Solanum lycopersicum cv. Trust) asi como
por Camejo, et al., (2005) en S. lycopersicum cv. Amalia. También en estudios de la
graminea forrajera (Festuca arundinacea) por Cui, et al., (2006) asi como en pasto
(Agrostis palustris Huds) por Liu y Huang (2000), los cuales serviran como base para
discutir mas adelante los dos experimentos de las plantas expuestas a 1 h (sin

recuperacion) y 4 h (recuperacion).

En relacién al estudio de la conductancia estomatica en esta tesis, es sabido en la
literatura que las principales funciones de los estomas es el intercambio de gases y la
transpiraciéon, en este dltimo caso se considera como el mecanismo principal de
regulacién térmica de la hoja. Tales funciones dependen del mecanismo de apertura y
cierre del poro estomatico, el cual se controla por cambios en la turgencia de las células
oclusivas y responde a diversos factores ambientales, como radiacién solar (luz),
humedad relativa, temperatura, disponibilidad de agua en el suelo, déficit de presién de
vapor, concentracion de CO, y densidad de flujo foténico en la fotosintesis (Assmann y
Gershenson, 1991).

Los factores ambientales pueden llegar a modificar las condiciones fisiolégicas intrinsecas
de la planta, en particular la luz (azu!) ya que es el principal factor para el cierre o apertura
de los estomas (During y Loveys, 1996). Smart y Robinson (1991) resumen el efecto de
las condiciones ambientales en un dia tipico, el aumento que se produce a primeras horas
de la mafiana se debe a la luz, a medida que avanza el dia, aumenta la temperatura, la
planta transpira y cuando es incapaz de traslocar el agua suficiente desde las raices para
satisfacer las tasas de transpiracion, cerrara parcial o totalmente los estomas. Avanzada
la tarde, si las condiciones ambientales vuelven a ser propicias, la planta los abrira de
nuevo. Pero en cualquier caso, al atardecer como consecuencia de la caida de la luz,

cerraran y permaneceran asi durante toda la noche.

La conductancia estomatica (gs) decrece rapidamente conforme el déficit hidrico
aumenta, como un mecanismo para evitar la pérdida de agua; la disminucion de la
conductancia estomatica esta relacionada con la pérdida de turgencia pero también al
aumento en la concentracién de acido abscisico (ABA). Independientemente de la fuente
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exposicién el cierre estomatico es mas prolongado, sugiriendo pérdida de turgencia
debida a una mayor pérdida de agua. En cualquier caso se reflejé que las plantas fueron
capaces de transpirar y de traslocar el agua suficiente desde las raices para satisfacer las
tasas de transpiracién, ya que el cierre de los estomas fue temporal (Smart y Robinson,
1991).

A las 8 h de exposicién la mayor disminucién en la conductancia fue en las plantas
expuestas a 50 °C, tanto al término de la exposiciéon (96.77 %) como a 1 semana de
recuperaciéon con un valor de cero, es decir una disminucién del 100 %, esta reduccién
total de la conductancia estomatica observada en esta tesis implica el cierre total de los
estomas y pérdida de agua, ya que al disminuir la turgencia celular, el poro se cierra,
reflejando que las plantas son incapaces de transpirar y de traslocar el agua suficiente
desde las raices para satisfacer las tasas de transpiraciéon (Smart y Robinson, 1991).

Las plantas jovenes de C. papaya L. cv. Maradol se mantuvieron bajo luz y humedad
constantes, asi que la temperatura circundante en el interior de la camara térmica, se
consideré6 como la principal causa de la disminucién del valor en la conductancia
estomatica, primero por ser la temperatura de referencia hacia la cual la hoja tiende y
segundo por afectar directamente la turgencia de las células oclusivas, afectando a la hoja
a nivel estomatico y cloroplastico, por un lado el aumento de la temperatura afecta a la
velocidad de las reacciones metabélicas (Q10), por el otro si la temperatura del aire es
elevada se puede producir un desequilibrio entre el estado hidrico de la hoja y el flujo de
transpiracién, de manera que si la demanda evapotranspirativa supera a la absorcién por
las raices, los estomas se cierran y se frena el intercambio gaseoso (Carbonneau et al,
1992).

Ademas en el registro fotografico también se observé el grave dafio a las raices cuando
las plantas fueron expuestas a 50 °C durante 8 h, incluyendo ausencia de raices
secundarias reafirmando la posible incapacidad de las plantas para usar este tejido en la

absorcidn y traslocacién de agua desde la raiz.
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La disminucién en la conductancia estomatica por incremento de temperatura también ha
sido reportado en tiempos cortos de exposicién sin recuperacion (40 °C-45 °C durante 1 h
y 2 h) por Yan, et al., (2011) en sorgo, Sorghum bicolor L. en tiempos de exposicion
prolongados sin recuperacién (30 °C por 20 dias) como Cui, et al., (2006) en la graminea
forrajera (Festuca arundinacea) y periodos medios de exposiciéon con recuperacion (35
°C, 40 ° y 45 °C por 5 h) como Luo, et al.,, (2011) en uva (Vitis amurensis L).

Segun Souza (et al, 2004) la disminuciéon de la conductancia estomatica al cerrase los
estomas puede ocasionar baja asimilaciéon de C0, y crear un desbalance entre la actividad
fotoquimica en el fotosistema 1l y el requerimiento de electrones conduciendo a una sobre
excitacion y dafio a los centros de reacciéon del fotosistema i, esta relacién entre la
disminucién entre la eficiencia fotoquimica del FS Il (Fv/Fm) y la disminucion entre la
conductancia estomatica se evidencié de manera muy clara en esta tesis cuando las
plantas jovenes de C. papaya L. cv. Maradol se expusieron a 50 °C durante 8 h, los
niveles registrados disminuyeron un (98.29 %) en Fv/Fm y un 96.77 % en el caso de la
conductancia, justo al término de las 8 h de exposicion para luego disminuir hasta valores

de cero en etapas de recuperacion.

ll.4.2 Exposicion térmica de plantas jovenes durante 1 hora, sin recuperaciéon

Los resultados de Fv/Fm en plantas jovenes de C. papaya L. cv. Maradol expuestas
durante 1 h indicaron una disminucion en las 3 temperaturas evaluadas, la disminucién
fue del 3.89 % a 30 °C, 6.54 % a 40 °C y de 8.01 % a 50 C° y como se vié en el
experimento anterior las plantas son capaces de recuperarse en mediciones posteriores,
indicando poca afectaciéon en la eficiencia fotoquimica del FS 1, esto también fue
reportado en un trabajo similar a esta tesis, donde Willits y Peet, (2001) realizaron un
estudio en tomate, Lycopersicon esculentum Mill. Cv. Trust (hoy reclasificado como
Solanum lycopersicumn) utilizando el valor de la fluorescencia de la clorofila a (Fv/Fm)
como un parametro indicador de estrés por altas temperaturas en condiciones de
laboratorio, se debe recalcar que dichos autores cortaron discos de hojas de las plantas,

lo que supone un primer estrés al manipular la hoja y realizar el corte.
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En esta tesis se evitd este paso, introduciendo la planta completa a la cAmara térmica; los
discos cortados se colocaron en placas con la temperatura controlada, sugiriendo que un
parte del disco, el haz (superior) o el envés (inferior), estuvo en contacto con la placa
mientras que el otro no. Las plantas tuvieron 3 meses de edad y el tiempo de exposicion
consistié en 30 min y 60 min a temperaturas de 15 °C, 25 °C, 30 °C, 35 °C y 40 °C.

Cuando el tiempo de exposicion fue de 30 min, la curva para el valor de fluorescencia
disminuy6 de 0.84 (nivel maximo a 15 °C) hasta 0.79 (a 40 °C) una disminucion del 5.95
% mientras que a un tiempo de exposicion de 60 min la disminucion fue de 0.84 (nivel
maximo a 15 °C) hasta 0.76 (a 40 °C) representando una disminucién del 9.52 %, en
ambos casos el valor de Fv/Fm disminuy6 ligeramente con el aumento de la temperatura
de la parrilla. A los 60 min la curva declind mas rapidamente que la curva de 30 min,
posiblemente debido a que un mayor tiempo de exposicion a mayor temperatura
incrementa el estrés térmico, algo que parece consistente con los resultados obtenidos en
esta tesis, donde a pesar de que disminuyé el valor de Fv/Fm parece que la exposicién de
las plantas jovenes de C. papaya L. cv. Maradol a las diferentes temperaturas durante 1 h

no causé un dafio severo, evidenciado por una ligera disminucién en Fv/Fm.

Otro trabajo que incluy6 la medicion de Fv/Fm y otros parametros fue el realizado por Cui,
et al., (2006), evaluaron en la graminea forrajera Festuca arundinacea dos cultivares uno
tolerante al calor (cv. Jaguar 3) y otro sensible (cv. TF 66) con una edad de 70 dias de
germinacién, las plantas control se mantuvieron en las mismas condiciones de
germinacion de 20 °C/15 °C (dia/noche) mientras que las plantas de ambos cultivares
recibieron un choque térmico con una exposicion de 30 °C/35 °C (dia/noche) por 10 y 20
dias. Similar a lo encontrado en esta tesis en papaya y a lo reportado por Willits y Peet,
(2001) en tomate, hubo una disminucién en los valores de Fv/Fm en ambos cultivares en
comparacion con las plantas mantenidas a temperatura control, en el caso del cultivar
tolerante cv. Jaguar 3 la disminucién fue del 2.43 % (10 dias) y 4.87 % (20 dias) mientras
que el cultivar susceptible cv. TF 66 fue 7.40 % (10 dias) y 16.04 % (20 dias).

En relacion a los otros parametros medidos, se encontré una afectacién de los estomas,
reflejado por una disminucién en la conductancia estomatica en los dos cultivares tanto a
los 10 dias como a los 20 dias de exposicion, en el caso del cv. Jaguar 3 fue del 14.28 %
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y 29.19 % respectivamente mientras que en cv. TF 66 fue del 42.85 % y 19.04 %
respectivamente. Interesantemente igual disminuyé el valor de las clorofilas totales
(clorofila a + clorofila b) en relacién a las plantas control, que en cv. Jaguar 3 fue del 18.64
% y 33.89 % tanto a los 10 dias y 20 dias en el caso del cv. TF 66 fue 20 % vy 30 %
respectivamente. La disminucién de la eficiencia fotoquimica del FS Il asi como la
disminucion de las clorofilas totales sugiri6 dafio por el aumento del tiempo de la
exposicion en ambos cultivares y esto fue complementado por la medida de la fuga de
fones, la cual aumentd evidenciado el dafio membranal que en el caso del cv. Jaguar 3
fue un incremento del 57.89 % a los 10 dias y 163.15 % a los 20 dias mientras que en cv.
TF 66 fue 110.52 % y 215.78 % respectivamente.

La disminucion en la conductancia estomatica por efecto de temperaturas elevadas
también ha sido reportado por Yan, et al., (2011) quienes evaluaron en sorgo (Sorghum
bicolor L.), el efecto de la temperatura sobre plantulas de 30 dias de germinacién, las
exposiciones consistieron en 40 °C por 1 h, 40 °C por 3 h, 45 °C por 1 h y 45 °C por 2 h,
no se encontrd diferencia significativa en las exposiciones de 40 °C y 45 °C durante 1 h
respecto al control, mientras que a una exposiciéon de 40 °C por 3 h se encontré una
disminucién del 35.72 % y a 45 °C por 2 h la disminucién fue del 64.29 %.

Una de las causas de la disminucion del valor de la conductancia estomatica es la pérdida
de agua ya que provoca disminuciones en la presion de turgencia en las células guarda
del estoma, resultando en el cierre parcial o total del poro estomatico. En esta tesis en las
plantas de C. papaya L. cv. Maradol se pudo observar la disminucién en los valores de la
conductancia con una disminucion del 12.96 % a una temperatura de 30 °C, un 48.55 % a
40 °C y 74.63 % a 50 °C, en relacién a las plantas control, mientras se incrementé la
pérdida de agua conforme aumentd la temperatura, esta pérdida se reflejd por la
disminucién en el contenido relativo de agua que disminuy6 un 4.05 % a 30 °C, 6.03 % a
40 °Cyun 13.78 % a 50 °C.

En esta tesis cuando se evaluaron los pigmentos, el contenido de las clorofilas totales,
clorofila a y clorofila b, disminuyeron en los 4 tejidos evaluados: hoja, peciolo, tallo y raiz
en las 3 temperaturas evaluadas. Interesantemente en raiz no se encontrd carotenoides,

éstos se encontraron en la temperatura control (25 °C) Unicamente en hoja, los cuales
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incrementaron conforme aumenté la temperatura, mientras que en peciolo, tallo y raiz la
deteccion de los carotenoides fue a partir de 30 °C, con un ligero aumento a 40 °C y 50
°C. La fuga de iones aumentd conforme aumenté la temperatura de exposicion en
comparacién a las plantas control (25 °C), el incremento fue de 3.44 % a 30 °C, 25.53 % a
40 °C y 35.34 % a 50 °C. En concordancia con Cui, et al., (2006) en esta tesis se registrd
una disminucion en los valores de Fv/Fm, de conductancia estomatica, en el contenido de
clorofilas mientras que se registr6 un aumento en los valores de fuga de iones y
carotenoides.

También en el trabajo de Mo, et al., (2011) se ha reportado el aumento del valor de la fuga
de iones en plantas expuestas a altas temperaturas, utilizaron plantulas de alfalfa
(Medicago sativa L.) con una edad de 35 dias, la temperatura de exposicién consistié en
33 °C durante 2 dias, 4 dias y 6 dias. Las mediciones se realizaron al término de cada
exposicién y la temperatura control fue de 25 °C. Se encontré6 que la fuga de iones
aumento respecto al control, a los 2 dias el incremento fue de 91.0 %, a los 4 dias 120.9
% y a los 6 dias fue 143.3 % mientras que el contenido relativo de agua disminuyé en un
11.7 %, 174 % y 18.9 % a los 2 dias, 4 dias y 6 dias, respectivamente.

De igual forma a lo encontrado en la presente tesis, Xin, et al., (2010) encontré un
aumento en la fuga de iones en 2 cultivares de plantas de Lily, una especie con
importancia en el mercado de flores. Uno de los cuitivares usado fue tolerante al calor
(Lilium longiflorum cv. white heaven) y el otro susceptible (L. longiflorum cv. Acapulco), las
plantas de 30 dias de edad se expusieron durante 1 h a 37 °C y 42 °C, la temperatura
control fue de 22 °C. En el cultivar tolerante la fuga de iones incrementé 10 % tanto a 37
°C y 42 °C en relaciéon a las plantas control, mientras que en las mismas temperaturas
evaluadas en el cultivar susceptible, la fuga de iones se incrementé un 50 % y 75 % en

relacién a las plantas control.

ll.4.3 Exposicion térmica de plantas jovenes durante 4 horas, con recuperacion

Un trabajo similar que incluyé el estudio del efecto de las altas temperaturas en plantas
tropicales tanto en el estrés como post estrés (recuperacion) fue el de Camejo, et al.,

(2005) en tomate, por cierto un fruto originario del centro y sur de América y que hoy es
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ampliamente cultivado en regiones tropicales y subtropicales de todo el mundo, una
situacion bastante similar para C. papaya L. cv. Maradol. Este trabajo sirvié como base en
gran medida para el disefio de los experimentos en esta tesis, por ello a continuacion se
discute a detaile. Camejo, ef al., (2005) expusieron plantas de tomate (S. lycopersicum cv.
Amalia) a una temperatura de 45 °C con 2 diferentes tiempos de duracion que
consistieron en 2 h y 3 h, al término de la exposicién fueron regresadas a condiciones
iniciales (recuperacién) a una temperatura de 25 °C. En las plantas control mantenidas a
25 °C el valor de Fv/Fm fue 0.70, mientras que al término de las 2 h de exposicion fue de
0.50 (una reduccion del 28.57 %) y al término de las 3 h de exposicién fue de 0.30
(disminucién del 57.14 %).

Cuando se evalud el periodo post estrés en las plantas de tomate a las 2 h de
recuperaciéon el valor fue de 0.60 una disminucién del 14.28 % respecto a las plantas
control y a las 3 h fue de 0.55, una disminucién del 21.42 %, los autores concluyeron que
entre 2 h y 3 h de exposiciéon si se encontraron diferencias significativas respecto a las
plantas control mientras que a 2 h y 3 h de recuperacion éstas no fueron significativas y
que la disminucién en la eficiencia fotoquimica del FS Il (Fv/Fm) en las plantas de tomate
expuestas a 45 °C en los 2 tiempos evaluados indicé un aumento fotoinhibitorio (menor
valor de Fv/Fm) pero reversible, reflejado por el aumento en la respuesta fotoinhibitoria al

aumentar el valor de Fv/Fm una vez terminado el evento estresante (recuperacion).

Camejo, et al., (2005) también incluyeron la evaluacion del contenido de clorofilas y no
encontraron diferencias significativas ni en la etapa del estrés ni en la etapa del post
estrés en relacion a las plantas control. Aunque los valores los reportaron en mg/mL,
mientras que en esta tesis se reportan como pg.g'PF en estas Ultimas unidades el valor

suele ser algo mayor al incluir el factor de dilucién.

La tasa de deshidratacion fue despreciable, sugiriendo poca afectacién en el contenido
relativo de agua, asi que al menos en tomate bajo estas condiciones, los autores
concluyeron que la diminucion de Fv/Fm no esta relacionado con la pérdida de clorofila ni
deshidratacion pero interesantemente si 1o relacionaron con la pérdida de estabilidad de la
isoenzima antioxidante CuZnSOD (superdxido dismutasa) al aumentar la temperatura,
cuya actividad a 25 °C represent6 un 70 % de la actividad total del extracto mientras que a
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45 °C, con una exposicion de 2 h y 3 h fue 57 % y 30 %, respectivamente, indicando una
alta susceptibilidad, no se debe olvidar que el estrés oxidativo causa irregularidades en la
cadena de ftransporte de electrones. También en guisante (Havaux, 1993), se ha
reportado la reduccién de la actividad de CuZnSOD con el incremento de temperatura
tanto en citoplasma como en cloroplasto, sugiriendo con ello, que la falla en el sistema
antioxidante puede ser un factor para la disminucién de la eficiencia fotoquimica del FS I

(menor valor de Fv/Fm).

Como dato adicional los autores evaluaron un tiempo de 20 h de recuperacion, midiendo
Gnicamente Fv/Fm, el valor ascendié sin alcanzar a los valores observados en las plantas
control. Los autores atribuyeron esta recuperaciéon parcial de Fv/Fm a una afectacion
breve pero reversible del FS 1l presumiblemente en el complejo cosechador de luz
provocada por el aumento de temperatura, sugiriendo que los eventos fotoquimicos
limitaron la completa recuperacién de la eficiencia fotoquimica del FS ll, probablemente
relacionado también a la recuperacion de la proteina D1, la cual se sabe es fosforilada y
degradada bajo condiciones de estrés por altas temperaturas (Asada et al., 1998).

Se ha reportado una cinética bifasica en la recuperacién de la eficiencia del FS Il después
de la fotoinhibiciéon (Hurry y Huner, 1992; Krause y Weis, 1991) una fase rapida y otra
lenta, en la fase lenta de recuperacion el centro de reaccién del fotosistema Il fotoinhibido
es reparado al sustituir la proteina D1 dafiada con copias sintetizadas nuevamente (Prasil,
et al., 1992) mientras que en la fase rapida no se logra la sustitucién total debido
posiblemente a una tasa baja de degradacién de las proteinas D1 dafiadas
irreversiblemente (Aro et al., 1993).

En esta tesis, de forma similar a Camejo, et al., (2005) se encontrd una disminucién en los
valores de Fv/Fm, la disminucion respecto al control fue del 38.4 % en el punto de estrés
térmico (4 h de recuperacion) y a 1 semana de recuperacion la disminucién fue de 18.05
% (recuperacion parcial). A diferencia de lo encontrado por Camejo, et al., (2005), en las
plantas jévenes de C. papaya L. cv. Maradol hubo una afectacién mas evidente, se
observé una disminucién en el contenido de clorofilas totales (clorofila a + clorofila b) en
los 4 tejidos respecto a las plantas control, en hoja la disminucién fue del 8.99 %, en
peciolo 38.47 %, en tallo 43.94 % y en raiz fue 57.11 % mientras que en la etapa de

98



Capitulo 111

recuperacién las clorofilas totales alcanzaron los mismos niveles que las pantas control en
todos los tejidos. En relacion a los carotenoides, en hoja se encontraron presentes en las
distintas mediciones, en comparacion con las plantas control hubo un incremento del
44 .87 % alas 4 h de recuperacion y del 21.85 % a 1 semana de recuperacioén. En peciolo
y tallo sélo se detectaron a las 4 h de recuperacion interesantemente en raiz no se
encontrd carotenoides en ninguna de las mediciones mientras que el contenido relativo de
agua disminuyé mas de una cuarta parte en relacién a las plantas control, es decir un
34.76 % a 4 h de recuperacion y un 25.32 % a 1 semana de recuperacion, en relacion a
tomate parece que papaya es mas susceptible a la pérdida de agua.

Dado que en condiciones de estrés se producen formas reactivas del O, que pueden
causar dafios a nivel celular, las plantas las reducen o eliminan con carotenoides y
enzimas, pero en caso extremo, la proteina D1 del sistema pigmentario |l debe aceptar
dichos productos a costa de su propia destruccién con resultante fotoinhibicién. Aunque
en condiciones normales los carotenoides desempefian un papel importante en el
complejo colector de luz, el aumento de carotenoides en C. papaya L. cv. Maradol podria
deberse a su rol en la fotoproteccion de los fotosistemas, varios estudios han mostrado
que estos compuestos son importantes en proteger el aparato fotosintético contra el
fotodarfio, por inter conversiones entre las moléculas de xantofila (Ort, 2001; Young et al.,
1997). En el ciclo de la xantofila, violaxantina a través de una de-epoxidacion se convierte
a anteraxantina y finaimente zeaxantina (Havaux, 1988). La zeaxantina participa en la
regulacién de la disipacion de energia en forma de calor del FS I, cuando este tiene una
sobrecarga energética (Ort, 2001; Ramalho et al., 2000).

Otro trabajo sobre el efecto de temperaturas altas en diversos parametros fisioldgicos por
un tiempo prolongado aunque sin la evaluaciéon de la etapa post estrés, consistié en la
exposicion de dos cultivares de pasto (Agrostis palustris Huds) uno tolerante al calor (L-
93) y otro sensible (Penncross) realizado por Liu y Huang (2000), estos autores midieron
Fv/Fm, contenido de clorofilas y fuga de iones. El pasto fue colectado de una parcela, con
una edad de establecimiento de dos afios y mantenido durante 2 meses en una camara
de aclimatacién con un régimen de 22 °C/16 °C dia/noche, después la mitad permanecié
en la camara de aclimatacion mientras que la mitad restante se transfirié a otra camara

con un régimen de 35 °C/25 °C dia/noche, aunque en este caso se debe resaltar que la
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temperatura se incrementd entre 4 °C y 5 °C cada dia durante 3 dias, es decir el
incremento no fue inmediato, sino gradual y asi permanecié hasta 56 dias. Una vez
alcanzada la temperatura del experimento, las mediciones se realizaron a los 14 dias, 28
dias, 46 dias y 52 dias.

Similar a lo encontrado en esta tesis, Liu y Huang (2000), reportaron una disminucién en
Fv/Fm asi como en el contenido de clorofilas totales en ambos cultivares. La mayor
afectacion fue a los 56 dias para los tres parametros medidos, el valor de Fv/Fm fue mas
bajo que las plantas control en un 34 % en el cultivar L-93 y 36 % en Penncross mientras
que el contenido de clorofila fue menor en un 51 % en el cultivar L-93 y 72 % en
Penncross en relacion a las plantas control, en ambos cultivares se incrementé la fuga de
iones del 200 % en L-93 y cerca del 300 % en Penncross, en esta tesis también se
registré6 un aumento en la fuga de iones en las plantas de C. papaya L. cv. Maradol, el
incremento fue del 118.92 % a las 4 h de recuperacion y de un 56.51 % a 1 semana de

recuperacion, sugiriendo dafio a la membrana en particular a las 4 h de recuperacion.

Es sabido que bajo estrés abidtico, aumenta la produccién de radicales libres y esto a su
vez, es responsable de la peroxidacion de los lipidos de la membrana por medio de la
oxidaciébn de los acidos grasos insaturados que conllevan a permeabilidad de la

membrana e incrementando la fuga de iones.

La disminucién en las clorofilas totales por temperaturas elevadas también ha sido
reportado por Almeselmani, et al., (2012) para ello compararon dos genotipos de trigo
(Triticum aestivum L.) uno tolerante (C306) y otro susceptible (PBW343), ambos se
germinaron durante 45 dias, en 2 camaras con el ambiente controlado (23 °C/18 °C
dia/noche). A partir del dia 46 un grupo (tanto plantas C306 como PBW343) permaneci6
en las mismas condiciones durante todo el experimento (grupo control) mientras que en la
camara donde se encontrd el grupo experimental (plantas C306 y PBW343) se aumentd
la temperatura de manera gradual de 23 °C/18 °C dia/noche a 35 °C/25 °C dia/noche, el
incrementé se realizo al dia 46 y fue de 1 °C por cada 1 h, hasta alcanzar los 35 °C, es
decir no consistié en un choque térmico como se realizé en esta tesis con las plantas
jévenes de C. papaya L. cv. Maradol, una vez alcanzada la temperatura de 35 °C, la
condicién de 35 °C/25 °C, permanecio hasta el final del experimento.
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Después de haber alcanzado la temperatura de estrés, las mediciones se realizaron a 1
semana (estado vegetativo), 30 dias (antesis) y 45 dias (post antesis) tanto en el grupo
control como en el experimental, se encontrd que el contenido total de clorofilas se redujo
en los tres estados de desarrollo, en los dos genotipos, aunque la reduccion fue mayor en
el genotipo susceptible PBW343 un 29.2 % y 60.9 % respecto al control, también presento
la mayor disminucion en fotosintesis e incremento de la respiracion. La menor reducciéon
en el contenido total de clorofilas fue en el genotipo tolerante C306 con 22.8 % (antesis) y
47.5 % (post antesis) la mejor tolerancia estuvo acompariada de menor disminucion en
fotosintesis y mantenimiento de la respiracion. Interesantemente C306 también mantuvo
su nivel de expresion (constitutiva) del gen hsp 101, reportado como crucial para la

termotolerancia tanto basal como adquirida.

La diferencia significativa en el contenido de clorofilas entre C306 y PBW343, segun los
autores sugiere una susceptibilidad diferente en la formacién/descomposicion de clorofila
en el estrés térmico, de hecho la reduccién en el contenido de clorofila debido a estrés
térmico también ha sido reportado en otros estudios por Almeselmani, et al., (2009) y por
Almeselmani, et al., (2006). En pepino y trigo Tewari y Tripathy (1998) se sabe que el
estrés por calor reduce el contenido de clorofila al inhibirse la biosintesis de la clorofila a
42 °C debido a la inactividad de la enzima de porfobilinégeno deaminasa y por lo tanto la

disminucién del contenido de protoclorofilide.

Segun Harding, et al, 1990 la pérdida de clorofila asi como el desajuste de los
componentes tilacoidales por estrés a altas temperaturas provocan senescencia foliar.
Otra afectacion en plantas de Annona herimola expuestas a calor fue la disminucién en la
fotosintesis asociado a la disminucién del contenido de clorofila y tanto por limitaciones

estomaticas como por limitaciones no estomaticas (Higuchia et al., 1999).

Uno de los pocos trabajos sobre conductancia estomatica tanto en el estrés por
temperaturas como en la etapa de recuperacion es el de Luo, et al.,, (2011) quienes
sometieron plantas de uva (Vitis amurensis L) con una 1 afio de edad, a diferentes
temperaturas. Las plantas se mantuvieron a una temperatura control de 25 °C/18 °C
dia/noche mientras que las plantas sometidas a estrés se sometieron a tres temperaturas
diferentes 35 °C, 40 ° y 45 °C por 5 h, al término de la exposicion fueron regresadas a
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condiciones iniciales de 25 °C, la medicidon en recuperacion fue a las 20 h. Ellos
encontraron que a 35 °C, no hubo diferencia significativa al término de la exposicion ni a
las 20 h de recuperacién. Sin embargo comparados con las plantas control, las plantas
expuestas a 40 °C y 45 °C, presentaron disminucién en un 56.25 % y 81.25 %
respectivamente al término de la exposicion mientras que en la etapa de recuperacion la
disminucién respecto al controi fue de 37.5 % y 62.5 %, a las temperaturas de 40 °C y 45

°C, respectivamente.

También se encontré una disminucién en la conductancia estomética por efecto del
incremento de la temperatura, que fue del 80.78 % a las 4 h de recuperacion y aun mayor
cuando se midié a 1 semana de recuperaciéon que fue de un 88.5 %, sugiriendo poca
apertura estomatica para evitar la pérdida de agua, esta pérdida de agua se evidencié con
la disminucién en el contenido relativo de agua, que como semenciond antes fue mayor a
4 h de recuperacion (34.76 %) que a 1 semana de recuperacion (25.32 %).

li1.5 CONCLUSIONES

En la presente tesis, en la determinacién del punto de estrés térmico, se documentd que
las afectaciones mas evidentes tanto en la fluorescencia de la clorofila a como en la
conductancia estomatica en plantas jévenes de Carica papaya cv Maradol se dieron en
aquelias expuestas a 50 °C, en particular cuando el tiempo de exposicién fue 4 hy 8 h

respectivamente.

Se concluye que las plantas con una edad de 70 dias expuestas a 30 °C, 40 °C 0 50 °C
durante 1 h, 2 h y 4 h de exposicién, pueden recuperar su eficiencia fotoquimica una vez
terminado el choque térmico, evidenciado por un incremento en los valores de Fv/Fm asi
como un incremento en los niveles de conductancia incluso a una temperatura de 50 °C,
reflejando una fotoinhibicion temporal. Sin embargo una exposicién de 50 °C durante 8 h
causé un dafio irreversible debido al estrés por altas temperaturas, evidenciado por
valores cercanos a cero en ambos parametros evaluados, aunque vale la pena remarcar
que la conductancia estomatica resulté ser un parametro mas sensible en todas las

exposiciones.
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afectando el crecimiento de las plantas, tanto en hojas, peciolos, tallos y raices. Al menos
en hojas fue evidente la clorosis y absicion de hojas. Las mayores afectaciones se
registraron en el punto de estrés térmico (4 h de recuperacién), en relaciéon a las plantas
en la condicidn post estrés (1 semana de recuperacion) y a las plantas en la condicién de

estrés moderado (exposicion de 1 h).
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Ademas del papel como reguladores positivos en la respuesta al choque térmico de los
factores de transcripcion Hsfs, los genes hsfs que codifican para éstos, parecen tener,
segin estudios genéticos, funciones pleiotropicas, como en el caso del Unico gen hsf
tanto en S. cerevisiae como en D. melanogaster. En levadura la expresion de dicho gen
es esencial para el crecimiento, en ausencia de condiciones estresantes (Lohmann et al.,
2004), mientras que en D. melanogaster es indispensable para la viabilidad general y
también es necesario para oogénesis, el desarrollo larvario y la supervivencia en

condiciones extremas de estrés (Jedlicka et al., 1997).

En animales vertebrados se han identificado cuatro genes hsfs (hsf1-hsf4), mas alla de su
papel en la respuesta al chogque térmico, el gen hsf1 es requerido para la embriogénesis
temprana, durante el desarrollo extraembrionario, el crecimiento postnatal y proteccion
durante la respuesta inflamatoria (Christians et al., 2000; Xiao et al., 1999).

Los genes hsf2 y hsf4 tienen funciones mas especializadas, ya que su expresion y la
actividad se limitan a ciertas etapas de desarrollo y tejidos (Kallio et al., 2002; Pirkkala et
al., 2001). Interesantemente, cada uno de estos 2 genes codifican una diferente isoforma,
que al parecer actian como activador y represor de la transcripcion respectivamente
(Pirkkala et al., 2001; Frejtag ef al., 2001). El gen hsf3 responde al estrés por calor y
codifica para el factor de transcripcion Hsf3, el cual se trasloca al nucleo y puede activar
genes no tipicos de respuesta al calor como PDZK3 y PROM2 (Fujimoto et al., 2010).

A diferencia de los vertebrados donde se usan sélo nimeros, en plantas para referirnos a
los genes hsfs o0 a los factores de transcripcion Hsfs, se anteponen las iniciales del
nombre cientifico, que consiste en la especie y género y al final también se indica ia clase
a la que pertenecen, Hasta ahora se han identificado tres clases A, B y C. Aunque la
literatura cientifica acerca de la respuesta del choque térmico es mayor en animales, en
plantas se sabe que los factores de transcripcién Hsfs de la clase A actian como
activadores transcripcionales mientras que los de la clase B y C actian como

coactivadores o represores de la transcripcion (Bharti et al., 2004).
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Otra diferencia es el hecho de conocerse en plantas la existencia de un regulador maestro
de la respuesta al choque térmico, como el factor de transcripcion denominado LpHsfA1a
en tomate Lycopersicum peruvianum (hoy reclasificado como Solanum peruvianum) actia
como un regulador maestro de la biosintesis de otros factores de transcripcion Hsfs como
LpHsfA2 y LpHsfB1 asi como la produccién de proteinas Hsps manteniendo la
termotolerancia y regresando la expresion de genes housekeeping después del estrés
(recuperacion), lo que indica que existe un control jerarquico entre los diferentes factores
de transcripcion Hsfs en la respuesta al choque térmico de las plantas (Mishra et al,
2002).

En A. thaliana los factores de transcripcion AtHsfA1a y AtHsfA1b son los principales
reguladores de la activacion inmediata de la transcripcién génica en el estrés del choque
térmico y en consecuencia determinan la cinética de retroalimentacion negativa, que es

responsable de la temporalidad de la expresién génica (Lohmann et al., 2004).

Los factores de transcripcion AtHsfA1a y AtHsfA1b son considerados como reguladores
primarios (tempranos) en la célula y pueden llegar a ser remplazados por factores de
transcripcion Hsfs tardios, los cuales actian después en la duracién de la respuesta del
estrés térmico (Wunderlich et al., 2007; Busch et al., 2005; Lohmann et al., 2004).

El gen AthsfA2 se considera “tardio”, su expresién aumenta bajo estrés térmico, su
respectivo factor de transcripcion parece regular la expresion de un grupo de genes
blanco que ampliamente se sobrelapan con aquellos regulados por los factores de
transcripcion AtHsfA1a y AtHsfA1b, (Wunderlich et al., 2007). El factor de transcripcion
AtHsfA2 es esencial para mantener la tolerancia adquirida pero no para inducirla (Charng
et al., 2007).

Los factores de transcripcion Hsfs de la clase A pueden activarse asimismos, es decir
pueden activar a los genes hsfs de la clase A, a otros genes hsfs y genes relacionados al
estrés, en contraste los factores de transcripcion de la clase B y C no tienen funcién
evidente como activadores de su propia transcripcion (Kotak et al.,, 2004; Czarnecka-
Verna et al., 2004, 2000) y hasta ahora se sabe menos de ellos.
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de la colecta el dia fue soleado con una temperatura de 35.8 °C y una densidad de flujo
de fotones 10004 umol m™2s™. Se colectaron por separado y en bolsas de papel aluminio
los siguientes tejidos: hoja, peciolo, pétalo, fruto inmaduro, fruto maduro y raiz, éstos se
guardaron en nitrégeno liquido hasta su traslado al Laboratorio de Fisiologia Vegetal
Molecular, para almacenarlos en ultracongelador a -80 °C hasta su procesamiento

posterior.
IV.2.1.2 Germinacion y edad fisioldgica

Semillas de plantas de C. papaya L. cv. Maradol fueron germinadas, en vasos de unicel
(de 8 cm de diametro y 11 cm de altura) utilizando como sustrato agrolita y peat moss
(1:1), la semilla se colocé a 1 cm de profundidad. Dentro del invemadero, se dispuso de
una camara de germinacion protegida con malla antiafidos, temperatura promedio de 32
°C, densidad de flujo de fotones promedio de 60 ymol m?s-'y humedad relativa del 80 %.

Cuando las plantas aicanzaron una edad de 65 dias y una altura aproximada de 18 cm
fueron transferidas y aclimatadas durante § dias en un cuarto de cultivo del Laboratorio de
Fisiologia Vegetal Molecular, a una temperatura de 25 °C £ 1 °C dia/noche, fotoperiodo
de 12/12 h, densidad de flujo de fotones de 60 umo! m?s-'y humedad relativa del 80 %. El
riego consistié de 10 mi de agua destilada cada tercer dia durante los primeros 25 dias,
mientras que el tiempo restante, el riego fue de 15 mi cada segundo dia, de una solucién

(1ml/L) nutritiva comercial (Bayfolan®Forte liquido, Bayer).

Como se describi6 en el capitulo de analisis fisiologico, el término que mejor caracteriz6 a
las plantas usadas después de la aclimatacion, fue el de plantas jovenes (70 dias) en
relacion al tejido vegetal colectado de plantas adultas. A los 70 dias las plantas jovenes
tuvieron suficiente tejido para los analisis moleculares, las colectas se llevaron a cabo en
el estrato medio de las plantas jovenes donde se situaron las hojas mas jovenes
completamente expandidas, esto fue en el 7° y 8° nudo incluyendo en el conteo a los
cotiledones desde abajo hacia arriba. Cuando se corté la raiz, se le retir6é el sustrato con

agua destilada y la muestra se tomé de la parte media.
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IV.2.3 Analisis molecular
IV.2.3.1 Analisis de calidad de ARN

Dado que la contaminacién de las muestras con impurezas organicas e inorganicas y
proteinas afecta de forma significativa la sensibilidad y especificidad del resultado, se
verificd la calidad del ARN. Como indicador de la cantidad del ARN se utilizd una
absorbancia a 260 nm y el grado de pureza se determiné en base a la relacion de
absorbancia A260/280 utilizando un espectrofotdbmetro NanoDrop 1000 (Thermo Fisher
Scientific Inc, Wilmington, USA) a partir de extracciones realizadas en 4 tejidos: hoja,

peciolo, tallo y raiz. Finalmente se calculd el rendimiento.
IV.2.3.2 Extraccion de ARN

Para la extraccion de ARN se utilizé un protocolo previamente establecido en el
laboratorio de Fisiologia Vegetal Molecular que de forma general comprende el pesaje de
la muestra (entre 100 a 400 mg), molienda con mortero y nitrégeno liquido, extracciéon con
CTAB previamente calentado a 60 °C, purificacion del ARN con disolventes de diferente
grado (°) de polaridad (etanol, cloroformo-alcohol isoamilico) y soluciones salinas (como
cloruro de litio). Centrifugacion y precipitaciéon de ARN, proceso que finalizé con el analisis
de integridad del ARN (electroforesis) y cuantificacion espectrofotométrica (Nanodrop).

Finalmente se almacend en ultracongelador a -80 °C hasta su uso.

IV.2.3.2 Sintesis de ADNc y amplificacion de genes a partir de ADNc

Para la sintesis de ADNc se utilizé la enzima SuperScript II® (Invitrogene), de forma
general la reaccion de sintesis se efectud a partir de 500 ng de ARN en mezcla con el
buffer 5x FirstStrand, DTT (0.1 mM), MgCl, (50 mM), dNTPs (10 mM), RNAse Out, y
Reverse Transcriptase RT en un programa de calentamiento a 25 °C (5 min), 42 °C (1 h
45 min) y 70 °C (15 min) para ser almacenado posteriormente a -20 °C. Para la
amplificacion especifica se emplearon oligos de genes hsfs previamente enviados a
sintetizar (Sigma) y adicionalmente se usaron como control, oligos de un gen marcador

constitutivo (EF1a).
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Cuadro V.1 Calidad del ARN, en diferentes tejidos de plantas jévenes de C. papaya L. cv. Maradol

expuestas a 3 temperaturas (30 °C, 40 °C y 50 °C) durante 1 hora, sin recuperacion.

Tejido | Tratamiento Peso | 260 nm | 260/280 | Concentracion | Rendimiento
muestra nm ng/uL ug ARN/mgPF
25°C 0.56 37.38 2.09 1495.10 8.03
Hoja 30°C 0.59 38.85 2.09 1553.90 7.93
40°C 0.59 36.10 212 1444 .10 7.35
50 °C 0.57 34.22 2.07 1368.70 7.15
25°C 0.54 15.81 2.07 632.40 3.52
Peciolo 30 °C 0.41 11.58 2.03 463.10 3.35
40 °C 0.42 17.19 2.10 687.60 4.92
50 °C 0.46 10.36 2.05 414.60 2.70
25°C 0.51 41.29 1.96 1651.60 9.66
Tallo 30°C 0.52 13.92 2.00 556.90 3.20
40 °C 0.59 2419 2.07 967.50 4.91
50 °C 0.53 16.72 212 668.70 3.75
25°C 0.61 2.79 2.08 111.80 4.47
Raiz 30 °C 0.73 17.57 2.11 702.80 0.71
40 °C 0.72 3.94 2.10 142.10 3.51
50 °C 0.58 8.01 2.04 320.2 1.56

Cuadro IV.2 Calidad del ARN, en 4 tejidos de plantas jovenes de C. papaya L. cv. Maradol

expuestas a 50 °C durante 4 h.

Tejido Tratamiento Peso 260 nm | 260/280 | Concentra- | Rendimiento
muestra nm cién ng/uL Hg
ARN/mgPF
25°C (4 h) 0.72 17.235 | 2.08 689.4 0.72
Hoja 50°C (4 h)+4 h Rec 0.71 7.575 | 2.14 655.9 0.76
50°C (4 h)+1 Sem Rec | 0.69 10.474 | 2.03 13921 0.35
25°C (4 h) 0.72 2.241 2.07 96.6 517
Peciolo 50°C (4 h)*4 h Rec 0.74 10.448 | 1.95 417.9 1.19
50°C (4 h) +1 Sem Rec | 0.70 7.709 | 2.03 308.4 1.62
25°C (4 h) 0.69 4.776 | 2.06 191 2.61
Tallo 50°C (4 h)+4 h Rec 0.72 8.562 1.96 342.5 1.45
50°C (4 h) +1 Sem Rec | 0.73 4682 | 2.06 187.3 2.66
25°C (4 h) 0.77 16.675 | 2.09 627 0.79
Raiz 50°C (4 h)+4 h Rec 0.76 7.345 | 2.05 293.8 1.7
50°C (4 h)+1 Sem Rec | 0.75 3.93 2.08 157.2 3.18
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IV.4 DISCUSION

Resulté interesante encontrar expresion basal de los 6 genes CphsfAla, CphsfA1b,
CphsfA2, CphsfB1, CphsfB2b y CphsfC1 en plantas adultas de Carica papaya L. cv.
Maradol en los 7 tejidos evaluados: hoja, peciolo, pétalo, fruto inmaduro, fruto maduro,
tallo y raiz, aunque se debe resaitar que fas plantas fueron colectadas en una plantacién
comercial en un dia soleado a una temperatura de 35.8 °C y una densidad de flujo de

fotones 10004 ymol m™>s™.

También se encontraron diferentes patrones de expresién cuando las plantas jovenes con

una edad de 70 dias fueron efectuados en base al analisis
fisiolégico. El primero de el s moderado y se evaluaron 3
temperaturas 30 °C, 40 °C indo experimento se evalué el
patrén de expresién en el | °C + 4 h 25 °C) y posterior al
estrés, llamado en esta tes » + 1 semana 25 °C). Se eligié
discutir los resultados por « en la literatura cientifica como

se muestra a continuacion.

IV.4.1 Clase A

En Arabidopsis thaliana e: le estrés donde se usa una
temperatura de 37 °C y ui 1 planta se ha mostrado que
diferentes genes hsfs de la « :ante durante diferentes etapas
del estrés térmico, llamada: 3 va de unos minutos a 2 h) y

tardia (2 h en adelante). Siendo una planta de clima templado estos términos podrian
llegar a ser diferentes cuando se le compara con otras especies que crecen en climas
tropicales, como Carica papaya L. cv. Maradol, en la cual los tiempos y temperaturas de

exposicion para lograr el estrés son mayores.
En Arabidopsis los genes AthsfA1a y AthsfA1b a través de sus respectivos factores de

transcripcion regulan la inducciéon de un nimero de genes hsp en la fase temprana de la

respuesta al estrés pero sin ser los Unicos involucrados en esa regulacion.
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reclasificado como Solanum peruvianum) en los factores transcripcionales LpHsfA1a y
LpHsfA2 (Chan-Schaminet et al., 2009) y en AtHsfA4 y AtHsfA5 de Arabidopsis (Baniwal
et al. 2006) en ambos casos existe una gran especificidad en cada par de Hsf.

Segun los estudios de Lohmann (et al., 2004) y Li (et al., 2010) se podria suponer que los
genes estudiados en esta tesis CphsfA1a y CphsfA1lb en C. papaya L. cv. Maradol
podrian actuar en las fases tempranas y con patrones de expresion muy similares en
ambos genes ya que son redundantes, en esta tesis los genes CphsfA1a y CphsfA1b
tuvieron un patrén de expresiéon muy similar entre ellos tanto en hoja como en tallo. En
hoja se noté un aumento de expresion particularmente a 50 °C, mientras que en tallo los
aumentos para ambos genes fueron a 40 °C y 50 °C, sin embargo no se encontré un
patréon de expresion similar entre CphsfA1a y CphsfA1b en peciolo y raiz, es decir en
peciolo CphsfA1a presentd un aumento de temperatura a 30 °C en relacién a la
temperatura control (25 °C) y dicho au.....1to se mantuvo a 40 °C y 50 °C mientras que los
niveles de expresion del gen CphsfA1b disminuyeron conforme aumenté la temperatura
en dicho tejido. En raiz el gen CphsfA1a presentd una disminucidon en sus niveles de
expresion a 30 °C y 50 °C mientras que el gen CphsfA1b present6é una disminucién a 40
°C pero un incremento a 50 °C en comparacion a la temperatura control. Los 2 genes
presentaron expresién en todas las temperaturas y tejidos evaluados, lo que coincide con
lo encontrado en Arabidopsis, es decir son constitutivos.

Es de llamar la atencion que en tomate L. peruvianum, el gen LphsfA1a es el regulador
maestro en la respuesta al estrés térmico, a través del factor de transcripcion para ef cual
codifica, activa la expresion de los genes LphsfA2 y LphsfA1b cuyos factores de
transcripcion parecen cooperar en modular la expresion génica para mantener la
termotolerancia, de hecho el factor de transcripcion LpHsfA1a es requerido para que el
factor LpHsfA2 sea transportado hacia el nlcleo. En tomate L. esculentum cv.
Moneymaker (hoy reclasificado como Solanum lycopersicum) qued6é demostrado que el
gen LshsfA1a al sobre expresarlo (10 veces) las plantas incrementaron su tolerancia en
comparacion con las plantas wild type, mientras que la supresion resulté en sensibilidad al
calor, asi su respectivo factor de transcripcion LsHsfA1a presumiblemente funciona como
regulador maestro de la respuesta a estrés térmico en L. sculentum al ser homologo de
LpHsfA1a en L. peruvianum (Mishra et al., 2002) mientras que el homélogo LshsfA2 es el
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Sorprendentemente, en Arabidopsis la activacion del gen AthsfA2 es independiente de
AthsfA1a, aunque la mutacién en alguno de los dos, la vuelve extremadamente
susceptible a calor. En plantas transgénicas de Arabidopsis que sobreexpresaron AthsfA2
se mostrd mayor resistencia a la combinacién de estrés tanto por [uz como por
temperatura (Hewezi et al., 2008). AthsfA2 también juega un papel importante en la
regulacién transcripcional de genes hsps durante estrés térmico prolongado y es
necesario para la termotolerancia (Charng et al., 2007; Baniwal et al., 2004).

Con la finalidad de estudiar la expresién de AthsfA2 en Arabidopsis Chamg, et al., (2007)
utilizaron plantulas de 3 dias de edad y las expusieron a una temperatura de 37 °C
durante 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h y 8 h, interesantemente en las plantas control (24 °C)
no hubo expresion de los genes AthsfA2 ni de hsp101, ésta se pudo observar a partir de
los 15 min y se mantuvo igual hasta las 2 h, pero con una ligera disminuciéon alas4 hy 8
h, sin embargo cuando se evaluaron distintos tiempos de recuperacién es decir 2 h, 4 h,
24 h o0 48 h después de regresarlas a 24 °C se pudo observar expresion a las 2 h pero a
partir de 4 h la expresion empez6 a disminuir, a las 24 h la expresion fue apenas
perceptible y a las 48 h contundentemente no hubo expresién muy parecido sucedié con
el gen hsp101 con la diferencia que la expresion empez6 a ser poco perceptible desde las
4 h. Con ello se concluyd que AthsfA2 en hoja de Arabidopsis es inducible y su expresion
se puede observar ain en la fase tardia pero en las fases posteriores del estrés

(recuperacién) su expresién disminuye hasta el punto de no haber.

Lo que concuerda con Schramm (et al., 2006) quienes concluyeron que el gen AthsfA2
flega a ser rapidamente inactivado durante la recuperacion y bajo estas circunstancias su
respectivo factor de transcripcion podria ser retenido en el citoplasma en complejos con
proteinas Hsps tal y como ha sido mostrado en tomate para LpHsfA2 (Port et al., 2004)
asi como la interaccion entre AtHsfA2 con AtHsfA1a/1b en el citoplasma. El factor de
transcripcion AtHsfA2 mas que una proteina estable, una vez acumulada tiene un efecto
creciente como activador transcripcional en los transcriptos de sus genes putativos blanco

en la fase de recuperacion (Li et al., 2010a).
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niveles de expresion disminuyeron, lo que indicé que al menos en esta especie el gen
LihsfAZ es inducible en los tres tejidos evaluados y su expresién disminuyd en etapas de
recuperacion, similar a lo encontrado en Arabidopsis por Chamg, et al., (2007). Con la
finalidad de verificar si el gen LIhsfA2 presentaba algin cambio de expresion a
temperaturas mayores, en hoja (Gnicamente) se evalué un aumento de 10 °C, es decir
una temperatura estresante de 47 °C durante 1 h pero no hubo expresiéon como en el caso
de ia temperatura control. Este resultado de igual forma contrasta con lo encontrado en
esta tesis donde el gen CphsfA2, presentdé expresion de manera constitutiva tanto en
etapas de estrés moderado, durante el punto de estrés térmico y en la etapa de
recuperacion. Vale la pena mencionar que Lily es una plaina con importancia en el
mercado de flores, que normalmente crece a temperaturas entre 18 °C y 22 °C, es decir
temperaturas templadas como en el caso de Arabidopsis en comparacién con C. papaya
L. cv. Maradol, lo que podria sugerir que la expresién de dicho gen evaluado es de suma
importancia para papaya.

IV.4.2 Clase B

En la literatura es mayor el nimero de trabajos realizados sobre los genes hsfs de la clase
A, es de suponer que se debe en gran medida a que dichos genes a través de sus
respectivos factores de transcripcion son activadores de genes involucrados en la
respuesta al estrés térmico como los genes hsps y mas interesante es el hecho que los
genes hsfs de la clase A se pueden activar a si mismos mientras que los genes hsfs de la
clase B parecen estar involucrados en funciones de coactivacién y supresién. Los factores
de transcripcién Hsfs de la clase B, difieren de la clase A por una variacion estructural
dentro de los dominios de oligomerizacién y de unién al ADN y la falta de un motivo AHA
que se requiere para la funcién de la activacién transcripcional de los hsfs clase A,
suponiendo asi que los genes hsfs de la clase B no se pueden auto-activar y requieren
primero de la activacion de los genes hsfs de la clase A (Koskull-Déing et al., 2007).

En el genoma de Arabidopsis solo hay cinco genes hsfs diferentes de la clase B, dos de
los cuales son considerados con funciones tempranas (AthsfB3 y AthsfB4) y los otros tres
son considerados que actlan como hsfs tardios (AthsfB1, HsfB2a, HsfB2b) porque su
expresién de ARNm se incrementa significativamente en el estrés térmico y hay pruebas
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Los factores de transcripcion hsfs de la clase B al igual que los de la clase A, tienen la
capacidad de unirse a sitios similares o los mismos, en los promotores de genes de
choque térmico, se propuso que ellos puede actuar como co-activadores o represores de
la expresion de genes diana. En tomate el factor de transcripcién LsHsfB1 actia como
coactivador de la transcripciéon mientras que en Arabidopsis AtHsfB1 es un represor
transcripcional (Czarnecka-Verner et al., 2004; Bharti et al., 2004; Czarnecka-Verner et
al., 2000). En Arabidopsis, el gen AthsfB1 es el mas fuertemente inducido por calor de los
Hsfs clase B (Busch et al., 2005), su sobreexpresion transgénica no tuvo ningln efecto
sobre la expresidbn de proteinas de choque térmico (Hsps) o el desarrollo de
termotolerancia, pudiera estar implicado en otros aspectos de la planta como crecimiento.

En Arabidopsis es comln que los estudios del efecto del estrés térmico acerca de la
expresion de genes sea evaluado después de 1 h debido a que se sabe por Lohmann (et
al., 2004) que los niveles de ARNm de genes relacionados con el estrés térmico (como
hsps y hsfs) muestran un maximo después de 1 h del estrés térmico para luego decrecer.
Asi por ejemplo Kumar, et al, (2009) evaluaron el estrés térmico en Arabidopsis, la
expresion fue evaluada mediante niveles de transcrito por RT-qPCR en un solo tejido
(hoja) ias plantas tuvieron una edad de 5-6 semanas, la temperatura control fue 22 °C y la
temperatura ‘estresante consistié de 37 °C durante 1 h, se usaron plantas wild type y
plantas con una sola mutacién ya sea con el gen AthsfB1 mutado o AthsfB2b mutado. Se
encontré que a 22 °C las plantas wild type expresaron bajos niveles comparado con el
gen control (Actina=100%) sélo un 15 % para AthsfB1 y un 4 % para AthsfB2b. Después
del estrés térmico los niveles de AthsfB1 incrementaron en la planta wild type asi como en
la planta con la mutacion en AthsfB2b, 12 y 30 veces respectivamente, y como era de
esperarse no se encontré niveles de transcrito de AthsfB1 en plantas con el gen AthsfB1
mutado en las plantas mantenidas en la temperatura control ni después del estrés
térmico. Por otra parte los niveles de ARNm del gen AthsfB2b fueron sobre regulados
(alta expresion) en plantas wild type y en las plantas con el gen AthsfB1 mutado, por
factores de 3 a 5 veces después del estrés térmico pero los transcritos de AthsfB2b no
fueron detectados en plantas con el gen AthsfB2b mutado tanto en la temperatura control

como en el estrés térmico.
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IV.4.3 Clase C

Los genes hsfs y factores de transcripcién de la clase C, han sido menos estudiados, se
sugiere podria ser por carecer hasta el momento de una funcién especifica, esto en
comparacion a la clase A que tienen funciones de activadores, pero se sugiere estan
involucrados, como el caso de la clase B, como coactivadores y represores (de la clase
A). Uno de los pocos estudios donde se incluye esta clase fue el realizado por Wang, et
al., (2009) quienes utilizaron los brotes de hojas (shoots) de plantas de arroz (Oryza
japdnica) con una edad de 7 dias, en esta planta por estudios bioinformaticos se
encontraron 25 genes hsfs y sus respectivas proteinas Hsfs: 13 correspondieron a la
clase A, 8 a la clase B y 4 a la clase C, en este ultimo caso fueron OjhsfC1a, OjhsfC1b,
OjhsfC2a y OjhsfC2b. Este estudio no fue exclusivo para la clase C, ya que se evalud la
expresion de 19 genes, para ello las plantas fueron sometidas a una temperatura de 37 °C
durante 1 h, 6 h y 24 h, la temperatura control fue 25 °C, no se incluyeron estudios en
etapas de recuperacion. De los 4 genes hsfs de la clase C s6lo se evaluo la expresion de
2, OjhsfC1b y OjhsfC2a, en el caso del gen OjhsfC1b sélo hubo expresion a las 6 h
(inducible) mientras que OjhsfC2a mostrd el mismo nivel de expresion en los tiempos

evaluados (constitutivo).

En la presente tesis cuando se evalud la expresiéon basal en C. papaya L. cv. Maradol del
Gnico gen hsf de la clase C, denominado CphsfC1, se observd expresion en todos los
tejidos evaluados aunque menor en fruto inmaduro y maduro. También cuando se valud
la exposicion a diferentes temperaturas durante 1 h, se encontré expresion en todas la
temperaturas evaluadas con un aumento de expresién particularmente a 40 °C en todos
los tejido evaluados, sin embargo cuando se evalué la expresion durante el estrés y
posterior al mismo (recuperacion) resultd interesante en hoja y tallo, donde el gen
CphsfC1 presenté mayor expresién en la temperatura control (25 °C) y después del estrés
(recuperacion), mientras que en peciolo su expresion fue constante y en raiz la expresion
fue similar antes y durante el estrés, pero disminuy6é en la etapa de recuperacion. Por el
momento la informacién sobre esta clase es poca y vale la pena resaitar que en C.
papaya L. el presente trabajo constituye el primer reporte sobre este gen, el cual fue

constitutivo.
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disminucién en su expresion en relacion a 25 °C. El gen CphsfA2 aparentemente mantuvo
una expresién uniforme conforme aumenté la temperatura, mientras que los genes

CphsfB1, CphsfB2b y CphsfC1 tuvieron un ligero aumento sélo a 40 °C.

En tallo el gen con los mayores niveles de expresion en las temperaturas evaluadas fue
CphsfA2 y present6é una expresion uniforme en éstas. Los genes CphsfA1a y CphsfA1b
presentaron un incremento en la expresién conforme aumenté la temperatura en y
parecen ser los que mejor responden al aumento de temperatura en este tejido. En
cambio CphsfB1 aparentemente tuvo una disminucién en el nivel de expresiéon a 30 °C y
un incremento a 40 °C. Los genes CphsfB2b y CphsfC1 presentaron los menores niveles
de expresion a 30 °C y 50 °C y un incremento a 40 °C.

En raiz los genes CphsfA1a y CphsfB2b presentaron disminucién en la expresion a 30 °C
y 50 °C, comparado con 25 °C, mientras que a 40 °C ésta fue similar a la observada a 25
°C. En el gen CphsfA1b la expresién aparentemente disminuyé a 40 °C mientras que en el
gen CphsfA2 disminuyd a 30 °C pero con un aumento a 40 °C y 50 °C. Interesantemente
CphsfB1 presentd una expresion uniforme aun cuando aumenté la temperatura. En el gen
CphsfC1 aumentd la expresion a 40 °C mientras que a 30 °C y 50 °C el nivel de expresion
fue similar a 25 °C.

En el capitulo del analisis fisiolégico se determiné como punto estresante justo a las 4 h
en estado de recuperacion a 25 °C después de una exposicion de 4 h a 50 °C, (4 h de
exposicién a 50 °C + 4 h a 25 °C) por ello se eligié este punto para evaluar el estrés
térmico severo mientras que la etapa post estrés (recuperacién) se evalué después de 1
semana (4 h de exposiciéon a 50 °C + 1 semana a 25 °C).

Zn hoja los genes CphsfA1a, CphsfB2b y CphsfC1, presentaron una mayor expresion a 1
semana de recuperacion sin embargo en el gen CphsfA1a la expresion a las 4 h de
recuperacion fue similar a la observada a 25 °C. Los genes CphsfB2b y CphsfC1
presentaron una ligera disminucién en la expresion a las 4 h de recuperacion en
comparacion a 25 °C, estos resultados sugieren que en hoja CphsfAla, CphsfB2b y
CphsfC1 estan involucrados en etapas posteriores del estrés y mas interesante es que
CphsfA1a esta presente en la etapa del estrés térmico con un aumento en la etapa del
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semana de recuperacion en comparacién con 25 °C. Los genes CphsfA2 y CphsfB2b
presentaron un ligero aumento de expresion a 4 h de recuperacion pero una disminucion
a 1 semana de recuperacion en comparacion a 25 °C, mientras que el gen CphsfC1
presentd una disminucién de la expresion a las 4 h de recuperacién en comparacion con
25 °C y un nivel de expresion similar a 1 semana de recuperacién a lo observado a 25 °C.

En tallo los genes CphsfA1a y CphsfB1 parecen actuar por igual en la etapa del estrés
térmico como del post estrés mientras que el gen CphsfA1b no parece tener un papel
fundamental en dichas etapas. Los genes CphsfA2 y CphsfB2b parecen actuar
mayormente en la etapa del estrés térmico mientras que el gen CphsfC1 parece actuar
menos en esta etapa.

En raiz el gen CphsfA1a mantuvo una expresién muy similar tanto a 25 °C comoa4 hy 1
semana de recuperacién respectivamente mientras que en los genes CphsfAlb y
CphsfB1 los niveles de expresidon fueron similares tanto a 25 °C como a las 4 h de
recuperacion pero se encontrd una disminucién a 1 semana de recuperacién. El gen
CphsfA2 presenté un aumento en su expresion a las 4 h de recuperacioén en relacién a la
a 25 °C y un nivel similar a 25 °C cuando se evalué 1 semana de recuperacion. En cambio
los genes CphsfB2b y CphsfC1 presentaron disminucién en la expresién en relacién a 25
°C, mas evidente en CphsfC1 a 1 semana de recuperacion.

Estos resultados sugieren que el gen CphsfA1a no participa de manera contundente en
etapas del estrés ya que su expresion fue similar aun en condiciones no estresantes como
25 °C mientras que los genes CphsfA1b y CphsfB1 parecen actuar menos en la etapa del
post estrés en relacion a la etapa del estrés térmico. El gen CphsfA2 parece responder
mayormente en la etapa del estrés térmico y sorprendentemente los genes CphsfB2b y
CphsfC1 parecen tener una menor contribucién a la respuesta del choque térmico tanto

en la etapa del estrés térmico como en la etapa del pos-estrés.
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Para estudiar el estrés térmico por incremento de temperatura asi como el tiempo de
exposicidén en C. papaya L. cv. Maradol se aislaron in silico las secuencias nucleotidicas
hsfs homaélogas a A. thaliana dentro del genoma de C. papaya L. cv. SunUp a partir de las
21 secuencias nucleotidicas codificantes hsfs. Estas 21 secuencias en A. thaliana
correspondieron a las reportadas en los trabajos pioneros en el estudio de la respuesta
del choque térmico en Arabidopsis thaliana de Nover, et al., (2001), Nover y Scharf
(1997), Nover (1991), Nover, et al., (1989b) y Nover, et al., (1989a).

En A. thaliana la familia heat shock factors se conforma de 21 genes hsfs y se encuentra
dividida en 3 clases: A (15), B (5) y C (1), de acuerdo a las caracteristicas en los dominios
de las proteinas Hsfs. Las proteinas Hsfs o factores transcripcionales Hsfs de la clase B y
de la clase C, difieren de la clase A por su capacidad de activacién transcripcional
suponiendo asi que los genes hsfs de la clase B y C no se pueden auto activar a través
de sus factores de transcripcion Hsfs y requieren primero de la expresion de los genes
hsfs de la clase A para que codifiquen las respectivas proteinas Hsfs de la clase A. Se
sugiere la funcién como represores y coactivadores de la clase B y C (Koskull-Déring et
al., 2007; Nover et al., 2001; Nover y Scharf, 1997; Nover et al., 1996).

Se encontraron 18 secuencias nucleotidicas homoélogas hsfs dentro del genoma de C.
papaya L. cv. SunUp, respaldadas por porcentajes de identidad entre 62 % y 93 % y de
similitud entre el 75 % y 100 % asi como valores esperados entre E =102 y E=10"%, La
presencia de secuencias hsfs en C. papaya L. cv. SunUp es una evidencia mas de su
existencia conservada entre diversas especies estudiadas (Akerfelt et al., 2007) como en
tomate (Chan-Schaminet et al., 2009; Mishra et al., 2002) soya (Zhu, et al., 2006), arroz
(Wang, et al., (2009) maiz (Lin et al,, 2011) y aunque, en estos casos corresponden a
plantas con uso alimenticio interesantemente también se han reportado en Lily (Xin, et al.,

2010) una planta con importancia en el mercado de flores.

El menor nUmero de secuencias nucleotidicas hsfs homélogas dentro del genoma de C.
papaya L. cv. SunUp (18) en relacion a A. thaliana (21) es consistente con la reducciéon
promedio en el nimero de genes de aproximadamente 20% que presenta C. papaya L. en
comparacion con A. thaliana segun lo reportado por Ming et al., 2008. De hecho estos
autores reportaron que C. papaya L. posee 19 homélogos hsfs en su genoma, un numero
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El segundo dominio mejor conservado encontrado a partir del alineamiento fue el dominio
OD, el cual fue bipartito y con 2 regiones hepta-hidrofébicas (HR) denominadas HR-A y
HR-B, escenciales para la oligomerizacién y la formacién de trimeros (Kotak et al., 2004;
Nover et al., 2001).

También se identificd en las secuencias proteicas CpHsfs los residuos basicos K y R
caracteristicos de la sefial de localizacién nuclear (NLS), los cuales son esenciales para la
importacion nuclear. De igual forma se identificé la sefial de exportacién nuclear (NES),
caracterizada por aminoacidos (L) en la region hidrofébica HR-C (Heerklotz et al., 2001;
Mattaj y Englmeier, 1998; Lyck et al. 1997).

En esta tesis se observd que las secuencias proteicas Hsfs de la clase A tanto en A.
thaliana como en C. papaya L. cv. SunUp presentaron el dominio de activaciéon en el
extremo C-terminal (CTAD), en este se identific6 AHA1 y AHA2 con sus aminoacidos
conservados como en el caso de los aromaticos W y F asi como acidos E y los
hidrofébicos L, | y V, en la literatura se reporta que la funcién de activacion de los factores
de transcripcidén de la clase A esta relacionado con el motivo peptidico llamado AHA
(Kotak et al., 2004; Déring et al., 2000; Nover et al., 1997).

Cuando se realizé el arbol filogenético entre A. thaliana y C. papaya L. cv. SunUp las
secuencias de C. papaya L. cv. SunUp se agruparon en dos clados principales y 4
subclados. Para la asignacién del nombre y la eleccién de las secuencias involucradas en
el estudio de expresién durante el choque térmico para ser estudiadas en esta tesis se

consulto la literatura.

La respuesta al estrés térmico en A. thaliana es finamente regulada por la activacion y
represion de los genes hsfs a través de factores de transcripcién Hsfs; por ello para
estudiar el estrés térmico por incremento de temperatura asi como el tiempo de
exposicion en C. papaya L. cv. Maradol en esta tesis, se planted incluir miembros de las
tres clases para el estudio de la expresion de los genes hsfs.

Dado que en tomate Lycopersicum peruvianum (hoy reclasificado como Solanum
peruvianum) el factor de transcripcion denominado LpHsfA1a actia como un regulador
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En relacién a la clase B, en el genoma de Arabidopsis solo hay cinco genes hsfs dos de
los cuales son considerados con funciones tempranas (AthsfB3 y AthsfB4) y los otros tres
son considerados que actliian como hsfs tardios (AthsfB1, AthsfB2a, AthsfB2b) (Schramm
et al., 2006; Busch et al., 2005; Lohmann et al., 2004) porque su expresién de ARNm se
incrementa significativamente en el estrés térmico y hay pruebas de que esta expresién
aumentada por el calor requiere la accién combinada de los hsfs tempranos de la clase A:
AthsfA1a y AthsfA1b (Schramm et al., 2006; Busch et al., 2005; Lohmann et al., 2004).

Para esta tesis se eligieron hsfB1 y hsfB2b para su estudio de expresién en C. papaya L.
cv. Maradol, principalmente por su accion tardia es decir en etapas posteriores del estrés.
La secuencia “supercontig_55_150" presentd el mayor porcentaje de identidad con
AthsfB1 (72.37 %) y la secuencia “supercontig_74_64" con AthsfB2b (85.94 %),
designado de esta manera las dos proteinas como CpHsfB1 y CpHsfB2b y los genes
CphsfB1 y CphsfB2b, respectivamente.

Un hecho mas, para justificar la eleccién de estos dos miembros de la clase B es que en
tomate el factor de transcripcion LsHsfB1 actia como coactivador de la transcripcion
mientras que en Arabidopsis AtHsfB1 es un represor transcripcional (Czarnecka-Vemer et
al., 2004; Bharti et al, 2004; Czarnecka-Verner et al., 2000). En Arabidopsis, el gen
AthsfB1 es el mas fuertemente inducido por calor de los Hsfs clase B (Busch et al., 2005).

Finalmente se decidié incluir a la clase C, que en el caso de A. thaliana es so6lo un gen y
su respectivo factor de transcripcion. La secuencia con el mayor porcentaje de identidad a
AtHsfC18 (78.66 %), fue “supercontig_1780_1", la designacion a esta secuencia fue

CpHsfC1 en el caso de la proteina y CphsfC1 para el gen.

V.1.1 Efecto sobre la fisiologia y expresion de genes hsfs en Carica papay L. cv.
Maradol por incremento de temperatura y tiempo de exposicion.

Una vez elegidos los 6 genes para el estudio de su expresion: CphsfAla, CphsfA1b,
CphsfA2, CphsfB1, CphsfB2b y CphsfC1, se determiné el punto de estrés térmico (estrés
severo) en plantas jovenes de C. papaya L. cv. Maradol, siendo a las 4 h de recuperacion
(a 25 °C) una vez concluida la exposicion de 50 °C durante 4 h, en este punto la

156












Capitulo V

mientras que los complejos antena contienen tanto clorofila del tipo a y b asi como
carotenoides. La funcién de los complejos antena es proporcionar eficientemente energia
a los centros de reaccién a los que estan asociados. Por lo tanto el cierre estomatico
puede afectar el centro de reaccion aunque también éste ultimo puede ser afectado por la
tasa entre formacion y descomposicién de clorofilas provocada por altas temperaturas.
Se sabe que el estrés por calor reduce el contenido de clorofila al inhibirse la biosintesis
de la clorofila a 42 °C debido a la inactividad de la enzima de porfobilinégeno deaminasa y

por lo tanto la disminucién del contenido de protoclorofilide (Tewari y Tripathy, 1998).

En relacién a los pigmentos, el contenido total de clorofilas (clorofila a + clorofila b) se vi6
mas afectado en la etapa de estrés moderado (1 h), representado por el mayor porcentaje
de disminucién, esta disminucién fue del 30.74% en relacién al TO mientras que en la
etapa del punto de estrés térmico fue 8.98 % en relacién a TO y en la etapa del post estrés
el valor fue el mismo que en TO indicando total recuperacién para este parametro medido
en esta Uitima etapa. La disminucién de las clorofilas totales particularmente en la etapa
del punto del estrés térmico, coincidié con una disminucién en la fluorescencia de la
clorofila a Fv/Fm. La disminucién de Fv/Fm fue del 3.70 % en el estrés moderado, 36.11
% en el punto de estrés térmico y 14.19 % en el post estrés, en relaciéon a TO indicando

que este valor se recupero de manera parcial en el post estrés.

Dado que dentro del proceso fotosintético la relacion Fv/Fm se considera como una
medida cuantitativa de la eficiencia fotoquimica del FS Il (Schreiber y Bilger, 1993) la
mayor afectacién en el punto de estrés térmico reflejé el declinamiento del funcionamiento
de las reacciones fotoquimicas primarias (Berry y Bjorkman, 1980; Weis y Berry, 1988)
indicando fotoinhibicion temporal (reversible) (Mohammed et af, 1995; Osmond, 1994). El
aumento del valor de Fv/Fm en la etapa del post estrés evidencié la capacidad de las
plantas de incrementar su eficiencia fotoquimica (aumento de la respuesta fotoinhibitoria),
bajo estas condiciones de estudio. La disminucién de Fv/Fm por estrés térmico esta
relacionada con la reduccion en capacidad de atrapar energia, debido a cambios en el
complejo antena (Havaux, 1993; Armond et al., 1980) cambios en los centros de reaccion
(Goltsev et al., 1994; Bukhov et al., 1990; Cao y Govindjee, 1990) asi como a la

separacion irreversible del complejo antena con el centro de reaccién del FS I
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proteger el aparato fotosintético contra el fotodafio, por inter conversiones entre las
moléculas de xantofila (Ort, 2001; Young et al., 1997).

El aumento de los carotenoides como una manera de contrarrestar un posible dafio
membranal, queda demostrado por un aumento en la fuga de iones en las plantas de C.
papaya L. cv. Maradol el incremento fue de un 118.92 % a las 4 h de recuperacion y de un
56.51 % a 1 semana de recuperacion, indicando dafio a la membrana en particular a las 4
h de recuperacién. El incremento de la fuga de electrolitos por el aumento de la
permeabilidad de la membrana es explicado a un aumento en la produccién de radicales
libres, los cuales llevan a una peroxidacion . los lipidos de la membrana por medio de la
oxidacién de los acidos grasos insaturados.

Existe evidencia en las plantas, que los factores de transcripciéon Hsfs ademas del calor
estan relacionados al estrés oxidativo (Miller and Mittler, 2006) por ejemplo HsfA1b esta
implicado en la regulacién de expresidén del gen APX2, el cual codifica para la enzima
Ascorbato peroxidasa para la depuracién del peréxido de hidrégeno (H.O;) en el citosol
(Panchuk et al., 2002) y HsfA4a también se ha reportado como un sensor molecular de
H.0, en plantas (Davletova et al., 2005). También ha sido mostrado que HsfA2 juega un

importante rol en respuesta al estrés oxidativo y varios tipos de estrés (Li et al., 2005).

En esta tesis el gen CphsfA2 presenté un aumento de expresién, el cual se mantuvo en
las tres etapas evaluadas en relacién a TO sugiriendo un importante papel en el sensado
del aumento de temperatura y posiblemente estrés oxidativo mientras que CphsfA1b
disminuy6 en las 3 etapas en relaciéon al TO a una temperatura de 25 °C, indicando su
poca participacion en el estrés. Los genes CphsfA1a CphsfB2b y CphsfC1 aumentaron a1
semana de recuperacion (168 h) evidenciado su participacién en la etapa de post estrés
mientras que CphsfB1 aumentd a 1 h y 4 h de recuperacién indicando un papel en etapas
de estrés pero no en la etapa posterior de recuperacién (168 h ).
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Los genes CphsfA1a CphsfB2b y CphsfC1 aumentaron a 1 semana de recuperacién (168
h) evidenciado su papel en el post estrés mientras que CphsfB1 aumenté a 1 hy 4 h de

recuperacion indicando un rol en etapas de estrés pero no en la etapa posterior a este.

Por el momento en esta tesis se presenté una primera aproximacién en cuanto a la
relacién entre la afectacién fisioldgica y de expresién de genes y las conclusiones aqui
presentadas engloban de manera general lo encontrado en este estudio. Se plantea para
estudios posteriores la correlacion de manera cuantitativa a partir de cambios observados
en la expresién génica molecular medida en tiempo real y hacer analisis estadisticos de

varianzas en todos los parametros fisiolégicos para encontrar diferencias significativas.

Sin embargo la rapida y reversible recuperacién en varios parametros fisiolégicos asi
como el papel de varios genes hsfs en |la etapa del estrés y post estrés observados en las
plantas durante altas temperaturas podria explicar la gran tolerancia de C. papaya L. cv.
Maradol aun a temperaturas de 50 °C, en ambientes tropicales y aporta nueva

informacion incluso para el estudio y generacion de plantas tolerantes del estrés térmico.

V.3 PERSPECTIVAS

Anadlisis fisiologico

« Incluir el analisis por separado de F; Fv y Fmen hoja para conocer a detalle en que

paso del proceso fotosintético ocurre el dafio en los fotosistemas.

 Medir fotosintesis (tasa fotosintética) en hoja, asi como realizar los célculos de la

respiraciéon (proceso inverso a la fotosintesis).

« Medir cantidad de acido abscisico (ABA) en hoja, para complementar el estrés térmico y

senescencia foliar.

« Incluir la evaluacién de la relacién de la clorofila a / clorofila b como medida de dafio al

fotosistema Il, en los 4 tejidos: hoja, peciolo, tallo y hoja.
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