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RESUMEN

El estrés abidtico puede ocasionar numerosos efectos poco favorables que
conllevan a una reduccion en el rendimiento de los cultivos de hasta 70%. Para hacer
frente a esta problematica es necesario estudiar la respuesta al estrés abiotico, a nivel
fisioldgico y molecular, en plantas adaptadas a ambientes secos y célidos (silvestres), de
interés comercial (maradol) y la linea C7, para identificar genes que estén involucrados
en el mantenimiento de la homeostasis celular.

Para ello, se midieron pardmetros fisiol6gicos para caracterizar el grado de estrés
de tres tratamientos en respuesta a estrés abidtico; déficit hidrico (SQ), choque térmico
(50 °C/2 h), y un estrés similar a lo que ocurre en campo; la combinacioén de sequia mas
choque térmico (SQ+50 °C/2 h), con sus respectivos tiempos de recuperacion (168 h). Se
analizé in silico la familia de factores de transcripcion de choque térmico para aislar las
secuencias de 8 genes candidatos para analizar la expresion por un método cualitativo,
de los cuales se seleccionaron 3 genes prometedores para evaluar su expresion por el
método de PCR cuantitativo.

Se detect6 que las plantas de Carica papaya L. tienen mecanismos diferentes para
lidiar con 50 °C/2 h'y SQ, en el caso de SQ+50 °C/2 h, los mecanismos de respuesta son
similares a SQ. Las plantas silvestres mostraron mayor tolerancia a los tres tipos de
estrés, por lo que su capacidad de recuperacion fue mas evidente. La respuesta fisiolégica
fue acompafada por la especificidad en los niveles de expresién de genes HSF en los
diversos tratamientos de estrés, por ejemplo, el gen CpHsfB3 parece ser especifico a la
respuesta a SQ, mientras que el gen CpHsfA2 parece ser mas especifico a 50 °C/2 h y
SQ+50 °C/2 h, aunque el resto de los genes también participan en la via de respuesta en
Carica papaya L.

Demostramos que los genes CpHsfAld, CpHsfA2 y CpHsfB3 responden a SQ y
gue parecen estan involucrados en mantenimiento de la integridad de la membrana celular
y el aparato fotosintético, jugando un rol importante en la tolerancia a estrés en las plantas
silvestres. Lo anterior sugiere que los genes CpHsfA2 y CpHsfB3 juegan un papel
preponderante en la regulacion maestra en la respuesta a 50 °C/2 hy SQ. De manera que
se propone la clonacion de los genes CpHsfA2 y CpHsfB3 y confirmar su papel en la
tolerancia mediante los andlisis funcionales, como base hacia la mejora de la tolerancia a

altas temperaturas y a la sequia en Carica papaya L.






ABSTRACT
Abiotic stress can cause numerous unfavorable effects that lead to a reduction in
crop vield of up to 70%. To face this problem, it is necessary to study the response to
abiotic stress, at a physiological and molecular level, in plants adapted to drought and heat
(wild papayas), and commercially interesting cultivars (Maradol) and the C7 line, to identify

genes that are involved in the maintenance of cellular homeostasis.

For this, physiological parameters were measured to characterize the stress status
of the three genotypes in response to abiotic stress; water deficit (SQ), heat shock (50 °C/
2h), and the combination of both (stress similar to what occurs in the field); drought plus
heat shock (SQ + 50 °C/2 h) with their respective recovery times (168 h). The entire family
of heat shock transcription factors was analyzed in silico, to isolate the sequences of 8
candidate genes to analyze the expression by qualitative RT PCR, from these data 3

promising genes were selected to be further evaluated by quantitative gRT PCR.

It was detected that Carica papaya L. plants have different mechanisms to deal
with heat stress and water stress. In the case of combined stress, the response
mechanisms were more similar to those of water stress. Also, wild plants showed greater
tolerance to all three types of stress, so their resilience was more evident. The
physiological response was accompanied by the specificity in the expression levels of HSF
genes in the various stress treatments, for instance, CpHsfB3 gene seems to be more
specific to the response to water deficit, while CpHsfA2 gene seems to be more specific
to heat shock and combined stress, although the rest of genes also participate in the

response pathway to those abiotic stresses in Carica papaya L.

We showed that CpHsfAld, CpHsfA2 and CpHsfB3 genes responded to water
deficit and that theywere involved in maintenance of cell membrane integrity and the
photosynthetic apparatus, thus playing an important role in stress tolerance in wild plants.
Therefore, these results may suggest that the transcription factors, CpHsfA2 and CpHsfB3
play a major role as master regulatiors in the response to heat shock and water deficit. In
such a way, that CpHsfA2 and CpHsfB3 genes are suggested as candidate genes to be
further evaluated by functional analysis, as the basis for improving tolerance to heat and

drought, in this important tropical species (Carica papaya L.).






CAPITULO I. CARACTERIZACION DE LA RESPUESTA FISIOLOGICA DE
ESTRES ABIOTICO Y LA PARTICIPACION DE LOS FACTORES DE
TRANSCRIPCION DE LA FAMILIA HSF EN Carica papaya L.

1.1 INTRODUCCION

Entre las frutas de gran interés a nivel mundial esta Carica papaya L., por ser considerada
la tercera fruta tropical mas consumida en el mundo (Granados et al., 2015). Actualmente,
ocupa el primer lugar en puntajes nutricionales, debido al contenido de vitamina A,
vitamina B y vitamina C, potasio, acido félico, niacina, tiamina, riboflavina, hierro, calcio y
fibra; por lo que su ingesta diaria es altamente recomendable. Ademas, los tallos, las
hojas, las raices y las semillas de la papaya se utilizan en una amplia gama de
aplicaciones médicas y las proteinasas obtenidas del latex lechoso extraido de frutas
inmaduras son ampliamente utilizadas en la industria cérnica, cervecera, cosmética y
farmacéutica (Chavez y Nufez, 2017; SIAP, 2017).

Aunqgue se desconoce el lugar exacto de origen, los autores, Antunes y Renner (2012),
en la filogenia de todas las especies de la familia Caricaceae, encontraron que Carica
papaya, Jarilla chocola, J. heterophyllay, y Horovitzia cnidoscoloides, forman parte de un
clado limitado a México y Guatemala, esta distribucién concuerda con la ocurrencia y
domesticacion de papayas silvestres en América central (Fuentes y Santamaria, 2014).
En este sentido, por su dinamismo y su amplia distribucién, su produccion se ha extendido
a la mayor parte a las regiones tropicales y subtropicales del mundo (SENASICA, 2017).
A nivel mundial, el continente asiatico aporta 7.3 millones de toneladas de papaya (que
representa el 56.3% de la producciéon mundial) seguido por el continente americano con
4.2 millones de toneladas anuales (representando el 33.1% de la produccion mundial).
Para ser mas especificos después de India y Brasil, el mayor productor de papaya en el
mundo es México, con 961,768 toneladas al afio (FAOSTAT, 2018). De igual forma,
México es el lider mundial en la exportacién de papaya, el 99.8% de las exportaciones del
fruto tiene como principal destino Estados Unidos (SIAP, 2017). Por lo tanto, Carica
papaya L. se convierte en un cultivar muy atractivo para los agricultores por la alta
rentabilidad que proporciona y al periodo corto que tiene entre la siembra y cosecha (Plan
Estatal de Desarrollo, 2018).



Por otro lado, la actividad agricola demanda el uso de agua dulce y representa alrededor
del 70% de las extracciones de los recursos hidricos a nivel mundial (Morison et al., 2008).
Particularmente, Rodell et al. (2018), a través de estudios satelitales, reporta, que casi
dos tercios de los habitats acuaticos terrestres estan siendo cada vez mas amenazados,
mientras que las precipitaciones y la descarga de los rios que los sustentan son cada vez
mas variables, una situacién que solo se vera exacerbada por el cambio climatico, el
crecimiento de la poblacion y las actividades humanas.

De este modo, se estima que en los proximos afos la interaccion de la sequia con una
ola de calor aumente (IPCC, 2014), esto conducen a un impacto negativo
significativamente mayor en el crecimiento y la productividad de muchos cultivos
comerciales, que cada uno de los estreses abiéticos individuales, en especial en el cultivo
de papaya, debido que el agua y las condiciones 6ptimas de temperatura es fundamental
en todas sus etapas de crecimiento, principalmente en el llenado del fruto y en la
maduracion, ya que constituye el 90% de agua (Paull, 1995).

Sin embargo, las especies silvestres relacionadas con los cultivares actuales, han
evolucionado a lo largo de muchos afios, para soportar las condiciones ambientales
adversas, con una variedad de adaptaciones morfologicas, fisiolégicas, moleculares y
bioguimicas. En este contexto, en nuestro equipo de trabajo se han estudiado las
poblaciones nativas de papayas silvestres que se distribuyen en regiones aridas y
semiaridas del estado de Yucatan, y genotipos comerciales de tipo Maradol. En estos
estudios se ha demostrado que los genotipos silvestres son mas tolerantes a la sequia y
choque térmico que el genotipo comercial (Romero, 2018; Girén, 2015; Alcocer, 2013),
esto a través del estudio de las plantas de papaya y sus respuestas fisiolégicas y
moleculares a diferentes tipos de estrés abidtico que han conducido al conocimiento de
mecanismos de respuesta como: sequia de escape, mecanismos moleculares que
regulan la expresion de genes, para propiciar la tolerancia a la sequia a través de rasgos
adaptativos, acumulacion de ceras epicuticulares, mantenimiento de la turgencia celular
a través del ajuste osmoético, entre otros mecanismos.

De acuerdo con lo anterior, se requieren nuevos enfoques para investigar la respuesta de
las plantas a una combinacién de estrés abittico, para mejorar las posibilidades de
desarrollar cultivos con mayor tolerancia a condiciones de campo. Se ha demostrado que
el centrarse en proteinas tales como los factores de transcripciébn conducen a un mejor

entendimiento sobre rendimiento bajo sequia al uso eficiente del agua (agua transpirada



por molécula de bioxido de carbono asimilado) y a altas temperaturas, sin embargo, poco
se sabe de factores de transcripcién que respondan a una combinacion de estrés hidrico
y térmico. Por mencionar, algunos factores de transcripcién que han manifestado un papel
en la mejora del uso eficiente del agua son miembros que pertenecen a las familias: MYB,
MYC, DREB/ CBF, ABF/ AREB, NAC y WRKY, bZIP y AP2/ERF (Singh et al., 2002;
Estrella et al., en proceso).

Sin embargo, es interesante estudiar la familia de factores de transcripcion de choque
térmico (HSF) por su rapida reprogramacion en la expresion genética, por su participacion
en el crecimiento y desarrollo de las plantas, principalmente, por su mecanismo de
proteccién, esencial para el mantenimiento y/o restauracion de la homeostasis de
proteinas en condiciones adversas, asi mismo, esclarecer los complejos mecanismos que
tienen las plantas para enfrentar el estrés biotico y abiético. Debido a la importancia de
esta familia de genes, se ha estudiado hasta ahora su implicacién en respuesta a sequia
y altas temperaturas en los siguientes cultivos: Arabidopsis thaliana, la sobreexpresion
del gen AtHsfA1Db toleré la sequia y la resistencia basal a dos patégenos (Bechtold et al.,
2013). En una accesion de Sesamun indicum L., considerada tolerante LC164, el gen
SiHsfB3 fue el mas expresado en respuesta a estrés por déficit hidrico que la accesion
hb168 susceptible a sequia (Dossa et al., 2016). En Solanum licopersicum el gen SIHsfA1
resultdé ser regulador maestro en respuesta a choque térmico (Mishra et al., 2002). En
cuanto a Carica papaya L. un andlisis transcriptémico de dos genotipos (Maradol y
Silvestre) en respuesta a déficit hidrico, mostré la expresién de un nimero importante de
genes de factores de transcripcion (TF), en ambos genotipos, entre ellos, miembros de la
familia HSF (Estrella et al., 2019).

En la presente tesis se disefiaron experimentos para evaluar la hip6tesis de que, la familia
HSF podrian desempefiar un papel directo en la respuesta a sequia independiente del
choque térmico. Alternativamente, mostrar que la respuesta a ambos tipos de estrés es
similar. Ademas, definir si los genes HSF estan involucrados en los mecanismos de
tolerancia del genotipo silvestre en respuesta a estrés por déficit hidrico, y/o a choque
térmico, o a ambos tipos de estrés.

Hasta el momento la comprension del papel y la funcién de algunos miembros de la familia
de transcripcion HSF es incompleta en Carica papaya. Por ello, este trabajo también
pretende entender el efecto sobre la fisiologia de Carica papaya L. de la exposicion a

estrés hidrico, térmico y estrés combinado, para comprender como participan los factores



de transcripcion HSF en dichos estreses. Este trabajo debe ayudar en la seleccion de
genes candidatos con perspectiva de mejoramiento genético de esta importante especie

tropical.

1.2. ANTECEDENTES GENERALES

1.2.1. Estrés abidtico en plantas

El rapido calentamiento global, resultado de la creciente acumulacién de gases de efecto
invernadero, amenaza con el aumento de temperatura y una disminucién en el
abastecimiento de agua, situacion que afecta diariamente, por lo que la produccion
mundial de alimentos esta limitada por el estrés abidtico (Pandey et al., 2017). Se define
el estrés abidtico como el impacto negativo de los factores no vivos en los organismos
vivos en un entorno especifico (Acevedo y Fereres., 1993). Incluyendo dentro de los
factores abidticos a la salinidad del suelo, la sequia y condiciones de temperatura extrema
(frio o calor) causales primordialmente de la reduccion de todos los procesos fisioldgicos
en las plantas. Sin embargo, se considera que el estrés por sequia es el principal factor
ambiental que pueden conducir a una reduccion en la calidad y productividad de los
cultivos. Se estima que este tipo de estrés ocasiona una reduccion del 70% en
comparacion con el obtenido en condiciones favorables (Lambers et al., 2008). En este
sentido, el estrés por sequia, la salinidad o el calor han sido objeto de una intensa
investigacion. Sin embargo, en el campo, los cultivos estan expuestos a una combinacion
de diferentes problemas ambientales, como el calor o la salinidad y cada combinacion de
dos 0 mas estreses diferentes pueden presentar una respuesta que también sea Unica,
pues se descubrié que diferentes genes de la red de genes de Arabidopsis thaliana
responden de manera diferente a tratamientos de estrés, resultado que evidencia que los
genes tienen funciones Unicas como parte de diferentes vias de transduccién de sefiales
Mittler (2006). Por lo que, la investigacién de los mecanismos que confieren la tolerancia
a una combinacioén de diferentes estreses, deberia ser el centro de estudios para futuros

trabajos de investigacion destinados a programas de mejoramiento genético.



1.2.2. Sequia

En las Ultimas décadas, las actividades antropogénicas han provocado perturbaciones
en el clima global, induciendo pérdidas irreversibles de biodiversidad, asi como
problemas socioeconémicos (Sintayehu, 2018). Uno de ellos, es la disponibilidad de
agua, que ha disminuido en la mayoria de las &reas tropicales y de latitudes medias y
altas, a nivel mundial. De acuerdo, con una prediccion realizada por el
“Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC)” en 2007, se pronostica una
reduccion del 50% en el rendimiento de los cultivos para el afio 2020, y una disminucion
en los ingresos netos de la cosecha en casi un 90% para 2100. En México, se han tenido
pérdidas considerables debido a sequias extremas. En julio del presente afo, se
reportaron un total de 32 municipios afectados por una fuerte sequia y de acuerdo con
los pronésticos realizadas por CONAGUA (2019), las afectaciones en nuestro pais iran
en incremento afectando la produccién de muchos cultivos, tal es el caso que reporté
Riffo (2018), debido a la pérdida de un tercio de la produccién de Carica papaya en la
Serena, Chile, debido a altas temperaturas y déficit hidrico.

El estrés hidrico en cualquier etapa de crecimiento tiene efectos adversos e irreversibles
en el crecimiento y desarrollo de los cultivos, pero varia de acuerdo con la gravedad del
estrés, el tiempo de exposicion y la etapa de crecimiento de los cultivos. Las plantas
expuestas a déficit hidrico se ven significativamente afectadas en el contenido relativo
de agua, potencial hidrico de las hojas, el potencial osmotico, el potencial de presion y
la tasa de transpiracion provocando disminucion en el crecimiento de las plantas
afectando varios procesos fisiolégicos y bioguimicos, como la fotosintesis, la respiracion,
la translocacion, la absorcion de iones, los carbohidratos, el metabolismo de nutrientes,
cierre de estomas conduce a la limitacion del intercambio de gases y los promotores del
crecimiento (Jaleel et al., 2009). A nivel morfoldgico, alargamiento del tallo, desarrollo
del sistema radical para aumentar la absorcion de agua, reduccién en la absorcién de
nutrientes y transporte de los mismos (Wasaya et al., 2018). Asi mismo, se percibe que
el estrés hidrico conduce a un estrés secundario con la sobreproduccion de especies
reactivas de oxigeno que son altamente toxicas y causan severos dafios a proteinas,
lipidos, carbohidratos y DNA. En el peor de los casos el estrés hidrico severo puede
provocar una reduccion en la fotosintesis debido a una disminucion en las actividades
de ribulosa-1, 5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco), fosfoenolpiruvato
carboxilasa (PEPCase), enzima malico NADP (NADP-ME), fructosa-1, 6-bisfosfatasa



(FBPase) y piruvato ortofosfato dikinasa (PPDK), la alteracion del metabolismo y
finalmente la muerte de la planta (Kijne, 2006).

Sin embargo, algunas plantas pueden sobrevivir a eventos adversos mediante
mecanismos adaptativos morfolégicos y bioquimicos a nivel celular clasificados como:
escape al déficit hidrico, evacion de la deshidratacion y tolerancia al déficit hidrico
(Farooq et al., 2012).

e Escape al déficit hidrico: es un mecanismo de adaptacién notable que implica
un rapido desarrollo de la planta para permitir la finalizacion del ciclo de vida
completo antes de un evento de sequia (Shavrukov et al., 2017).

e Evasion de la deshidratacion: este mecanismo tiene como finalidad minimizar
la pérdida de agua por transpiracion al mantener un alto potencial hidrico de las
hojas o un alto contenido relativo de agua durante el estrés, evitando asi la
deshidratacion de los tejidos. Las plantas logran este mecanismo a través de
cambios morfolégicos como biomasa reducida, proliferacibn de raices,
enrollamiento de hojas, estomas mas pequefios y area foliar mas pequefa
(Kadioglu y Terzi, 2007).

e Toleranciaal déficit hidrico: Es la capacidad de las plantas para tolerar el déficit
de agua aun con potenciales hidricos bajos y esta determinada por multiples vias
biogquimicas que facilitan la retencién y adquisicion de agua, protegen las
funciones del cloroplasto y mantienen la homeostasis de los iones (Bohnert y
Jensen, 1996).



1.2.3. Temperaturas Extremas

Uno de los estreses mas comunes que enfrentan las plantas son las bajas y altas
temperaturas. En términos de respuesta, las plantas presentan una gran variacion entre
especies para tolerar dichos cambios, por ejemplo, Nicotiana rustica tolera a una
temperatura de 49-51 °C durante 10 minutos, en cambio Citrus aurantium tolera una
temperatura de 50.5 °C por 15-30 minutos (Taiz y Zeiger, 2003), Carica papaya L., por
su parte tolera una exposicion a 40 °C durante 4 horas (Okunlola y Adelusi, 2013). De
acuerdo con la termotolerancia, las especies de plantas se clasifican en tres grupos:
psicrofilos: que crecen Optimamente a rangos de baja temperatura entre 0 y 10 °C;
Mesodfilos: crecen bien entre 10 y 30 °C y Terofilos: que crecen bien entre 30y 65 °C o
incluso mas (Hasanuzzaman et al., 2013).

Cuando la temperatura excede el limite Optimo para una especie determinada,
interrumpe procesos metabolicos y biolégicos. A nivel celular, los dafios en el
citoesqueleto, fragmentacién y desmonte de los organulos como el aparato de Golgi y el
reticulo endoplasmico, disminucion e integridad de las mitocondrias y los lisosomas,
cambios en la morfologia de la membrana, consecuente al estrés por altas temperaturas
llevan a frenar el crecimiento de la planta y conducen a la detencion del ciclo celular
(Richter et al., 2010).

Dentro de los sintomas morfologicos del estrés por calor, se incluyen quemaduras
solares en hojas, ramas y tallos, senescencia y abscisiéon de hojas, inhibiciéon del
crecimiento de brotes y raices, decoloracién y dafio de la fruta (Hatfield y Prueger, 2015;
Howarth, 2005). A nivel fisioldgico, la temperatura puede afectar la fotosintesis a través
de la modulacién de las tasas de actividad de las enzimas fotosintéticas y la cadena de
transporte de electrones (Lloyd, 2008). Asi mismo, el potencial hidrico de la hoja y el
intercambio de gases disminuye, la pérdida de turgencia y la fuga de electrolitos
aumenta (Prasad et al., 2008). A nivel molecular, el estrés por calor provoca cambios en
la expresion de genes implicados en la proteccion directa. Es decir, las plantas
reconocen el estrés ambiental mediante vias de sefializacion, estas vias activan genes
responsables de la expresion de osmoprotectores, enzimas desintoxicantes,
transportadores y proteinas reguladoras que conducen a ajustes en el metabolismo,

desarrollo de las plantas y/o mantenimiento de la membrana (Nievola et al., 2017).



1.2.4. Sequiay altas temperaturas

A menudo la sinergia de dos estreses no es usualmente reportada en la literatura
cientifica, por lo que los efectos combinados sobre la fisiologia de las plantas requieren
mayor atencion. En este sentido, un estudio realizado por Mittler (2006), demuestra que
la caracterizacion fisiologica de las plantas sometidas a una combinacién de estrés por
sequia y estrés por calor tiene varios aspectos Unicos, por ejemplo, las plantas en
respuesta a altas temperaturas abren sus estomas para enfriar sus hojas por
transpiracion. Sin embargo, si el estrés por calor se combina con la sequia, las plantas no
abririan sus estomas, esto para evitar pérdida de agua, lo que conllevard a un aumento
en la temperatura de sus hojas. Por lo tanto, se sugiere que estos estreses causan dafos
severos, cuando se combinan, en comparacién con el factor de estrés individual. Otros de
los dafios que presentan la unién de dos estreses, se pueden resumir en la reduccién del
contenido de clorofila, niveles elevados de especies reactivas de oxigeno, que conlleva al
dafio a las proteinas, lipidos y DNA, lo que finalmente resulta en estrés oxidativo. La tasa
fotosintética, la conductancia estomética y el crecimiento de las plantas se reducen en
mayor grado que la sequia o el calor aplicado individualmente (Suzuki et al., 2014). Sin
embargo, los efectos de las plantas a la respuesta al calor y la sequia dependen de la
intensidad y frecuencia de estrés, y de factores especificos de la planta, como la etapa de

desarrollo y el potencial de adaptacion de la especie (Gray y Brady, 2016).

Uno de los retos es elucidar las diferentes vias de sefializacion desencadenadas en las
plantas durante la combinacion de estrés, el andlisis de transcriptoma de las plantas
sometidas a la combinacion de sequia y calor concuerdan con los dafios fisiologicos y
metabdlicos de esta combinacion de estrés involucran alrededor de 454 transcriptos que
se elevaron especificamente por la combinacion de estos estreses en Arabidopsis thaliana
(Rizhsky et al., 2004). En este sentido, Koussevitzky et al.(2008), encontraron que también
se encuentran metabolitos y proteinas Unicas, al menos 45 proteinas diferentes que se
acumulan especificamente durante la combinacién de estrés en Arabidopsis thaliana.
Para la supervivencia de las plantas ante un estrés es importante mantener las proteinas
en sus conformaciones funcionales y evitar la agregacion de proteinas no nativas
actuando como moléculas protectoras o sefiales regulatorias para el mantenimiento de la
homeostasis celular. Las proteinas de choque térmico son moléculas chaperonas,

producidas en respuesta a un aumento de temperatura u otro estrés, son responsables
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del plegamiento, ensamblaje, translocacion y degradacion de proteinas en muchos
procesos celulares normales, estabilizan proteinas y membranas, y pueden ayudar al
replegamiento de proteinas en condiciones adversas. Sin embargo, existen otras
chaperonas que estan involucradas en la homeostasis; las proteinas abundantes de
embriogénesis tardia (LEA) y las proteinas inducidas por la deshidrataciéon (deshidrinas).
Las deshidrinas se han expresado mas durante la sequia, el calor y por un mayor
contenido de ABA, incluso se han propuesto como marcadores moleculares al estrés
abidtico de plantas (Priya et al., 2019). Mientras que las proteinas LEA estan involucradas
especialmente en la proteccion por el estrés a déficit hidrico, pero también desempefian
funciones en la tolerancia al estrés salino y el frio (Hong et al., 2005). Por udltimo, las
osmotina es una proteina rica en cisteina, desempefia un papel importante como
antifingico contra una amplia gama de hongos, ademéas protege las membranas
plasmaticas de las plantas en potenciales hidricos menores (Hakim et al., 2018). Sin
embargo, las chaperonas mas importantes pertenecen a la familia HSP (Heat Shock
Proteins) involucradas en la proteccion a estrés por sequia y el 75% de ellas, protegen de

la desnaturalizacién por calor (Pereyra y Quiriban, 2014).



1.2.5. Factores de transcripcion en respuesta a estrés abiotico

Los factores de transcripcién son reguladores principales de la proteccion directa de la
célula en respuestas a estrés abiodtico y bidtico en plantas. A nivel gendmico,
aproximadamente el 7% de las secuencias codificantes se asignan a factores de
transcripcion clasificadas con fundamento en su dominio de unién al DNA (Inukai et al.,
2017). Por ejemplo, Arabidopsis thaliana dedica aproximadamente el 5% de su genoma a
codificar mas de 1500 factores de transcripcion, agrupadas en 58 familias (Riechmann et
al., 2000).

En este sentido, se definen a los factores de transcripcibn como, proteinas capaces de
unirse especificamente a secuencias cortas de DNA localizadas en los promotores de
genes, y de interactuar con el complejo de pre-iniciacion de la transcripcién para inducir o
reprimir la actividad de la enzima RNA polimerasa Il (Garcia et al., 2013). De esta manera,
los factores de transcripcidon modulan la tasa de transcripcion de sus genes blanco a través
de un sistema denominado reguldn; existen dos tipos, uno dependiente de ABA y otro
independiente de ABA (Nakashima et al., 2009). Ademas, de estas dos vias principales,
otros regulones incluidos como NAC y MYB/MYC participan en la respuesta a estrés
abidtico y su expresion estd basada en genes especificos divididos en tres categorias
principales (i) los que estan implicados en las cascadas de sefializacion y en el control
transcripcional, tales como MyC, MAP kinasas y SOS kinasas, fososlipasas y factores de
transcripcién, tales como HSF, y las familias CBF/ DREB Y ABF/ ABAE; (ii) aquellos que
funcionan directamente en la proteccion de membranas y proteinas, como las proteinas
de choque térmico (HSPs) y chaperonas, proteinas de embriogénesis tardia abundante
(LEA), osmoprotectores y eliminadores de radicales libres; y (iii) los involucrados en la
toma y transporte de iones y agua, como los transportadores iénicos y las acuaporinas
(Wang et al., 2003).

Sin embargo, cada vez mas se ha demostrado que los factores de transcripcion que
juegan un papel en la mejora del uso eficiente del agua al actuar en el nivel de sintesis
proteica pertenecen a la familia WRKY, AP2 / ERF, bZIP, NAC y MYB, y que ademas
estan involucrados en la regulacion de la defensa de planta y la respuesta a otro tipo de
estrés abidtico (Ren et al., 2010; Cominelli et al., 2005). Por ejemplo, los perfiles de

expresion génica de trigo indicaron que el gen NAC2, participa en la respuesta al
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tratamiento de estrés hidrico, salino, frio y acido abscisico (Mao et al., 2012). En trigo, el
gen TaWRKY 10 respondio positivamente al tratamiento con polietilenglicol, salino (NaCl)
y frio (Wang et al., 2013).

1.2.6. Factores de transcripcién de choque térmico: HSF

Las células y tejidos de las plantas son desafiados constantemente por la exposicion a
condiciones extremas que causan estrés agudo y crénico. En consecuencia, la
supervivencia ha requerido la evolucion de genes en respuesta al estrés para detectar,
controlar y responder a los cambios ambientales (Jin, 2013). Se ha demostrado que con
uno o mas genes de choque térmico suele ser suficiente para proteger a las plantas
contra exposiciones letales a diversas tensiones medioambientales, caracterizada por la
induccién rapida de proteinas que funcionan principalmente como chaperonas
moleculares. En eucariotas, las proteinas del choque térmico (HSP), se clasifican en
cinco grandes familias (HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 y HSPs pequefas) de acuerdo
con su peso molecular, estructura y funcién, se definen por su capacidad para reconocer
y unir proteinas de sustrato que se encuentran en un estado inestable e inactivo (Ohama
et al., 2017; Magnard et al., 1996). Estas proteinas se encuentran de forma constitutiva,
y controlada por factores de transcripcién de choque térmico (HSFs) que componen los
mecanismos terminales de una cadena de transduccion de sefiales que intervienen en
la activacion de genes, que responden tanto al estrés térmico como a un gran ndmero

de factores biéticos y abidticos (Miller y Mittler, 2006).

En general, la regulacién de la expresion del gen de choque térmico esta mediada por
el factor de transcripcion de choque térmico y se logra en dos etapas. En ausencia de
estrés, HSF se encuentra como un monémero inerte unido a HSP70 y otras proteinas.
Al percibir la célula eucariota la sefial de estrés a través de: un aumento de calcio
citoplasmatico, acumulacién de especies reactivas de oxigeno y/o el flujo de proteinas
no nativas, dara el requerimiento de chaperonas moleculares, incluidas la HSP70 y la
HSP90, para prevenir la aparicion de proteinas mal plegadas y desnaturalizacion.
Chaperonas unidas a HSF seran secuestradas por proteinas celulares dafiadas, y en
consecuencia de la liberacién de chaperonas el HSF se convierte de una forma
monomeérica a una forma trimérica para translocar del citoplasma al nucleo y unirse a

elementos de unién al DNA, llamado elemento de respuesta al choque térmico (HSE; 5'-
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AGAANNTTCT-3") (Figura 1.1), compuesto por tres repeticiones invertidas contiguas de
una secuencia de 5 pares de bases cuyo consenso se definié como nGAAn que da como
resultado interacciones de mayor afinidad entre HSF y HSE (Guo et al., 2016; Santoro,
2000; Wu, 1995). Sin embargo, la diversificacién entre las plantas Arabidopsis thaliana,
Oryza sativa y Triticum con 21, 23 y 56 genes de tipo HSF respectivamente, reflejan que
estos genes son importantes para diversas funciones celulares y probablemente se
volvieron cada vez mas insistentes, es decir, la activacion de la transcripcién de genes
de choque térmico también se modula en condiciones no estresantes durante la
progresion a través del ciclo celular, durante el desarrollo y la diferenciacion, o después

de la exposicién a moléculas que regulan la proliferacion celular (Von et al., 2007).
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are in trimer
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HSP CODING REGlON ]
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Figura 1.1 Percepcion de las células eucariotas a un cambio en la
temperatura ambiental y activacién de HSF. El flujo de proteinas no nativas
da como resultado el requerimiento celular de HSP70 y HSP90, para
prevenir la aparicion y agregacion de proteinas mal plegadas. A) En
condiciones normales los HSFs se encuentran como mondémeros en el
citoplasma, bajo condiciones de estrés se trimerizan y se traslocan al
nacleo (b y c), donde se unen a la zona promotora HSE para iniciar la

transcripcion de genes HSFs (d). (Hasanuzzaman et al., 2013)
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1.2.7. ldentificacion y estructura de la familia HSF

Los HSFs tienen una estructura modular, conservada, se han clasificado en tres clases
diferentes (A, B y C) de acuerdo con sus estructuras caracteristicas unicas (Wang et al.,
2016). Las proteinas HSF de clase A poseen el motivo peptidico AHA, caracterizado por
residuos de aminoéacidos aromaticos (W, F, Y) hidrofébicos (L, I, V) y acidos (E, D),
motivo involucrado en la actividad transcripcional, en Arabidopsis thaliana es el grupo
mas grande de HSFs con 15 proteinas (Von et al., 2007). Los HSF de la clase By C al
carecer del motivo de activacion hidrofébico/acido (AHA) no tienen actividad regulatoria
de si mismos por lo que pueden ser represores transcripcionales y/o coactivadores al
interactuar con genes de HSF de clase A (Scharf et al., 2012; Czarnecka et al., 2004)
(Figura 1.2). De acuerdo, a Nover et al. (2001), la clase C, con un solo miembro en
Arabidopsis thaliana no se le ha atribuido ninguna funcion por lo que el rol funcional de

la clase HSFC no ha sido completamente reconocido (Xiang et al., 2013).

Todos los HSFs contienen un dominio de unién a DNA (DBD, DNA Binding Domain), un
dominio de oligomerizaciéon (OD, Oligomerization Domain), una sefial de localizacion
nuclear (NLS) y en la mayoria de los casos una sefial de exportacién nuclear (NES,
Nuclear Export Signal) y un dominio de activacion C-terminal (CTAD, C-terminal
activation Domain) (Von et al., 2007). El DBD es el dominio mas conservado con
aproximadamente 100 aminoacidos que exhiben un motivo de tres hélices (H1, H2 y H3)
y una hoja beta antiparalela de 4 cadenas (1, B2, 3, B4), que permite el reconocimiento
especifico y la union de los HSE palindrémicos (Kotak et al., 2004). Separados por un
péptido enlazador flexible de 9 a 39 residuos de aminoacidos para la clase A, 50 a 78
aminoacidos residuos para la clase B, y 14 a 49 residuos de aminoacidos para la clase
C, en Arabidopsis thaliana, se encuentran dos repeticiones de heptadas hidréfobas
adyacentes (HR-A y HR-B) que comprenden el dominio de oligomerizacion (Nover et al.,
2001). Un dominio menos conservado en tamafo y secuencia es el dominio de
activacion terminal (CTAD), se caracteriza por residuos de aminoacidos aromaticos (W),
hidrofébicos (L) y acidos (E). Mientras que la sefial de localizacién nuclear (NLS)
presenta residuos ricos en Arg (R) y Lys (K) en los HSFs. En la clase B, el motivo
tetrapéptido altamente conservado -LFGV- presumiblemente sirve como NLS en
Solanum lycopersicum y se predice como el motivo represor de la transcripcion (Duan

et al.,, 2019; Scharf et al., 2012). Mientras que en Arabidopsis thaliana el motivo
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encargado de la represion transcripcional en el gen AtHsfB1 es -KLFGV- (Ikeda et al.,
2011). Por ultimo, la sefial de exportacion nuclear (NES) necesaria para la exportacion
intracelular entre el nucleo y el citoplasma es caracterizada frecuentemente por residuos

ricos en L (leucina) en el extremo C terminal (Scharf et al., 2012).
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Figura 1.2 Estructura de familia de genes HSF de Arabidopsis thaliana
(Kotak et al., 2004). Se ejemplifica cada dominio caracteristico las tres
clases existentes (Clase A, B y C). DBD: Dominio de union al DNA,
Dominio de oligomerizacion, HR-A/B: Residuos hidrof6bicos, NLS: Sefial
de localizacion nuclear, AHA: amino&cidos aromaticos, hidréfobos grandes

y acidos, NES: sefial de exportacion nuclear.
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1.2.8. Genes HSF involucrados en la tolerancia a estrés hidrico y térmico

Las plantas estan continuamente expuestas a diversos estreses ambientales como el
estrés por choque térmico, la salinidad, la sequia y el frio. Por lo tanto, han desarrollado
mecanismos de defensa para adaptarse a los cambios ambientales. En este sentido, un
andlisis transcriptomico previo en respuesta a déficit hidrico en Carica papaya L, realizado
por Estrella et al. (2019) encontré la activacion de genes HSF, de los cuales, en este
trabajo, se seleccionaron para ademas realizar un analisis de estrés térmico. Con el

objetivo de seleccionar un gen candidato que confiera tolerancia a estrés hidrico y térmico.

Se ha evidenciado que la familia de factores de transcripcion de choque térmico (HSF) ha
evolucionado para regular una diversidad funcional en diferentes condiciones de estrés,
en diferentes cultivos. Del mismo modo, muchos genes HSF se inducen en respuesta a
tensiones ambientales distintas del calor y/o algunas clases y subclases son
determinantes en la tolerancia a sequia, estrés térmico y a estreses combinados (Cuadro
1.1).

15



Cuadro 1.1 Revisién de la literatura de genes HSF reportados en respuesta a estrés

hidrico y altas temperaturas en diferentes especies

HSF

CpHsfAla

CpHsfAlb
CpHsfA2
CpHsfB1

CpHsfB2b
CpHsfC1

SIHsfAla

AtHsfA1b
AtHsfA1d

AtHsfA2

CpHsfB1

SiHsfB3

TaHsfC1
Y
TaHsfC2

16

Especie

Carica papaya
cv. Maradol

Solanum
lycopersicum

Arabidopsis
thaliana
Arabidopsis
thaliana
Arabidopsis
thaliana

Carica papaya
L.

Sesamum
indicum L.

Triticum
aestivum

Respuestas de estrés

Mayor intensidad de banda del
gen CpHsfA2 bajo estrés
térmico de 30 °C, 40 °Cy 50 °C
durante 1 hora.

Regulador maestro en
respuesta a estrés térmico e
involucrado en el crecimiento y
el desarrollo
Aumento de la tolerancia a
sequia.

Regulan la expresion de HsfA2

HsfA2 mostraron una mayor
tolerancia a estrés combinado
por luz y chogue térmico.
al estrés salino / osmético y un
mayor crecimiento de callos
Expresion del gen en hojas
sometidas a una temperatura
de 42 °C
Mayor expresiéon en la accesiéon
LC164 tolerante en respuesta a
déficit hidrico
Regulados durante la sequia y
el estrés por sal.

Referencias

Alcocer (2013)

Mishra et al. (2002)

Bechtold et al.
(2013).

Nishizawa et al.
(2011).

Nishizawa et al.
(2006).
Ogawa et al. (2007).

Tarora et al. (2010).

Dossa et al. (2016).

Xue et al. (2014).



1.3.1 Origen y distribucién de Carica papaya L.

Papaya (Carica papaya L.) es el fruto nimero uno en el alto porcentaje de vitamina A,
vitamina C, potasio, acido félico, niacina, tiamina, riboflavina, hierro, calcio y fibra (Huerta
et al., 2012). Ademas, es atractivo para industrias médicas debido a las propiedades
medicinales de la fruta y de otras partes de la planta como los tallos, las hojas y las raices,
en la elaboracion de cosméticos y produccién de papaina (Posada et al., 2010). Debido a
la gran utilidad e importancia medicinal y como alimento nutracéutico hoy en dia es la
tercera especie tropical méas cultivada en todo el mundo, ampliamente en las regiones
tropicales y subtropicales, el cual se ve favorecido por las condiciones edafoclimaticas
para su debido crecimiento y desarrollo (Chavez y Nufiez, 2017). Se ha formulado la
hipotesis que tiene su origen en el sur de México y/o en América Central, sin embargo, es
dificil definir un origen preciso debido a que no hay evidencia arqueolégica (Carvalho y
Renner, 2014). Se cultiva en forma comercial no sélo en las regiones de América, sino
también en Africa, Asia, Australia, Filipinas y en los Estados Unidos (FAOSTAT, 2018).
En México, 21 estados aportan en la produccién de papaya, siendo el principal productor
Oaxaca, seguido por Colima, Chiapas, Veracruz, Michoacan, Guerrero, Jalisco,
Campeche, Yucatan y Tabasco (SIAP, 2017).

1.3.2 Clasificacién taxon6mica

Carica papaya L., es una planta herbacea, dicotiledénea, miembro de la familia
Caricaceae (Dhekney et al., 2016). Actualmente, la familia se divide en seis géneros, cinco
de ellos con alrededor de 35 especies son americanos y un género con dos especies es
africano (CONABIO, 2008). De acuerdo con Kim et al. (2002), los géneros
correspondientes a esta familia son: Carica, con la Unica especie C. papaya, Jarilla, con
3 especies, Horovitzia (1 especie), Jacaratia (7 especies), Vasconcellea (21 especies) y
Cylicomorpha (2 especies). En el cuadro 1.2 se presenta la clasificacion taxondmica de

papaya de acuerdo con el Sistema Integrado de Informacion Taxonémica (ITIS, 2018).
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Cuadro 1.2 Clasificacién Taxonémica de Carica papaya L.

Reino Plantae

Division Tracheophyta
Subdivision Spermatophytina
Clase Magnoliopsida
Orden Brassicales
Familia Caricaceae
Genero Carica L.
Especie Carica papaya L.

1.3.3 Descripcion morfolégica

La papaya es una planta arborescente perennifolia de crecimiento rapido ya que puede
iniciar su produccién a los 7 u 8 meses de edad y estabilizar su cosecha a los 12 meses
después del trasplante, esta puede crecer de 2 a 8 m durante su primer afio de vida,
puede llegar a medir hasta 10 m (CONABIO, 2008). Crece como arbol de tallo Unico,
aungue puede ramificar cuando se elimina el punto apical o cuando las plantas llegan a
la vejez (Fisher, 1980). El tallo es coronado por un grupo de hojas grandes de peciolo
largo, de 0.7 a 1 m de longitud, con una lamina palmeada de 7 a 9 I6bulos. La papaya es
una planta trioica, es decir, presenta tres tipos de sexo; masculina, femenina y
hermafrodita (Figura 1.3). Sin embargo, se pueden encontrar seis categorias de flores:
femenina, hermafrodita pentandria, hermafrodita intermedia, hermafrodita elongata,
hermafrodita estéril o “cornetilla”’, masculina tipica (Vazquez et al., 2010; Gil y Miranda,
2005). Las flores femeninas, de tubo corolino corto, con 3-5 carpelos concrescentes en
un ovario unilocular, estilos libres; su estructura permite la facil polinizacién por el viento

o0 los insectos (Font, 1965).
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Figura 1.3 Plantas de Carica papaya L. de acuerdo con su tipo
sexual. a) Hembra, b) Hermafrodita, ¢c) Macho, d) Planta frutal

masculina (Jiménez et al., 2014).

Las flores masculinas poseen corola tubular y 10 estambres concrescentes con ella,
estas flores raras veces producen frutos los cuales se desprenden prematuramente
(Roth y Clausnitzer, 1972). Mientras que la flor hermafrodita pentandria es una
modificacion del tipo femenino, por lo que se parece a ésta; presenta cinco pétalos con
cinco estambres cortos, correspondientes por su ubicacién, con los cinco pétalos que
también abren desde la base, el ovario tiene cinco surcos profundos longitudinales que
deforman al fruto, por lo cual tienen poco valor comercial (Vasquez, 2010). La flor
hermafrodita intermedia, presenta cinco pétalos que pueden ser libres o fusionados
desde su base hasta la mitad de su longitud, su fruto es de forma ovoide, por lo que esta
fruta no tiene valor comercial. Los frutos mas comerciales en México y Estados Unidos
de América provienen de la flor hermafrodita elongata, casi siempre se presentan en
pequefios racimos de dos o tres flores, presenta cinco pétalos unidos entre si entre una
cuarta y tres cuartas partes de su longitud, con diez estambres, cinco largos y cinco
cortos. El ovario es alargado, por lo que forma frutos cilindricos o piriformes. La flor
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hermafrodita estéril o cornetilla es parecida a la hermafrodita elongata, pero no
desarrolla ovario, por lo cual es estéril; esto debido a temperaturas muy calidas o por

deficiencias de agua en el suelo (Garcia et al., 2010; Gil y Miranda, 2005).

Un fruto de papaya produce entre 300 y 800 semillas de forma ovoide y de color marrén
oscuro en la madurez es cubiertas por una capa mucilaginosa (sarcotesta), parda
negruzca (endotesta) y arrugada. (CENTA, 2010; CONABIO, 2008). Su tamario fluctia
entre 3.7 a4.5 mm de largo por 2 a2.8 mm de ancho y 2 a 2.5 mm de grueso. El embrion
presenta divisién axial, debido a que se ubica en el eje central de la semilla y subdivision
folial, la forma del embrién es espatulada, ya que los cotiledones son rectos y la radicula
no se encuentra cubierto por ellos (Niembro, 1988). Las plantas de papaya poseen un
sistema radical pivotante, es una raiz principal que puede desarrollarse hasta un metro
de profundidad dependiendo de las condiciones del suelo; mientas que las raices
secundarias se desarrollan en un radio de 80 cm y la mayor concentracion de raices

absorbentes se encuentra en los primeros 20 cm (CENTA, 2010).

1.3.4 Requerimientos edafocliméticos

Los factores naturales influyen de manera decisiva en el desarrollo de todo cultivo. En
el caso de Carica papaya L., la mayoria de las plantaciones se adapta en los limites de
los 32 a 35 grados de latitud norte y de 32 a 35 grados de latitud sur, en las zonas
tropicales y subtropicales, lo que corresponde a areas célidas que estan comprendidas
desde el nivel del mar hasta los 1000 m; pero los mejores rendimientos y calidad de
frutos se obtienen entre los 0-600 msnm. Estas condiciones son de vital importancia
para para mantener frutos de buena calidad con alto contenido de azlcares (Storey,
1985).

1.3.5 Temperatura

Carica papaya L. es un cultivo que se puede adaptar a diversas latitudes y condiciones
de clima y suelo, pero la temperatura es la principal limitante de produccién. Las
temperaturas promedio Optimas para el cultivo del papayo se ubican entre 21 y 33 °C
con un optimo para la fotosintesis entre 25 y 30 °C (Ruiz et al., 2013). A temperaturas
inferiores de 15 °C las plantas inhiben el desarrollo de los botones florales y causan
abscision de las flores en especial las variedades con alto porcentaje de flores

hermafroditas, como la Hawaiana. Temperaturas menores durante la floracion inducen
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gue los estambres de las flores se fusionen con los carpelos del ovario, provocando
frutos deformes (carpeloides), sin valor comercial. Mientras que a 0 °C se presentan
fuertes dafios al follaje; a -2 °C los frutos se dafian considerablemente y a -4 °C la planta

muere (Jiménez, 2002).

1.3.6 Luz

En cuanto a luz, este frutal prefiere areas soleadas, en especial las papayas silvestres
Chavéz (2018); se reporta que crece mejor con cantidades de radiacion
fotosintéticamente activa entre 1000 umol m2 s a 1650 umol m s%. De lo contrario, la
planta reduce su crecimiento, presenta menor area foliar y baja su densidad estoméatica
(Vazquez et al., 2010).

1.3.7 Suelo

Las plantas de papaya se desarrollan en diferentes tipos de suelo siempre que sean
suelos ligeros, fértiles (ricos en humus), blandos, profundos y permeables. La
permeabilidad es un requisito esencial en el cultivo ya que un drenaje insuficiente puede
provocar pudriciones en las raices, causando clorosis en las hojas, pérdida de vigor e
incluso la muerte de la planta. Por otra parte, suelos compactados dificultan el crecimiento
de la planta al reducir el volumen de exploracion radial (Arango et al., 2000). El suelo
Optimo para el cultivo de papaya es un suelo franco poroso o franco arenoso con un
contenido medio de 4 a 5% de materia organica. El pH 6ptimo estd comprendido entre 5.5

y 6.5, pero puede cultivarse sin problemas hasta un pH de 8.0.

1.3.8 Humedad

A diferencia de otros cultivos frutales, la papaya no requiere un periodo de descanso para
florecer y dar fruto y, por lo tanto, demanda altas cantidades de agua durante todo su ciclo.
Ademas, es un cultivo de raices poco profundas donde la superficie de la raiz esta limitada
a los primeros 60 cm del perfil del suelo, por lo que el contenido de agua disponible del
suelo debe ser lo suficientemente alto como para retener el agua acumulada al alcance
de las raices (Shijini, 2010). Una falta de ella durante su crecimiento puede ocasionar
caida de flores, produccion de flores hermafroditas estériles ocasionando reduccion de los
rendimientos hasta en un 70%. El requerimiento de agua flucta entre los 1,500 y 2,500

mm por afio y con una humedad relativa entre 70 y 80% esto para mantener una optima
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conductancia estomatica y un buen crecimiento del cultivo (La gra, 1993). Dicho lo
anterior, la papaya se considera sensible a la sequia, por ello, se recomienda el riego por
goteo 0 microaspersores, el costo por estos sistemas en una hectarea va de $80 000 a
$100 000 mil (FAO, 2007). El requerimiento de agua es de cada 2 dias en la etapa juvenil
y cada 6 dias en las demas etapas. Para arboles de mas de siete meses de edad se
requiere 25 L arbol~ ! d™1. Esto equivale a cinco emisores de goteo por arbol, cada uno

entregando un litro por hora durante cinco horas por dia (Carr, 2014).

1.4 Produccion mundial de papaya

La produccién mundial anual de Carica papaya L. es de 13, 290, 320 de toneladas, por
lo que la papaya es un cultivo de fruta extremadamente importante (FAOSTAT, 2018).
En los ultimos afios, la produccion de papaya se ha concentrado en Africa, América,
Asia y Oceania. La mayor produccion se obtuvo en el continente asiatico con 7.3
millones de toneladas (que representa el 56.3% de la produccién mundial) seguido por
el continente americano con 4.2 millones de toneladas anuales (que representa el 33.1%
de la produccion mundial). El continente africano contribuy6 con el 10.5% mientras que
Oceania aporté sélo el 0.1% (Figura 1.4). Después de India y Brasil, el mayor productor
de papaya en el mundo es México con 961,768 toneladas al afio. Respecto a los
principales exportadores a nivel mundial, México es el lider mundial en la exportacién de
papaya, ocupa el primer lugar con 168.7 toneladas, por un valor de 87 millones de
ddlares, que representd el 57% de la exportacion total a nivel mundial (SENASICA, 2017;
SAGARPA, 2016). El consumo de papaya ha cobrado mayor importancia, debido a los
altos contenidos nutricionales, las aplicaciones médicas lo que ha propiciado el
esparcimiento de su produccién en los dltimos afios y no queda en duda que siga en

aumento.
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Figura 1.4 Produccion mundial de Papaya en porcentajes. Promedio

2015-2017 (FAOSTAT, 2018).

1.4.1 Produccion e importancia econdmica de Papaya en México

En los Ultimos afios, la produccion mundial de papaya se ha concentrado en diez paises:

India, Brasil, México, Indonesia, Nigeria, Republica Dominicana, Republica democrética,
Cuba, Colombia, Venezuela con 5,506,666.67, 1,320,989.33, 932,427.67, 876,958.67,
848,833.67, 830,204.33, 215,585, 201,388, 177,885.67 y 176,347 millones de toneladas
respectivamente (Figura 1.5). Respecto a los principales exportadores a nivel mundial,

México es el lider mundial en la exportacién de papaya, los principales destinos de

exportacion son Estados Unidos, con el primer lugar (168.7 toneladas con un valor de

87 millones de dodlares) seguidos por Brasil y Japon (SENASICA, 2017).
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Figura 1.5 Principales paises productores de Papaya a nivel mundial.

Promedio 2015-2017 (FAOSTAT, 2018).
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1.4.2 Produccion de Papaya en Yucatan

En Yucatan la actividad agricola tiene una concentracién de cultivos rentables (pepino,
papaya, carambola, aguacate y berenjena) y poco rentables como Maiz grano, cafia de
azUcar, pastos y praderas, frijol y calabaza. Papaya sobresale con una superficie de 477
ha y rendimiento de 26,827 toneladas que equivale al 9% de produccion (Indicadores
Estatales de Yucatan, 2011, Plan estatal de desarrollo, 2018-2024). Actualmente,
Yucatan participa fuertemente en la produccion de papaya debido al acelerado
crecimiento que ha experimentado en los Gltimos afios también por la generacion de
empleos que conlleva aportaciones econdmicas interesantes para la region. Sin
embargo, la mayor cantidad de la produccion yucateca de papaya se vende al mercado
nacional (75%), al consumo estatal se destina un 10% de la produccion y el otro 15% de
la produccién se exporta como en producto fresco, siendo los principales destinos Mac
Allen y Miami (Plan Rector del sistema producto de papaya, 2012). Actualmente,
Yucatan se ubica entre los 10 principales productores de papaya a hivel nacional, con
lo que contribuye a que México sea el 3° productor de esa fruta a nivel mundial con 17,
364 toneladas de un total de toneladas a nivel nacional de 951,922 toneladas (Cuadro

1.3).
Cuadro 1.3 Principales entidades productoras de papaya a hivel nacional

(Atlas Agroalimentario, 2017).

Rank Entidad federativa Volumen Variacion (%)
(toneladas) 2015-2016

Total, nacional 951,922 7.7

1 Oaxaca 321,178 17.0

2 Colima 146,244 34.2

3 Chiapas 137,941 -15.3

4 Veracruz 104,749 2.2

5 Michoacan 68,528 32.2

6 Guerrero 42,880 4.6

7 Jalisco 27,740 6.4

8 Campeche 20,576 -6.0

9 Yucatan 17,364 -4.9

10 Tabasco 14,032 14.1
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1.5 JUSTIFICACION

Las condiciones adversas del medio ambiente provocan una alteracion en diferentes
mecanismos celulares, fisioldégicos, bioquimicos y moleculares en las plantas
provocando dafios reversibles o irreversibles que se traducen en pérdidas de
produccién. Algunas plantas mediante el cambio adaptativo a las condiciones
ambientales han desarrollado estrategias que le permiten permanecer en condiciones
de sequia, altas temperaturas o en su defecto a una combinacién de estreses abidticos.
Por lo que mediante la seleccién de plantas identificadas en el campo se ha realizado
mejoramiento genético convencional, sin embargo, no ha sido suficiente para lograr la
tolerancia ante el cambio climatico. Por ello, se proponen otras estrategias, una de las
mas prometedoras son los factores de transcripcion debido a que ha demostrado que
sobreexpresion de genes HSF protegen a las plantas ante un estrés 0 mas de uno en la
planta modelo Arabidopsis thaliana. En Carica papaya L. no existen estudios de la
funcion que desempefian los factores de transcripcion de la familia de choque térmico
en respuesta a déficit hidrico y/o la dualidad entre déficit hidrico y altas temperaturas.
Este conocimiento en Carica papaya L. es fundamental para el futuro mejoramiento
genético. Por ello nos propusimos evaluar el efecto de la exposicion a estrés por déficit
hidrico, choque térmico y un estrés combinado similar a lo que ocurre en campo (déficit
hidrico mas choque térmico) sobre la fisiologia de diferentes genotipos, iniciando con
una caracterizacion in silico la familia de factores de transcripcién de choque térmico,
para posteriormente cuantificar la expresién de genes HSF y seleccionar de genes que

posiblemente confieran tolerancia a sequia y/o altas temperaturas.
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1.6

1.7

26

PREGUNTAS DE INVESTIGACION
¢ Cuantos miembros de la familia HSF hay en Carica papaya L. en comparacion con

los reportados en Arabidopsis thaliana?

¢Los genes HSF solo se expresan en estrés térmico o también aumentan su
expresion al exponerse a estrés hidrico o al estrés combinado (alta temperatura mas

estrés hidrico), en plantas de Carica papaya L.?

¢ Los genotipos silvestres, al ser mas tolerantes, presentan una mayor expresion de

HSF a estrés hidrico y térmico, que la variedad comercial?

HIPOTESIS

La exposicion de Carica papaya L. a estrés térmico debe inducir un aumento en la
expresion de genes HSF. De igual forma, la expresién independiente a un estrés
por déficit hidrico o al efecto combinado de ambos tipos de estrés, también debe
inducir un aumento en la expresiéon de genes HSF.

El genotipo silvestre al ser mas tolerante a estrés abidtico debe presentar mayor
expresion de genes HSF que los genotipos comerciales, al ser expuestos a estrés
térmico, déficit hidrico o al efecto combinado de ambos tipos de estrés.

Durante la exposicién al déficit hidrico, la expresion de los genes HSF podrian
desempefar un papel directo e independiente del choque térmico, o mostrar
funciones duales a ambos tipos de estrés en genotipos de Carica papaya L. Estos
genes también estaran involucrados en los mecanismos de tolerancia del genotipo

silvestre en respuesta a estrés por déficit hidrico y choque térmico.



1.8 OBJETIVOS

1.8.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de la exposicion a estrés abidtico sobre la fisiologia de Carica papaya
L. y la expresion de los genes CpHsfAld, CpHsfA2 y CpHsfB3 para la seleccién de
genes candidatos que confieran tolerancia a estrés por déficit hidrico y altas

temperaturas.

1.8.2 Objetivos Especificos
o Caracterizar in silico la filogenia y la estructura de la familia de genes que codifican
los factores de transcripcibn HSFs de Carica papaya L. cv. SunUp en relacién con
las secuencias de Carica papaya L. (genotipos Maradol y Silvestre) derivadas de un

estudio transcriptémico previo en respuesta a déficit hidrico.

o Evaluar el efecto de la exposicion a estrés por déficit hidrico y recuperacion sobre la
fisiologia y expresion de genes CpHsfAla, CpHsfAlb, CpHsfAld, CpHsfA2,
CpHsfB1, CpHsfB2b, CpHsfB3 y CpHsfC1 de la linea C7 de Carica papaya L.

o Evaluar el efecto de la exposicién a estrés por: déficit hidrico, por alta temperatura y
por el efecto combinado de ambos (déficit hidrico mas alta temperatura); y
recuperacion sobre la fisiologia y la expresion de los genes CpHsfAlb, CpHsfA2 y

CpHsfB3 en dos genotipos contrastantes de Carica papaya L. (Maradol y Silvestre).
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1.9 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

El presente trabajo de tesis se integra en tres areas: bioinformatica, fisiologia vegetal y
biologia molecular (expresién de genes). La primera etapa consistio en realizar una
revision de literatura cientifica y blsqueda de secuencias, tanto nucleotidicas
codificantes de genes HSF como proteicas. Se inicié con el analisis bioinformético para
aislar in silico los genes de interés y se disefiaron oligonucleétidos especificos (Capitulo
I y Il). Posterior se realizaron analisis fisiologicos de la respuesta de la linea C7 a
diferentes tratamientos de déficit hidrico para analizar la expresion por RT-PCR de los
genes CpHsfAla, CpHsfAlb, CpHsfAld, CpHsfA2, CpHsfB1, CpHsfB2b, CpHsfB3 vy
CpHsfC1 (Capitulo 1ll). Posteriormente, se seleccionaron genes prometedores
CpHsfAld, CpHsfA2, CpHsfB3 para analizar su respuesta por RTg-PCR a estrés por
choque térmico, sequia y estrés combinado (sequia mas choque térmico) de dos
genotipos contrastantes de Carica papaya L. cv. Maradol y Silvestre (Capitulo V).
(Figura 1.6).

o Capitulo 1l Capitulo 1l

Genes HSF o iz “SFV o Genes H;r .
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Figura 1.6 Estrategia de trabajo de tesis “CARACTERIZACION DE LA RESPUESTA
FISIOLOGICA POR ESTRES ABIOTICO Y LA PARTICIPACION DE LOS FACTORES
DE TRANSCRIPCION DE LA FAMILIA HSF EN Carica papaya L.
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CAPITULO Il CARACTERIZACION in silico DE LA FILOGENIA Y LA
ESTRUCTURA DE LAS SECUENCIAS DE GENES QUE CODIFICAN A LOS
FACTORES DE TRANSCRIPCION DE TIPO HSF OBTENIDOS DE UN
TRANSCRIPTOMA DE C. papaya L. EN RESPUESTA A DEFICIT HIDRICO.

2.1. INTRODUCCION

La secuenciacion del genoma de Arabidopsis thaliana (Genome Initiative, 2000) y del
genoma de papaya transgénica Carica papaya L. cv. SunUp (Ming et al., 2008), muestran
la identificacion de genes que han centrado la atencion en el analisis funcional. Sin
embargo, quedan muchas interrogantes para entender los mecanismos de regulacién que
ocurren en la célula en condiciones a cambios ambientales (Lowe, 2017). Hoy en dia, la
transcriptomica se ha convertido en una disciplina extendida, esto gracias al avance en
conjunto con otras areas, lo que han permitido el desarrollo de diversas plataformas y
tecnologias de secuenciacibn masiva en paralelo (Wolf, 2013). Recientemente, la
secuenciaciéon de RNA de préxima generacién (RNA-seq) se ha transformado en una
plataforma versatil con aplicaciones en muchos campos de investigacion de biologia
vegetal que ofrece un método eficaz para identificar secuencias expresadas en tejidos
especificos en respuestas a estrés bidtico y abiético (Costa et al., 2017). Por otro parte, se
sabe que, en condiciones de campo, los cultivos se someten en forma rutinaria a varias
interacciones de estrés abidtico simultaneamente como estrés por sequia y a su vez altas
temperaturas; de manera que tienen un efecto negativo significativamente mayor en la
productividad que cada uno de los factores individualmente, y no menos importante una

respuesta molecular Unica (Zandalinas et al., 2017; Pandey et al., 2015).

En este sentido, la principal familia de factores de transcripcion que juegan un papel
regulador central en la termotolerancia adquirida es la familia de los HSF, reconoce motivos
palindromicos de union a DNA, llamados elementos de choque térmico (HSE;
5 AGAANnTTCT-3") (Nover et al., 2001). Sobresalen por una estructura modular, bien
conservada, caracterizada por la induccion rapida de proteinas de choque térmico que
funcionan principalmente como chaperonas moleculares para garantizar la funcion correcta
de muchas proteinas celulares en condiciones de temperatura elevada. En general, la

activacion transcripcional de HSFs se logra en dos etapas. Primero, los mondmeros de
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HSF inactivos forman un homo-trimero al recibir una sefial de estrés. Luego, el trimero de
unién al DNA puede modificarse por fosforilacion o someterse a cambios conformacionales
que activan la transcripcion (Guo et al., 2016; Miller y Mittler, 2006).

En Arabidopsis thaliana se han reportado 21 genes HSF. Estos genes se han clasificado
en tres clases diferentes (A, B y C). Las proteinas HSF de clase A; poseen el motivo AHA,
motivo involucrado en la actividad transcripcional (Von et al., 2007). Los de la clase B
pueden ser represores transcripcionales y/o coactivadores al interactuar con genes de HSF
de clase A (Czarnecka et al., 2004). Ademas de la clase B, la clase C carece de un dominio
de activacion hidrofébico/acido (AHA) conllevando a no tener actividad regulatoria de si
mismos por lo que su funcion esta relacionada a la represion y coactivacion (Scharf et al.,
2012).

Hasta el momento, no hay articulos de la caracterizacion de la familia HSF en Carica
papaya L. Por ello, el estudio in silico de la familia es interesante debido a su compleja red
reguladora, conocer la estructura de la familia HSF de Carica papaya L. cv. SunUp, analizar
las secuencias de un estudio previo transcriptomico de Carica papaya L. de un tipo
comercial y silvestre, en respuesta a déficit hidrico (Estrella et al., 2019). Por lo que el
objetivo de este capitulo fue la caracterizacién y analisis de la familia HSF y de los
miembros (secuencias) de los HSFs encontrados. Es necesario, el andlisis bioinformético
para comprender y evidenciar los perfiles de expresion de los genes de interés en plantas
de C. papaya L. en condiciones de estrés por alta temperatura y déficit hidrico, que se

realizaron en el capitulo Il y capitulo IV.
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2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Busqueda de secuencias de genes de choque térmico (HSF)

Se realiz6 la busqueda de secuencias de la planta modelo Arabidopsis thaliana en la base
de datos The Arabidopsis Information Resource (TAIR;http://arabidopsis.org). Carica
papaya L. cv. SunUp en las bases de datos Plant Transcription Factor Database, V3 y V4.
Las secuencias anotadas del transcriptoma de Carica papaya L., se aislaron de acuerdo
con el ID descrito por Estrella et al., en proceso de publicacién. Posteriormente, se
transformaron las secuencias nucleotidicas en secuencias proteicas en la herramienta

softberry (www. softberry. com) para su posible alineamiento.

2.2.2 Divergencia de genes de choque térmico de Carica papaya L.

Posteriormente, se sometieron las secuencias proteicas del transcriptoma de Carica
papaya L. con el apoyo de las secuencias de Carica papaya cv. SunUp, previamente
caracterizadas por Alcocer (2013), a un analisis de distancia evolutiva mediante una matriz
de distancia aplicando la formula (1-N) *100 para conocer a que grupo o subgrupo de la
familia de HSF pertenecen las secuencias diferencialmente expresadas del transcriptoma

de Carica papaya L. en respuesta a déficit hidrico.

2.2.3 Alineamiento de secuencias proteicas de genes HSF

Una vez obtenidas las secuencias transformadas se sometieron a un alineamiento multiple
utilizando la herramienta de alineacion MUSCLE, con Gap abierto de -2.9, Multiplicador de
hidrofobicidad de 1.2 y el método de pares y grupos no ponderados con aritmética
(UPGMA) realizado en el programa MEGA7 (Kumar et al., 2016). Para identificar los
dominios conservados caracteristicos de los genes de choque térmico (HSF), se exporté el
alineamiento en formato Fasta al software BioEdit V.7 (Hall, 1999), con las caracteristicas
siguientes; 80 residuos por fila, aminoacidos idénticos en negrita, aminoacidos similares en

gris, y en blanco aminoé&cidos divergentes.

2.2.4 Analisis filogenéticos de la familia HSF de Carica papaya L.

Para generar la filogenia de la familia de choque térmico (HSF) se involucraron un total de
50 secuencias de proteinas de Arabidopsis thaliana, Carica papaya cv. SunUp y Carica
papaya_transcriptoma, por el método de maxima verosimilitud basado en el modelo

fundamentado en la matriz de Jones Taylor Thornton (JTT). Para evaluar el nivel de soporte
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estadistico para cada nodo del arbol se utiliz6 una prueba de Boostrap con 1000 réplicas.
La construccion del arbol filogenético se utilizo el programa MEGA 7.0 (Kumar et al., 2016)
y se exporto, se visualizé y edito en la plataforma iTOL (Letunic y Bork, 2016).

2.2.5 Modelaje tridimensional de proteinas HSF de Carica papaya L.

Para comprobar si las secuencias, presentaban una alineacién tridimensional similar a la
estructura tipica del dominio descrito por Damberger et al. (1994).Se realiz6 un modelaje
por homologia de la estructura tridimensional de las secuencias encontradas en el
transcriptoma de Carica papaya L. en respuesta a déficit hidrico, utilizando el programa
SWISS-MODEL (Waterhouse et al., 2018). Ademas, se compard con el modelaje
tridimensional de la planta modelo Arabidopsis thaliana publicadas en UniProt, Consortium
(2015).
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 Factores de transcripcion HSF de Arabidopsis thaliana y Carica
papaya L.

De la revision en las bases de datos, se encontraron los nimeros de accesiones para las
secuencias de los genes HSF. En el genoma de Arabidopsis thaliana se revelaron la
existencia de 21 marcos de lectura abierta (ORF) que codifican a HSFs (15 en el grupo A,
5enelgrupoBy 1enelgrupo C). En Carica papaya cv. SunUp encontramos 18 secuencias
(12 enelgrupo A,5enelgrupo By 1 enel grupo C) y en el transcriptoma de Carica papaya
L. se expresaron diferencialmente 11 genes (6 en el grupo A, 4 en el grupo By 1 en el
grupo C), en respuesta a déficit hidrico, secuencias que fueron aisladas e identificadas con
los siguientes numeros de ID: ¢19554 g1 i1, c27657_gl i2, c7565 g1 il, c26118 gl i3,
c27214 g2 i1, ¢c22475 gl _i2, 21583 gl i2, ¢63956_g1 i1, 23178 gl i1,
c23059 gl i1, c22133 gl i2 (Estrella et al., en proceso).

2.3.2 Divergencia de genes HSF de Carica papaya L.

En el andlisis de la matriz de distancia (Cuadro 2.1) entre las 18 secuencias proteicas de
Carica papaya L. cv. SunUp y las 11 secuencias HSF expresadas diferencialmente del
transcriptoma de Carica papaya encontramos las clases y subclase A: CpHsfAlb,
CpHsfAld, CpHsfA2, CpHsfA4a, CpHsfA9, CpHsfA6GD, B: CpHsfB3, CpHsfB2a, CpHsfB1,
CpHsfB2b: y C: CpHsfC1, de acuerdo con su porcentaje 93.6-100% de identidad. Asi
mismo se verifico la asignacion de clases y subclase con el arbol filogenético, con la
nomenclatura. EI nombre de cada HSF inicia con las dos letras iniciales del nombre de
género y especie a la que pertenece, para diferenciar las secuencias transcriptémicas de

Carica papaya L., se simbolizo de la siguiente manera; CpHsf_T.
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Cuadro 2.1 Matriz de distancia entre las secuencias HSF de Carica papaya L. cv. SunUp y secuencias de un

transcriptoma previo en respuesta a déficit hidrico.

Cc7565_ c19554  c21583_ 22133 22475 ¢23059_ ¢23178 ¢26118 c27214 g c27657_g 63956

gl.il gl il gl i2 gl.i2 gl i2 gl.il gl.il g1_i3 211 1.2 gl il
CpHsfAla 34.88 51.59 30.55 27.83 40.63 35.71 36.97 27.76 31.79 27.7 43.6
CpHsfAlb 26.2 95.2 26.4 21.3 31.5 30.6 33.6 21.8 22.3 19.8 40.3
CpHsfAld 24.6 38 31.3 27.8 335 44 98.4 30.3 27.1 28.7 51.9
CpHsfA2 42.3 42.9 26.9 26.5 100 36.6 345 41.7 36.4 31.3 37.1
CpHsfA3 154 46.3 37.3 42.7 41 50.6 47.1 27.2 45.8 46.9 40.3
CpHsfAda 24 35.5 31.2 235 33.2 98.8 442 28.2 28.2 27.9 51.9
CpHsfA5  25.3 31 28.7 254 31.9 34.9 34.6 30.2 30 27.5 40.3
CpHsfA5a 22.9 38.1 41 40.4 37.4 36.9 40.4 36.9 39 41.7 41.9
CpHsfA6b 100 41.2 28.9 31.6 46.4 33.7 35.8 34.4 33.7 31.6 49.1
CpHsfA7a 52.1 44.4 28.7 30.5 48.6 384 39.7 35.8 375 335 41.9
CpHsfA8  30.7 36.4 26.6 24.7 35.2 30.7 28.9 30.3 28.3 23.8 35.2
CpHsfA9  27.2 27.9 30 20.6 39.6 28.8 28.7 93.6 28.5 25.7 32.3
CpHsfB1  18.8 26.7 37.3 37.3 31.3 27.8 28.7 25.8 28.5 99.6 70.8
CpHsfB2a 20.5 27.3 341 99.7 28.3 24.3 28.5 23.3 26.8 36.6 72.9
CpHsfB2b 19.4 26.4 375 49.5 28.9 27.8 28.1 23.7 26.3 40.1 100
CpHsfB3 16.4 31.3 100 324 27.2 304 30.6 29.1 23.7 36.9 48.4
CpHsfB4  64.7 59.5 57 59.7 52.1 63.3 60.6 50.4 56.9 72.5 574
CpHsfC1  25.2 29.2 24 26.9 36.4 27.8 26.7 28.7 99.7 28.1 39.6
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2.3.3 Alineamiento de genes HSF en Carica papaya L.
Los resultados de alineamiento mdltiple de las secuencias proteicas HSFs de Arabidopsis
thaliana, Carica papaya L. cv. SunUp y Carica papaya_transcriptoma muestran
claramente los dominios altamente conservados, los cuales se indican en diferentes
colores (Figura 2.1), de los genes de interés: CpHsfAlb, CpHsfAld, CpHsfA2, CpHsfB1,
CpHsfB2b, CpHsfB3 y CpHsfC1; en morado, se sefala el dominio de unién al DNA (DBD)
con sus respectivas tres hélices (H1, H2, H3) y las cuatro hebras plegadas (1, B2, B3,
B4) que comprenden el motivo hélice-giro-hélice caracteristicas de las proteinas HSF,
con puntos se indica las dos regiones hepta-hidrofébicas, denominadas HR-A y HR-B,
necesarias para la oligomerizacion (OD), en rojo la sefial de localizacion nuclear (NLS),
en naranja la sefial de exportacion (NES) y en azul el dominio de activacién C-terminal
(CTAD), con los motivos AHA. Se sefialan con cuadros, los residuos basicos K y R
caracteristicos de NLS. Se sefialan con asteriscos, los residuos de amino&cidos
aromaticos (W), hidrofébicos (L) y &cidos (E), caracteristicos del dominio CTAD. Se indica
el residuo de leucina (L) en la sefial de exportacién (NES). En general, se reconoce que
los miembros de HsfB y HsfC no contienen un dominio de activacion rico en residuos
(AHA), aromaticos (W, F, Y, F) e hidrofobicos (L, I, V, M) presentes en miembros de la
clase A. Mientras que en el grupo By C, en Arabidopsis thaliana se reconocen un péptido
con cuatro aminoacidos -KLFGV- responsable de la represion transcripcional (Ikeda et
al., 2011). Sefialado con un cuadro azul dentro de las secuencias de los grupos, en la
region C-terminal (Figura 2.1D-G). El alineamiento revel6 que el DBD altamente
conservado es ubicado cerca del extremo N terminal en los primeros 90-130 aminoacidos
en todos los HSFs de Carica papaya L. analizados en este documento. Ademas,
observamos un alto porcentaje de identidad entre las secuencias de Carica papaya
transgénica y secuencias resultantes de transcriptoma en respuesta a déficit hidrico en
Carica papaya Maradol y silvestre en los genes de interés para este estudio, CpHsfAlb,
CpHsfAld, CpHsfA2, CpHsfB1, CpHsfB2b, CpHsfB3 y CpHsfC1. Respecto a la longitud
de secuencias el gen CpHsfAla es el mas largo de la familia HSF, con 523 pb y el gen
mas corto es CpHsfB3 con 277 pb. Ademas, encontramos los aminoéacidos descritos de
cada uno de los dominios caracteristicos de la familia HSF, principalmente hidrofébicos
(L, I, V, M) responsables de la activacion transcripcional en los tres HSF analizados en

Carica papaya.
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Es interesante, encontrar diferencias de residuos en las secuencias de Carica papaya
transgénica y secuencias de Carica papaya transcriptémicas, con la que encontramos en
este trabajo, donde hay una ausencia de la sefial de exportacion nuclear (rica en leucina),
entre 360-370 pb, reportada en papaya transgénica, del gen HsfA2 (Figura 2.1C). En
dicho sitio, Arabidopsis thaliana (AtHsfA2) y la secuencia de transcriptoma de Carica
papaya (CpHsfA2_T), tienen 100% de aminoacidos idénticos. Sin embargp en la
secuencia que nosotros encontramos, no presenta esta regién (cuadro naranja). Se ha
descrito que la presencia de los dominios NES y NLS son esenciales para el traslado de
HSFs entre el nicleo y el citoplasma (Giorno et al., 2012). En procariotas, las mutaciones
puntuales de aminoacido en el NLS o ausencia inhiben la formacién de trimeros para
llevar a cabo la transcripcion (Nakai y Ishikawa, et al., 2000).
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G)
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Figura 2.31 Identificacion de dominios caracteristicos de secuencias proteicas de choque térmico en Carica papaya
L. A) CpHsfAlb, B) CpHsfAld, C) CpHsfA2, D) CpHsfB2b, E) CpHsfB1, F) CpHsfB3 y G) CpHsfC1. Se separan en
tres clases grupo A, grupo B y grupo C. En cada caso, se realiza la homologia entre secuencias de A. thalianay C.
papaya. En morado, se indica el dominio de union al DNA (DBD), motivo hélice-giro-hélice (H2-T-H3), en verde el
dominio de oligomerizacion (OD), en rojo la sefal de localizacién nuclear (NLS), en naranja la sefial de exportacion
(NES) y en azul el dominio de activacion C-terminal (CTAD). Se sefialan con cuadros los residuos basicos Ky R
caracteristicos de NLS, los residuos de aminoacidos aromaticos (W) hidrofébicos (L) y acidos (E) caracteristicos del
dominio CTAD vy se indica el aminodcido leucina (L) caracteristico de la sefial de exportacion (NES). El fondo negro

indica aminoacidos idénticos del 100%, el gris indica aminoacidos similares al 75%, y el fondo blanco corresponde a
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2.3.4 Analisis filogenéticos de la familia HSF de Carica papaya L.

Para analizar la organizacion filogenética de la familia HSF, se realiz6 un andlisis
filogenético de 18 HSFs de papaya cv. SunUp, 21 HSFs de Arabidopsis thaliana y 11
secuencias provenientes de un andlisis transcriptomico de papaya Maradol y Silvestre
en respuesta a estrés hidrico (Figura 2.2). Todos los HSFs se clasificaron en tres clases
principales: clases A, By Cy en varias subclases adicionales. En este estudio, las clases
se agruparon en dos clados principales y cuatro subclados presentes, sefialados con
lineas punteadas. Mostramos que los miembros de la clase B forman un clado
subdividido en grupos distintos (B1, B2, B3 y B4), los miembros de la clase A forman al
menos nueve grupos mas pequefios (Al a la A9), incluyendo el subgrupo C1 que es
cercano evolutivamente a los grupos A8 y A7.

La familia HSF en Carica papaya L. no presenta las subclases HsfAle, HsfA6a, HsfA7b
y HsfA4c, como en la planta modelo Arabidopsis thaliana, ademéas encontramos que del
andlisis que con anterioridad se realizo en el grupo, las secuencias transcriptomicas se
agruparon con las secuencias de Arabidopsis thaliana y Carica papaya L. cv. SunUp en
el grupo y en los subgrupos correspondientes. Asi mismo, la secuencia CpHsfA5a solo
la presenta Carica papaya L. cv. SunUp y se agrupa con los miembros del grupo B3 de

Arabidopsis thaliana.

Finalmente, confirmamos que las secuencias del transcriptoma que encontramos en
Carica papaya L. en respuesta a déficit hidrico (CpHsfAlb, CpHsfA6b, CpHsfC1,
CpHsfA2, CpHsfA9, CpHsfAld, CpHsfA4a, CpHsfB2a, CpHsfB2b, CpHsfB1 y CpHsfB3)

son secuencias homologas a las de Arabidopsis thaliana y papaya transgénica.
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Figura 2.2 Arbol filogenético entre secuencias de Arabidopsis thaliana y Carica
papaya por método de maxima verosimilitud. La historia evolutiva se dedujo
utilizando el método de maxima verosimilitud basado en el modelo basado en la
matriz Jones Taylor Thornton (JTT). El arbol de consenso bootstrap inferido a partir
de 1000 repeticiones. Para la construccion del arbol filogenético se utilizd el
programa MEGA 7.0. Se muestra relacion existente entre las 21 secuencias
proteicas de Arabidopsis (circulos verdes), las 18 secuencias de Carica papaya L.
cv. SunUp (circulos rojos) y las 11 secuencias del transcriptoma de Carica papaya

en respuesta a déficit hidrico (circulos azules). Se observan las clases A, By C de
las HSF. También se observan los subgrupos de cada clase.
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2.3.5 Analisis filogenéticos de las secuencias HSF en respuesta a estrés

hidrico.

De acuerdo con el andlisis filogenético anterior, se realiz6 otro analisis dirigido a
secuencias proteicas responsivos a estrés por déficit hidrico (Estrella et al., 2019),
algunas de las cuales fueron seleccionadas para el estudio de expresion de genes, que
corresponde al capitulo 1ll, de esta tesis: CpHsfAlb, CpHsfAld, CpHsfA2, CpHsfB1,
CpHsfB2b, CpHsfB3 y CpHsfC1 (Figura 2.3). Ademas, incluimos el gen CpHsfAla como
candidato en respuesta a altas temperaturas de acuerdo con los resultados de Alcocer,
(2013). Encontramos dos clados, en el primer clado se agruparon los genes CpHsfAla,
CpHsfAlb, CpHsfAld, CHsfB1, CpHsfB2b y CpHsfB3 con su respectivo ortdlogo, la
secuencia de AtHsfAld de A. thaliana no se agrupo con las secuencias de papaya. En
el segundo clado, observamos que el gen CpHsfA2 y CpHsfC1 comparten el mismo
clado.
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® AtHsTE1

@ AtHsfB3
® CpHsE3
100 | @ CpHsB3 T

® At
=] ® ot Clado 1
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Figura 2.3 Arbol filogenético de genes expresados diferencialmente en
respuesta a sequia en Carica papaya L. por método de maxima
verosimilitud. La historia evolutiva se dedujo utilizando el método de
maéaxima verosimilitud basado en el modelo basado en la matriz Jones Taylor
Thornton (JTT). El arbol de consenso bootstrap 1000 repeticiones.
Arabidopsis thaliana (circulo verde), Carica papaya L. cv. SunUp (circulo

rojo) y transcriptoma de Carica papaya L. (circulo azul).
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2.3.6 Modelos estructurales de las tres clases de proteinas HSF

La estructura tridimensional del dominio més conservado para todos los HSFs: el dominio
de unién al DNA de los genes CpHsfAld, CpHsfA2, CpHsfB1, CpHsfB3 y CpHsfC1,
aisladas del transcriptoma de Carica papaya L y Carica papaya L. cv. SunUp mostraron las
tres hélices (H1, H2, H3) y las cuatro hebras plegadas (31, B2, B3, f4), que comprenden el
motivo hélice-giro-hélice caracteristicas de las proteinas HSFs de Arabidosis thaliana
(Figura 2.4). Esta regién se encuentra en los primeros 90-130 pb, con 12 de 27
aminoacidos idénticos localizada cerca de la region N terminal. Los HSFs se distinguen de
otras proteinas de hélice-giro-hélice por la presencia de una protuberancia a-helicoidal y
un pliegue inducido por prolina que distorsiona significativamente la segunda hélice y por
un tum extendido de 5-7 residuos separando la segunda y tercera hélices (Wu, 1995). Estas
estructuras son necesarias para la unién constitutiva a los promotores de choque térmico
en secuencias llamados elementos de choque térmico (HSE), y la eliminacién de una de
las hélices da como resultado una disminucién en la actividad transcripcional de HSF en
condiciones constitutivas e inductivas por el calor (Cicero et al., 2001). Observamos
diferencia en aminoacidos que causo diferencia en la estructura DBD cv SunUp del gen
CpHsfAlb, en la hebra plegada 3, respecto a Arabidopsis y secuencia transcriptomica. La
secuencia CpHsfB2b no presenté las caracteristicas estructurales de unidon al DNA,
sugiriendo que la secuencia no esté completa, probablemente derivado de la limpieza del
analisis previo del transcriptoma en respuesta a déficit hidrico. La eliminacion de residuos
de a-helicoidal en la segunda hélice disminuye significativamente la estabilidad térmica del

dominio, en al menos 15 °C en levadura (Bulman et al., 2001).
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Figura 2.4 Comparacion de las estructuras proteicas de Arabidopsis thaliana con respecto a sus secuencias
ortélogas en Carica papaya cv SunUp y Carica papaya L. de las subclases CpHsfAlb, CpHsfAld, CpHsfA2,
CpHsB1, CpHsfB2b, CpHsfB3 y CpHsfC1.



2.3.7 Prediccion delocalizacion de lafamiliade genes HSF en Carica papaya
L.
Los HSF trabajan junto con las HSP para controlar la expresion génica, con la ventaja de
interaccionar directamente con el DNA y son activados en respuesta a estrés bidtico y
abidtico para controlar procesos de desarrollo y homeostasis celular. En un estudio de
inmunofluorescencia por Lyck et al. (1997), en tomate demostraron que el gen SIHSfA1 en
un estado control de 25 °C, se encontraba entre el citoplasma y el nlcleo, mientras que,
durante el estrés por calor, se encontré una tincidon nuclear exclusiva (debido a su accion
de factor de transcripcion) y al recibir un periodo de recuperacion, una parte considerable

de HsfAl regresoé al citoplasma.

Para conocer la localizacion intracelular de los HSFs de Carica papaya L., se realizé una
prediccion de sitios de localizacién de proteinas HSF en las células mediante el programa
PSORT. Encontramos que las 18 secuencias HSF del cv SunUp, su actividad esta
restringida en el ndcleo (confirmando que son factores de transcripcién), con un 68%-97%
de identidad comparada con la secuencia de A. thaliana, Zea mayz y Solanum
lycopersicum (Cuadro 2.1). Ademas, el software ofrece informacion adicional; el gen
CpHsfAlb responde al acido abscisico y al estrés oxidativo, CpHsfA3 es requerido para el
desarrollo del saco embrionario y nucleo, también puede regular la morfologia de los
organos laterales, reprimiendo la produccion de auxinas, CpHsfA5a probablemente actla
como un activador y estd involucrado en la regulacién de la expresién génica por factores

de estrés.
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Cuadro 2.2 Analisis in silico de la localizacién subcelular de proteinas de

choque térmico basado en porcentaje de identidad en Carica papaya L.

Gen ID sitio Identidad
CpHsfAla At2g35670.1 ndcleo 86%
CpHsfAlb At2g39810.1 nacleo 92%
CpHsfAld ARRA_ARATH nacleo 70%
CpHsfA2 At2g26300.1 nacleo 96%
CpHsfA3 At2g28550.1 nacleo 68%
CpHsfAda Hsf8 LYCPE nacleo 70%
CpHsfA5 HX1A_MAIZE nucleo 89%
CpHsfAba At2g46340.1 nacleo 97%
CpHsfA6b HSF8 LYCES nucleo 77%
CpHsfA7a At5g41410.1 nacleo 84%
CpHsfA8 At4g39780.1 nacleo 76%
CpHsfA9 HKN1_MAIZE nacleo 88%
CpHsfB1 HSF1_ARATH nacleo 73%
CpHsfB2a Hsf2_LYCPE nacleo 76%
CpHsfB2b AGL1 _ARATH nacleo 76%
CpHsfB3 At2g32950.1 nacleo 87%
CpHsfB4 Hsf3_LYCPE nacleo 88%

CpHsfC1 Hsf3 LYCPE nacleo 70%


https://wolfpsort.hgc.jp/results/pSF7035b73af37ac29dff6011725aee2c81.alignment1.html#HSF8_LYCPE
https://wolfpsort.hgc.jp/results/pDS77e1af86f115643e802a59f59c709dff.alignment1.html#At4g24520.1
https://wolfpsort.hgc.jp/results/pMI4fc08aa43055a8ec2ad91f419fc45f5d.alignment1.html#At1g12890.1
https://wolfpsort.hgc.jp/results/pDA888c45ada6bff29cc1d6847bf9abd9f8.alignment1.html#HSF3_LYCPE
https://wolfpsort.hgc.jp/results/pPGc1b3fc8a9acb640d0b2ca7582720c70b.alignment1.html#AGL1_ARATH

2.4 DISCUSION
Existen diferencias en niumero de factores de transcripcion de choque térmico entre
Carica papaya L. cv. SunUp y Arabidopsis thaliana. De acuerdo con el tamafio de
genoma y el nimero de genes, el genoma de Carica papaya L. cv. SunUp de 372
megabases (Mb), mayor, en relacion con el de Arabidopsis thaliana que tiene 120
megabases (Mb). Respecto al nimero de genes, la planta modelo de Arabidopsis
presenta 31,114 y mientras que Carica papaya L. tiene 24,746 genes (Ming et al., 2008;
Goodman et al, 1995). Los factores de transcripcién estan representados por menos
genes en papaya (2,438 genes) mientras que en Arabidopsis thaliana estan
representados por mas genes (2,897 genes). En especifico confirmamos los 21 marcos
de lectura abierta que codifican a HSFs en Arabidopsis thaliana mientras que en Carica
papaya L. cv. SunUp solo encontramos 18 secuencias, ambos divididos en tres grupos
A, By C, de los cuales Arabidopsis thaliana presenta 4 subclases adicionales (AtHsfAle,
AtHsfA4c, AtHsfA6a, AtHsfA7b). Una explicacion al diferente nimero de genes entre las
dos especies es el evento de evolucibn de las plantas. Para algunas especies
dicotiledoneas como: Arabidopsis thaliana (21), Solanum lycopersicum (24), Solanum
tuberosum (27), Glycine max (34) y monocotiledéneas como: Oryza sativa (25) y Zea
mays (25), se puede deber a la divergencia y en consecuencia la duplicacién o
triplicacion segmentaria que se di6 hace millones de afos en diferentes etapas de
evolucion. De manera explicita, HsfA9, HsfB3 y HsfB5 son genes especificos en plantas
dicotiledéneas que indican que estos tipos pudieron aparecer después de la
diferenciacion de plantas dicotiledoneas y monocotiledéneas. Varios HSFs son
especificos de monocotiledéneas o dicotiledéneas, en el caso de las monocotiledéneas
desarrollaron un grupo especifico que contiene a HsfCla, HsfClb, HsfC2a y HsfC2b,
mientras que en la mayoria de las dicotiledéneas solo existen miembros del tipo C1
como en Arabidopsis thaliana, Capsicum annuum, Solanum lycopersicum, Solanum
tuberosum y Glycine max (Tang et al., 2016; Guo et al., 2015; Chung et al., 2013), lo

cual es consistente con lo encontrado en esta tesis.

La diversificacion y nimero de genes HSF entre especies indica que las plantas pueden
tener multiples funciones para prevenir el dafio por estrés. De las secuencias HSFs de
Arabidopsis y Carica papaya, el gen CpHsfA5a es Unico de papaya cv. SunUp, este gen

ha sido reportado en otros cultivos de interés agrondmico como: Pyrus bretschneideri,
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Malus domestica, Fragaria, Pyrus communis y Vitis Vinifera (Cai et al., 2019; Qiao et al.,
2015).

Los mismos autores han reportado alta expresion de los genes HsfA4a, HsfA5a y HsfA8a
en Pyrus bretschneideri en diferentes etapas de desarrollo del fruto. En el trabajo de Kari
du Plessis (2017), confirma en Vitis vinifera que los genes HsfA4a, HsfA4b y HsfA5a se
expresan de igual manera en las primeras etapas de desarrollo. Aflos mas tarde, Li et
al. (2019), estudiaron en rosa el nivel de expresion del gen HsfAd4a y HsfAba en
respuesta a estrés térmico, la cual fue significativa a las 2 h 'y 12 h de tratamiento. Sin
embargo, en el caso de Carica papaya L. no hay informacién sobre el gen HsfA5a, esto
podria ser motivo para siguientes investigaciones, ya que los genes ortélogos pueden o
no tener la misma funcion (Tang et al., 2016). En nuestro trabajo identificamos 11 genes
HSF en respuesta a déficit hidrico: CpHsfAlb, CpHsfAld, CpHsfA2, CpHsfA4a,
CpHsfA9, CpHsfA6b, CpHsfB3, CpHsfB2a, CpHsfB1, CpHsfB2b y CpHsfC1, de los

cuales 8 fueron analizados en el capitulo IV.

Identificamos, los dominios caracteristicos de la familia Hsf, un dominio de unién al DNA
muy conservado en los primeros 90-130 pares de bases (pb), que consiste en una
lamina B antiparalela de cuatro cadenas (31-B2-33-B4) y tres a-hélices (H1, H2, H3),
segun lo determinado y consistente con en el alineamiento reportado por Guo et al.
(2008). Para los HSFs de Arabidopsis thaliana y Oryza sativa: la segunda y la tercera
hélice estan encargadas de formar un motivo tipico de hélice-giro-hélice, con la tercera
hélice, estableciendo contactos especificos del acido nucleico con los elementos de
choque térmico (HSE), que contiene tres repeticiones de GAA, y que pudieron haber
surgido para una interaccion mas especifica de unién y mas estable, para los HSF en la
regulacion de la respuesta al choque térmico (Drees et al., 1997). De acuerdo, a nuestro
alineamiento y modelos estructurales del dominio DBD, observamos diferencia en
amino&cidos que causo discrepancias en la estructura DBD del cv SunUp del gen
CpHsfA1b, en la hoja B3, respecto a Arabidopsis y secuencia transcriptomica. Un
cambio, o ausencia en las mismas inhiben la actividad de unién al DNA, lo que conduce
a una disminucion de la expresion de genes diana. Sin embargo, Hubl et al. (1994),

identificaron los aminoacidos criticos en el dominio de unién del DNA del factor de
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transcripcién de choque termico de Saccharomyces cerevisiae y encontraron que al
cambiarlos por alanina no hay efecto observable en la funcién.

Otro de los requisitos en la funcién de HSF es la formacién de trimeros mediante el
dominio de oligomerizacion reconocidos por repeticiones de heptadas hidréfobas HR-A
y HR-B, ya que esta involucrado en la regulaciéon de la actividad de HSF: en condiciones
sin estrés, HSF es monomérico y se encuentra en el citoplasma, mientras que, en el
estrés, la proteina se trimeriza y se trasloca al nicleo (Peteranderl et al., 1999; Nover et
al., 1996). En los genes de Carica papaya: CpHsfAlb, CpHsfAld, CpHsfA2, CpHsfA4a,
CpHsfA9, CpHsfA6b, CpHsfB3, CpHsfB2a, CpHsfB1, CpHsfB2b y CpHsfC1
encontramos el patrén heptada HR-A y HR-B de residuos hidrofébicos (I, M, L, Q) como
lo describe Nover et al. (2001). Sin embargo, el comportamiento de oligomerizacién ain
no esta del todo claro, existe evidencia de que el tomate SIHsfB1 coexiste como dimero,

mientras que SIHsfA1 y SIHsfA2 son trimeros por lo que se ubican en el nucleo.

La diferencia entre las clases de HSF, en parte se debe a la presencia de un dominio de
activacion C-terminal (CTAD) para muchas HSFs de la clase A. En nuestra investigacion
de dominios conservados se encontraron los motivos AHA ricos en residuos de
aminoacidos aromaticos (W, F, Y), hidréfobos (L, I, V) y acidos (D,E), en la clase A de
Carica papaya como lo describe Xue et al. (2014), en Triticum aestivum. Sin embargo,
a diferencia del CpHsfAld, CpHsfAlb el grupo CpHsfA2 presenté dos motivos AHA en
el dominio de activacion C-terminal (CTAD). En tomate, el gen SIHsfAl y SIHsfA2
contienen dos motivos AHA que contribuyen al potenciar la activacion transcripcional.
La eliminacion por mutacion de cualquiera de los dos motivos AHA dio como resultado
una reducciéon del 20 al 50% en el potencial de activacion en los genes SIHsfAL y
SIHsfA2 (Déring et al., 2000). Para el gen HsfAlb, el reportero GUS y los ensayos
desplegables de glutation transferasa, respaldan la existencia de un tnico motivo AHA
(Kotak et al., 2004), ubicado a los 453 pb en Arabidopsis thaliana (DP FW EQ FF SV) y
gue es respaldado por nuestro alineamiento en las dos secuencias de Carica papaya L.
(DA PW EQ FL AA) con 100% de aminoé&cidos idénticos.

Por otro lado, resulta interesante que en la region 362 pb del motivo involucrado en la

exportacion intracelular entre el nucleo y el citoplasma, caracterizada frecuentemente en
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residuos ricos en L (leucina) del gen AtHsfA2 -MVDQMGFL en Arabidopsis thaliana,
solo se detectd en la secuencia del transcriptoma de Carica papaya L, con remplazos
en algunos aminoacidos -LVDCMGYL, esto revela una posible mutaciéon que puede
causar cambios en su estructura y funcion. Mientras que, la secuencia HsfA2 del cv.
SunUp carece de la region de sefial de exportacion nuclear (NES). En tomate el gen
SIHsfA2 es una proteina de transferencia con localizacién citoplasmatica, dicho gen es
una proteina fuertemente inducida por el estrés térmico, y a pesar de tener presente la
sefial de localizacién nuclear no se localiza en el nacleo a menos que se coexprese con
el gen HsfAl. Heerklotz et al. (2001), realizaron un estudio en el que inhibieron al
receptor de exportacién nuclear con Leptomicina, el cual condujo a una localizacion
nuclear casi completa sin la necesidad de HsfA1 como proteina auxiliar. Por lo tanto, se
podria sugerir que la ausencia de la sefal de exportacién nuclear en papaya transgénica
no afecta la localizacién celular nuclear y que puede ser apoyada por el dominio de

oligomerizacion.

Respecto a, los miembros de clase B y C de Carica papaya L. (CpHsB1, CpHsfB2b,
CpHsfB3 y CpHsfC1) carecen de motivos AHA por lo que son incapaces de unirse al
DNA de forma independiente. En Arabidopsis, Brassica napus, Oryza sativa, Solanum
lycopersicum, Triticum aestivum, Z. mays y Fagopyrum tataricum, se describe en la
region C-terminal un péptido con cuatro aminoacidos: -KLFGV- que se considera el
nicleo de una secuencia de represion, existente ampliamente en otros factores de
transcripcién, como ABI3/VP1 y MYB/GRAS (Chen et al., 2019; Ikeda y Ohme, 2009), el
cual es identificado en nuestras secuencias B y C de estudio, sin embargo, la forma en
gue este péptido interacta con otros dominios y cémo desempefia un papel de

represion en el proceso de transcripcion es complejo.

Del modo, para predecir la sefial de localizacién y exportacion nuclear, utilizamos la

herramienta PSORT (http://psort.hgc.jp/) para conocer la distribucion celular de los 18

HSFs de Carica papaya, como lo indica Chung et al. (2013). En Glycine max mediante
analisis de fusién con fluorescenica GFP en el vector binario de destino de Gateway,
pK7FGW?2 en tabaco, los genes GmHsf12, GmHsf28, GmHsf34, GmHsf35 y GmHsf47,
correspondientes a la clase A y B estaban presentes en el nucleo, dichos resultados

fueron confirmados por el autor con la herramienta PSORT. Nosotros encontramos que
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los HSF del cv SunUp estan presentes en el nucleo (confirmando que son factores de

transcripcion), y que concuerdan con un 68%-97% de identidad comparada con la

secuencia de HSF de A. thaliana, Zea mayz y Solanum lycopersicum. Se ha reportado,

en Arabidopsis thaliana que los genes AtHsfAla y AtHsAlb interactian en el nucleo, el

gen AtHsfA2 se encuentra en el citoplasma y que en un estado control, HSFs se pueden

encontrar en el citoplasma, en un estado de estrés térmico en el nlcleo y después del

estrés (recuperacion) regresan al citoplasma (Li et al., 2010; Scharf et al.,1998). Sin

embargo, para mayor comprencion de la regulacion y la localizacion y estado de los

genes de papaya seria importante realizar los andlisis de orientacion celular, antes y

después de estrés térmico e hidrico, de la familia HSF.

2.5 CONCLUSIONES

En este trabajo, se confirma el nimero de genes de la familia HSF en Carica
papaya L. del genoma secuenciado del cv. transgénico SunUp. Se encontraron
un nuamero menor de secuencias HSFs (18) en C. papaya L. cv. SunUp en
relacion con Arabidopsis thaliana (21). Se encontraron 4 subclases adicionales
en Arabidopsis thaliana (AtHsfAle, AtHsfA4c, AtHsfA6a, AtHSfA7Db), de las
encontradas en Carica papaya cv. SunUp, esto probablemente por la reduccién
promedio en el nUmero de genes de aproximadamente 20%, que presenta Carica
papaya L. cv. SunUp en relacion con Arabidopsis thaliana.

Se identificaron en el transcriptoma de papaya, los genes homélogos HSF de C.
papaya L. cv. SunUp y Arabidopsis thaliana, encontramos 11 genes en respuesta
a estrés por déficit hidrico, presentando altos porcentajes de identidad de 93.6-
100 %, los cuales se agruparon en 3 clases: A (6), B (4) y C (1) (HsfAlb, HsfA1d,
HsfA2, HsfAda, HsfA6b, HsfA9, HsfB1, HsfB2a, HsfB2b, HsfB3 y HsfC1).

El alineamiento realizado entre las secuencias proteicas de Carica papaya L. cv.
SunUp y Carica papaya cv. Maradol y silvestre en respuesta a déficit hidrico,
presentaron los dominios caracteristicos de la familia HSF reportados para
Arabidopsis thaliana. La clase A de los genes HSF presentaron un dominio de
union al DNA altamente conservado (DBD), un segundo dominio menos
conservado dominio de oligomerizacion (OD), una sefial de localizacion nuclear

(NLS), una sefal de exportacion nuclear (NES) y un dominio de activacion C-
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terminal (AHA). Mientras que la clase B y C no present6 el motivo de activacion
(AHA). Se identificaron los péptidos KLFGV responsables de la represion
trancripcional de Arabidopsis thaliana en los genes CpHsfB1, CpHsfB2b,
CpHsfB3 y CpHsfC1 en Carica papaya con 100% de aminoacidos idénticos.
Encontramos las estructuras proteicas de cada grupo HsfA2, HSB3 y HsfC1l
exhiben los motivos caracteristicos para el reconocimiento especifico y la union
de los HS palindrémicos, un motivo de tres hélices (H1, H2 y H3) y una hoja beta
antiparalela de 4 cadenas (B1, 2, B3, B4) en Carica papaya L.

La filogenia de la familia HSF de Carica papaya L. mostré la clasificacion de
genes en tres clases (A, B y C) divididos en dos clados principales y cuatro
subclados, los miembros de la clase B forman parte de un clado subdividido en
grupos distintos, los miembros de la clase Ay C se agrupan en el segundo clado
en forma parecida a lo que ocurre en Arabidopsis thaliana.

El analisis predictivo de localizacion subcelular en todos los genes HSF valida
gue estan restringidos en el nucleo, con un 68%-97% de identidad con otros HSF
en Arabidopsis thaliana, Zea mays y Solanum lycopersicum, confirmando que

efectivamente son factores de transcripcion.



CAPITULO Ill CARACTERIZACION DEL EFECTO POR DEFICIT HIDRICO Y
RECUPERACION SOBRE LA FISIOLOGIA Y LA EXPRESION DE GENES HSF
DE LA LINEA TIPO C7 Carica papaya L.

3.1INTRODUCCION

Carica papaya L. es la Unica especie dentro del género Carica y la especie mas importante
comercialmente dentro de la familia Caricaceae (ITIS, 2020). Ha sido ampliamente
cultivada en regiones de tierras bajas tropicales y subtropicales por sus beneficios
nutricionales y medicinales. Existe una variedad transgénica de Carica papaya SunUp
autorizada para la comercializacion, resistente a virus de la mancha anular, para
aplicacion comercial del mundo (Ming et al., 2008). Sin embargo, la fruta de la papaya
esta sujeta a algunos otros problemas, como una corta vida en anaquel, susceptibilidad a
estrés bidtico y abidtico, lo que podria resultar en un alto porcentaje de pérdida de
produccion (Paull et al., 1997).

Se estima que los diferentes tipos de estrés ambiental causan entre el 30% y el 50% de
las pérdidas de cultivos en todo el mundo anualmente, entre las cuales la sequia es el
factor nimero uno, debido a que causa pérdidas de hasta el 70% de produccion (Zhu et
al., 2018). Algunas areas donde se cultiva C. papaya L., en el pais sufren actualmente
sequia, en términos de produccién a nivel nacional el estado con mayor produccion de
papaya de acuerdo a SIAP (2019): en Oaxaca el 85% de su territorio presenta sequia
moderada, severa y extrema, en segundo lugar el estado de Colima presenta 41.6% de
sequia moderada, en el ranking noveno y decimo el estado de Yucatan con 42.1% del
territorio manifiesta sequia moderada y por ultimo Tabasco con 36.4% sequia moderada,
13.7% severa y 12% sequia extrema (CONAGUA, 2019; Gutiérrez et al., 2015). Se ha
reflejado la sensibilidad de Carica papaya L. a la sequia en una serie de modificaciones
fisiol6gicas, que incluyen el marchitamiento de las hojas, reduccién de la tasa fotosintética,
reduccion del crecimiento en un 50%, incidencia en la abscision foliar, la estimulacién del
crecimiento de las raices, los cambios en el contenido relativo de agua, la fuga electrolitica
que interrumpen la homeostasis celular, entre otros (Romero, 2018; Girén, 2015;
Mahouachi et al., 2006).

Debido a todos estos factores, la papaya ha sido el foco de muchos estudios a nivel

fisiologico y molecular, en este sentido, el mecanismo de mantenimiento celular mediante
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el andlisis de la expresion génica es un paso importante para dilucidar los mecanismos
moleculares, comprender los mecanismos de adaptacion para modular el balance hidrico,
la regulacion corriente arriba y corriente abajo en la transcripcion de genes afectados y la
acumulacién de proteinas de estrés (Swindell et al., 2007). Recientemente se han descrito
una serie de genes complejos que responden a la sequia, algunos genes responden al
estrés hidrico muy rapidamente, mientras que otros se inducen lentamente (Shinozaki y
Yamaguchi, 1997).

Los HSFs en general son el componente principal de la respuesta al estrés por altas
temperaturas, involucrados en la proteccion del aparato fotosintético y la estabilidad de
las membranas (Chaves y Gutiérrez, 2017), ademas exhiben un papel en el crecimiento
y desarrollo de las plantas con su estructura modular basica y los elementos cis
reguladores de choque térmico de sus genes diana siendo altamente conservados. Sin
embargo, debido al tamafio de la familia de genes HSFs se ha sugerido que algunas
clases de la familia han evolucionado para regular la respuesta a estrés por sequia
(Bechtold et al., 2013; Kotak et al., 2004).

Recientemente, se han identificado que algunos miembros de la familia HSF son
inducibles por estrés en sequia; la sobreexpresion del gen AtHsfAlb en Arabidopsis
thaliana conduce positivamente en la productividad de las plantas, la tolerancia a la sequia
y a la termotolerancia (Bechtold et al., 2013). Los andlisis de expresion en hojas de
Triticum aestivum, en respuesta a estrés por sequia leve y severo mostro la participacion
de los genes TaHsfAlb, TaHsfA2d y TaHsfBla con niveles de expresion altos durante el
estrés (Xue et al., 2013). El analisis de expresion en Sesame inducum L. de Dossa et al.
(2016), propone gue el gen HsfB3 como posible candidato para mejorar la tolerancia a la
sequia, debido a sus altos valores de expresion, en la accesion tolerante LC164. Hu et al.
(2015), realizaron un estudio en donde se muestran patrones de expresion temprana y
tardia de los genes que participan en respuesta a sequia en Fragaria vesca (HsfA3a,
HsfA4a, HsfCla, HsfAba, HsfA9a y HsfB1a). En un analisis de expresion basal de Populus
trichocarpa encontré mayor expresion en tallo seguido de hoja del gen PtHsfA2 y en su
evaluacion de tres condiciones de estrés por privacion de nitrdgeno, sequia y choque
térmico, el gen PtHsfA2 fue expresado con niveles més altos por choque térmico (Zhang
et al., 2015).
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No existen reportes de la caracterizacion fisioldgica de una linea nombrada C7 de Carica
papaya, L. en respuesta a déficit hidrico (la cual se desarroll6 en el Laboratorio de
Fisiologia Vegetal Molecular en la UBT del CICY) y no se ha encontrado reportes del rol
de HSF en Carica papaya L. ni en esta linea C7, ni en el cv. Maradol y Silvestre en
respuesta a cambios ambientales (déficit hidrico), de ahi la importancia del estudio de la
linea C7 de papaya documentada en el presente capitulo.

Con el propésito de conocer el rol especifico de los diferentes HSF en respuesta a déficit
hidrico de Carica papaya, es necesario en este capitulo conocer la expresién de genes
CpHsfAla, CpHsfAlb, CpHsfAld, CpHsfA2, CpHsfB1, CpHsfB2b, CpHsfB3 y CpHsfC1 en
diferentes genotipos (Maradol, Silvestre, y C7) de Carica papaya, por un método rapido y
econoémico, como transcripcion reversa reaccion en cadena de polimerasa (RT-PCR) de
hojas de plantas expuestas a diferentes puntos de estrés y en estado post estrés.
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3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Material Vegetal

El material vegetal (semillas) de la linea C7 fue proporcionado por el Laboratorio de
Fisiologia Vegetal y Molecular del Centro de Investigacién Cientifica de Yucatan (CICY).
Para germinar las semillas, se les dié un tratamiento pre-germinativo, para ello se utilizo el
protocolo reportado por Mufiozcano y Martinez (2008), modificado en el Laboratorio de
Fisiologia Vegetal y Molecular. Después de que la radicula midiera mas de 0.5 mm se paso
a la siembra en charolas de germinacion que consistié en colocar cada semilla a 1 cm de
profundidad en charolas de plastico (35 cavidades) utilizando como sustrato Peat moss
(Sunshine). El riego en la etapa de germinacién consistié en 10 mL diario, después, 20 mL
cada dos dias hasta cumplir los primeros 25 d.

3.2.2 Aclimatacion de plantas de Carica papaya L.

A los 25 dias de edad fisiolégica, las plantas fueron trasplantadas a bolsas negras de tipo
injerto, con un sustrato 1:1 de Peat moss (Sunshine) y tierra roja. En donde se mantuvo el
riego constante cada segundo dia de 40 mL. Las plantas se mantuvieron en condiciones
controladas, la temperatura promedio de 30£2 °C y un flujo de fotones de 1000 umol m2s
! durante marzo-julio 2018. Ademas de la fertilizacién organica, se complementé la
fertilizacion con una solucién nutritiva de (Bayfolan® Forte liquido, Bayer) (1 mL L) dos

veces por semana.

3.2.3 Caracterizacion del estrés por déficit hidrico

Para encontrar el punto de estrés hidrico se utilizaron plantas de 5 meses de edad, en el
cual se evaluaron tres tiempos de exposicion de estrés. Las plantas se distribuyeron de
manera aleatoria, en la cual se usaron tres réplicas, en total para cada grupo se destinaron
6 plantas. El grupo control (I) se mantuvo en condiciones hormales de riego. El grupo 1l fue
el grupo inicial (Tiempo 0). Los grupos (lll, 1V, V) fueron sometidos a diferentes tiempos de
estrés sin riego (7, 14 y 21 d, respectivamente), mientras que los grupos (VI y VII), se
sometieron a una etapa de re-riego, durante 1y 7 dias (22 y 29 d, respectivamente). En
cada uno de los grupos, se midieron parametros fisiol6gicos determinantes como; potencial

hidrico (Wy), fluorescencia de clorofila (Fv/Fm), fotosintesis (Pn, umol CO, m? s7?),
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conductancia estomatica (gs, mol H.O m? s1), CO; intercelular (Ci, umol CO, mol?) y

transpiracion (E, mmol H,O m2 s) para caracterizar el estado de estrés de las plantas.

3.3Analisis fisiologicos

3.3.1 Potencial hidrico (MPa)

Para determinar el potencial hidrico en hojas, se seleccionaron 3 muestras de tejido de la
hoja mas joven completamente expandidas de cada planta, de las cuales se obtuvieron los
subsecuentes analisis fisioldgicos. Para determinar el potencial hidrico (W+) en hojas se
utilizé camaras psicrométricas C-52 conectadas a un microvoltimetro de punto de rocio
Wescor HR-33T (Wescor Inc., Logan, UT, EE. UU.).

3.3.2 Fluorescencia de clorofila

Para analizar el rendimiento cuantico maximo del fotosistema Il, se determiné el cociente
de fluorescencia variable (Fv) sobre fluorescencia maxima (Fm), Fv/Fm; que se ha definido
como una medida de la eficiencia fotoquimica no destructiva y como un criterio de
respuesta y cuantificacion del dafio o alteracion, indicando el nivel de estrés al que se
encuentra expuesta una planta (Jiménez et al., 2015; Critchley y Smillie, 1981). Estas
mediciones se realizaron utilizando un fluorometro de clorofila (FMS 2 Hansatech
Instruments Ltd, Norfolk, UK). Consistié en adaptar las hojas seleccionadas en cada planta
a la obscuridad por un periodo de 30 min utilizando un clip especial para hoja (leaf clip).
Posteriormente estas hojas se expusieron a un pulso de luz roja saturante (650 nm, 3000

umol m2s?) durante 2 segundos.

3.3.3 Fotosintesis (Pn)

La tasa fotosintética de las hojas se determind con un alalizador de gases en el espectro
infrarojo (IRGA, por sus siglas en inglés) portatil LICOR (LI 6400, Lincoln, Nebraska, USA)
con camara para hoja de 6.00 cm?con una relaciéon de estomas en la parte adaxial/abaxial
de 0.1. Las mediciones se llevaron a cabo bajo un flujo constante de aire de 350 pmol s
y una densidad de flujo de fotones fotosintéticos de 1000 umol s. Para las mediciones se
colocé la hoja en la camara y utilizando el programa pre-cargado en el equipo se esperaron
segundos para estabilizar la medicién inicial y obtener las lecturas de: fotosintesis (Pn,
umol CO, m? s?1), conductancia estomatica (gs, mol H.O m2 s1), CO.intercelular (Ci, umol

CO, mol?) y transpiracién (E, mmol H,O m? s?),
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3.4Andalisis molecular

3.4.1Extraccion de acidos nucleicos

Se consideré hacer la extraccion de acidos nucleicos de dos genotipos: Maradol y silvestre
de tejido de hoja de un estudio previo al déficit hidrico realizado por (Giron, 2015). Y el
RNA total de hojas de plantas de cada uno de los tiempos de exposicion de estrés de la
linea tipo C7, se aislé mediante el protocolo previamente establecido en el Laboratorio de
Fisiologia Vegetal y Molecular de la Unidad de Biotecnologia, bajo los fundamentos de
CTAB. Posteriormente, se eliminaron restos de DNA gendmico con el protocolo DNAasa |
de rutina, publicado por TURBO DNA-free™, con algunas modificaciones, Invitrogen. La
calidad de las muestras de RNA se verifico utilizando un espectrofotometro NanoDrop™
OneC (Thermo Scientific) se manejé un valor de absorbancia obtenido de la razén de las
longitudes de onda de A260/A280 y se verific6 en geles de agarosa al 1.5%, las
condiciones de corrida fueron 90 V, 30 min y 400 mA, para confirmar la integridad del RNA
extraido. Las extracciones se realizaron con tres repeticiones por tiempo de estrés y fue

almacenado a -80 °C.

3.4.2 Sintesis de DNAc

La sintesis de DNAc se efectué a partir de 500 ng de RNA total de cada muestra, la cual
consistié en dos reacciones; la primera, 2 L de la reaccién compuesta por 1 uL de dNTPs
(10 mM) y 1 pL de random primer, los tubos fueron agitadas suavemente y se incubaron a
70 °C durante 5 min. La segunda reaccion radicé en afiadir 9 uL de la mezcla de reaccion
compuesta por 2.0 pL de Buffer 5x First, 4.0 uL MgCl, (25 mM), 2.0 uL DTT (0.1 M), 1.0 pL
transcriptasa reversa (Invitrogen). Posteriormente, los tubos se incubaron a 25 °C por 5

min y 42 °C por 1.45 min, 70 °C durante 15 min. Las muestras se almacenaron a -20 °C.

3.4.3 Disefo de oligonucleétidos de genes CpHSF de Carica papaya L.

El disefio de los oligonucleétidos de los genes para el analisis de expresion por RT-PCR
cuantitativo, se realizd por pares a partir de las secuencias homoélogas de genes de Carica
papaya L. de los genes CpHsfAlb, CpHsfAld, CpHsfA2, CpHsfB3 y CpHsfC1 con el
programa Primer Express V3.0, utilizando los siguientes criterios de seleccion: los
oligonucleétidos se diseflaron procurando tener una longitud no mayor a 22 pb,

Temperatura mayor a 50 °C y un porcentaje de GC del 50%. Se busc6é un tamafio de
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amplicon entre 100 a 120 pb recomendable para la alta eficiencia y sin formaciéon de
dimeros. Los oligonuceottidos CpHsfAla, CpHsfA2, CpHsfB1 y CpHsfB2b fueron
previamente disefiados por Alcocer (2013), para condiciones de RT-PCR cualitativo. El
oligonucleédtido de referencia (CpEF1a) fue previamente disefiado en el Laboratorio de

Fisiologia Vegetal y Molecular del Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan (CICY).

3.4.4 Validacion y analisis de expresion por RT-PCR

Para la validacion de los genes y expresion en punto final, se realizé una mezcla en la cual
contenia; 5 yuL de Buffer 10x PCR, 2.0 uL MgCl, (50 mM), 0.8 pL de dNTPs, 1uL de
oligonucleétido sentido, 1 uL de oligonucle6tido antisentido, 0.2 uL de Taqg Polimerasa
(Invitrogen), 1.5 uL de DNAc y agua grado molecular necesaria para aforar a un volumen
de 50 yL. Las condiciones de PCR para la busqueda de la temperatura de amplificacion
ideal, se programaron en termocicladora (Veriti®), las cuales fueron las siguientes: 95 °C
durante 3 min para la desnaturalizacion inicial, seguido de 29 ciclos con desnaturalizacién
a 95 °C durante 30 s, la alineacion a (58,60,62 y 64 °C durante 1 min), la extensién a 72 °C
durante 2 min, y la etapa de extension final a 72 °C durante 5 min. Adicionalmente, se utilizé
un gen marcador constitutivo (CpEF1a) disefiado para Carica papaya L. Para valorar la
extension de los oligonucledtidos, se llevo a cabo la observacion de la banda resultante
mediante la preparacién del gel de agarosa a una concentracién de 2%, tefiido con Bromuro
de Etidio. Las condiciones de corrida fueron 75 V, 60 min y 400 mA. Para ello, se utilizé un

marcador molecular de 50 pb (Promega).
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3.5RESULTADOS

3.5.1 Respuesta fisioldgica al estrés por déficit hidrico

En Figura 3.1, se observan los cambios morfoldgicos, fisiolégicos y de crecimiento, en
respuesta a déficit hidrico en una nueva linea de Carica papaya L. tipo C7; como son:
pérdida de clorofila (clorosis), reduccién de crecimiento, abscisién de hojas, adelgazamiento
de tallo y reduccién de turgencia. Estos cambios fueron notorios al dia 7 sin riego y
significativos después de 21 d sin riego. Respecto a los tiempos de post estrés
(recuperacion de riego), al dia 7 se observé recuperacién de pigmentos de clorofila vy,
crecimiento de nuevos brotes. Observaciones interesantes para estudiar la respuesta

mediante parametros fisioldgicos.

Figura 3.1 Plantas de C. papaya L. expuestas a diferentes tiempos de estrés

hidrico en plantas de cinco meses de edad de la linea tipo C7 de Carica papaya L.
A) Plantas control, B) Plantas sin riego por 7 dias, C) Plantas sin riego por 14 dias,
D) Plantas sin riego por 21 dias. Posterior al déficit hidrico, dos tratamientos de
recuperacion del riego: E) Plantas después de 1 dia con riego y F) Plantas después

de 7 dias con riego.
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3.5.2 Potencial Hidrico

En nuestros resultados observamos en el tiempo inicial (control), valores en promedio
constantes de -1.12 MPa. Valores < -1.0 MPa, que indican plantas con un estatus hidrico
adecuado y en consecuencia plantas no estresadas por déficit hidrico. Respecto a los
tratamientos de estrés, en nuestro primer tratamiento de estrés a los 7 dias se observo una
ligera caida en el potencial hidrico de -1.26 MPa, encontramos diferencias significativas a
partir de los 14 dias sin riego, las plantas mostraron un potencial de -1.52 MPa y al dia 21
tratamiento con maximo estrés llegd a -1.70 MPa (Figura 3.2). Datos en la literatura indican
que el punto de marchitamiento permanente llega a valores de -1.5 MPa en otras especies,
de acuerdo con nuestros resultados en papaya sugerimos que el valor del punto de
marchitez es mayor de -1.70 MPa. Observamos que las plantas a los 7 dias de reintegrar
el riego fueron capaces de recuperar su estatus hidrico al mismo nivel que las plantas en
tiempo control. Estos resultados nos indican que la linea de tipo C7 es capaz de recuperar
su potencial hidrico a pesar de haber alcanzado un potencial hidrico menor a -1.7 MPa en

el momento de maximo estrés.

-1.0

-1.2 C

-1.4 1

Potencial Hidrico (MPa)

-1.6

-1.8

T T T T T
0 7 14 21 RW

Tiempo (dias)

—8— Déficit hidrico
—O— Control

Figura 3.2 Potencial hidrico de plantas de la linea C7 de Carica papaya L.
en condiciones control (0); en respuesta a déficit hidrico (7, 14, 21 d) sin
riego, y un tiempo de recuperacién 7 dias (28 d). Las plantas control se
mantuvieron en condiciones normales de riego. Las barras indican la media
+/- la desviacion estandar (n= 3). Letras distintas indican diferencias
significativas segun Tukey (p<0.05).
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3.5.3 Fluorescencia de clorofila

En respuesta al pardmetro fisiologico de fluorescencia de clorofila, se observé que las
plantas control presentaron valores entre 0.80 y 0.81, estos valores indican que el
fotosistema |l, esta en su uso eficiente de energia de excitacion. Por el contrario, en las
plantas expuestas a los tratamientos de estrés, el valor disminuy6 a partir de los 7 dias de
estrés, alcanzando un valor de 0.74 y se mantuvo constante en el resto del experimento,
ademas, se observo que la linea C7 present6 una ligera alteracion en su fotosistema |l,
pero no fue significativa, por lo que el estrés no fue suficiente para provocar un dafio en la
cadena transportadora de electrones o en los centros de reaccion. De hecho, las plantas
de este genotipo fueron capaces de regresar a valores de 0.78 después de volver a aplicar
el riego durante 7 dias (RW), lo que indica que fueron capaces de recuperar la energia de
excitacion en el proceso fotoquimico (Figura 3.3).

0.82 4

0.80 4

0.78 4

0.76 4

0.74 4 a

0.72 4

Eficiencia fotoquimica del PS Il (Fv/Fm)

0.70

T T T T T
0 7 14 21 RW

—e— Control
—O— Déficit hidrico

Figura 3.3 Fluorescencia de clorofila (Fv/Fm) de la linea de tipo C7 de Carica

Tiempo (dias)

papaya L. en condiciones control (0), expuestas a diferentes dias de estrés
por déficit hidrico (7, 14, 21 d), y un tratamiento de recuperacion, 7 dias (28
d, RW). Las plantas control se mantuvieron bajo condiciones normales de
riego durante todo el tratamiento. Las barras indican la media +/- la
desviacién estandar (n=3). Letras distintas indican diferencias significativas
segun Tukey (p<0.05).
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3.5.4 Fotosintesis (Pn), Conductancia Estomatica (gs), CO:2 Intercelular (Ci)
y Transpiracion (E).

Para conocer si las plantas en los tratamientos de estrés por déficit hidrico presentaban
alguna afectacién en la tasa fotosintética en los tratamientos de estrés mas severos por
déficit hidrico, se realizé el estudio fotosintético en cada uno de ellos, encontrando que las
plantas del tratamiento control presentaron valores de 6 a 8 pmol CO, m? s, Por el
contrario, plantas expuestas a estrés por déficit hidrico presentaron valores de 3.06 pmol
CO; m?s?, 7 dias después de iniciado el tratamiento de estrés. Mas auln, después de 21
d sin riego, se encontrd una caida significativa en las tasas fotosintéticas (0.85 umol CO-
m2 s1). Es interesante que la linea C7, es capaz de recuperar su tasa fotosintética a los 7
dias de restauracion del riego (RW), presentando valores cercanos al control de 6.15 pmol
CO; m? st (Figura 3.4A).

Respecto a la conductancia estomatica, el tratamiento control presenté valores de 0.41 mol
H.O m? s?. Por el contrario, plantas expuestas por 21 d a estrés por déficit hidrico,
presentaron valores de gs tan bajos como 0.0162 mol H,O m2 s, Cuando las plantas
previamente estresadas, se les reincorpor6 el riego, la conductancia estomatica aumento

hasta un 50 % alcanzando valores de 0.26 mol H.O m?2 s (Figura 3.4B).

En el caso del CO; intercelular (Ci) en el tiempo 0, las plantas control presentaron un valor
de 332 pmol CO, mol™. Una vez eliminado el riego, el Ci disminuyé a 275 pmol CO, mol?
después de 7 dias. Mientras que, a los 21 d, se obtuvo el valor mas bajo de Ci de 271 pmol
CO2mol?. Una vez que se reintegro el riego a estas plantas previamente estresadas, el Ci
incrementd progresivamente durante la semana de recuperacion, hasta alcanzar valores
de 314 pumol CO, mol? (Figura 3.4C).

Por ultimo, las plantas presentaron una tasa de transpiracion, en el tiempo 0 de 6.5 mmol
H.O m? s?, se observé que la linea de tipo C7 tuvo una disminucién progresiva y
significativa en todos los tiempos de estrés, sin embargo, en el tiempo 21 present6 los
valores mas bajos de transpiracién de 0.6 mmol H,O m? s, Una vez reicorporado el riego,
los valores de transpiracion se recuperaron, alcanzando valores de 5.28 mmol H,O m?2 s

después de 1 semana de reincorporar el riego (Figura 3.4D).
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Figura 3.4 Intercambio de gases en plantas de tipo C7 de Carica papaya L. en

condiciones control (0), expuestas a diferentes tiempos de estrés por déficit

hidrico (7, 14, 21 d), y un tratamiento de recuperacién: 7 dias (28 d, RW). Las

plantas control se mantuvieron bajo condiciones normales de riego durante
todo el tratamiento. A) Fotosintesis (umol CO2 m2s1), B) Conductancia
estomatica (mol H2O m2 s?), C) CO: intercelular (umol CO2 mol?t) y D)

Transpiracion (mmol H20 m2 s1). Las barras indican la media +/- desviacion

estandar (n= 3). Letras distintas indican diferencias significativas segun Tukey

(p<0.05).




3.5.5Analisis de pureza de RNA

Se muestran los indices de pureza del RNA del tejido hoja de plantas jovenes de Carica
papaya L. Maradol y Silvestre en condiciones control (TO) y a los diferentes tiempos de
exposicion a estrés por déficit hidrico control, dia 7 (T7) y dia 14 (T14) y postestrés
(recuperacion) dia 15 (T15gp) y dia 21 (T21re) (Cuadro 3.1 Ay B). Y la linea de Carica
papaya tipo C7: control TO, dia 7 (T7), dia 14 (T14), m&s un tratamiento de estrés hidrico
(dia 21, T21) y dos tiempos de recuperacion dia 22 (T22rp) y dia 28 (T28rp), Se muestra
en el cuadro 3.1 C. De acuerdo con Desjardins y Conklin (2010), el 4cido nucleico RNA
puro tipicamente produce una relacion de absorbancia 260/280 de ~2.0 y, la segunda
medida de pureza es una longitud de onda A260/230, que indica valores para un acido
nucleico, de alta pureza, comiunmente en el rango de 1.8-2.2. Si la proporcion es
apreciablemente mas baja, en cualquier caso, puede indicar la presencia de proteinas,
fenol u otros contaminantes. Estos indices son importantes para lograr una estimacion
precisa para la sintesis de DNAc asi mismo para evaluar la calidad de las muestras y
confiablidad de los resultados de expresién génica (Remans et al., 2014). Nuestros
extractos después de ser tratados con tratamiento DNAasa | (TURBO DNA-free™)
muestran en efecto indices de pureza 6ptimos en los diferentes tiempos de exposicion a
estrés, con valores promedio de 2.06 de A260/280 y de 2.08 de A260/230, con
rendimiento inicial (tiempo 0), de 106 ug RNA gPF! en el genotipo Maradol, mientas que
en el genotipo Silvestre fue de 2.08 de A260/280 y A260/230 de 2.10, con rendimiento en
hojas control de 202 pg RNA gPF1. Por ultimo, la linea de Carica papaya tipo C7 presentd
valores de 2.10 de A260/280 y A260/230 de 1.93 con rendimiento inicial de 44.2 ug RNA
gPF. Es decir, los valores obtenidos de la cuantificacion de RNA (de calidad y cantidad)

de los tres genotipos fueron adecuados para continuar los niveles de expresion.

En el cuadro 3.1 se observa que el genotipo Silvestre presenté mayor rendimiento de 202
ug RNA gPFtque el cv. Maradol de 106 pg RNA gPF1y la linea C7 con rendimiento de 44
ug RNA gPF1. Conforme aumentaron los dias de estrés los rendimientos de RNA fueron
a la baja: a los 7 dias sin riego el rendimiento del cv. Maradol disminuyé de 106 a 87 ug
RNA gPF1, de igual modo el rendimiento del genotipo Silvestre disminuy6 a partir de los
7 dias de estrés hidrico. Ambos genotipos a los 21 dias de reincorporar el riego, el

rendimiento de RNA fue mayor del rendimiento inicial, con 146 pg RNA gPF1en el cv
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Maradol y 212 ug RNA gPF! en el genotipo silvestre. En cambio, el rendimiento de RNA
en lalinea C7, en cada uno de los tiempos de estrés y recuperacion fue menor a la inicial.
Posteriormente, en la Figura 3.5, para detectar la calidad del RNA se observa la integridad
de las subunidades de RNA ribosomal, se visualizaron las bandas en geles de agarosa
para mostrar la confiabilidad del RNA mediante el analisis de las bandas ribosémicas 28S

y 18S; la ausencia individual o dual sugiere la degradacion del RNA.
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Cuadro 3.1 Calidad y rendimiento (g RNA gPF?) de RNA extraido de tejido de hojas
de plantas jovenes de Carica papaya L. expuestas a diferentes tiempos de estrés por
déficit hidrico; control (T0), dia 7 (T7), dia 14 (T14) y dos tiempos de recuperacion dia
15 (T15rp), dia 21 (T21re). A) Maradol, B) Silvestre. Respecto a la linea C7, se
considerd un tratamiento mas de estrés; control, control (TO), dia 7 (T7), dia 14 (T14),
dia 21 (T21), y dos tiempos de recuperacién dia 22 (T22rp) y dia 28 (T28rr). C) Linea
C7.

Maradol A260/A  A230/A280 Rendimiento

280 HgRNA gP F!
TO 707.1 2.01 1.93 106.07
T7 609.7 2.09 2.20 87.10
T14 766.4 1.99 1.93 102.19
T15gp 389.6 2.11 2.13 57.58
T21re 1145.7 2.10 2.22 146.8

Silvestre A260/A A230/A28 Rendimiento
280 0] UgRNA gPF1
TO 1450 2.11 2.16 202.3
T7 1082.8 2.11 2.20 141.2
T14 374.9 1.99 1.82 49.9
T15gp 997.1 2.11 2.23 147.3

T21rp 1458.8 2.12 2.12 212.4



C)

A260/ A230/A28 Rendimiento

A280 0 HgRNA gPF1
TO 294.8 2.13 1.86 44.2
T7 228.8 2.0 1.94 33.9
T14 325.1 2.12 1.94 40.4
T21 317.2 2.15 2.17 43.2
T22kp 180 2.13 1.84 25.4
T28kp 192.9 2.10 1.83 28.5

T15rp | T21rp

Maradol

Silvestre

28S

T14 T21 | T22gp T28rp

Figura 3.5 Unidades ribosomales (28S y 18S) de RNA extraido de tejido hoja de
plantas jovenes de C. papaya L. Maradol y Silvestre (control C, tiempo 0, TO; tiempo
7, T7, tiempo 14, T14, y dos tiempos de recuperacion: 1 dia, T15rp y 7 dias T21re).
Linea C7 (control C, tiempo 0, TO; tiempo 7, T7, tiempo 14, T14, tiempo 21, T21y
dos tiempos de recuperacion, 1 dia T22re y 7 dias T28rp). Electroforesis de 90V,

400 A durante 30 minutos en gel de agarosa al 1.5%, tefiido con bromuro de Etidio.
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3.5.6 Validacion de oligonucleétidos HSF
Se disefaron y validaron los oligonucleétidos para los genes CpHsfAlb, CpHsfAld,
CpHsfB3 y CpHsfC1 (analisis filogenético en el capitulo II), asi mismo, se analizaron los
oligos CpHsfAla, CpHsfA2, CpHsfB1, CpHsfB2b realizados por Alcocer (2013), y se uso
como gen constitutivo (housekeeping) el CpEF1a, disefiado especificamente para C.
papaya L. en el Laboratorio de Fisiologia Vegetal y Molecular; se analizaron mediante la
técnica de RT-PCR punto final. Para determinar la temperatura 6ptima de amplificacion y

visualizar una sola banda especifica con el tamafio esperado de amplicdn; se prosigui6 a

56° 58° 60° 62° 56° 58° 60° 62° 56° 58° 60° 62° 56° 58° 60° 62°

CpHsfA1b CpHsfAld CpHsfB3 CpHsfC1

Figura 3.6 Se observa la amplificacién de los genes CpHsfAlb (120 pb), CpHsfAld
(100 pb), CpHsfB3 (100 pb) y CpHsfC1 (120 pb), en hojas de plantas en estrés de 14
dias de C. papaya L. Maradol. Geles de agarosa al 2% de agarosa, tefiido con
Bromuro de Etidio. EI marcador de peso utilizado fue 1Kb plus. En corridas de 75V,
400 A y 55 minutos. Los recuadros superiores indican las temperaturas de
amplificacion de cada gen analizadas para cada caso (de izquierda a derecha): 56,
58, 60y 62 °C.

realizar un andlisis de RT-PCR de gradiente (56, 58, 60 y 62 °C), el cual se muestra en la
Figura 3.6 se observa la amplificacion en geles de agarosa al 2% de los genes CpHsfAlb,
CpHsfAld, CpHsfB3 y CpHsfC1 de tejido de hoja de plantas estresadas por déficit hidrico
(14 dias) de C. papaya L. cv. Maradol. Se observo en todos los genes evaluados una sola
banda clara, sin arrastre de producto o formacion de dimeros. El tamafio de fragmentos
esperados correspondientes a cada gen de interés y su temperatura (Tm) de amplificacion
seleccionada, se presenta en el Cuadro 3.2. En todos los oligonucle6tidos se obtuvo una
adecuada amplificacién a una Tm entre 59 y 60 °C. Una temperatura de fusion elevada
ayuda a reducir la probabilidad de formar dimeros en la técnica RTg-PCR correspondiente

al capitulo IV de esta tesis.
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Cuadro 3.2 Disefio y analisis de resultados de la visualizacion de la banda
correspondiente a la expresiéon de los genes CpHsfAla, CpHsfAlb, CpHsfAld,
CpHsfA2, CpHsfB1, CpHsfB2b, CpHsfB3.y CpHsfC1 en gel de agarosa respecto
al amplicon esperado y temperatura seleccionada para los siguientes analisis.
LFVM: Laboratorio de Fisiologia Vegetal Molecular del Centro de Investigacion

Cientifica de Yucatan.

Gen Tm °C Amplicon (pb)
CpHsfAla 59 254
CpHsfAlb 60 120
CpHsfAlb 59 204
CpHsfAld 59 100

CpHsfA2 59 208
CpHsfA2 60 119
CpHsfB1 59 193
CpHsfB2b 59 202
CpHsfB3 59 100
CpHsfC1 59 120

CpEF1a 59 200



3.5.7 Expresion de genes HSF en plantas jévenes de Carica papaya L.

expuestas a un estrés por déficit hidrico.

En esta seccidn se disefiaron experimentos para contestar la siguiente pregunta de
investigacion: ¢Los genes HSF son genes inducibles por estrés hidrico en diferentes

genotipos de Carica papaya?

Se evaluaron los 8 genes (CpHsfAla, CpHsfAlb, CpHsfAld, CpHsfA2, CpHsfB1,
CpHsfB2b, CpHsfB3.y CpHsfC1), en respuesta a déficit hidrico en tres genotipos de
Carica papaya: 1) comercial Maradol, 2) la linea C7, y 3) un genotipo silvestre.
Encontramos cuatro genes (CpHsfAla, CpHsfAlb, CpHsfBl1 y CpHsfC1l) que se
expresaron de manera constitutiva, en los tratamientos control como en los diferentes
tiempos de estrés, se observan bandas de la misma intensidad, es decir, se expresan

constitutivamente en los tres genotipos evaluados.

Por lo contrario, resulta interesante que los genes CpHsfAld, CpHsfA2 y CpHsfB3, estan
involucrados en la respuesta al déficit hidrico. Ya que bajo condiciones de riego estos
genes no se expresan en ninguno de los 3 genotipos. Sin embargo, después de 7 d de
estar expuestas a estrés por déficit hidrico se induce la expresion de estos genes (la
intensidad de las bandas aumenta considerablemente), en especial a los 14 dias sin riego,
en cv. Maradol y Silvestre. Una vez reintegrado el riego, los niveles de expresion
regresaron a intensidades de banda similares del tratamiento control. Respecto a la linea
C7, el patrén fue similar, sin embargo, la expresiéon comenzo en el tiempo 7 y la mayor
expresion se observa alos 14 y 21 dias sin riego. Una vez reintegrado el riego la expresion
de estos genes disminuye a los 22 y 28 d (la intensidad de la banda fue menor). La
respuesta de estos genes como posible mecanismo para proteger células y tejidos contra
exposiciones a estrés hidrico en papaya comercial es rapida (expresion al dia 7 de
tratamiento), diferente a lo que pasa en el genotipo silvestre. En el genotipo silvestre, la
respuesta de expresion de los genes CpHsfAld, CpHsfA2 y CpHsfB3 se mantiene alta
durante la etapa maxima de estrés, de 14 dias (sin riego), sugiriendo su importancia
durante la fase de maximo estrés, para mantener las estructuras y sistemas celulares
trabajando en estrés hidrico lo que podria indicar que dichos genes estan involucrados en

el genotipo silvestre como mecanismo de tolerancia (Figura 3.7).
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Observamos, por intensidad de banda, que un miembro de la clase B reportado como
represor transcripcional y que regula negativamente la expresion de los genes AtHsfA2,
AtHsfA7a, AtHsfB1 y AtHsfB2b y algunas HSP en Arabidopsis thaliana, los genes HsfB1
y HsfB2b, son necesarios para promover la actividad del grupo Al en condiciones de
estrés térmico y la termotolerancia (lkeda et al., 2013). En Carica papaya L. el gen
CpHsfB3 tiene un papel fundamental para la activacién de otros genes en la respuesta a
la sequia en los tres genotipos de Carica papaya L., como se menciono en el pérrafo
anterior. Por otro lado, la expresion del gen CpHsfB2b en los tres genotipos fue muy baja,
en todos los tiempos de exposicidn de estrés y post estrés. Por lo que no parece estar tan
involucrado a estrés por déficit hidrico. Respecto al gen CpHsfC1, su funcién en otros
cultivos de interés comercial sigue siendo desconocido, en los tres genotipos de Carica
papaya L. encontramos expresion constitutiva durante los diferentes tiempos de estrés y
post estrés hidrico. Estos resultados destacan el interés de corroborar estas tendencias
en genes inducibles por estrés hidrico utilizando la técnica de RTg-PCR que se presentan
en el siguiente capitulo de esta tesis.
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Figura 3.7 Expresion de 9 genes en tejido de hojas de plantas jovenes de C. papaya L. A) Maradol, control: O; sin

riego: tiempo 7 d, tiempo 14 d; y dos tiempos de recuperacion (aplicacién de riego), 1 (15) y 7 dias (21). B) linea de
tipo C7 (control: tiempo 0; sin riego: tiempo 7 d, tiempo 14 d, tiempo 21 d; y, dos tiempos de recuperacion; 1 (22) y
7 dias (28). C) Silvestre (control: 0; sin riego: tiempo 7 d, tiempo 14 d; y dos tiempos de recuperacion (aplicacion de
riego), 1 (15) y 7 dias (21). Los recuadros superiores indican el tiempo (dias, d) de exposicion a déficit hidrico. Los
recuadros del margen izquierdo indican el nombre de cada gen y los numeros el margen derecho indica el tamafio
de banda esperado en pb. El gen utilizado como control fue CpEF1a. Geles de agarosa al 2% de agarosa, tefiido

con Bromuro de Etidio. El marcador de peso utilizado fue de 50 pb (L), en corridas de 75V, 400 A y 55 minutos.
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3.6 DISCUSION

3.6.1 Cambios morfolégicos y fisiologicos

Las plantas de Carica papaya L. linea C7, expuestas a estrés por déficit hidrico
mostraron cambios en su apariencia, tales como clorosis y abscision de hojas. Esto pudo
deberse a la disminucion en la turgencia al disminuir el potencial hidrico de la planta.
Esta disminucion pudo afectar la fluorescencia de clorofila y parametros como
fotosintesis. La conductancia estomética y la transpiracién también disminuyeron
conforme el tiempo de estrés por déficit hidrico aumento. Después de la recuperacion
(reincorporacion del riego), la fotosintesis y la fluorescencia de clorfila se recuperaron a

valores similares a los de las plantas control.

Tal como lo muestran, dos analisis previos en nuestro grupo de trabajo, en papaya
Maradol y Silvestre (Romero, 2018; Girdn, 2015), dentro de los parametros fisiolégicos
mas importantes esta la determinacioén del potencial hidrico y el contenido relativo de
agua, para caracterizar el estado hidrico de la planta. También por ser el agua, el
componente mayoritario en la planta, ya que permite la distribucion de nutrientes, el
crecimiento de las plantas y mantiene la turgencia en hojas, raices y otros organos. En
nuestros resultados observamos que la linea tipo C7 tuvo un potencial hidrico inicial
(control), con valores promedio constantes de -1.12 MPa. Valores similares a lo
reportado en plantas control de Carica papaya cv. Maradol y Silvestre fueron observados
desde -0.5 a -1.0 MPa; y en Carica papaya cv. Baixinho de Santa Amalia donde se
encontraron valores de -0.7 a -0.8 MPa como indicativo de plantas con un riego
adecuado (Mahouachi et al., 2006). Respecto a los tratamientos de estrés, el maximo
dia de estrés (21 d), las plantas mostraron el potencial menor con -1.70 MPa. La
literatura sefiala valores de -1.5 MPa como el punto de marchitamiento permanente a
partir del cual, las plantas no recuperan la turgencia, nuestro resultado rebasa el valor
reportado, con -1.70 MPa en plantas de la linea C7, como lo observado por Romero
(2018), quien en papaya cv. Maradol encontré valores menores de -2.34 MPa y en
papaya Silvestre valores de -1.90 MPa en hoja, por lo que se podria clasificar a papaya,
como una especie tolerante, afirmacion que ha sido respaldada por Giron (2015), en
nuestro laboratorio y por Mahouachi et al. (2006), debido a que plantas de papaya
sometidas a estrés hidrico mostraron una tendencia a acumular iones como K*, Na*y

CI, y que contribuyen al ajuste osmotico y a la tolerancia del estrés hidrico.
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A pesar de que las plantas de la linea C7 presentaron valores menores de Wy alos 7y
14 dias sin riego, a los 21 dias, alcanzaron el valor de -1.70 MPa, indicando un grado de
pérdida de agua. Las plantas tipo C7 que se encontraban en tratamientos de estrés,
mediante el andlisis de Fv/Fm que indica la estabilidad del aparato fotosintético Il, a
través de la determinacion de uno de los pardmetros relacionados con la velocidad de
transporte de electrones, éste, disminuy6 de 0.80 a 0.74 después de 7 dias sin riego, sin
diferencia significativa a los 14 y 21 dias de estrés. Dicho pardmetro, se ha realizado en
un gran numero de especies manteniendo un valor cercano a 0.832 si el PS Il esta
integro, que concuerda con nuestros valores iniciales de 0.80 y 0.81. La disminucién de
la pendiente de Fv/Fm es un criterio valioso para conocer el dafio en plantas que estan

expuestas a estrés, en este caso por déficit hidrico.

Nuestros resultados concuerdan con los publicados por Girén (2015), durante sus
tratamientos de 7 y 14 dias sin riego, el comportamiento de Fv/Fm en papaya cv. Maradol
y Silvestre, disminuyé conforme aumentaron los tiempos de exposicién, pero la
disminucion no fue significativa. Estos resultados también coinciden con lo reportado por
Lu y Zhang (1998), en plantas de trigo y por Alcocer (2013), en papaya cv. Maradol en
respuesta a estrés térmico, por lo que es importante considerar otros parametros que
puedan dar mas informacién de la respuesta fotoquimica del PSIl, ademas incluir otro
pardmetro mas sensible a estrés, como fuga de electrolitos que se indica en el capitulo
IV. Debido a los valores de recuperacion muy cercanos al control en papaya de la linea
C7 de la energia de excitacion en el proceso fotoquimico, se podria pensar que tiene un

grado de tolerancia de estrés por déficit hidrico.

Mientras que la tasa de transporte de electrones en plantas de la linea tipo C7 no se vio
afectada como consecuencia del estrés hidrico, si se observé una reduccion significativa
a los 21 dias de estrés, en la capacidad fotosintética (disminuy6 la tasa fotosintética)
gue se pudo deber en forma probable, principalmente a la inhibicion del ciclo de Calvin,
como consecuencia del cierre de estomas, lo que caus6 una baja concentracion interna
de CO; por el cual limitan por un lado la fijacion de CO; y la regeneracion de Rubisco y
por otro, la pérdida de transpiracion para mantener los potenciales de agua dentro de
los limites tolerables. Como lo ocurrido en plantas de tomate, Zgallai et al. (2005),

observaron que una disminucién del potencial de agua de la hoja de -0.5 a -0.9 MPa,
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redujo la fotosintesis en un 58% y el cierre de estomas disminuyé la concentracion

interna de CO; en un 29%.

3.6.2 Cambios en la expresion de genes HSF

Dada la respuesta fisiologica que present6 la linea C7 y a resultados fisiolégicos previos
comparando el comportamiento del cv. Maradol y el genotipo Silvestre, era interesante
comparar la respuesta a nivel molecular de los genes que desencadenan tolerancia a
mas de un tipo de estrés, como lo es la familia HSF. Para ello, se analiz6 el patron de
expresion génica diferencial de ocho genes: CpHsfAla, CpHsfAlb, CpHsfAld,
CpHsfA2, CpHsfB1, CpHsfB2b, CpHsfB3 y CpHsfC1 en los 3 genotipos.

Tres de ellos, CpHsfAld, CpHsfA2 y CpHsfB3, mostraron expresion en respuesta a
déficit hidrico en los genotipos de Carica papaya comercial cv. Maradol y la linea C7 y
en el genotipo silvestre. Los otros cuatro genes: CpHsfAla, CpHsfAlb, CpHsfBl vy
CpHsfC1, se expresaron de manera constitutiva. Mientras el gen CpHsfB2b no mostré

respuesta a estrés por déficit hidrico entre los tres tipos de Carica papaya L.
Genes Hsf: Clase A

Los genomas de plantas contienen una gran cantidad de factores de transcripcion (TF);
por ejemplo, Arabidopsis thaliana dedica aproximadamente el 5.9% de su genoma a
codificar mas de 1,500 TF (Wang et al., 2003). En cuanto el género Populus, se ha
encontrado que un 6.4% de su genoma codifica para mas de 2,900 TF’'s (Riafio et al.,
2007), mientras que en el genoma de papaya transgénica Carica papaya L. cv. SunUp
aproximadamente el 5.1% de su genoma codifica a 1,379 TF (1378 loci) que se clasifican
en 58 familias. Entre estas familias destacan los factores de transcripcién de choque
térmico por activar mecanismaos que previenen el dafio causado por el estrés a calor.
Durante la respuesta al choque térmico, las plantas acumulan proteinas de choque
térmico que funcionan principalmente como chaperonas moleculares para facilitar el
replegamiento de proteinas dafiadas por el calor. Curiosamente, multiples estudios se
han enfocado en la familia de genes que codifican para factores de transcripcion de
choque térmico a estrés por altas temperaturas, sin embargo, una de las preguntas que
nos planteamos es ¢ los genes HSF también responden a déficit hidrico?, sucede que al

menos tres genes (CpHsfAld, CpHsfB3 y CpHsfC1) en Carica papaya L. se expresan
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gradualmente a déficit hidrico. Rizhsky et al. (2002), encontraron en Tabaco que en
diferentes condiciones de estrés como la sequiay las altas temperaturas pueden resultar
en la activacién de vias similares de respuesta al estrés, lo que sugiere que puede existir
un alto grado de superposicidén entre grupos de genes activados por estos estreses. En
este sentido, ademas del estrés por calor, HsfAla también participa en la tolerancia de
la planta a la sal, la sequia y el estrés oxidativo al inducir genes que codifican las
proteinas HSP, esto se debe a que una secuencia HSE en la regién promotora de la
proteina de unién a elementos de respuesta a la deshidratacion (DREB2A), funciona
como un elemento de accidn cis en la expresion génica inducible por estrés térmico. En
Arabidopsis, DREB2A es uno de los factores de transcripcion que activa la expresiéon
gradualmente de genes sensibles a la sequia, mientras que, en calor, la expresion es
inducida rapida y transitoriamente (Yoshida et al., 2011). Inicialmente, el gen CpHsfAla,
fue seleccionado por su respuesta post estrés térmico en papaya cv. Maradol (Alcocer,
2013), ademas en Arabidopsis y tomate, HsfAla regula la respuesta temprana y es
reportado como regulador maestro responsable de la expresion génica inducida por
estrés térmico. En este sentido, en respuesta a estrés hidrico existe solo un reporte en
tomate en donde evaluan la expresion del gen SIHsfAla durante 3, 6, 9 y 13 dias de
estrés hidrico, mostrando respuesta rapida con alto nivel de expresion a partir del dia 6
sin riego, a los 9 y 13 dias, el nivel de expresion disminuyé considerablemente (Wan et
al., 2015). Sin embargo, en nuestros resultados la expresién del gen CpHsfAla en los
tres tipos de Carica papaya (cv. Maradol, Silvestre y linea C7), fue constitutiva en
respuesta a estrés por déficit hidrico. En Solanum lycopersicum el gen SIHsfAla, es el
principal regulador de la respuesta al calor, es decir es el gen mas esencial para la
termotolerancia que cualquier otro HSF, al suprimir SIHsfAl, la planta no puede
sobrevivir un estrés por calor moderado (Mishra et al., 2002). A diferencia del tomate, en
Arabidopsis thaliana no se ha identificado el regulador maestro, otras proteinas Hsf
pueden compensar a HsfAla y HsfAlb, sin embargo, ambas son necesarias para el

inicio temprano de la expresién de los genes HSF (Lopmann et al., 2004).

De los genes analizados de la clase A: CpHsfAla, CpHsfAlb y CpHsfAld en Carica
papaya L., uno respondio a estrés por déficit hidrico (CpHsfAld) en los tres tipos de
papaya. Hasta el momento no existen estudios que sefialen el papel del gen HsfAld en

respuesta a estrés hidrico. Bechtold et al. (2013), reportaron que al sobreexpresar el gen
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HsfAlb en Arabidopsis thaliana condujo positivamente en el crecimiento de las plantas,
la tolerancia a la sequia y a la termotolerancia. Ademas, se report6 que los genes HsfA2,
HsfA4a, HsfA6a y HsfB2a responden al estrés hidrico y salino, con mayor nivel de
expresion del gen HsfB2a en hoja de Arabidopsis thaliana (Ghorbani et al.,2019). Uno
de los genes que respodieron al tratamiento de estrés hidrico en papaya de la clase A,
fue el gen CpHsfA2; se conoce que participa como regulador clave en estrés individual
por calor y sequia, pero también por estrés combinado (alta luminosidad y choque
térmico) en Arabidopsis thaliana (Zhu et al., 2017; Chung et al., 2013; Charng et al.,
2007; Nishizawa et al., 2006). Incluso en papaya cv. Maradol el gen CpHsfA2 present6
expresion similar en hoja, raiz, tallo y peciolo con nivel de expresion similar en el tiempo
de estrés térmico (50 °C/1 h) y recuperacién mientras que en tallo y raiz la expresiéon fue

mayor durante el tiempo de estrés térmico (Alcocer, 2013).

Genes HSF Clase B

En cuanto el grupo HSF clase B, Dossa et al. (2016), analizaron la expresion de HSF bajo
estrés por sequia en Sesame inducum L en dos accesiones: uno tolerante (LC164) y uno
susceptible (hb168), mostrando diferencias de expresion en respuesta a déficit hidrico en
diferentes tiempos de exposicion a estrés, especialmente el gen SiHsfB3 presenté mayor
expresion en el genotipo tolerante en respuesta a déficit hidrico. Nuestros resultados,
concuerdan con dicho autor, en el sentido de que el gen CpHsfB3 participa bajo estrés
hidrico en los tres genotipos de Carica papaya L, la expresion fue dependiente del estrés
a mayor estrés hidrico mayor expresiéon y al aplicar el riego la intensidad de expresion fue
menor, sin embargo, el analisis de expresién es cualitativa por lo que se propuso el método
cuantitativo (RTg-PCR), en el capitulo IV de esta tesis. En los Unicos reportes publicados
de genes Hsf en Carica papaya L. son el de Tarora et al. (2010), en donde evallan el gen
CpHsfB1 en respuesta a estrés térmico, ellos observan que el gen CpHsfB1 se expresa
con la misma intensidad en radicula en el tiempo control y a 42 °C de estrés, mientras
que, en hoja, presenta baja expresion en el tiempo control y mayor expresion en el tiempo
de estrés. Por otro lado, en papaya cv. Maradol, Alcocer (2013), sugirié que los dafios
fisiolégicos no se daban de manera inmediata al término del evento estresante, por ello,
evalué como tiempos de estrés 4 hy 1 semana después del choque térmico (50 °C), donde

encontré que el gen CpHsfB1 presentdé un aumento en su expresion a las 4 h de
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recuperacion, pero una disminucion a 1 semana de recuperacion y que el CpHsfB2b

presenté mayor expresion después de la semana de recuperacion.

En respuesta a déficit hidrico, nosotros mostramos el primer reporte de expresion en tejido
de hoja del gen CpHsfB3 en tres genotipos de Carica papaya L. en respuesta al grado de
estrés hidrico aplicado. En Carica papaya L. posiblemente la presencia de mayor
expresion del gen del grupo B nos lleva a pensar que probablemente funciona como
coactivador cooperando con genes de la clase A durante el estrés por déficit hidrico. Caso
similar a lo que ocurre en tomate con el gen LeHsfB1 (Bharti et al., 2004). En Sesamum
indicum donde el perfil de la expresién en el transcurso del tiempo de los genes Hsf en
respuesta al estrés por sequia mostrd que el 90% de los HSFs son sensibles a la sequia.
Dossa et al. (2016), infieren que los miembros de la clase B-HSFs podrian ser los
reguladores principales de la respuesta a la sequia, en sésamo, al cooperar con algunos
genes HSF de la clase A. Mientras que en Arabidopsis thaliana se encontré que el gen
AtHsfB1 actia como represor, pero regula positivamente la termotolerancia adquirida
(Ikeda et al., 2011; Czarnecka et al., 2004). Mientras que el gen CpHsfB2b no mostré
respuesta a estrés por déficit hidrico entre los tres tipos de Carica papaya L., respecto a
este gen se ha demostrado en arroz tolerante, que el gen OsHsfB2b se expresa
fuertemente bajo estrés por calor, mas que los otros miembros de la clase B y C, que por
estrés salino e hidrico inducido con polietilenglicol y ABA. De igual forma, al sobreexpresar
OsHsfB2b, las plantas fueron susceptibles a déficit hidrico (Xiang et al., 2013). En el caso
de papaya cv. Maradol, la expresion del gen CpHsfB2b en respuesta a estrés por alta
temperatura la respuesta del gen fue tardia, es decir, se presentdé mayor expresion
después de las 4 h de recuperaciéon (Alcocer, 2013). Lo anterior nos indica que el gen

CpHsfB2b esta mas involucrado en la termotolerancia que en la respuesta a déficit hidrico.

Genes HSF: Clase C

En particular, el papel de la subclase C es actualmente desconocido en plantas
dicotileddneas, sin embargo, se han encontrado diversos HSFs de la clase C en muchas
especies monocotiledoneas, como por ejemplo en trigo se han identificado 10 miembros
de la clase C (TaHsfClc, TaHsfCld, TaHsfCle, TaHsfC2a, TaHsfC2b, TaHsfC2c,
TaHsfC2d, TaHsfC2e, TaHsfC2f, TaHsfC2g). Un analisis transcriptomico mostré que los
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genes HsfC se expresan por estrés térmico en varias especies de plantas, aunque
también en algunas especies respondieron al estrés osmdtico, estrés por frio o ABA, como
lo reportado por Hu et al. (2018), en trigo, el gen TaHsfC2a-b activé genes de proteccién
térmica y actuo a través de la via reguladora mediada por ABA para conferir proteccion
térmica. Otro dato interesante publicado por Hu (2009), en arroz, mostré6 que el gen
OsHsfC2a se expres6 diferencialmente en los diferentes tiempos de estrés (1, 3, 10 horas)
en respuesta a estrés por calor, sequia y sal, mientras que OsHsfC1b respondio al frio, la
sequia y sal. En Triticum aestivum, Xue et al. (2013), encontraron en el grupo C expresion
constitutiva en un nivel alto en la mayoria de los 6rganos (hoja joven, hoja adulta, raiz,
tallo, endospermo y embrion). En hojas jévenes, los niveles de expresiéon de HSF del
grupo C1 fueron incluso mas altos que los del grupo Al. Los miembros del grupo C2 se
expresaron predominantemente en los embriones y las raices, y también fueron
generalmente regulados por el estrés por calor, excepto TaHsfC2ay TaHsfC2b que fueron
regulados por incremento en las hojas por un tratamiento térmico a corto plazo. En las
especies mencionadas, miembros del grupo C de la familia HSF, se expresaron
diferencialmente en diferentes estreses. Entre otra especie de plantas dicotiledonea como
Glycine max (Li et al., 2014), con dos la subclase C1 y C2 fue expresado bajo el estimulo
de estrés hidrico y estrés por calor. Sin embargo, en algunas especies dicotiledéneas se
ha informado un HSF en la clase C (HsfC1) y su caracterizacion de la funcion es reciente
Gengxian (2017), que HsfC1 juega un papel en el desarrollo de Arabidopsis y la respuesta
de sefializacion ABA. En papaya cv. Maradol se estudié el gen CpHsfC1 en respuesta a
estrés térmico y se observd que el aumento de expresion surgid en la etapa de
recuperacion que consisti6 en colocar las plantas durante 7 dias en condiciones
controladas 25 °C (Alcocer, 2013). Sin embargo, en nuestro estudio encontramos que la
expresion del gen CpHsfC1 en los tres tipos de Carica papaya L. (Maradol, linea C7 y
Silvestre), fue constitutiva en el tejido de hoja joven, en respuesta a sequia. Lo que indica
gue el gen CpHsfC1, si esta presente en C. papaya L., pero al parecer en este tipo y

tiempo de estrés hidrico, no se observo expresion diferencial.
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3.7CONCLUSIONES

Las plantas de Carica papaya L. tipo C7, son capaces de recuperar su potencial
hidrico casi totalmente al reincorporar el riego. Durante la pérdida de potencial
hidrico la eficiencia cuéntica del PSIl no se vio afectada, pero si su tasa
fotosintética. A los 7 dias de estrés causd una disminucion importante en la
conductancia estomatica con lo cual el posible cierre de estomas puede limitar la
entrada de CO,, esto también por una menor transpiracion, limité la pérdida de
agua, para que la planta pudiera mantener un potencial hidrico y turgencia que
pudiera mantener la funcionalidad de la planta.

En el caso de la transpiracion, la linea C7 presentd una disminucion escalonada
en la transpiracion en los diferentes tiempos de estrés, a mayor tiempo de estrés
la transpiracion fue mayor hasta alcanzar los 21 dias de estrés, donde se observo
el valor menor de transpiracién, posiblemente para evitar la pérdida de agua.
Mientras que, al reincorporar el riego, la transpiracion de la linea C7 fue capaz de
llegar a valores muy cercanos al control. Nuestros datos indican que esta linea C7,
es capaz de responder en forma equiparable al estrés por déficit hidrico, pero
manteniendo una alta capacidad de recuperarse al mejorar su estatus hidrico.

La fluorescencia de clorofila, indican que la linea C7 es capaz de proteger su
fotosistema Il, sin dafos irreparables ya que, los valores de Fv/Fm, no fueron
fuertemente disminuidos, aun a los diferentes tiempos de estrés (de los 7 a los 21
dias). Y al reincorporar el riego, su eficiencia de Fv/Fm, se restablece. Lo anterior
sugiere cierta tolerancia a estrés por déficit hidrico en este genotipo o que este
parametro no se ve afectado y se requiere de otro(s) parametro(s), como las
curvas OJIP, que se analiza en el siguiente capitulo.

El patrén de expresion de los genes CpHsfAla, CpHsfAlb, CpHsfB1, y CpHsfC1,
fue de manera constitutiva en los genotipos Maradol, Silvestre y linea C7 de Carica
papaya L., lo que sugiere que estos genes estan presentes en la especie pero que
no parecen estar involucrados en los mecanismos de respuesta a un estrés por
déficit hidrico.
Por el contrario, se observa una diferencia en los patrones de expresion de los genes
CpHsfAld, CpHsfA2 y CpHsfB3: en condiciones control, la intensidad de banda es

baja en los tres genes, mientras que durante los tiempos de estrés (7 'y 14 6 21 dias

85



86

de exposicion), la expresion de estos genes aumenta, mismas que disminuyen una
vez iniciado los dos tratamientos de recuperacion (15, 21 y 22, 28 d), en el cv.
Maradol y linea C7. Diferente a los perfiles de expresion de estos genes HSF en la
linea C7 y el genotipo Maradol, el genotipo Silvestre mostré intensidad de banda
durante los tiempos de estrés y recuperacion. Lo que sugiere la diferencia de
reparacion de estrés y posible mecanismo de tolerancia del genotipo Silvestre de
Carica papaya L. bajo estrés hidrico

En particular, la expresion del gen CpHsfB3 es fuertemente inducida por el estrés
por déficit hidrico, se observa una induccion del dia 7 al dia 14, en los tipos Maradol
y Silvestre; y asi la expresion se induce a los 14y 21 dias, en el tipo C7. Este mismo
comportamiento fue para el gen CpHsfAld en los tres genotipos de papaya en
donde se induce su expresion en respuesta a los dias de estrés hidrico. Lo que
sugiere que este gen (CpHsfB3) podria ser el principal regulador en respuesta a
déficit hidrico de Carica papaya L. Mientras el gen CpHsfA2 del genotipo Silvestre

se expreso a los 14 dias de estrés hidrico, es decir tuvo una respuesta tardia.



CAPITULO IV CARACTERIZACION DEL EFECTO DEL ESTRES HIDRICO,
TERMICO Y LA COMBINACION DE AMBOS, SOBRE LA FISIOLOGIA DE DOS
GENOTIPOS DE Carica papaya L. Y LA EXPRESION DE GENES HSF

4.1 INTRODUCCION
En campo, las plantas estan expuestas frecuentemente a una combinacién de estrés
abidtico como sequia y calor. Muchos estudios se han centrado en el analisis de estrés
individual; sin embargo, poco se sabe de la respuesta fisiolégica y molecular de una
combinacion de estrés.

El estrés causado por déficit hidrico y temperaturas altas, se consideran los dos factores
abidticos principales que limitan el crecimiento y el desarrollo de las plantas, lo que en
consecuencia provoca grandes pérdidas en la produccién agricola en todo el mundo. La
fuerte relacion del agua de la planta y la temperatura hace que sea dificil separar ambos
factores abioticos, sin embargo, pueden tener efectos fisioldgicos y moleculares muy
diferentes. En respuesta al estrés por calor los procesos involucrados en la fotosintesis son
mas tolerantes en comparacion a déficit hidrico, en contraste el fotosistema Il es mas
sensible a temperaturas altas. La respiracién incrementa exponencialmente al aumentar las
temperaturas, por otro lado, el déficit hidrico puede provocar una disminucién de la
respiracion de las hojas (Prasad et al., 2008). En cambio, las plantas sometidas a una
combinacién de sequia y estrés por calor revelan efectos perjudiciales significativamente
mayor, como la respiracion alta con baja fotosintesis, estomas cerrados y temperatura de
la hoja alta (Mittler, 2006).

Por lo tanto, para adaptarse al estrés abiotico, las plantas han desarrollado mecanismos de
adaptacion a nivel molecular, para modular la homeostasis celular mediante la activacion
transcripcional de genes sensibles al estrés (Tolosa y Zhang, 2020). En este caso, se
conoce que los genes HSF desempefian un papel central en la respuesta al estrés por calor,
aunque algunas investigaciones han mostrado que los HSF también se expresan en
respuesta a estrés hidrico y salino (Kotak et al., 2007; Ogawa et al., 2007). En Solanum
licopersicum el gen HsfAl ha demostrado una funcion Gnica como el regulador maestro
para la termotolerancia adquirida (Mishra et al., 2002). En Triticum aestivum, los niveles de

transcripcion de los miembros TaHsfA2 y TaHsfA6 se convirtieron en los genes dominantes
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en respuesta a estrés por calor, los genes TaHsfA2, TaHsfA3, TaHsfA6, TaHsfCl y
TaHsfC2 mostraron mayor expresion durante el estrés por sequia en hoja (Xue et al., 2014).
En Carica papaya L. existe un solo reporte del cultivar taiwanés de expresion constitutiva
del gen CpHsfB1 en radicula y la expresion inducible en hoja joven a estrés por calor (42
°C) durante 30 min (Tarora et al., 2010). Por otro lado, en Carica papaya L. cv. Maradol en
respuesta a estrés por temperatura alta, se encontré intensidad alta de banda del gen
CpHsfA2 y CpHsfB1 durante la etapa de estrés, mientras que los genes CpHsfAla,
CpHsfB2b y CpHsfC1 su expresion surgié en la estapa post estrés del estrés térmico
(Alcocer, 2013).

En este sentido, Carica papaya L. es un importante cultivo, debido a su diversidad de usos;
su cosecha anualmente a nivel mundial es de 13,290.320 de toneladas; hoy en dia es la
tercera fruta tropical mas consumida en el mundo (FAOSTAT, 2018). En general, la
temperatura Optima para su crecimiento esta entre 21 y 33 °C, con un Optimo para la
fotosintesis entre 25 y 30 °C, ademas se requiere condiciones Optimas de riego para tener
un continuo y adecuado amarre de frutos. Las poblaciones nativas de papayas silvestres
se distribuyen en regiones aridas y semiaridas de la peninsula de Yucatan (Fuentes y
Santamaria, 2014). Estos poseen una caracteristica distintiva, el fruto que produce es muy
pequefio, con numerosas semillas y muy poca pulpa, y pueden llegar a medir 4 0 5 cm.
Ademas, son muy importantes, ya que representan un recurso genético importante del
paisaje natural de la localidad y siendo usada por las comunidades étnicas mayas, que
puede facilitar el desarrollo de cultivares tolerantes a cambios climaticos, como sequia y

temperaturas altas que son ambientes propios de esta regién (Chavez, 2018).

En nuestro grupo de trabajo, se han realizado varios estudios a nivel fisioldgico, bioquimico
y molecular, en dos genotipos: Silvestres y cv. Maradol, en el cual varios autores han
mostrado que las plantas silvestres son mas tolerantes a la sequia y a temperaturas altas
gue los cultivados de forma comercial, tipo Maradol (Estrella et al., 2019, Romero, 2018;
Giron, 2015; Alcocer, 2013). Actualmente, analizamos el efecto de estrés individual y
combinado a nivel fisiolégico y de expresion de genes como los genes: CpHsfAld, CpHsfA2
y CpHsfB3 candidatos previos por un lado en el capitulo Il de esta misma tesis y de un
andlisis transcriptomico en respuesta a déficit hidrico (Estrella et al., 2019) esto para

comprender los mecanismos de respuesta y el rol de los genes HSF asociados con la
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adaptacion al estrés por sequia y temperaturas altas. De esta manera, nuestros resultados
dan pauta hacia la mejora de la tolerancia a temperaturas altas y a la sequia en Carica

papaya L.

4.2 MATERIALES Y METODOS

4.2.1 Material Vegetal

El material vegetal del genotipo silvestre se obtuvo a partir de frutos colectados en
diferentes localidades del Estado de Yucatan, en el Km 59, 60, 70, 71, 72y 74 (N 89°
10°11" y WD 20°49" 13.8""; N 20° 48'48.6"" y WD 89°05" 57.2""; N 20°47'59” y WD
88°59'57.2""; N 20°47°'57.4” y WD 88°59°49.6""; N 20°47°55.6"" y WD 88°5941.9” y N
20°47°52.4” y WD 88°59°39.2", respectivamente) de la carretera federal Kantunil, Cancun
y la desviacién de la carretera Cancun-lzamal y Xanaba-Sudzal. En cuanto las semillas del
genotipo Maradol se obtuvieron de la casa comercial semillas del Caribe®. Los frutos del
genotipo silvestre fueron trasladados al Laboratorio de Fisiologia Vegetal y Molecular del
Centro de Investigacion Centifico de Yucatan, (CICY), para su maduracién y posterior

obtencién de las semillas.

4.2.2 Germinacion de las semillas de Carica papaya L.

Se seleccionaron 100 semillas de los frutos silvestres del km 70 y del genotipo cv. Maradol
de las cuales se les dio un tratamiento pre-germinativo, para ello se utilizé el protocolo
reportado por Mufiozcano y Martinez (2008), modificado en el Laboratorio de Fisiologia
Vegetal y Molecular. Después de que la radicula midiera mas de 0.5 mm, las semillas
germinadas se pasaron a charolas de crecimiento que consistié en colocar cada semilla
germinada a 1 cm de profundidad en charolas de plastico (35 cavidades) utilizando como
sustrato Peat moss (Sunshine). El riego en la etapa de germinacion consistié en 10 mL de
agua a diario, después, el riego fue con 20 mL de agua cada dos dias hasta cumplir los

primeros 25 dias (d).
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4.2.3 Aclimataciéon de plantas de Carica papaya L.

A los 25 dias de edad fisiologica, las plantulas fueron trasplantadas a bolsas negras de tipo
injerto, con un sustrato 1:1/5 de Peat moss (Sunshine) y agrolita. Se mantuvo el riego
constante cada segundo dia de 40 mL. La temperatura promedio de aclimatacion fue 25+2
°C y una densidad de flujo foténico fotosintético (DFFF) de 1000 umol m? s, Las plantas
fueron fertilizadas dos veces por semana con Radix 1500 y Miracle-Gro y con

micronutrientes una vez por semana.

4.2.4 Caracterizacion de estrés térmico, hidrico y combinado en
genotipos Maradol y silvestre

Se utilizaron plantas de 98 dias de edad de genotipos Maradol y silvestre previamente
aclimatadas a 25+2 °C. Con la finalidad de evaluar la respuesta de estrés maximo en
plantas de Carica papaya L., con base a los antecedentes previamente mencionados, se
evaluaron tres tratamientos en respuesta a estrés abidtico: sequia (SQ), chogue térmico
(50 °C/2 h), y un estrés similar a lo que ocurre en campo; la dualidad de estrés por sequia
mas choque térmico (SQ+50 °C/2 h).

Los tratamientos control (CT) consistieron en mantener las plantas bien regadas con un
potencial hidrico del suelo cercano a -0.05 MPa y a una temperatura de 2512 °C, el
tratamiento por déficit hidrico (SQ) consistié en mantener el grupo de plantas sin riego
durante 14 dias en 25%2 °C, mientras que el grupo de plantas del tratamiento por choque
térmico (50 °C/2 h) se mantuvieron en una cdmara térmica con una temperatura constante
50 °C durante dos hora. En el caso del estrés combinado: sequia mas choque térmico, se
destin6 un grupo mas de plantas, lo cual consistié en mantener las plantas durante 14 dias
sin riego y posteriormente someterlas a choque térmico a 50+2 °C durante dos horas. En
cuanto a la recuperacion, al terminar cada uno de los tratamientos de estrés por: déficit
hidrico, estrés térmico y estrés combinado, las plantas fueron reincorporadas a riego y en

temperatura control de 2512 °C, para evaluar su estado de recuperacion por 168 h (7 dias).

En cada uno de los tratamientos, se midieron parametros fisiologicos como; potencial
hidrico (W+), contenido relativo de agua (CRA, %), fluorescencia de clorofila (Fv/Fm),
Rendimiento maximo Plass, fuga de electrolitos (FE, %), fotosintesis (Pn, pmol CO; m?2 s
1), conductancia estomatica (gs, mol H,O m? s), CO; intercelular (Ci, pmol CO, mol?) y

transpiracion (E, mmol H,O m2 s) para caracterizar el estado de estrés de las plantas.
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4.3Analisis fisiologicos

4.3.1 Potencial hidrico (MPa)

Para determinar el potencial hidrico (\W4), se seleccionaron 3 muestras de tejido de la hoja
mas joven completamente expandidas de cada planta. A estas hojas se les tomé una
muestra con un sacabocado de 4 cm de didmetro en la parte suave de la hoja (evitando la
nervadura central). Los discos de hoja se colocaron en una camara humeda a una
temperatura de 24+2 °C durante dos horas para aclimatarse, concluido este tiempo, se
tom¢ la lectura en la camara sellada del equipo WP4C Dewpoint potentiaMeter© (Decagon

Devices, Inc).

4.3.2 Contenido Relativo de agua (CRA)

El contenido relativo de agua (%) se determiné de acuerdo con la siguiente féormula CRA=
(PF-PS) / (PT-PS) *100. 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 utilizaron 3 cortes de 1.5 cm? por planta de la parte suave de una misma hoja;
cada corte se peso (PF), luego se suspendieron en agua (sin sumergir) y se dejo reposar
a luz tenue y una temperatura de 25 °C por 24 h. Se pesé de nuevo (PT) retirando el
exceso de agua; posteriormente se secé en una estufa de secado (VWR, United States
of America) a 80 °C durante 24 h y se pes6 de nuevo (PS). Esta determinacion se realizé
de acuerdo con el protocolo del Laboratorio de Fisiologia Vegetal Molecular.

4.3.3 Eficacia del aparato fotosintético: Fluorescencia de clorofila (Fv/Fm)

Para analizar el indice de rendimiento (Plas) Y el rendimiento cuantico maximo del
fotosistema Il en Carica papaya L., se determiné el cociente de fluorescencia variable (Fv)
sobre fluorescencia maxima (Fm), Fv/Fm; que se ha definido como una medida no
destructiva y nos indica la eficiencia fotoquimica y como un criterio de respuesta y
cuantificacién del dafio o alteracién del mismo, indicando el nivel de estrés al que se
encuentra expuesta una planta (Jiménez et al, 2015; Critchley and Smillie, 1981). Estas
mediciones se realizaron utilizando un fluorometro de clorofila (FMS 2 Hansatech
Instruments Ltd, Norfolk, UK). La técnica consiste en colocar un clip especial sobre la
superficie de la hoja de cada planta y adaptar esta superficie a la obscuridad durante 30
min suficiente para la oxidacién completa de los centros de reaccion. Transcurrido este

tiempo se expusieron a un pulso de luz roja saturante (650 nm, 3000 umol m=2s?) durante
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2 segundos. Los parametros biofisicos establecidos por la prueba OJIP se calcularon con
base a todos los transitorios de fluorescencia en escala de tiempo logaritimica que se basa
en como el flujo de fotones absorbido por los pigmentos de antena fotosintéticos (ABS°) se
disipan como calor (DI°) y fluorescencia, o se conduce como flujo de retencién (TR?) a los
centros de reaccién gue se convierten en energia redox reduciendo la plastoquinona (QA
a QA-). QA- posteriormente se reoxida a QA y crea el transporte de electrones (ET) que
conduce al equilibrio en la captura y asimilacién de dioxido de carbono (CO) (Gonzéalez et
al., 2007; Strasser et al., 2000).

4.3.4 Fotosintesis (Pn)

La tasa fotosintética de las hojas de Carica papaya L., se determiné utilizando un sistema
portatil de andlisis de gases en el espectro infrarojo (IRGA, por sus siglas en inglés), LICOR
LI 6400, Lincoln, Nebraska, USA) con camara para hoja de 6.00 cm?con una relacion de
estomas entre la parte adaxial/abaxial de 0.1. Las mediciones se llevaron a cabo bajo un
flujo constante de aire de 350 pmol s* de CO. y una densidad de flujo de fotones
fotosintéticos (DFFF) de 800 pmol m? s, Para las mediciones se colocé la hoja en la
camara y utilizando el programa pre-cargado en el equipo, se esperaron 8 segundos para
estabilizar la medicion inicial y obtener las lecturas de: fotosintesis (Pn, pmol CO2 m?2 s?),
conductancia estomatica (gs, H.O m? s?1), CO; intercelular (Ci, pmol CO, mol?) vy

transpiracién (E, mmol H,O m?2 s?).

4.3.5 Fuga de electrolitos

El incremento en la pérdida de solutos puede ser utilizado como un indicador de la
estabilidad de las membranas y como una medida indirecta de tolerancia de las plantas a
los estreses aplicados (Chaves y Gutiérrez, 2017). Para conocer la fuga de iones (%), se
calcul6 de acuerdo con la siguiente ecuacion: Fuga de electrolitos= (C1/ C2) *100. Se utilizo
un sacabocado de 4 cm de didmetro para realizar cortes en forma circular, evitando
nervadura de la hoja; por cada planta se sacaron 3 discos de una misma hoja, los cuales
se colocaron en 15 mL de agua destilada. Se incubaron y agitaron por 3 h, y se midi6 la
conductividad eléctrica inicial (C1); posteriormente, estos discos se colocaron en autoclave
durante 40 min para lograr dafio celular, una vez que la muestra se enfrié a temperatura

ambiente, se midio la conductividad eléctrica final (C2). Se utilizaron los protocolos de
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Clarke et al. (2004), Lu et al. (2003) y Baijji et al. (2002), modificados en el Laboratorio de
Fisiologia Vegetal Molecular.

4.3.6 Aislamiento de RNA

El RNA del tejido hoja se aislé con el protocolo de TRIZOL® (Invitrogen®) adicionando un
paso de purificacién siguiendo el protocolo DNAasa | (TURBO DNA-free™, Invitrogen)
estandarizado en nuestro laboratorio. La concentracion y pureza de RNA se determinaron
con un espectrofotdmetro NanoDrop™ 2000C (Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.),
y la integridad del RNA se examiné mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5%.
Las condiciones de corrida fueron 90 V, 30 min y 400 mA, para confirmar la integridad del
RNA extraido. Las extracciones se realizaron con tres repeticiones por tiempo de estrés

y fue almacenado a -80 °C.

4.3.7 Curva estandar para determinar la eficiencia del PCR en tiempo real

El andlisis de la eficiencia de reaccion de cada par de primers (forward y reverse)
sintetizados para cada gen seleccionado (CpHsfAld, CpHsfA2, CpHsfB3 y CpEF1a) se
validé utilizando el procedimiento de la curva estandar. Las diluciones seriadas (1:5) se
realizaron a partir de volumenes de 15 pL. Cada reaccién de PCR de 20 pL contenia: 0.5
uL de oligonucledtido sentido, 0.5 pL de oligonucledétido anti sentido (10 Mm), 3 uL de DNA
complementario (300 ng) de las diluciones seriadas y 16 yL SYBR Green diluido con H,O
libre de DNAasa. El protocolo de ciclado se disefié teniendo una primera etapa de
desnaturalizacién durante 10 minutos a 95 °C seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95°
C, una etapa de alineamiento a 59 °C durante 1 minuto, 95 °C durante 15 segundos, 59 °C
1 minuto y 95 °C durante 15 segundos. Se usaron 3 repeticiones por punto de la curva

estandar para minimizar la variacion estandar entre repeticiones.

4.3.8 Disefio de experimento para RTqg-PCR

La transcripcion reversa-PCR tiempo real (RTg-PCR), se realiz6 por triplicado y se uso el
gen CpEF1la de Carica papaya L. como referencia para la normalizacién Las reacciones
de RTg-PCR se realizaron en la plataforma StepOne Plus 7500, de la siguiente manera:
desnaturalizacion, 95 °C durante 10 minutos; 40 ciclos con desnaturalizacion a 95 °C (15
s), y alineacién a 60 °C durante 1 minuto para los tres genes evaluados CpHsfAld,

CpHsfA2, CpHsfB3. Para las reacciones de RT-gqPCR, se utilizaron los siguientes
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elementos por reaccién: 0.5 pL de oligonucleétido sentido, 0.5 pL de oligonucleétido anti
sentido (10 Mm), 3 uL de DNA complementario, usando como reactivo de amplificacién al
Power SYBR® Green 16 pL diluido con H20.

4.3.9 Analisis estadistico

Para los analisis estadisticos, se utiliz6 un disefio completamente al azar con cinco
repeticiones para determinar la variacion entres las variables evaluadas de los dos
genotipos de Carica papaya L. Los datos se procesaron por Analisis de Varianza (ANOVA)
y se hicieron comparaciones multiples de medias (Tukey, a=0.05). Para comparar los
grupos de estrés y post estrés se utilizdé la prueba de Kruskal Wallis con el programa
estadistico IBM SPSS Statistics V21.0 (IBM Corporation, Armonk, New York).

Los resultados se presentaron como medias = DE (desviacion estandar) mediante graficas
elaboradas con el programa Sigma Plot v11.0 que incluyen la DE. Ademas, se aplicaron
analisis de regresion lineal simples y el coeficiente de Pearson, para explorar la correlacion
entre las las variables: fotosintesis, %fuga de electrolitos, Plass y nivel de expresion relativa
de los genes CpHsfAld, CpHsfA2 y CpHsfB3.
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4.4 RESULTADOS

4.4.1 Caracterizacion de la exposicion de estrés hidrico y térmico, sobre la
morfologia de dos genotipos de Carica papaya L.
En la secuencia fotogréfica que indica la figura 4.1, mostramos los cambios morfol6gicos
observados en plantas de papaya en respuesta a déficit hidrico (sin riego durante 14 dias)
observamos: pérdida de clorofila, reduccién de turgencia, disminucion de crecimiento,
abscision de hojas y adelgazamiento de tallo (Figura 4.1.2). Respecto al tratamiento de
choque térmico (50 °C durante dos horas), observamos dos dafios; pérdida de turgencia
y enrollamiento de las hojas, el efecto fue menos notorio en el genotipo Silvestre (Figura
4.1.1) En cambio, en el tratamiento combinado por déficit hidrico y choque térmico (14
dias sin riego mas 50 °C durante dos horas), los cambios morfolégicos fueron mayores;
disminucién de clorofila, enrollamiento de hoja, pérdida de turgencia, disminucién de
crecimiento, abscision foliar, adelgazamiento del tallo en ambos genotipos Maradol (M) y
Silvestre (S) (Figura 4.1.3). Llamo la atencion el efecto de la coloracion de las hojas en
especial en el tratamiento de déficit hidrico de pasar de color verde intenso, a un verde
claro (clorosis) y a un ligero color negro en los bordes de las hojas viejas mas frecuente
en el genotipo Silvestre que en Maradol (Figura 4.2). Respecto a los tiempos de
recuperacion (post estrés) que consistio en: 1) reincorporar el riego de las plantas
(después de 14 dias sin riego y luego de aplicado el riego durante 7 dias con 90 mL de
agua), 2) que después del tratamiento de choque térmico (por 2 horas a 50°C) las plantas
se mantuvieron a una temperatura de 25+2 °C de igual manera los grupos de plantas en
el tratamiento combinado de sequia (por 14 dias) y estrés térmico (por dos horas), las
plantas se re-hidrataron con 90 mL de agua cada segundo dia durante 7 dias (168 h) y
regresaran a una temperatura de 25+2 °C. A los 7 dias de recuperacion, se observé
recuperacion de pigmentos de la clorofila en las hojas jévenes, crecimiento de nuevos
brotes, crecimiento de la planta y hojas turgentes en todos los tratamientos en ambos
genotipos. Estas fueron observaciones interesantes y posteriormente se presentan y

analizan los resultados de los parametros fisiol6gicos propuestos.
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Figura 4.1 Efecto en C. papaya L. del estrés en dos genotipos de Carica papaya L. cv.
Maradol (M) y silvestre (S). Control: Plantas en condiciones control de riego y
temperatura. Estrés: 1) Plantas expuestas a estrés por choque térmico (50 °C durante
dos horas). 2) Plantas expuestas a sequia (suspension de riego durante 14 dias en 25
°C). 3) Plantas expuestas a dualidad de tratamiento de sequia mas choque térmico
(suspension de riego durante 14 dias mas 50 °C durante dos horas). Recuperacion:
Los tratamientos de recuperacion que consistieron en reincorporar las plantas a su
estado control de riego y temperatura (25 °C) durante 168 h.



Figura 4.2 Efecto de estrés por déficit hidrico y nimero de hojas de una planta

de Carica papaya L. cv. Maradol y silvestre. Del lado izquierdo indica los
tratamientos: control (CT), Sequia (SQ), recuperacion (Rp) y del lado derecho

la letra M corresponde al genotipo Maradol y con la letra S el genotipo silvestre.
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4.4.2 Estado hidrico de la planta en respuesta a la exposicion de estrés
abiotico en dos genotipos de Carica papaya L.

El estado hidrico, medido como potencial de agua en la planta, comenzd con valores
promedio constantes, sin diferencias significativas, en tiempo 0 (o condicion control) se
observaron valores de -0.79 MPa en el genotipo Maradol (barra verde) y de -0.76 MPa el
genotipo Silvestre (barra naranja) (Figura 4.3). Valores <-1.0 MPa indican plantas con un
riego adecuado, confirmado con los resultados elevados obtenidos del Contenido Relativo
de Agua (CRA) de las plantas control, con valores de 95% de CRA en los tres tratamientos
control (Figura 4.3A, D).

Respecto a nuestro primer tratamiento de estrés por choque térmico (50 °C durante dos
horas) el genotipo Maradol, mantuvo el potencial hidrico de la planta con valores de -0.79
MPa, en cambio el potencial hidrico del genotipo Silvestre fue mas negativo con valores de
-1.51 MPa, valor registrado en la literatura como punto de marchitamiento permanente. Al
contrario, el CRA en el cv. Maradol mantuvo un valor de 85%, valor mas bajo que en
condiciones control, pero similar al del genotipo silvestre (86%). Después de incorporar el
tratamiento a condiciones de recuperacion durante 7 dias (168 h), se esperaba que el
potencial hidrico de las hojas del cv. Maradol fuera menor al valor reflejado con el
tratamiento de estrés (-0.78 MPa), sin embargo, el valor de potencial de agua fue de -0.85
MPa en el genotipo Maradol; por otro lado, en el genotipo silvestre el valor de potencial
hidrico increment6 de -1.5 MPa (tratamiento de estrés) a -1.0 MPa en recuperacion, sin
diferencias significativas entre genotipos. Es decir, los 7 dias fueron suficientes para
recuperar el potencial hidrico con valores menos negativos en los dos genotipos. En efecto,
los resultados del CRA mostraron la capacidad de recuperacién al presentar valores del
94% de CRA valor muy cercano al tiempo control (95%), para ambos genotipos después

de un choque térmico.

En nuestro segundo tratamiento de estrés por déficit hidrico (14 dias sin riego)
encontramos un patron similar al anterior estrés por choque térmico; el potencial hidrico
disminuy6 en mayor medida en el genotipo Silvestre a -2.6 MPa que el genotipo Maradol
con valores de -1.7 MPa. En efecto, el CRA en Maradol fue ligeramente mayor con valores
de 84% que en el genotipo silvestre que presentd valores del 83%. Al reincorporar el riego

a las plantas estresadas después de 7 dias, observamos que el tratamiento Maradol
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alcanzo un potencial de -0.48 MPa, increment6 su potencial de agua respecto al control;
mientras el genotipo Silvestre recupero el 50% del valor (-1.37 MPa) de potencial hidrico
perdido durante el estrés. No obstante, el CRA aumenté significativamente a valores
control, 95% de CRA para el cv. Maradol y para Silvestre del 94% (Figura 4.3B, E). Lo cual
resulta muy interesante, que tanto el estrés por temperatura y por déficit hidrico afecté méas
el potencial hidrico de la planta, que el CRA, ya que no hay tanto cambio en este parametro,
solo se ve afectado por el estrés combinado que, si se observa una disminucién mayor de
CRA y una afectacion mayor en el potencial hidrico, pero se recupera en siete dias.
Pareciera que el contenido relativo de agua se distribuye de tal forma en la planta que al

estar en condiones de recuperacion la redistribucion de agua se hace més rapido.

Respecto al tercer tratamiento de estrés por déficit hidrico mas choque térmico (14 dias sin
riego + 50 °C durante 2 horas), el potencial hidrico fue el que mas disminuyé en el genotipo
Maradol con un valor promedio de -2.9 MPa, en el caso de genotipo Silvestre fue
ligeramente mayor con un valor de -2.6 MPa, sin diferencias significativas entre genotipos,
documentando asi, que este tratamiento fue el que afecté mas el potencial hidrico de las
plantas, lo cual se relaciona con las observaciones morfologicas (Figura 4.1). Con relacion
al Contenido Relativo de Agua, disminuy6 a valores de 55% en el genotipo Maradol (el
valor mas bajo observado), mientras que el genotipo Silvestre bajo a valores de 67% de
CRA en las hojas. Del mismo modo, después de la reincorporacién del riego y a una
temperatura de 25 °C, Maradol fue capaz de recuperar su potencial hidrico a -0.84 MPa
mientras que el genotipo silvestre presento valores de -1.0 MPa después de las 168 h de
integrar el riego. Sin embargo, los datos del CRA demuestran lo contrario, en el genotipo
Maradol presenté un contenido de agua del 92% y el genotipo silvestre de 93% (Figura
4.3C, F). Finalmente, el potencial hidrico fue menor en los tratamientos de estrés hidrico
(14 dias sin riego) y la combinacion de estrés térmico mas hidrico (14 dias sin riego mas
50 °C durante 2 horas), dado dichos valores, la fotosintesis y otros procesos fisioldgicos
gue se mencionan a continuacién seran mas sensibles que al estrés térmico, como lo indica
Jones y Rawson (1979), en sorgo con potenciales foliares de -1.5 a -3.0 MPa, bajo estrés

hidrico.
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Figura 4.3 Potencial hidrico y Contenido Relativo de Agua (CRA), de dos
genotipos de Carica papaya L. cv. Maradol y Silvestre en respuesta a estrés por
choque térmico (50 °C/2 h), sequia (SQ) y choque térmico mas sequia (50 °C/2
h+SQ). A, D) Plantas control, B, E) Plantas con tratamientos de estrés y C, F)
Plantas reincorporadas a condiciones de riego y temperatura control, durante 168
h. Las barras representan la desviacién estandar de cinco réplicas. Letras
mindsculas distintas indican diferencias significativas entre genotipos y letras

mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos, segun

Tukey (p=<0.05).
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4.4.3 Estado fotoquimico del fotosistema Il y su indice de rendimiento Plabs

en plantas de Carica papaya L. en respuesta a estrés abiotico

La eficiencia cuantica méaxima del pardmetro de fotoquimica PS Il (Fv/Fm) es uno de los
valores mas usados que indica estrés en las plantas incluso antes de que aparezcan los
sintomas visibles en las hojas, este valor aporta informacion sobre la proporcién de la luz
absorbida por la clorofila en el PSII que se utiliza en procesos fotoquimicos extremos, es
decir, fluorescenia minima (F0) y maxima (Fm) (Lepedus et al., 2012). A diferencia, el indice
de rendimiento (Plas) €S un parametro que considera la concentracién de centros de
reaccién por clorofila, el transporte de electrones y la disipacion del exceso de energia de
excitacion, logrando el rendimiento de la fotoquimica del fotosistema Il bajo condiciones de
estrés bidticos y abibticos (Zivéak et al., 2008). Por lo tanto, Plass €s un parametro sensible
a los cambios en las propiedades de la antena, la eficiencia de captura o el transporte de

electrones mas alla de la plastoquinona primaria (Qa).

De esa manera, el tratamiento control mantuvo valores de Fv/Fm de 0.83 que reflejan la
funcionalidad del fotosistema Il en ambos genotipos. Y un indice inicial de Plas de 8 y 7,
entre los genotipos Maradol y Silvestre, respectivamente (Figura 4.4A, D). Datos cercanos
de Fv/Fm a 0.8 documentado en la literatura, es indicativo de integridad y uso eficiente de
la energia de excitacion en el proceso fotoquimico del fotosistema IlI, valores inferiores
sugieren que las plantas estan creciendo bajo estrés y que los centros de reaccién de PSl|
estan dafiados, lo que, a su vez, esta relacionado con una eficacia reducida del transpote
de electrones (Kalaji et al., 2012). Respecto al indice de rendimiento en un experimento
realizado por Vincent et al. (2015), en plantas de Carica papaya cv “Red Lady” de tres

meses de edad, valores de 5.6 de Plays fueron los obtenidos de sus tratamientos control.

Las plantas que se encontraban en tratamiento de estrés por choque térmico (50 °C
durante dos horas), presentaron poca sensibilidad en la eficiencia fotoquimica del
fotosistema II, sin embargo, entre genotipos, se observaron diferencias significativas
(P=0.001), con valores de Fv/Fm de 0.6 y 0.8 para Maradol y Silvestre, respectivamente.
Respecto al, indice de Plas reveld valores de 1.9 en el genotipo Maradol, valor mas bajo
que el genotipo Silvestre con valores de 4.2. Este resultado nos indica que el genotipo

Silvestre mantuvo mayor eficiencia de luz absorbida por el complejo antena o en el
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rendimiento cuéantico de transporte de electrones para la funcionalidad de los fotosistemas,
bajo estrés por choque térmico (Figura 4B y E). En cuanto, al tratamiento de recuperacion
los datos de Fv/IFm debido a la poca sensibilidad o dafio que presentd bajo estrés, en
recuperacion regreso a valores de 0.8, en ambos genotipos. Respecto, al indice Plaps l0s
genotipos Maradol y Silvestre fueron capaces de recuperar sus valores similares al control
de 8.6 y 7.7, respectivamente (Figura 4.4Cy F).

En lo que respecta, al tratamiento de estrés por déficit hidrico (SQ) (suspensién de riego
por 14 dias), los valores de Fv/Fm del mismo modo se mantuvieron semejantes a aquellos
en codiciones control, ambos con valores de 0.83 de Fv/Fm, en los genotipos Maradol y
Silvestre. En respuesta a déficit hidrico hubo diferencias significativas entre los dos
genotipos en el indice Plas, con valores muy cercanos al tratamiento control (Plas de 7)
aungue el genotipo Silvestre mostré valores mayores que el genotipo Maradol (Figura 4.4B,
E). No obstante, después del periodo de recuperacion, ambos genotipos fueron capaces
de recuperar los valores de Fv/Fm y su indice Plas, €n este sentido el genotipo Silvestre
supero6 los valores control de Plass con 8.1, después de 7 dias con reintegracién del riego y

Maradol mostré valores de Plass ligeramente menores que el genotipo Silvestre.

En definitiva, el tratamiento mas severo de estrés que consistié en déficit hidrico durante
14 dias mas un choque térmico de 50 °C durante dos horas, presentdé disminucion
considerable en la fluorescencia de clorofila en el genotipo Maradol (Fv/Fm con valores de
0.47), pero en el genotipo silvestre se presentaron valores de 0.70; del mismo modo el
indice Pla,s mas bajo observado fue en el genotipo Maradol con valores de 0.3 mientras
que en el genotipo Silvestre fue de 1.7 (fue el segundo valor mas bajo, analizado). En lo
que respecta al tratamiento de recuperaciéon, ambos genotipos fueron capaces de
recuperar su Fv/Fm con valores de 0.8 y el valor Plas en el genotipo Maradol fue de 5.7 y
en Silvestre fue de 6.0, lo que sugiere que el genotipo Silvestre tiene una mayor 0 mas
rapida capacidad de recuperacion. Estos resultados, indican que, a pesar de ser este tltimo
el estrés mas severo, las plantas, presentaron alteraciones, pero no dafio en el fotosistema
[I. En particular, resulté mas sensible al estrés el parametro de indice de rendimiento (Plaps)

que el de Fv/Fm.
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Figura 4.4 Fluorescencia de clorofila (Fv/Fm) e indice de rendimiento Plaps de

dos genotipos de Carica papaya L. cv. Maradol y Silvestre en respuesta a estrés

por choque térmico, sequia y choque térmico mas sequia. A, D) Plantas control,

B, E) Plantas con tratamientos de estrés y C, F) Plantas que después del estrés,

fueron reincorporadas a condiciones control durante 168 h. Las barras

representan la desviacion estandar de cinco réplicas. Letras minusculas

distintas indican diferencias significativas entre genotipos y letras mayusculas

diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos, segin Tukey
(p=0.05).

Plabs

103



4.4.4 Cuantificacion del rendimiento de fotosistema Il mediante las curvas
OJIP

La precision, la toma de datos no destructivos y la posibilidad de analizar una gran
cantidad de muestras en un corto periodo de tiempo, favorecen a que la determinacion de
la fluorescencia de clorofila se convierta en una excelente herramienta para el analisis de
aspectos de la fotosintesis y del estado saludable de las plantas en respuesta a la
magnitud del estrés por déficit hidrico, por temperatura o una combinacié de ambos. Sin
embargo, un analisis mas completo es mediante el andlisis de un aumento de
fluorescencia que consiste en una secuencia de fases de tiempo y de intensidad de luz
indicadas con las letras (O, J, | y P), en este andlisis, es posible obtener informacién sobre
el flujo de energia a través de todo el aparato fotosintético o sobre puntos especificos del
fotosistema Il tanto en el centro de reaccién (Rc) como en la seccién transversal excitada
(Cs) (Sasi et al., 2018; Zivéak et al., 2008).

En un estado adecuado de la planta, absorbe fotones por los pigmentos fotosintéticos
(caratenoides, clorofila b, clorofila a) del complejo antena, lo que conduce a la formacion
de clorofilas excitadas, el complejo antena, transfiere la energia de excitacién a los centros
de reaccion PSIl (P680) y PSI (P700) para iniciar el proceso de transferencia de
electrones. Las cargas positivas (protones, Mn,OsCa) producidas por PSIl oxidan las dos
moléculas de agua para producir 4 electrones, cuatro protones y un oxigeno en el
complejo de liberacion de oxigeno a través de YZ (tirosina-161 en la proteina D1). La
carga negativa se localiza primero en una molécula de feofitina (Phe), y luego se pasa a
la quinona primaria (Qa), que es un receptor de dos electrones; el QB es reducido,
después de que se protona para convertirse en plastoquinol (PQH.). La plastocianina (PC)
es una proteina que contiene cobre y transfiere electrones del complejo citocromo: Cyt
b6f al PSI para la producciéon de NADPH y ATP (Klpper et al., 2019; Stirbet y Govindjee,
2011).

En este sentido, el transitorio de fluorescencia pasa de la intensidad de fluorescencia
inicial Fo que se indica como el paso O a aproximadamente 50 microsegundos (Us),
relacionado con el cierre de centros de reaccion de PSII a la acumulacion de Qa (aceptor
de quinona primaria reducida) y la tasa de reoxidacion de Qa por Qg. La letra J a

aproximadamente 2 milisegundos (ms) y el paso a la letra | a aproximadamente 30
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milisegundos (ms) corresponden a la reduccion del aceptor de electrones secundario Qg,
plastoquinona (PQ), citocromo y plastocianina (PC) y la letra P a aproximadamente 500
ms, las letras | y P estan asociadas con la reduccién de los transportadores de electrones
ferredoxina, aceptadores intermedios y NADP del lado aceptor de PSI (Mlinari¢ et al.,
2017; Kalaji et al., 2016).

En este contexto, nuestros grupos control en ambos genotipos Maradol y Silvestre, no
fueron significativamente diferentes e indicaron la sefial de fluorescencia alcanzada
inmediatamente al inicio de la iluminacion como se indica en la etiqueta O, la curva
aumenta rapidamente a un pico P, que representa el valor maximo, el cual indica eficiencia
de transporte y captura de electrones en el sistema del aparato fotosintético para lograr la
oxidacién del agua, produccién de NADPH, ATP y eficiencia en la asimilacion de dioxido
de carbono (COy) (Figura 4.5A).

Como es evidente en la Figura 4.5, el estrés por calor (Figura 4.5B), estrés por sequia
(Figura 4.5E) y estrés combinado (Figura 4.5H), condujeron a disminucién de Fo respecto
al control en los dos genotipos de papaya. Sin embargo, no esperdbamos que la forma de
la curva disminuyera drasticamente a lo largo de las curvas OJIP en los dos genotipos y
los tres tipos de estrés. Respecto al tratamiento de estrés por choque térmico, desde O
inici6 mas bajo que el control, con los mismos valores para ambos genotipos, a los 2
milisegundos (ms) el flujo de electrones fue mas drastico, con difererencias significativas
en ambos genotipos, con menor eficiencia de flujo de electrones en el cv. Maradol con
relacion al genotipo silvestre. Después de 7 dias post estrés, las plantas del genotipo
Maradol mostraron un patrén de recuperacién mas bajo que el del genotipo Silvestre, no

iguales al tratamiento control, pero si con valores mayores que el estrés térmico.

Observamos que los transitorios del fotosistema Il, son mas susceptible a las condiciones
de estrés hidrico en los dos genotipos evaluados (Figura 4.5E), presentando un aumento
en el numero de centros Qg no reductores (no podran donar electrones) y una posible
alteracion en el complejo de liberacion de Oxigeno, que conduce a una donacion menor
de protones para el intercambio en el complejo citocromo y la posible inactivacion de ATP
para la produccién de azucares a través del ciclo de Calvin. Interesante en el tratamiento
de recuperacion los pardmetros fotoquimicos se recuperaron, pero no tan notables como

el tratamiento de recuperacion térmico. Es decir, los valores en esta etapa de recuperacion
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fueron muy cercanos a los obtenidos al aplicar el estrés por déficit hidrico y muy por debajo

de los valores control.

Interesante mostrar, que el transitorio polifasico tipico se vio significativamente afectado
a estrés combinado en Carica papaya L. Se puede observar en la forma de la curva OJIP
del tratamiento de estrés combinado Figura 4.5H, una reduccion drastica en el rendimiento
y la eficiencia de captura de electrones, logrando la pérdida parcialmente de la forma de
la curva polifasica. Ademas, las plantas expuestas a este estrés combinado tuvieron los
valores de fluorescencia mas bajos al final de la etapa P, en especial el genotipo Maradol,
pérdida que le quita la estabilidad en la produccion de CO, para la generacion de
carbohidratos necesarios para el correcto funcionamiento. Nuevamente, el genotipo
Silvestre fue el menos afectado en respuesta a estrés térmico y combinado. A pesar de la
alteracion, en la curva de la figura 4.51, mostramos que, después de 7 dias de la aplicacién
del estrés combinado, las plantas se recuperaron con valores interesantes, pero nunca
cercanas a los del tratamiento control. Por ende, el dafio fue reversible y sugerimos que
se debe a que el dafio fue mayor en el lado donante en lugar del aceptor de PSII. Para
comprobar con mas detalle, se propone la evaluacion de mas dias de recuperacion en

papaya para conocer si en efecto no hay un dafio no reversible.

106



Fluorescence

Fluorescencia

ncia

Flugresce

70000

60000

50000

40000

30000

20000

10000

B)

C) -

°
2
°
5
.
8
8

70000

60000

50000

40000

30000

20000

10000

Tiempo (us)

@ Control Maradol
@ Control Silvestre

100 001 01

—e— 50°C/2h Maradol
©- 50°Ci2h Silvestre

Tiempo (us)

100

1000 0.01 01 1 10 100

1000

Tiempo (us)

—@- Reincorporacion 50°C/2h Maradol
©- Reincorporacion 50°C/2h Silvestre

E)

F) ]

0.01 0.1 1 10 100 100

70000

Tiempo (ps)

—@-— Control Maradol
@ Control Silvestre

0.01 0.1

—8— SQ Maradol
@ SQ Silestre

Tiempo (us)

1000 101 01 1 10 100

1000
Tiempo (ps)

—@— Reincorporacion SQ Maradol
- Reincorporacion SQ Silvestre

60000

50000

10000

0000

20000

10000

G)

f=--------%

H)

Tiempo (ps)

—@— Control Maradol
@ Control Silvestre

Tiempo (us)

—@— 5Q+50°C/2h Maradol
©- SQ+50°C/2h Silvestre
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de plantas de Carica papaya cv. Maradol y Silvestre en respuesta a estrés abioético. A,

D, G) Plantas control, B) Plantas expuestas a choque térmico 50 °C durante 2 horas,

C, F, 1) Plantas reincorporadas a condiciones iniciales (de temperatura y riego), E)

Plantas expuestas a sequia durante 14 dias y H) Plantas expuestas a sequia mas

choque térmico. Las hojas se adaptaron a la oscuridad durante 30 min. Las sefiales

son: la intensidad de fluorescencia O (a 50 us); las intensidades de fluorescencia J (2

ms), | (a 30 ms) y el pico P (500 ms) mas alto en la curva representa la fluorescencia

méxima (Fm). Asteriscos indican diferencias significativas entre genotipos en los

tratamientos de estrés, segun Tukey (p<0.05), n=5. entre genotipos en los tratamientos

de estrés.
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4.4.5 Fuga de iones en plantas de Carica papaya L. en respuesta a estrés
abidtico

Las membranas celulares son uno de los componentes méas sensibles al estrés

ambiental en la célula de la planta, ya que conducen la pérdida de solutos orgénicos e

inorganicos (electrolitos) de la célula. El porcentaje de dafio por exposicion a estrés

ambiental basada en la pérdida de electrolitos de la célula es buen predictor de la

tolerancia de la planta, es un método fiable y facil de realizar, que se fundamenta de

mediciones conductométricas (Sanabria et al., 2018; Campos et al., 2003).

En la Figura 4.6A se observa que el porcentaje de fuga de electrolitos para los grupos
control de ambos genotipos fue del 8%. Por otra parte, los resultados obtenidos en los
grupos expuestos a los tratamientos por choque térmico indican mayor afectacion a nivel
membrana, en el genotipo Maradol que en el genotipo Silvestre con valores de 19% y
17%, respectivamente (Figura 4.6B). Una vez que se incorpor6 a temperatura control
durante 7 dias, la fuga de electrolitos disminuyé considerablemente en el genotipo
silvestre con valores de 9% mientras que el genotipo Maradol presento valores de 11%.
Las plantas en recuperacién volvieron a los valores cercanos al control, o que sugiere
la presencia de dafios reversibles principalmente como resultado de cambios en las

propiedades de la membrana.

Ante la suspension del riego durante 14 dias, el porcentaje de fuga de electrolitos fue
menor con respecto al tratamiento de choque térmico, las plantas de los genotipos
presentaron diferencias significativas, el genotipo Silvestre mostré valores de 9% en
comparacion con Maradol que tuvo una afectacion de 12%. Interesante, una vez que se
reincorporé el riego durante una semana, el porcentaje de fuga de electrolitos disminuya,

con diferencias significativas entre ambos genotipos (Figura 4.6C).

Respecto al tratamiento mas severo (sequiat+choque térmico) el % de fuga de
electrolitos se dispard, para las plantas Maradol a valores de 66% y para Silvestre fue
de tan solo 54%. Después de reincorporado el riego y la temperatura control durante
una semana, el porcentaje de fuga de electrolitos disminuy6é en ambos casos a valores
cercanos al control. Los datos obtenidos indican que, para ambos genotipos, el
porcentaje de fuga de iones fue mas susceptible al tratamiento por choque térmico, pero

afect6 aun mas al combinado de sequia mas choque térmico, lo que indica una
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correlacion positiva entre el nivel de estrés y el dafio en membrana. De igual forma, se
observo que el dafio en membrana fue mayor para el genotipo Maradol. Lo que indica
gue la membrana de las plantas Maradol es mas susceptible en estrés severo en
comparacion con el tipo Silvestre, donde se observé que una vez reincorporado el riego
se disminuy6 el dafio en membrana. Ademas de los cambios en el indice de Plas, la
fuga de iones es un indicador importante del grado de estrés con base a nuestros

resultados.
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Figura 4.6 Fuga de electrolitos de dos genotipos de Carica papaya L. cv. Maradol y
Silvestre en respuesta a estrés por choque térmico (50 °C/2 h), sequia (SQ) y choque
térmico mas sequia (SQ +50 °C/2 h). A) Plantas control, B) Plantas con tratamientos
de estrés y C) Plantas reincorporadas a condiciones iniciales (control) durante 168
h. Letras minUsculas distintas indican diferencias significativas entre genotipos y
letras mayuUsculas diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos,

segun Tukey (p<0.05).
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4.4.6 Fotosintesis (Pn), Conductancia Estomatica (gs), COz2 intercelular (Ci)

y Transpiracion (E).

Los resultados obtenidos del intercambio de gases para los grupos control estan
representados en la Figura 4.7A. Respecto a la fotosintesis el genotipo Silvestre inicia
con mayor tasa fotosintética que el genotipo Maradol con valores de 6 y 5 umol CO, m-
2 s, sin diferencias estadisticas, respectivamente. En cuanto a la conductancia
estomatica los tres tratamientos en condiciones control mostraron un valor promedio de
0.13 mol H.O-m2:s? para el genotipo Maradol y para el genotipo Silvestre de 0.18 mol
H.O-m2-st. La concentracion interna de CO: intercelular fue mayor en el genotipo
silvestre en comparacion del genotipo Maradol con valores promedio de 315 y 304
umolCO2-mol?, respectivamente. Por lo tanto, la tasa inicial de transpiracion fue mayor
en el genotipo Silvestre en contraste con el genotipo Maradol con valores promedio de
2.23 y 1.90 mmolH,O-m2-s?, respectivamente.

Una vez iniciado el tratamiento de estrés térmico, se observé mayor afectacion de la
actividad fotosintética con diferencias estadisticas entre genotipos (P=0.03), en el
genotipo Maradol con valores de 3.95 umol CO, m?2 s, mientras que el genotipo
Silvestre practicamente se mantuvo, con la Pn inicial en valores cercanos al control de
5.97 umol CO. m*2 s, Interesante, observar en el tratamiento de estrés por déficit hidrico
inhibicién total en la tasa fotosintética (Pn, CO; asimilado-CO; generado), por lo que se
sugiere que Rubisco actué como oxigenasa en lugar de carboxilasa, incrementando la
respiracion, de modo que el genotipo comercial present6 valores de -1.96 umol CO, m
2 st en lo que respecta al genotipo Silvestre fue de -1.70 umol CO, m? s, Del mismo
modo, en nuestro tratamiento de estrés mas severo que consistié en 14 dias sin riego
mas dos horas de choque térmico a 50 °C, el genotipo Maradol se vio mas afectado
(incremento en la respiracion), que el genotipo Silvestre con valores de -2.21 y -1.43
umol CO, m? s, respectivamente (Figura 4.7B). Después de reincorporado el riego y la
temperatura, la Pn de las plantas se recupero a valores iniciales promedio de 5.74 y 6.26

umol CO, m2 s, para Maradol y Silvestre, respectivamente (Figura 4.7C).
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Por ende, la conductancia estomatica en condiciones de estrés por choque térmico
aumenté considerablemente en el genotipo Maradol con valores de 0.34 y el genotipo
Silvestre con valores 0.15 mol H,O-m s practicamente presenté los mismos valores
gue en el control (Figura 4.7D). En forma similar, la conductancia estomatica derivada
del tratamiento de estrés por déficit hidrico causo disminucién importante, mucho mayor
gue el tratamiento por choque térmico, ligeramente mayor en el genotipo Maradol con
valores de 0.0032 mol H,O-m?-st que en el genotipo Silvestre con valores de 0.0019
mol H,O-m2-s1. Nuestro tratamiento mas severo (sin riego mas chogue térmico) fue el
tratamiento con menor conductancia estomatica de los tres tratamientos de estrés, con
valores de 0.0024 mol H.O-m?2-s! para Maradol y para Silvestre con valores de 0.0014
mol H.O-m2-s? (Figura 4.7E). En la etapa de recuperacion después de 7 dias a 25 °C y
con riego, las plantas mostraron una recuperacion de la conductancia estomética con

valores cercanos a aquellos observados en las plantas control (Figura 4.7F).

De esta manera, en respuesta a chogue térmico, la tasa de transpiracion presenté los
valores mas altos, de los tres tratamientos, con valores de 4.41 mmol H,O m?2 sty 2.76
mmol H,O m? s en los genotipos Maradol y Silvestre, respetivamente. Sin embargo,
una disminucion de la transpiracion se observo en la respuesta a déficit hidrico en el
genotipo comercial con valores de 0.066 mmol H.O m2 s de igual forma con el genotipo
Silvestre donde su transpiracién fue ligeramente menor con datos promedio de 0.040
mmol H,O m2 s, Con lo que respecta al tratamiento severo de estrés (sequia + 50 °C
por 2 h), la transpiracion del genotipo silvestre de igual manera fue menor que la del
genotipo Maradol con valores de 0.028 y 0.049 mmol H.O m? s, respectivamente
(Figura 4.7H). En la fase de recuperacion, el tratamiento por choque térmico generé
valores semejantes a aquellos en condiciones control. Mientras que el estrés por sequia
y el combinado de temperatura-riego, generaron valores de transpiracion ligeramente

menores a aquellos observados en las plantas en condicion control (Figura 4.71).

En cuanto a la concentracion de carbono (CO; intercelular) en condiciones de estrés por
choque térmico, se observo una concentracién de carbono en el genotipo comercial con
valores de 353.4 umol CO,-mol?! en comparacion con el genotipo Silvestre con valores
de 243.7 umol CO2mol?. En consecuencia, al estrés por déficit hidrico, a diferencia del

tratamiento de estrés anterior, nuestros datos muestran mayor concentracion de COzen
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el genotipo Silvestre con valores de 2307.1 umol COz'mol? y en el genotipo Maradol se
observaron valores de 1458.7 pmol COzmol*. El mismo efecto presentaron los
genotipos en respuesta a nuestro tercer tratamiento de estrés (combinado), con una
capacidad de concentracion de CO; de 2728.9 pumol CO2-mol? en el genotipo Maradol y
en el genotipo Silvestre sorprendentemente una concentracion de 4388.45 pmol
CO2'mol? en respuesta a estrés severo (Figura 4.7K). En la fase de recuperacion las
plantas de los tres tratamientos y en los dos genotipos, mostraron valores similares a los

observados en las plantas controles (Figura 4.7L).

Las plantas en tratamiento de choque térmico, estrés hidrico y el combinado (hidrico mas
temperatura), después de aplicado dichos tratamientos y se re-incorporaron a buen riego
y temperatura (sus condiciones iniciales) después de 7 dias, los dos genotipos fueron
capaces de recuperar sus valores de fotosintesis (Pn, pmol CO, m2 s?) y CO;
intercelular (Ci, pmol CO, mol?), mientras la conductancia estomatica (gs, mol H,O m
s1) y la transpiracion (E, mmol H,O m? s1), mostraron valores mas bajos que en sus

condicioén inicial.
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Figura 4.7 Intercambio de gases de dos genotipos de Carica papaya L Maradol y Silvestre

en respuesta a estrés por choque térmico (50 °C/2 h), sequia (SQ), choque térmico mas
sequia (SQ +50 °C/2 h). A, D, G, J) Plantas control. B, E, H, K) Plantas con tratamientos

de estrés y C, F, |, L) Plantas reincorporadas a condiciones control durante 168 h. Letras

mindsculas distintas indican diferencias significativas entre genotipos y letras mayusculas

diferentes entre tratamientos de estrés, Tukey (p<0.05).
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4.4.7 RNA en plantas de Carica papaya L. cv. Maradol y Silvestre

Hasta este momento, con la caracterizacion fisiol6gica, nuestros datos sugieren que las
plantas de Carica papaya L. tienen mecanismos diferentes para enfrentar el estrés térmico
y el estrés hidrico. Interesante en respuesta a estrés combinado, algunos mecanismos de
respuesta son similares a los de estrés hidrico (los relacionados a la parte de Pn, pero no
los relacionados con fluorescencia), de modo que el tratamiento combinado es el que
muestra mayor afectacién en los genotipos evaluados. De manera general, segun los
parametros evaluados (fisiol6gicos y de crecimiento), los valores de los mismos y el tiempo
de recuperacion, las plantas silvestres muestran mayor tolerancia a los tres tipos de estrés.
Es posible que algunos genes estén involucrados en esta respuesta de la planta a estos
tipos de estrés. Por ello, nos formulamos, las siguentes preguntas: ¢ Los genes CpHsfAld,
CpHsfA2 y CpHsfB3 estan involucrados en el mecanismo de tolerancia del genotipo

Silvestre? ¢ Estos genes, se expresan en los tres tratamientos de estrés?.

Para ello, inicialmente, se realizaron las lecturas de RNA, de hojas de plantas jévenes de
Carica papaya L., correspondientes a cada tratamiento de estrés, las muestras fueron
previamente tratadas con DNAasa y los resultados obtenidos de la extraccion de RNA se
muestran en el cuadro 4.1. Importante que, en todos los casos, los indices de pureza de
RNA obtenidos en los diferentes tratamientos mostraron valores de absorbancia 260/280
de 1.93 a 2.0 y de A260/230 de 1.98 a 2.14 en ambos genotipos, rangos que indicaron

muestras con alta pureza para continuar con la evaluacion de expresion de los genes HSF.

Se observo que el rendimiento de RNA del tratamiento control fue mayor en el genotipo
silvestre con 382.88 ug RNA gPF* en relacion con el genotipo Maradol que mostr6 342.85
g RNA gPF. Sin embargo, el rendimiento del tratamiento térmico en Maradol super6 al
tratamiento control (804.51 pg RNA gPF?) por otro lado, el rendimiento del genotipo
Silvestre disminuyé en respuesta a estrés térmico (224.44 pg RNA gPF?), en relacién con
el rendimiento en los tratamientos control. Después de colocar las plantas a recuperacién
(Arp) ambos genotipos mostraron rendimientos superables al tratamiento control con
valores de 922.28 pug RNA gPF!y 443.85 pg RNA gPF! para Maradol y Silvestre,

respectivamente.
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Respecto al tratamiento de estrés hidrico, se observd una reduccion interesante en el
rendimiento del genotipo Maradol con valores de 318.30 ug RNA gPF?, mientras que el
genotipo Silvestre se mantuvo el valor cercano al rendimiento de estrés térmico de 224.06
ug RNA/g PF. Por otro lado, los rendimientos del tratamiento recuperacion disminuyeron
en ambos genotipos con valores de 276.43 ug RNA gPF! y 172.04 ug RNA gPF?, para
los genotipos Maradol y Silvestre, respectivamente.

Por dltimo, en respuesta a estrés combinado (hidrico mas térmico), el rendimiento del
RNA Maradol fue el mas bajo de todos los tratamientos evaluados (125.68 ug RNA gPF
1), y el rendimiento del genotipo Silvestre fue mayor al resto de tratamientos 598.53 ug
RNA gPF!. Respecto al tratamiento de recuperacion, el genotipo Maradol presentd
rendimiento de 344.5 ug RNA gPF!y el genotipo Silvestre presenté valores de 263.40 ug
RNA gPF. De los resultados, descritos anteriormente es interesante que la concentracion
de RNA del genotipo Silvestre en el tratamiento con més afectaciones fisiologicas: estrés
por déficit hidrico mas estrés térmico, haya aumentado, Barber et al. (1994), ha
correlacionado que la concentracion de RNA mas alta implica niveles aumentados de la
sintesis de proteinas, por otro lado, la concentracion de RNA del cv. Maradol disminuyo
considerablemente, como lo ocurrido en hojas de mani, entre mayor concentracién de
polietilenglicol (PEG-600), el contenido de RNA, la concentracion de clorofila y el
contenido relativo de agua (RWC), se redujo significativamente (Meher et al., 2018).
Algunos otros autores sefialan estos atributos como herramienta de deteccién de

tolerancia a estrés abi6tico.
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Tabla 4.1 Cuantificacion de RNA (ug RNA gPF1), extraido de tejido de hojas de plantas jévenes de Carica papaya L. cv.
Maradol y Silvestre expuesta a estrés abiético (sequia y choque térmico); plantas control (CT), A (plantas expuestas a 50 °C

durante 2 horas), B (plantas expuestas a sequia), C (plantas expuestas a sequia mas 50 °C durante 2 horas), y RP (después

de 7 dias de recuperacién para cada uno de los tratamientos mencionados.

Maradol ng/uL A260 A260 Rendimien Silvestr ng/uL A260 A260 Rendimi
1280 1230 to ug RNA e 1280 1230 ento ug

gPF?
CT 1257.1 1.93 2.0 342.85 CT 1506 1.90 2.17 382.88
A 3003.5 1.93 1.98 804.51 A 808 1.98 221 224.44
B 1156.5 1.96 2.0 318.30 B 1142.7 1.97 2.24 224.06
C 427.3 1.98 2.12 125.68 C 1995.1 1.96 2.21 598.53
Arp 3105 1.92 2.11 922.28 Arp 1819.8 1.91 2.25 443.85
Bre 1280.8 1.95 2.11 276.43 Bre 814.3 1.99 1.92 172.04
Crp 1608 1.90 2.14 344.5 Crp 1106.3 1.99 2.27 263.40
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Posteriormente, en la Figura 4.8, se muestra la integridad de las subunidades de RNA
ribosomal, se visualizaron las bandas en geles de agarosa para mostrar la confiabilidad
del RNA mediante el analisis de las bandas ribosémicas 28S y 18S; la ausencia individual

o dual sugiere la degradacion del RNA.

A CT1CT2 CT3 CT4A1 A2 A3 Bl B2 B3 Cl C2 C3 Algp A2xp A3pBlrpB2re B3gp Clre
28S
183 - \ ey - [S— - e

P —— L
B CT1CT2 CT3 CT4A1 A2 A3 Bl B2 B3 Cl C2 C3 Aler A200 A3eoBler B26rB3ep Cleo
28S

R EE e g e

Figura 4.8 Unidades ribosomales (28S y 18S) de RNA extraido de tejido de hoja

de plantas jovenes de C. papaya L. A) Maradol y B) Silvestre. Se muestran tres

replicas por tratamiento, plantas control (CT), plantas expuestas a 50 °C durante
dos horas (A), plantas expuestas a sequia (B), plantas expuestas a 50 °C durante
dos horas méas sequia (C) y un tiempo de recuperacion para cada tratamiento
(Arp, Brp, Crp). Electroforesis de 90 V, 400 A durante 30 minutos en gel de

agarosa al 1.5%, teflido con bromuro de Etidio.

117



4.4.8 Validacion de los oligonucleétidos para RTq-PCR

Para sustentar la estandarizacién de los ensayos de tiempo real, se tomé como base la
curva de disociacion o curva melting en donde se puede observar un Gnico pico de
amplificacion (Figura 4.9). Se encontrd que la mejor temperatura de hibridacion, donde la
fluorescencia pasa el umbral de ciclo (Ct) méas rapido y alcanza la intensidad mas alta
entre las temperaturas ensayadas fue de 60 °C para todos los tres genes evaluados en
este capitulo (CpHsfAld, CpHsfA2 y CpHsfB3). Al igual que en el PCR punto final, en las
corridas de PCR tiempo real se deben afadir controles negativos (H-O libre de DNAasa)
y controles positivos. Para obtener resultados certeros, cada muestra se procesa por
triplicado, resultados que se muestran en la curva estandar donde se grafica con el
logaritmo de cada concentracion conocida en las diluciones (eje X) contra el valor de Ct
para cada concentraciéon (eje Y) mostraron un coeficiente de correlacion (R?) muy
cercanos a 1 y una eficiencia ideal debe ser del 90%-110%, lo que significa que el DNA
molde se duplica después de cada ciclo térmico durante la fase exponencial.

Como puede verse en la figura 4.9A, el rango lineal de CpEF1a del ensayo abarca las 5
primeras diluciones y el control positivo, con un valor R? igual a 0.993. La eficiencia de la
reaccion de amplificacion en el rango lineal del ensayo fue del 95.8%, lo que esta dentro
de los margenes establecidos en el laboratorio (Figura 4.9Ay B). Una vez validado el gen
de referencia CpEF1a y con la certeza de que se estaba amplificando un solo producto
correspondiente al producto de interés; se prosiguio a realizar las diluciones con tres
replicas con las mismas condiciones de los genes que resultaron de interés en la PCR en
punto final (Capitulo IIl). La eficiencia de la reaccién del gen CpHsfAld fue de 104.5%,
con un valor R?de 0.98, de este modo la eficiencia de la reaccién también se encontrd
dentro de los parametros deseados (Figura 4.9 C y D). Los productos especificos
amplificados presentan una temperatura de 79 °C, con ausencia de pico de melting en el
control negativo e importante que la curva de disociacién del producto amplificado no
presenta dimeros. De modo, que la eficiencia de la reaccién de los genes CpHsfA2 y
CpHsfB3 fue de 91.7 y 102.5%, respectivamente. Los valores de las diluciones se portaron
cercanos a la curva con una R?igual a 0.9 en ambos genes, en las curvas melt podemos
observar los productos especificos amplificados a una temperatura (T°) de 79 °C (Figura
4.9E y H).
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A, B) Gen de referencia (CpEF1a), C, D) Gen CpHsfAld, E, F) Gen CpHsfA2 y G,
H) Gen CpHsfB3.
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4.4.9 Andlisis de expresion de los factores de transcripciéon HSF en
respuesta a estrés abiotico

Para comprender el papel de los genes CpHsfAld, CpHsfA2 y CpHsfB3 en respuesta a

estrés abidtico, en Carica papaya L., cuantificamos los niveles de expresion relativa en

tratamientos de estrés por déficit hidrico, choque térmico, y por Ultimo en tratamiento de

déficit hidrico mas choque térmico; con sus respectivos controles, en tiempos de estrés

severo y en tiempos de recuperacion de una semana, en los dos genotipos estudiados,

uno considerado tolerante (Silvestre) y uno susceptible (Maradol).

Los resultados mostraron que en condiciones control, los genes CpHsfAld, CpHsfA2 y
CpHsfB3 se encuentran en niveles de expresion relativa <1. Se sabe que el gen HsfA2
requiere al gen HsfAla para su localizacién nuclear (Kotak et al., 2004). En tomate el
gen LeHsfB1 es nuclear, LeHsfAL se distribuye entre el citoplasma y el ndcleo, y el gen
LeHsfA2 por si solo se encuentra en el citoplasma (Heerklotz et al., 2001), sin embargo,
poco se sabe de la distribucién después de estrés hidrico y térmico por lo que se
requieren mas estudios para conocer el efecto de los genes CpHsfAld, CpHsfA2 y
CpHsfB3 sobre la distribucion nucleocitoplasmatica.

El papel de los genes CpHsfAld, CpHsfA2 y CpHsfB3 es fundamental en la respuesta a
choque térmico, sin embargo, el gen CpHsfA2 fue el dominante a altas temperaturas,
debido a que se expresé 336 veces mas que en el tratamiento por déficit hidrico, en el
genotipo Silvestre. Mientras que el gen CpHsfAld se expresé 4 veces mas que en el
tratamiento por déficit hidrico, en el tipo silvestre. El gen CpHsfB3 disminuyd ligeramente
su expresion comparada con su expresion en respuesta a estrés hidrico, lo cual puede
indicar que el gen CpHsfB3 responde a estrés por déficit hidrico y por choque térmico.
En cuanto al genotipo Maradol, la expresién de los tres genes fue menor, que en el
genotipo Silvestre. Al reincorporar el tratamiento a condiciones control, observamos que
el genotipo Maradol presento mayor expresion en el gen CpHsfAld que en el genotipo
silvestre. Mientras que los genes CpHsfA2 y CpHsfB3 en cv. Maradol, no tienen cambio
en sus valores de expresion (valores muy bajos de expresion) en comparacion al

genotipo Silvestre.

En respuesta a déficit hidrico (SQ), las plantas silvestres presentaron niveles de

expresion altos en los tres genes (CpHsfAld, CpHsfA2 y CpHsfB3). De manera
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sorprendete, de acuerdo con el nivel de estrés el gen CpHsfB3 tiene una mejor respuesta
al estrés por déficit hidrico en Carica papaya L con un valor promedio de 17.34. Mientras
gue el gen CpHsfAld presenta expresion en menor nivel de 2.84. El gen CpHsfA2
también mostré una baja expresion en respuesta al estrés por déficit hidrico debido a
gue su nivel de expresion fue muy similar al tratamiento control con 1.05. Al reincorporar
el riego, el gen CpHsfB3 bajo su expresion a valores menores a uno. Mientras el gen
CpHsfA2 mantuvo su expresion baja al igual que en el tratamiento de estrés combinado
(SQ+50 °C/2 h). El gen CpHsfAld, redujo su expresion con respecto al maximo estrés.
En cuanto al genotipo comercial, los niveles de expresion de los tres genes, en promedio
fue de 0.021, valores que indican que estos genes tienen una muy baja expresiéon en
este genotipo. En el tratamiento de recuperacion en los genes CpHsfAld y CpHsfA2 se
incrementa su expresion ligeramente. Mientras que el gen CpHsfB3 en el tiempo de

recuperacion tiene una expresion relativa de 0.05.

Por ultimo, en el tratamiento de sequia mas choque térmico, en respuesta al maximo
estrés, los genes CpHsfAld, CpHsfA2 y CpHsfB3 aumentan su expresion en el genotipo
Silvestre, con los valores més alto de todos los genes en todos los tratamientos, en
contraste con el genotipo cv. Maradol. Sin embargo, el gen CpHsfA2 en el genotipo
Silvestre responde en mucho mayor medida, es decir, es 2,391 veces mas alto que en
el tratamiento de déficit hidrico y choque térmico, de igual forma, tuvo una mayor
expresion en los diferentes tratamientos (control y recuperacion), y en comparacion con
el genotipo Maradol. Patron que se repitié en el gen CpHsfA1d con valores de expresion
de 7 veces de los tratamientos anteriores. Después de someter las plantas estresadas
a condiciones control, los niveles de expresion relativa fueron a la baja con valores
cercanos al control en los tres genes evaluados, en el genotipo silvestre y en el cv.
Maradol. Lo que demuestra que estos genes son responsivos a estrés por déficit hidrico,

choque térmico y al estrés combinado.

Los resultados mostraron que, en todos nuestros tratamientos de estrés, los niveles de
expresion de los genes CpHsf analizados fueron ampliamente mas altos en el genotipo
silvestre que en el cv. Maradol. En general, parece que la regulacion por sequia es
especifica de la clase CpHsfB3, posiblemente regulando corriente abajo los genes de la

clase A. Mientras que el gen CpHsfA2 es altamente regulado, no por estrés hidrico, pero
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si por choque térmico y en forma importante por la suma del estrés hidrico mas choque
por calor en el tiempo de maximo estrés, la respuesta de la expresion de este gen es el
mas alto observado. Reforzando que, este gen CpHsfA2 tiene una importante respuesta

en estrés por alta temperatura, como se observa en el genotipo silvestre.

122



Nivel de Expresion Relativa Nivel de Expresion Relativa

Nivel de Expresion Relativa

Estrés térmico

Estrés hidrico

Estrés combinado

HsfAL
CoHstaLd CpHsfAld CpHsfAld
14 1 14 b
12 A) 12 B) 12 ) .
C A B g g
10 T 104 § 10
b 2 & B
c <
8 S 89 S 8 B
3 B A B 8
s s
6 X 6 g s
a E] 3
4 3 4y b E
Z z
a b z a b
2 aa ' ﬁ 21 aa ab z a a a
a N i
. [N . |l ‘ = A . H & I,
Control 50°C/2h Recuperacién Control sQ Recuperacion Control SQ+50°C/2h Recuperacion
B Maradol B Maradol B Maradol
=3 Silvestre [ Silvestre =3 Silvestre
CpHsfA2 CpHsfA2 CpHsfA2
500 5 3000 )
D) A E) ol F) A
400 © 4 ©
B b B z
s K
3 © 2000
(4 o
300 c 3 c
o 2
2 ?
° 9 1500
3 3
200 w w
g ’ b g 1000 B
H aa b a 2 B
100 z z
500 b
a a a aa a a a a a ﬂ
° 0 T T T 0
Control 50°Ci2h Recuperacién Control sQ Recuperacion Control SQ+50°C/2h Recuperacion
I Maradol
I Maradol I Maradol
CpHsfB3 CpHsfB3 CpHsfB3
18 18 — 18
“ G) A Db « H) AP 1)
14 g 14 g 144
3 s
12 T 12 T 124
o o
< c
10 S 10 © 10 A
8 4
8 3 S g
B B g e z e
° °
6 3 6 B 3 4]
b 3 B S B ap B
2 2
4 Z 4 Z 44
aa a
, a j 2 aa g4 aa 2 a a aa
. R = , Em & , B m =
Control 50°C/2h Recuperacion Control sQ Recuperacion Control $Q+50°C/2h Recuperacion
EE Maradol Bl Maradol B Maradol
Il Silvestre BN Silvestre I Silvestre

Figura 4.10 Niveles de
(A, B, C), CpHsfA2 (D, E, F) y CpHsfB3 (G, H, I), en respuesta a estrés abidtico en

dos genotipos de Carica papaya L., cv. Maradol y Silvestre. En respuesta a choque

expresion relativa de los genes HSF en papaya: CpHsfAld

térmico durante dos horas a una temperatura de 502 °C (A, D, G), déficit hidrico
durante 14 dias (B, E, H), y déficit hidrico durante 14 dias méas dos horas a una
temperatura de 50+2 °C (C, F, ). En plantas en condiciones control, en los diferentes
tratamientos y tiempo de reincorporacion de 7 dias en todos los tratamientos a
condiciones control 25+2 °C. Las barras representan la media +/- la desviacién
estandar de tres réplicas. Letras minlsculas distintas indican diferencias
significativas entre genotipos y letras mayusculas indican diferencias significativas

entre tratamientos de estrés, segun Tukey (p<0.05).
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4.4.10 Relacion de la expresién de los genes CpHsfs con la fuga de
electrolitos en respuesta a estrés térmico, hidrico y combinado en

Carica papaya L.

En Carica papaya L. se desconoce la posible relacion entre los niveles de expresion de
los genes HSF con los dafos fisioldégicos en respuesta a estrés térmico, hidrico y un estrés
combinado. Bajo estrés térmico (50 °C/2 h), en el genotipo silvestre se encontré6 una
relacién negativa de la expresion de genes CpHsfAld, CpHsfA2 y CpHsfB3 con fuga de
electrolitos (l.e. a mayor expresion de los genes HSF menor fuga de electrolitos). Lo que
sugiere que en el genotipo silvestre la expresion de estos genes de alguna manera esta
asociados a una mayor proteccion a la membrana ante un estrés térmico (Figura 4.11 B,
Dy F). Por el contrario, en el caso del cv. Maradol, el gen CpHsfA2 tuvo una correlaciéon
positiva (R?=0.79; a mayor expresion mayor dafio), mientras que se encontré una baja
correlacion entre los niveles de expresion de los genes CpHsfAld y CpHsfB3 y fuga de
electrolitos. Sugeriendo que en este genotipo (susceptible), los cambios de expresién en
dichos genes no resultan en un menor dafio en membrana antes un estrés térmico, como

lo ocurre en el genotipo Silvestre.

Durante el estrés hidrico, se presenté una relacion negativa de la expresion de genes HSF
y fuga de electrolitos durante el estrés hidrico, lo que sugiere que la expresion de 2 de los
3 genes tipo HSF (CpHsfA2 y CpHsfB3), si estan correlacionados con alguin tipo de
proteccibn a membrana en el genotipo Silvestre. Mientras que, los cambios en la
expresion del gen CpHsfAld, no parece conferir proteccion a membrana ante un estrés
hidrico. Por otro lado, en el genotipo Maradol, la expresion de los genes HSF presentaron
una relacién positiva contra fuga de electrolitos (l.e. a mayor expresiéon, mayor dafio en
membrana). Lo que sugiere que genotipo susceptible, la baja expresion de genes HSF no
esta asociado a algun tipo de protecciéon a la membrana ante un estrés hidrico (Figura
412B,Dy F).

En respuesta al estrés combinado, nuevamente, el genotipo silvestre presenté una
correlacién negativa (R?=-0.90), entre los niveles de expresion de los 3 genes y fuga de
electrolitos (l.e. a mayor expresién, menor dafio en membrana), Figura 4.13. Por el

contrario, el genotipo susceptible (Maradol) presenté correlaciones positivas de la
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expresion de genes CpHsfA2 (R?= 0.89) y CpHsfB3 (R?=0.85), mientras que el gen
CpHsfAld present6 una baja relacién negativa de R?=-0.15 (a mayor expresion, mayor
también el dafio en membrana). Lo que sugiere que, en este genotipo susceptible, el bajo
nivel de expresion de los genes HSF no confiere proteccion a membrana ante el estrés
combinado hidrico mas térmico.
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Figura 4.11 Relacién entre el nivel de expresion de los genes HSFs y la fuga

de electrolitos en dos genotipos de Carica papaya L. cv. Maradol y Silvestre

en respuesta a estrés por choque térmico (50 °C/2h). A, B) Nivel de Expresion

del gen CpHsfAld en plantas Maradol y Silvestre, C, D) Nivel de Expresién

del gen CpHsfA2 en plantas Maradol y Silvestre, E, F) Nivel de Expresion del
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Figura 4.22 Relacion entre el nivel de expresion de los genes HSFs y la fuga de

electrolitos en dos genotipos de Carica papaya L. cv. Maradol y Silvestre en

respuesta a estrés por déficit hidrico (14 dias sin riego). A, B) Nivel de Expresion

del gen CpHsfAld en plantas Maradol y Silvestre, C, D) Nivel de Expresion del gen

CpHsfA2 en plantas Maradol y Silvestre, E, F) Nivel de Expresién del gen CpHsfB3

en

plantas Maradol y Silvestre.
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Figura 4.13 Relacion entre el nivel de expresién de los genes HSFs y la fuga de

electrolitos en dos genotipos de Carica papaya L. cv. Maradol y Silvestre en respuesta

a estrés combinado (14 dias sin riego mas 50 °C/2h). A, B) Nivel de Expresion del gen

CpHsfAld en plantas Maradol y Silvestre, C, D) Nivel de Expresién del gen CpHsfA2

en plantas Maradol y Silvestre, E, F) Nivel de Expresion del gen CpHsfB3 en plantas

Maradol y Silvestre.



4.4.11 Relacion de la expresion de los genes CpHsfs y la tasa fotosintética
en respuesta a estrés térmico, hidrico y combinado en Carica papaya

L.
Resulta interesante conocer si los genes HSF podrian estar relacionados con la
proteccion del aparato fotosintético en respuesta a estrés térmico, hidrico y estrés

combinado en Carica papaya L.

Los andlisis del coeficiente de correlacién de Pearson indica que existe relacion positiva
y significativa (R?=0.90, R?=0.93 y R?=0.92) entre la expresion de genes CpHsfAld,
CpHsfA2 y CpHsfB3 y fotosintesis (umol CO2, m?2 s?) durante el estrés térmico sugiere
gue en el genotipo tolerante (Silvestre) a mayor expresion de los 3 genes, mayor tasa
fotosintética a pesar del estrés, sugiriendo que la expresion de estos genes de alguna
manera esta asociados a una mayor proteccion al proceso fotosintético. Por el contrario,
en el caso del genotipo susceptible (Maradol), la expresion de 2 de 3 genes HSF tuvo
una correlacion positiva no significativa, indicando que a mayor expresion menor
fotosintesis durante el estrés térmico, solo el gen CpHsfB3 presenté una correlacion
negativa de R?=-0.78.

Durante el estrés hidrico, nuevamente la relacion positiva y altamente significativa de la
expresion de genes HSF y fotosintesis (umol CO, m? s?), sugiere que nuevamente el
genotipo Silvestre la expresién de 2 de 3 genes (CpHsfAld y CpHsfB3) si estan
correlacionados con algun tipo de proteccion al proceso fotosintético (R?=0.90 y
R?=0.91), solo la expresién de CpHsfA2 no parece conferir proteccién al proceso
fotosintético (R?=-0.80). Por el contrario, en el caso de Maradol, el aumento en la
expresion de los genes CpHsfAld y CpHsfA2 da una relacién negativa, el gen CpHsfB3
presenta correlacion positiva pero no significativa (R?=0.51), indicando que, a mayor
expresion, mayor disminucion en la tasa fotosintética. Lo que sugiere que este genotipo
susceptible, la expresion de genes HSF no esta asociado a algun tipo de proteccion al

proceso fotosintético ante el estrés hidrico.

Durante el estrés combinado, el genotipo Silvestre (tolerante) presenta una correlacion
positiva y significativa (R>=0.89 y R?=0.90) en la expresion de CpHsfAld y CpHsfA2 con
fotosintesis (umol CO. m2 s?), indicando que, a mayor expresién, menor disminuciéon en

la tasa fotosintética a pesar del estrés combinado. En cambio, en la expresion del gen
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CpHsfB3 no parece estar asociado a alguna funcién protectora al proceso fotosintético
en el genotipo Silvestre (R?=-0.44).

Por el contrario, el genotipo susceptible (Maradol) presenta correlaciones negativas de
la expresion en los tres genes HSF y fotosintesis, indicando que, a mayor expresion,
mayor también el dafio al proceso fotosintético. Sugiriendo que, en este genotipo
susceptible, el cambio en expresién de los genes HSF no confiere proteccién al aparato
fotosintético durante el estrés combinado de déficit hidrico mas choque térmico (Figura
416 A,CyE).
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Figura 4.14 Relacion entre el nivel de expresion de los genes HSFs y fotosintesis en

dos genotipos de Carica papaya L. cv. Maradol y Silvestre en respuesta a estrés por

choque térmico (50 °C/2h). A, B) Nivel de Expresién del gen CpHsfAld en plantas

Maradol y Silvestre, C, D) Nivel de Expresién del gen CpHsfA2 en plantas Maradol y

Silvestre, E, F) Nivel de Expresion del gen CpHsfB3 en plantas Maradol y Silvestre.

131



. . -2 -1
Fotosintesis (umol CO, m™ s™) Fotosintesis (mol CO, m? s™)

Fotosintesis (umol CO, m? s

132

-2.15

°
) CpHsfAld
°

-2.00 A

-2.05 4

-2.10 A

-2.15 R2:-0.66 ¢

-2.20 T T T T T T T

0.018 0.020 0.022 0.024 0.026 0.028 0.030 0.032
Nivel de Expresién Relativa
® Nivel de Expresion vs Fotosintesis
Cv Maradol CpHsfAld
-1.90
C)
CpHsfA2 .
-1.95
[ )
-2.00
2 R2=-0.299
-2.10 4
°

-2.15 T T T T T T T

0.034

0.00010 0.00012 0.00014 0.00016 0.00018 0.00020 0.00022 0.00024 0.00026

-1.90

-1.95 4

-2.00 4

-2.05 4

-2.10 4

Nivel de Expresion Relativa

® Nivel de Expresion vs Fotosintesis
—— Cv Maradol CpHsfA2

E) CpHsfB3

R?=0.51

0.100 0.102 0.104 0.106 0.108 0.110 0.112 0.114 0.116 0.118 0.120 0.122

Nivel de Expresion Relativa

® Nilvel de Expresion vs Fotosintesis
—— Cv Maradol CpHsfB3

Fotosintesis (umol CO, m” s™) Fotosintesis (mol CO, m*s™)

Fotosintesis (umol CO, m™ s™)

-1.55

B) CpHsfAld .

-1.60 -

-1.65 4
-1.70 4
-1.75 4

R?=0.90

-1.80

2.90

-1.85 T T T T T T
2.55 2.60 2.65 2.70 275 2.80 2.85
Nivel de Expresion Relativa
® Nivel de Expresion vs Fotosintesis
—— Silvestre CpHsfAld

-1.556

. CpHsfA2
1.60

-1.65 4

-1.70 A

Nivel de Expresion Relativa

@ Nivel de Expresion vs Fotosintesis
—— Silvestre CpHsfB3

Figura 4.15 Relacioén entre el nivel de expresion de los genes HSFs y fotosintesis

en dos genotipos de Carica papaya L. cv. Maradol y Silvestre en respuesta a estrés
por déficit hidrico (14 dias sin riego). A, B) Nivel de Expresion del gen CpHsfAld
en plantas Maradol y Silvestre, C, D) Nivel de Expresion del gen CpHsfA2 en

plantas Maradol y Silvestre, E, F) Nivel de Expresion del gen CpHsfB3 en plantas

Maradol y Silvestre.

-1.75 4 2
R<=-0.80
-1.80 T T T T T
1.00 1.01 1.02 1.03 1.04 1.05 1.06
Nivel de Expresion Relativa
@ Nivel de Expresion vs Fotosintesis
— Silvestre CpHsfA2
-1.55
160 | ) CpHsfB3 .
-1.65
()
-1.70
L]
-1.75 A
. 2—
100 R<=0.91
-1.85 T T T T
16.0 16.5 17.0 175 18.0 185



Fotosintesis (umol CO, m? s™)

Fotosintesis (mol CO, m? s™)

Fotosintesis (umol CO, m?s™)

-2.8

A) * CpHsfAld

0.70

R?=-0.15

24

264

2.0
2—
R<=-0.76
2.2 1
.
2.4 A
L]
2.6
)
2.8 T T T T T T
0.63 0.64 0.65 0.66 0.67 0.68 0.69
Nivel de Expresion Relativa
® Nivel de Expresion vs Fotosintesis
Maradol CpHsfAld
1.8
L]
C) CpHsfA2
-2.0 4
2—
R<=-0.61
-2.2 4
[ )
2.4
L)
-2.6 1
[ )
-2.8 T T T T T T
1.95 2.00 2.05 2.10 215 220 2.25 2.30
Nivel de Expresion Relativa
® Nivel de Expresion vs Fotosintesis
—— Maradol CpHsfA2
-1.8
o
E) CpHsfB3
-2.0 q
224

222 2.23 2.24 225 2.26

Nivel de Expresion Relativa

® Nivel de Expresion vs Fotosintesis

—— Cv Maradol CpHsfB3

Figura 4.16 Relacion entre el nivel de expresion de los genes HSFs y fotosintesis
en dos genotipos de Carica papaya L. cv. Maradol y Silvestre en respuesta a estrés
combinado (14 dias sin riego mas 50 °C/2 h). A, B) Nivel de Expresion del gen
CpHsfAld en plantas Maradol y Silvestre, C, D) Nivel de Expresién del gen CpHsfA2

en plantas Maradol y Silvestre, E, F) Nivel de Expresién del gen CpHsfB3 en plantas

Maradol y Silvestre.
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4.4.12 Relacion de la expresion de los genes CpHsfs y el indice de
rendimiento cuéntico del PSIl en respuesta a estrés térmico, hidrico y
combinado en Carica papaya L.

La fotosintesis incorpora numerosos componentes, que incluyen vias de reduccién de

CO., fotosistemas fotosintéticos y el sistema de transporte de electrones. En Carica

papaya L. Silvestre la expresion de genes HSF mostro una correlacion positiva con el

indice de rendimiento (Plaps): parametro que considera la concentracion de centros de
reaccién por clorofila, el transporte de electrones y la disipacion del exceso de energia de

excitacion, logrando el rendimiento de la fotoquimica del fotosistema Il.

Durante el estrés térmico, la relacion positiva encontrada entre la expresién de genes
CpHsfAld, CpHsfA2 y CpHsfB3 (R?=0.82, R?=0.93 y R?=0.42) con Plays sugiere que en el
genotipo tolerante (silvestre) a mayor expresion de los 3 genes, mayor eficiencia en la
cadena de transporte electrénico a pesar del estrés, sugiriendo que la expresiéon de estos
genes de alguna manera estan asociados a una mayor proteccion al proceso fotosintético
(Figura 4.17 B, D y F). Por el contrario, en el caso del cv. Maradol, la expresion de los 3
genes HSF tuvo una correlacion negativa (R?=-0.13, R?=-0.16 y R?=-0.87), indicando que
a mayor expresion menor eficiencia del transporte de electrones en la fase luminosa de
fotosintesis durante el estrés térmico, indicando que en el cv. Maradol la expresién de los

genes HSF no protege al aparato fotosintético del estrés térmico (Figura 4.17 A, Cy E).

En respuesta a estrés hidrico, del mismo modo encontramos relacién positiva y altamente
significativa (R?=0.90, R?=0.52 y R?=0.93) de la expresion de genes HSF y Piaps durante el
estrés hidrico, sugiere que nuevamente en el genotipo Silvestre la expresién de los 3
genes (CpHSFA1d, CpHSFA2 y CpHSFB3) si estan correlacionados con algun tipo de
proteccién al aparato fotosintético durante la fase luminosa cundo se exponen las plantas
a estrés hidrico (Figura 4.18 B, D y F). En forma interesante, en el caso de Maradol, se
encontré una correlacién positiva entre el aumento en la expresion de los genes CpHsfA2
y CpHsfB3 (R?=0.66 y R?=0.63) con el Plass, indicando que, a mayor expresion, menor
disminucion en la eficiencia de transporte electrénico en la fase luminosa como resultado
de estrés hidrico (Figura 4.18 C y E). Lo que sugiere que, en este genotipo susceptible, la
expresion de estos genes si estan asociados a algun tipo de proteccion al aparato

fotosintético, aunque en menor medida que en el genotipo tolerante (a juzgar por los
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menores coeficientes de correlacion). Por el contrario, el gen CpHsfAld no parece estar
involucrado en alguna forma de proteccion al aparato fotosintético en el cv. Maradol, en
presencia de estrés hidrico. (Figura 4.17 A).

De igual forma, durante el estrés combinado el genotipo silvestre (tolerante) presenta una
correlacion positiva y altamente significativa (R?=0.93 y R?=0.94) de la expresion de 2 de
los 3 genes HSF (CpHsfAld y CpHsfA2) y Piass, indicando que, a mayor expresion, menor
disminucion en la eficiencia de transporte electronico causado por del estrés combinado
(Figura 4.19 B y D). Por el contrario, el genotipo susceptible (Maradol) presenta
correlaciones negativas en CpHsfAld y CpHsfB3 (Figura 4.19 A y E). Sin embargo, Si
presenta correlacion positiva (aunque baja) entre la expresion del CpHsfA2 con Plaps.
Indicando que solo en este gen, a mayor expresion menor dafio en el aparato fotosintético.
En el caso de los otros 2 genes no parece haber relacién entre expresion y proteccion al
fotosistema cuando las plantas se exponen al estrés combinado por déficit hidrico méas

choque térmico.
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Figura 4.17 Relacién entre el nivel de expresion de los genes HSFs y el indice de

rendimiento cuantico del PSII en dos genotipos de Carica papaya L. cv. Maradol y

Silvestre en respuesta a estrés por choque térmico (50 °C/2 h). A, B) Nivel de

Expresion del gen CpHsfAld en plantas Maradol y Silvestre, C, D) Nivel de Expresion

del gen CpHsfA2 en plantas Maradol y Silvestre, E, F) Nivel de Expresion del gen

CpHsfB3 en plantas Maradol y Silvestre
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Figura 4.18 Relacion entre el nivel de expresion de los genes HSFs y el indice de

rendimiento cudntico del PSIlI en dos genotipos de Carica papaya L. cv. Maradol y

Silvestre en respuesta a estrés por déficit hidrico (14 dias sin riego). A, B) Nivel de

Expresion del gen CpHsfAld en plantas Maradol y Silvestre, C, D) Nivel de Expresion del

gen CpHsfA2 en plantas Maradol y Silvestre, E, F) Nivel de Expresion del gen CpHsfB3

en plantas Maradol y Silvestre.
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Figura 4.19 Relacién entre el nivel de expresion de los genes HSFs y el indice de

rendimiento cuantico del PSII en dos genotipos de Carica papaya L. cv. Maradol y Silvestre

en respuesta a estrés combinado (14 dias sin riego mas 50 °C/2 h). A, B) Nivel de Expresion

del gen CpHsfAld en plantas Maradol y Silvestre, C, D) Nivel de Expresion del gen CpHsfA2

en plantas Maradol y Silvestre, E, F) Nivel de Expresion del gen CpHsfB3 en plantas Maradol

y Silvestre.
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4.4.13 Relacion entre los niveles de expresion de los genes CpHsfAld,
CpHsfA2 y CpHsfB3 en respuesta a estrés térmico, hidrico y
combinado en Carica papaya L.

Retomando los analisis de expresion de los genes HSF, recordemos que, el gen
CpHsfA2 fue el dominante a altas temperaturas con un valor REL de 336 en respuesta
a estrés térmico, el gen CpHsfAld con 7.36 y CpHsfB3 con una expresion relativa
del4.58 en el genotipo Silvestre. Mientras que en el cultivar Maradol la expresion fue
significativamente menor con valores <1.92 en los tres genes. En este sentido para
lograr la comprensién de la relaciéon de dichos genes en la via de respuesta a estrés
térmico, hidrico y combinado del mecanismo de tolerancia en el genotipo Silvestre, se
realizé una correlacion entre los niveles de expresidn de los tres genes evaluados en
este capitulo con el indice de Pearson.

La relacién entre niveles de expresion se muestra en la figura 4.19, se sefala que los
genes CpHsfAld, CpHsfA2 y CpHsfB3 en el genotipo Silvestre fue positiva y
estadisticamente significativa entre los genes CpHsfA2 y CpHsfB3 (R?=0.83), CpHsfAld
y CpHsfB3 (R?=0.89) y CpHsfA2 y CpHsfAld (R?=0.65). Por otro lado, el genotipo
susceptible (Maradol), present6 correlacidn positiva entre los niveles de expresién de los
mismos genes, pero no significativa, CpHsfAld y CpHsfB3 (R?=0.45) y CpHsfA2 y
CpHsfAld (R?=0.14). Interesante que durante el estrés la expresion entre los genes

CpHsfA2 y CpHsfB3 no esté relacionada en el cv. Maradol (R?=-0.81).

Durante el estrés hidrico, se encontré que el gen CpHsfB3 presentd mayor nivel de
expresion en el genotipo Silvestre (17.34), posteriormente el gen CpHsfAld (2.84) y
finalmente el gen CpHsfA2 (1.05). Por otro lado, los valores de expresion en el cv.
Maradol fueron significativamente menores <0.12. Mediante andlisis de correlacion
encontramos que los tres genes HSF estan altamente correlacionados solo en el
genotipo Silvestre, CpHsfA2 y CpHsfB3 (R?=0.86), CpHsfAld y CpHsfB3 (R?=0.98) y
CpHsfA2 y CpHsfAld (R?=0.78). Mientras gque en el genotipo susceptible la correlacion
no es significativa entre niveles de expresion de los genes CpHsfA2 y CpHsfB3 con
valores de R?=0.12, CpHsfAld y CpHsfB3 (R?=0.18) y CpHsfA2 y CpHsfAld (R?=0.008).
Es interesante que en el genotipo Silvestre la relacion entre el gen CpHsfAld (activador)

y CpHsfB3 (represor) sea altamente significativa (R?=0.98).
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En respuesta a estrés combinado, similar a lo ocurrido en estrés térmico el gen CpHsfA2
fue el dominante con un valor significativamente mayor de 2,727 en respuesta a estrés
térmico, el gen CpHsfAld con 11.82 y CpHsfB3 con una expresion relativa de 4.64 en
el genotipo Silvestre. Mientras que en el cultivar Maradol la expresion fue

significativamente menor con valores <2.23 en los tres genes.

La relacion de los niveles de expresion en estrés combinado, los genes CpHsfAld y
CpHsfA2 estan significativamente correlacionados en el genotipo Silvestre (R?=94). Sin
embargo, no se encontrd relacion entre los niveles de expresion entre CpHsfAld y
CpHsfB3 en los dos genotipos Maradol y Silvestre (R?=0.25 y R?=0.28). A diferencia en
la relacién de expresion de genes de los tratamientos de estrés térmico e hidrico, el cv.
Maradol presento correlacion positiva entre los genes CpHsfA2 y CpHsfB3, sin embargo,
a juzgar por su bajo nivel de relacién de R?=0.67 (Figura 4.22 A)

Parece ser que de acuerdo con el tipo de estrés la relacion de la expresion de los genes
HSF es diferente. Contrario a lo observado en el estrés térmico e hidrico donde se
encontré mayor relacion entre los genes (estrés térmico: CpHsfA2 y CpHsfB3) y (estrés
hidrico: CpHsfAld y CpHsfB3), en el estrés combinado presenté correlacion significativa
entre la expresion de los genes CpHsfAld y CpHsfA2 (R?=0.94) en el genotipo tolerante
(Silvestre). Sin embargo, estos genes también estan altamente correlacionados en
respuesta a estrés térmico e hidrico en Carica papaya L, es decir, su relaciéon es

independiente del tipo de estrés.
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Figura 4.20 Relacién entre el nivel de expresion de los genes HSFs en dos genotipos

de Carica papaya L. cv. Maradol y Silvestre en respuesta a estrés térmico (50 °C/2 h).

A, B) Nivel de Expresién del gen CpHsfB3 y CpHsfA2 en plantas Maradol y Silvestre, C,

D) Nivel de Expresion del gen CpHsfB3 y CpHsfAld en plantas Maradol y Silvestre, E,

F) Nivel de Expresién del gen CpHsfAld y CpHsfA2 en plantas Maradol y Silvestre.
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Figura 4.21 Relacién entre el nivel de expresion de los genes HSFs en dos genotipos

de Carica papaya L cv. Maradol y Silvestre en respuesta a estrés por déficit hidrico (14

dias sin riego). A, B) Nivel de Expresion del gen CpHsfB3 y CpHsfA2 en plantas

Maradol y Silvestre, C, D) Nivel de Expresion del gen CpHsfB3 y CpHsfAld en plantas
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Figura 4.22 Relacién entre el nivel de expresion de los genes HSFs en dos genotipos
de Carica papaya L cv. Maradol y Silvestre en respuesta a estrés combinado (14 dias
sin riego mas 50 °C/2 h). A, B) Nivel de Expresion del gen CpHsfB3 y CpHsfA2 en
plantas Maradol y Silvestre, C, D) Nivel de Expresion del gen CpHsfB3 y CpHsfAld en
plantas Maradol y Silvestre, E, F) Nivel de Expresion del gen CpHsfAld y CpHsfA2 en
plantas Maradol y Silvestre.
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4.5 DISCUSION

4.5.1 Efectos sobre la morfologia de Carica papaya L. en respuesta a estrés
hidrico y térmico
Aunqgue las papayas se consideren plantas amantes del sol, también pueden adaptarse a
otras condiciones ambientales, esto se debe a la plasticidad morfoldégica que implica
cambios en muchas caracteristicas de la planta, como la orientacion foliar (parahelio-
tropismo), la densidad estomaética, la relacion de clorofila a/b, la longitud del entrenudo y
la longitud de la raiz. Esta plasticidad es evidente por la morfologia que adaptan las
papayas al crecer en condiciones de estrés térmico e hidrico, como lo menciona Jiménez
et al. (2013). Para lograr un cremiento adecuado en papaya se requiere temperatura
Optima entre 21-33 °C, probablemente las diferentes variedades y genotipos de papaya
tienen rangos de temperatura optimo diversos, cualquier variacion puede influir en casi
todas las etapas de crecimiento de la planta, desde la emergencia hasta la maduracion
del fruto (Chaves y Gutiérrez, 2017). En un estudio de clona “Honey Gold” de papaya
(Carica papaya L.) sometidos a altas temperaturas (36/28 °C) durante dieciocho meses,
el estrés por calor causé una aceleracion del crecimiento, y se tradujo en plantas altas y
débiles, con frutos mas pequefios, elongados y de maduracion temprana; las plantas
también presentaron menores reservas de carbohidratos y poca viabilidad del polen (Allan
et al., 1987). En otro andlisis realizado por Jumiatun et al. (2016), encontraron que bajo
sus tres tratamientos de estrés térmico (28.3, 32.1 y 33.1 °C), no afect6 el crecimiento de
la altura en las variedades de la planta Oryza sativa L. A una temperatura mayor (40 °C)
la papa present6 hojas mas pequefias, proporciones mas altas de materia seca de tallo a
hoja (Khedher y Ewing, 1985). En cafia de azucar, las altas temperaturas causaron un
decaimiento en la acumulacion de biomasa, la tasa de crecimiento y entrenudos mas
cortos (Wahid, 2007). En otro estudio, en las etapas de crecimiento de Oryza sativa L. a
41 °C, la altura de la planta se ve afectada por estrés térmico (Kumar et al., 2018).
Observamos que los efectos del estrés térmico son variados y muy pronunciados en las
especies mencionadas, en nuestro caso, las plantas de Carica papaya L. no presentaron
reduccion en el crecimiento, abscision de hojas como lo describen algunos autores y esto
puede deberse a la duracion de la exposicion, la intensidad de estrés, la edad de la planta,
la diferencia de variedades y genotipos. Respecto al tratamiento de estrés por déficit

hidrico se considera de los mas devastadores en los cultivos, confirmado en Carica
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papaya L. cv. Maradol y Silvestre. En la Figura 4.1, se observa el efecto por deficit hidrico
(14 dias sin riego) en la pérdida de clorofila, reduccion de turgencia, disminucion de
crecimiento, abscisiébn de hojas y adelgazamiento de tallo. Tanto en el tratamiento de
estrés hidrico y la combinacién de ellos (14 dias sin riego mas 50 °C durante dos horas),
los cambios morfoldgicos fueron mayores que al estrés por alta temperatura; abscisién
foliar, disminucién de clorofila, enrollamiento de hoja, pérdida de turgencia, disminucion
de crecimiento, adelgazamiento del tallo en el genotipo Maradol, mientras que el efecto
fue menos notorio en el genotipo silvestre. Estas reducciones o alteraciones morfologicas
se pueden deber a la alteracion de la division y elongacién celular debido a la pérdida de
turgencia, o posiblemente a la administracion de energia (fotosintatos) requeridos en
diversos mecanismos de sobrevivencia como en el sistema de enraizamiento profundo y
en su alta produccion de biomasa, como lo informado por Girén (2015), que fue
caracteristico del genotipo Silvestre que presentdé mayor longitud de raiz y mayor biomasa
gue Maradol, en los diferentes tiempos de estrés a los que fueron expuestos los materiales
de papaya (7, 14 y 21 dias). Entre los cultivos, el arroz y malanga como cultivo sumergido
es mas susceptible al estrés por sequia, de igual modo el cultivo de Carica papaya es
altamente susceptible debido a la alta cantidad de agua que requiere, por ejemplo, para
el amarre del fruto. En plantulas de citricos, la altura de la planta se redujo hasta 25% con
escasez de agua (Wu et al., 2008). Como en el cultivar de papaya Baixinho de Santa
Amalia después de 14, 20 y 34 dias sin riego, disminuyé significativamente en la altura y
el diametro de la planta; después de integrar el riego a los 41 y 48 dias se observd una
recuperacion, pero, no al nivel control (Mahouachi et al., 2006). Por ultimo, se observé
mayor afectacion en la respuesta morfolégica en el tratamiento de estrés combinado en
los dos genotipos de papaya, el efecto fue mayor en papaya cv. Maradol que en el
genotipo Silvestre. Como lo ocurrido en trigo, la combinacién de sequia mas calor afecto
significativamente el contenido de clorofila de la hoja, el nimero de granos y el indice de
cosecha que los efectos del estrés individual (Prasad et al., 2011). Y en la evaluacién de
dos genotipos de cebada (Arta y Keel) bajo tratamiento de estrés combinado (15%
contenido de agua del suelo mas 36 °C durante 4 h), causo reducciones significativas en
la biomasa y rendimiento de grano que en los tratamientos individuales de estrés y entre
genotipos fue menor en cebada Keel (Rollins et al., 2013). En un estudio realizado por
Alcocer (2013), en Carica papaya L. cv. Maradol, observé que la reduccion de biomasa

surgio después de una semana del estrés térmico de 50 °C durante 4 h, y después de 10
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dias de recuperacion las hojas jovenes se mantuvieron adheridas a la planta y surgieron

nuevos brotes.

Es enriquecedor estudiar y caracterizar el efecto del estrés térmico, hidrico y la
combinacién de ellos, en este genotipo Silvestre por lo que ahora tenemos elementos
morfoldgicos, fisiologicos y moleculares para identificar rasgos relacionados con la
tolerancia a calor y sequia, para asi aportar mecanismos que puedan apoyar en
conclusiones consistentes con poblaciones silvestres, ubicadas en el estado de Yucatan
ya que las poblaciones Silvestres a menudo revelan una gran diversidad morfoldgica,

relacionada con la plasticidad fenotipica.

4.5.2 El potencial hidrico de las hojas de papaya Silvestre es menor que el
de las plantas del cv. Maradol en condiciones de estrés hidrico y
térmico

El tiempo que no se aplico el riego indujo un cambio en el estado hidrico de las plantas,

es decir, la falta de riego de 14 dias, si es una condicion de estrés para la planta de

papaya, debido a que el contenido de agua si se vio afectado en forma negativa, es decir

disminuyé, con lo cual entonces se caracterizaron las respuestas fisioldgicas y

moleculares en las plantas de papaya cv. Maradol y Silvestre. Una de las respuestas

fisiol6gicas de las plantas a estrés térmico, sequia y la combinacién de estos fue la
disminucion del potencial hidrico y del contenido relativo de agua (CRA). La exposicion
de las plantas a temperaturas muy altas (>50 °C) resulta en una reduccion en el potencial
hidrico y contenido de agua, principalmente debido a una mayor tasa de transpiracion
influenciada por el aumento de la temperatura de la hoja. Por otro lado, en condiciones de

estrés hidrico y estrés combinado, el valor del potencial hidrico se hace mas negativo y

esto se debe a la reduccién de la tasa de transpiracion. Documentamos que, en nuestros

resultados, el tramiento control mostré valores de: -0.79 MPa para el genotipo Maradol y

-0.76 MPa para el genotipo Silvestre. Esto quiere decir, que valores negativos mas

proximos a cero son células mas hidratadas.

En respuesta a estrés térmico (50 °C durante dos horas), el potencial hidrico de las plantas
comerciales se mantuvo en -0.79 MPa, en cambio, el potencial hidrico del genotipo
Silvestre, fue menor (-1.51 MPa, células menos turgentes). Ademas, este cambio se

revirti6 en gran medida cuando las plantas con estrés fueron colocadas a 25+2 °C y
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regadas (Maradol, -0.85 MPa y Silvestre -1.0 MPa). Debido a que se promovio la
disminucion del potencial hidrico en las plantas Silvestres suponemos que las paredes
celulares de estas plantas son mas elasticas que Maradol, como lo explica Sanchez y
Aguirreolea, (2008), cuanto mayor sea el valor de elasticidad mayor resistencia a la
deformacion de la pared celular, para células vegetales los valores de elasticidad se
encuentran entre 1 a 50 MPa, valores superiores indican tejidos con células relativamente
inélasticas o pequefias. Sin embargo, es interesante, que el potencial hidrico de papaya
silvestre sea menor que la del cv. Maradol, pero su CRA sea igual para ambos, de 86%,
esto hace pensar que tal vez el genotipo silvestre usa el agua de manera eficiente, que
se puede atribuir a las diferencias fenaotipicas y requerimientos de agua: en caso de las
plantas silvestres, son plantas mas altas, producen mayor nimero de hojas, de mayor
tamafo y pueden llegar a crecer en condiciones sin riego, mientras que el cv. Maradol

requiere riego continuo.

La exposicion a los diferentes tipos de estrés indujo una disminucion significativa en el
potencial hidrico de las hojas en respuesta a altas temperaturas, con una notoria
disminucion en plantas de papaya expuestas a sequia y estrés combinado hidrico/térmico
(p<0.05), y con diferencias significativas entre los genotipos Maradol y Silvestre. Datos
que son respaldados por Alhaithloul (2019), donde el impacto del estrés combinado de
estrés termico y estrés hidrico sobre el contenido relativo de agua (CRA) y el potencial
hidrico foliar de los cultivos es mayor a diferencia del estrés individual en plantas de A.
sieberi-alba. Ahmed et al. (2013), en su estudio compararon dos genotipos silvestres de
cebada (XZ16 y XZ5) y un cultivar (CM72) donde el potencial hidrico y el potencial
osmotico, tuvo un efecto negativo mayor en la combinacion de estrés hidrico y salino, el
CRA fue mayor en los genotipos silvestres que en el cultivado, y el potencial hidrico fue
menor en el cultivado que en los silvestres, pero sin diferencias estadisticas (-1.5 MPa).
De igual manera, nuestros resultados de potencial hidrico reflejan que el estrés hidrico (-
2.19+0.9 MPa) y combinado son estadisticamente muy similares (-2.76+0.29 MPa), con
diferencias estadisticas entre los genotipos Silvestre y Maradol, pero con efectos mas
negativos en el CRA y el potencial hidrico del tratamiento de estrés combinado. En gran
medida, la reduccion del potencial hidrico (\Wh) de -2.95 MPa en el cv. Maradol y en el
genotipo Silvestre de -2.69 MPa en estrés combinado (déficit hidrico mas choque térmico),

es tan bajo que podria afectar negativamente las reacciones bioguimicas y a la mayoria
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de los procesos fisiolégicos, como lo indican Xu y Sheng (2006), el estrés combinado del
estrés hidrico y alta temperatura caus6 un efecto més drastico en la disminucién del
potencial hidrico (-2.8 MPa), acompafiada de cambios en el metabolismo del nitrégeno,
una mayor peroxidacion de lipidos y mayor pérdida de la funcién del PSII que el estrés

individual en plantas de Leymus chinensis.

El CRA disminuyé drasticamente en el estrés combinado, de 85% en estrés térmico, 83%
estrés hidrico a 55% CRA en el cv Maradol y en el genotipo Silvestre con 67% bajo estrés
hidrico mas choque térmico, esta diferencia entre el aumento en el potencial hidrico en
estrés por déficit hidrico y estrés por alta temperatura que no se ve tan afectado en el
CRA bajo estrés combinado. Esto sugiere que el genotipo Silvestre mantiene potenciales
hidricos menores, pero puede mantener el CRA mas alto que Maradol, probablemente
esto se debe a que, bajo estrés térmico e hidrico, las plantas de papaya sean capaces de
acumular mas actividad de solutos compatibles (I.e. prolina), en comparacién al estrés
combinado, como lo ocurrido en Amaranthus tricolor, bajo estrés hidrico los cultivares V14
y V16 con mayor CRA presentaron mayor cantidad de prolina, antioxidantes no
enzimaticos como caratenoides, acido ascorbico en contraparte el cultivar con menor CRA
presentd menor cantidad de soluto y antioxidantes (Sarker y Oba, 2018). Esto como
posible estrategia para mantener el CRA.
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4.5.3 Efectos de altas temperaturas y estrés hidrico en plantas de papaya
sobre el fotosistemalll
En las laminas tilacoides, en donde se lleva a cabo la oxidacion del agua, la reduccion de
NADP y la formacion de ATP, son los sitios principales de lesién por las altas temperaturas
(Mathur et al., 2014). Por lo tanto, la estabilidad del aparato fotosintético Il y, la velocidad
del transporte de electrones se ha analizado con frecuencia a través de mediciones de
fluorescencia de clorofila. El uso de la relaciéon Fu/Fn se basa en la suposicién de que Fo
se mide en centros de reaccion abiertos (Qa completamente oxidado) y Fn en centros de
reaccién cerrados (Qa completamente reducido). Dicho parametro, se ha analizado en un
gran numero de especies manteniendo un valor cercano a 0.832, si el PS Il esta integro
y, por lo tanto, si la eficiencia de la energia de excitacién en el proceso fotoquimico es
adecuada versus si las plantas han sufrido un grado de dafio en este proceso entonces

los valores serdn menores (Maseyk et al., 2019).

En nuestros resultados, el valor medio de Fv/Fm en las plantas control fue de 0.83+0.003,
valor que esta dentro de lo establecido en las hojas de las plantas con metabolismo Cs sin
estrés, mientras que la relacion Fv/Fm se redujo en 2% en el genotipo Maradol, respecto
al genotipo Silvestre en estrés por alta temperatura, que se mantuvo en valores de 0.8,y
que después de un tiempo de recuperacion volvié a los valores control. Es importante
destacar, que la disminucién en el genotipo Maradol podria tener varias causas:
alteraciones estructurales en el supercomplejo de PSII que dificulta la transferencia de
energia del complejo antena al centro de reaccion, fotoinactivacion de los centros de
reaccion lo que conlleva a un aumento de Fo, enfriamiento no fotoquimico 0 mecanismos
reguladores fotoprotectores e inhibicion de la cadena fotosintética de transporte de
electrones. Aun con el tiempo de exposicion a altas temperaturas de 2 h, causé estrés
térmico moderado con una inactivacion reversible del PSIl. Algo similar, ocurrié en el
estudio de Camejo et al. (2006) en Lycopersicon esculentum var Amalia y el genotipo
Nacarlang de tipo silvestre, donde se vio reducida Fv/Fm, en la variedad considerada
suceptible de 0.81 a 0.70 despues del estrés térmico (45 °C por 20 min), mientras que la
variedad tolerante se mantuvo en valores de Fv/Fm de 0.81 a 0.81, es decir no mostro
afectacion por altas temperaturas. Otro estudio, por Zhou et al. (2015), en tomate,
aplicaron 3 pruebas a 67 genotipos para conocer la tolerancia a calor bajo el parametro

de fluorescencia, encontrando en la primera prueba (36/28 °C durante 14/10 h), el
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promedio de los 67 genotipos de tomate que disminuy6 en un 2.0% el valor de Fv/Fm, en
una segunda prueba (40 °C durante 7 h) se redujo Fv/Fm 3.9% en comparacion con el
control. Sharma et al. (2015), evaluaron 41 cultivares de Triticum aestivum L. bajo 40 °C
durante 3 dias, encontrando mas reduccion de Fv/Fm en algunos cultivares, en general el
2.4% menor que del control. Wu et al. (2001), después de un tratamiento de estrés térmico
a 45 y 50 °C en Capsicum fructescens y un tratamiento de recuperacioén durante 24 h a
25 °C, la fluorescencia de clorofila (Fv/Fm) disminuy6é y al momento de incorporar a

recuperacion, Fv/Fm se restauro casi por completo.

No obstante, este parametro es menos sensible al estrés por déficit hidrico y no puede
revelar con precision las alteraciones del PSII, por ello, integramos el andlisis de los
cambios en el indice de rendimiento de PSII en funcién de la absorcion (Plas), parametro
indicativo de vitalidad de la planta, por dar informacién de la densidad del centro de
reaccion, la eficiencia de captura y la eficiencia del transporte de electrones, En
consecuencia, si el estrés afecta a alguno de estos componentes, el efecto se mostrara
en el indice de rendimiento Plas, que por lo tanto tiene una sensibilidad mayor que la
lograda por cualquiera de sus componentes aislados (Stirbet y Govindjee., 2011). En
efecto, el valor de Plays inicial fue de 8 y 7, en Maradol y Silvestre, respectivamente. En
respuesta a estrés térmico en Carica papaya L. mostré mayor sensibilidad que Fv/Fm, el
indice de rendimiento en funcién de la absorcion revelo valores de 1.9 en el genotipo

Maradol, valor mas bajo que el genotipo Silvestre con valores de 4.2.

En un estudio de estrés térmico por Yan et al. (2011), en el que se evaluaron cuatro
tratamientos (40 °C durante 1 h, 40 °C por 3 h, 45 °C por 1 h y 45 °C por 2 h), en plantas
de sorgo con 30 dias de edad, donde tuvieron valores iniciales de 1.4 Plaps, mostraron
disminucién significativa en los tratamientos con 40 °C por 3 h, 45 °C por 1 h'y 45 °C por
2 h. Para estudiar la tolerancia al calor del PSlI, estudiaron un tiempo de recuperacion de
1 dia a 25 °C, donde se mostraron valores tan altos como el control. Martinazzo et al.
(2013), en discos de hojas de Prunus pérsica sometidos a estrés de 25, 35, 40 y 45 °C
durante un periodo de 30 minutos por inmersion, los valores de Pias disminuyeron de 6 a
0.4 en el estrés mas severo. Mathur et al. (2010), encontraron que a medida que
aumentaba la temperatura de 25, 35, 40 y 45 °C durante 15 minutos en hojas sueltas del

cultivar, Lok-1 de Triticum aestivum, observaron una disminucién de Fv/Fm no tan
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significativa como en el pardmetro de Piaps (indice de vitalidad), en comparacion con el
control, a 40 °C se redujo el valor de Pias de 2.04 (control), a 1.7, 1.03, 0.03 para
temperaturas de 35, 40 y 45 °C, respectivamente.

En cambio, en respuesta a estrés por déficit hidrico los valores de Fv/Fm se mantuvieron
semejantes a aquellos en codiciones control, en ambos genotipos de Maradol y Silvestre
con valores de 0.83 de Fv/Fm. Sin embargo, el genotipo Silvestre mantuvo un indice de 7.5
Plass, indice mayor que el genotipo Maradol de 7 Plas. NO obstante, ambos genotipos
fueron capaces de recuperar los valores de Fv/IFm y su indice Plas, €n este sentido el
genotipo Silvestre superé los valores control con 8.1, después de 7 dias con reintegracion
del riego y Maradol mostré valores de Plaps ligeramente menores que el genotipo Silvestre.
A diferencia del estrés térmico e hidrico, el tratamieto de estrés combinado (déficit hidrico
mas calor), por ser un estrés mas severo se observé disminucion significativa desde un
50% (<0.78) comparado al tratamiento control tanto en Fv/Fm como en el indice de Plaps,
la mayor disminucién y el valor mas bajo fue en el genotipo Maradol y en el genotipo
Silvestre bajo también. En estudios previos han demostrado que cuando Fv/Fm esta por
debajo de 0.78 y de 5 Plas las plantas estan estresadas y sufren dafios. Respecto al
tratamiento de reincorporacion de riego y temperatura controlada durante 7 dias, Fv/Fm
pudo regresar a condiciones control, pero el indice Plas dificilmente pudo recuperarse a
valores tan altos como el control. Ademas, nos hace pensar que el genotipo Silvestre tiene
cierta tolerancia debido a valores mas altos en los dos parametros de fluorescencia y que
concuerda con mejor tasa fotosintética que el cv. Maradol y en que estos valores indican
que limitan la funcién de PSII e inhiben la vitalida de la planta. Nuestros resultados son
congruentes con lo reportado por Van et al. (2007) en donde los tratamientos
experimentales tuvieron una influencia mas fuerte en el Pla,s que en Fv/Fm, incluso se sabe
que Plaps pueden reflejar con precision los efectos del estrés en el aparato fotosintético.
Bukhov y Carpentier (2004), han respaldado la teoria de que Fv/Fm es menos sensible en
la respuesta a estrés hidrico que por estrés termico o por salinidad. Ademas, concuerda
con los resultados de Santos et al. (2009) donde evaluaron cinco genotipos de frijol bajo
estrés hidrico (34 dias sin riego) y después de 10 dias de integrar el riego, los cinco

genotipos no presentaron diferencias significativas en Fv/Fm, pero si en fotosintesis.
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En estre sentido, para conocer el comportamiento del PSIl de manera completa, se
recomienda el estudio de la cinética OJIP (la variacion de la intensidad de fluorescencia
de clorofila se debe principalmente a la reduccién de Qa), ya que algunos estudios han
demostrado que los parametros derivados de la prueba OJIP muestran una mayor
sensibilidad al calor que los pardmetros de fluorescencia convencionales como Fu/Fm y
Plaps.

El comportamiento de la curva OJIP en nuestro tratamiento control, Carica papaya mostro
un aumento polifasico tipico con los pasos basicos O, J, I, P. Después de un estrés por
temperatura elevada (50 °C durante 2h), se observé una disminucion significativa en la
intensidad de P, ademas mostro reduccion sucesiva de los aceptores de electrones en
toda la cadena transportadora de electrones, especialmente en el genotipo Maradol. La
disminucion de P esta relacionada con la inactivacion por calor del complejo productor de
oxigeno (OEC), es decir, la disminucion en el valor de P indica que el lado donante inactivo
tiene una capacidad muy limitada para donar electrones, y que el lado donante de PSII,
especialmente el OEC, esta dafado. Respecto al paso J en el genotipo Silvestre alcanza
el nivel mas alto en el transitorio, indicando el aumento de la acumulacion de Qa debido
al transporte menos inhibido de electrones mas alla de Qa. Tentativamente, sugerimos
que los centros de reaccion de PS Il y los pigmentos antena en las hojas de papaya
Silvestre poseen cierta tolerancia al calor. Por lo que, nuestro tratamiento de estrés
térmico no fue severo debido a la capacidad de recuperacidbn que mostraron ambos
genotipos. Nuestros resultados concuerdan con Jedmowski y Briiggemann (2015) al
someter a estrés de 45°C durante una hora dos genotipos HOR10478 y HOR12818 de
cebada silvestre (Hordeum spontaneum), y encontraron mayor dafio después de evaluar
el indice de resistencia al calor, derivado de la disminucién del indice de rendimiento

(Plabs), FV/Fm y parametros empleandos para la prueba OJIP, en el genotipo HOR10478,
y estos desaparecieron después de un dia de recuperacion a 34°C durante una hora.

HOR10478 se corroboré como el genotipo mas sensible y HOR12818 como el mas

tolerante.

En otros experimentos similares, se encontré desequilibrio en los transitorios como: en las
hojas de 3 meses de edad de Malus domestica Borkh, en el tratamiento control mostraron

un aumento polifasico tipico con los pasos basicos O, J, |, P. Después de la exposicion a
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40y 42 ° C, los pasos J, | y P en las hojas disminuyeron. Los principales efectos del fuerte
estrés por calor (44 'y 46 ° C) en el OJIP transitorio mostraron desequilibrios con los pasos
caracteristicos (Chen y Cheng, 2009). En discos foliares de Prunus pérsica incubados a
25, 30 y 35 °C exhibieron curvas transitorias de fluorescencia tipicas. Sin embargo, los
que se incubaron a 40 y 45 °C mostraron inestabilidades con los pasos caracteristicos de
OJIP. Mathur et al. (2010), bajo tres tratamientos de estrés (25, 35, 40 0 45 °C) en hojas
sueltas del cultivar, Lok-1 de Triticum aestivum durante 15 minutos, el tratamiento control

25 °C exhibié un aumento polifasico caracteristico OJIP indicativo de no estrés.

En cambio, encontramos que los transitorios del fotosistema Il, son mas susceptible a las
condiciones de estrés hidrico en los dos genotipos Maradol y silvestre que el tratamiento
de estrés térmico. En contraste con el tratamiento de estrés individual, el estrés
combinado de déficit hidrico mas estrés termico (14 dias sin riego mas 50 °C durante 2
h), se vio significativamente afectado en el transitorio polifasico de Carica papaya L. La
reduccién drastica en el rendimiento y la eficiencia de captura de electrones, lograron la
pérdida parcialmente de la forma de la curva polifasica. Nuevamente, el genotipo Silvestre
fue el menos afectado en respuesta a estrés combinado y que a pesar del nivel de estrés,
después de 7 dias de la aplicacion del estrés hidrico y estrés combinado, las plantas se
recuperaron con valores interesantes, pero nunca cercanas a los del tratamiento control.
Lo que nos hace pensar, en el posible aumento en el nimero de centros Qg no reductores
(no podran donar electrones) y una posible alteracion en el complejo de liberacion de
oxigeno, que conduce a la baja donacion de protones para el intercambio en el complejo
citocromo, en la posible inactivacion de ATPasa para la produccion de azucares a través
del ciclo de Calvin y en la baja asimilacion de CO. debido a la reducciéon de la
conductancia estomatica que presentaron dichos tratamientos de estrés que llevé a la
reducciéon de absorcién de energia luminica provocando la inhibicién de la actividad del
centro de reaccion, y que el proceso de transferencia de electrones utilizado para reducir
QaYy Poy que se bloquee, lo que resulta en una disminucién en la cantidad de Qa, bajando
asi los valores. Y sobre la capacidad de la baja tasa de recuperacion en plantas de Carica
papaya sugerimos que el dafio fue mayor en el lado donante en lugar del aceptor de PSII.
Para comprobar con més detalle, se propone la evaluacion de mas dias de recuperacion
en papaya. Nuestros resultados concuerdan en gran parte con el estudio de Wang et al.

(2014) al someter plantas de trigo transgénico que sobreexpresa un gen que codifica la
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betaina aldehido deshidrogenasa y de tipo silvestre, el PSII disminuyé de manera
significativa a estrés por altas temperaturas (40 °C durante 4h) y estrés combinado sequia
y altas temperaturas (75-80% CRA durante 6 a 7 dias/40 °C durante 4h), debido a la
inactivacion de los RC de PSIl y que la disminucién de la concentracion de RC activos fue

mucho mayor en las plantas silvestres que las trangénicas.

4.5.4 Dafo en la membrana por altas temperaturas y déficit hidrico

La fuga de electrolitos o fuga de iones se ha utilizado como unos de los mejores
indicadores de estrés por ser la membrana plasmatica el principal objetivo de lesion,
incluso se detecta casi instantaneamente después de la aplicacion de un factor de estrés
ambiental después de unos minutos o horas (Demidchik et al., 2014). La integridad de la
membrana bajo niveles de estrés acelera el movimiento de moléculas, debilitando los
enlaces quimicos dentro de las moléculas provocando que la bicapa lipidica sea mas
fluida por desnaturalizacion de proteinas o por un aumento de los &cidos grasos
insaturados causando pérdida de electrolitos. Dichas alteraciones evidentemente
aumentan la pérdida de electrolitos que se asocia a dafios celulares y a la pérdida de la
integridad de las membranas (Niu y Xiang, 2018; Wahid et al., 2007).

De acuerdo con lo anterior, los resultados obtenidos en esta tesis muestran que la fuga
de iones difiere con diferencias significativas entre genotipos, y tratamientos de estrés, se
indica que el dafio en la membrana de Carica papaya L. cv. Maradol fue mayor en los tres
tratamientos de estrés, con valores de 19% para choque térmico, déficit hidrico (12%) y
estrés combinado (66%), que lo que presento el genotipo Silvestre con valores de fuga de
electrolitos en choque térmico (17%), sequia (9%) y estrés combinado (54%). Interesante,
una vez que se reincorpord el riego durante una semana, el porcentaje de fuga de
electrolitos disminuy6 y se mantuvo semejante en ambos genotipos (13%, Maradol y
Silvestre 9%). Esto sugiere claramente que la recuperacion rapida del genotipo Silvestre
y la menor pérdida de electrolitos entre los tres tipos de tratamientos de estrés exista algun
mecanismos de tolerancia que ayude evitar tal afectacion, se ha reportado que las plantas
tolerantes acumulan esteroles para enducer la pared celular, lo que conduce a una
reduccion de la permeabilidad de la membrana y la transpiracion, como lo reportado por
Kuczynska et al. (2019), mediante un estudio del lipidoma entre genotipos de cebada, el

genotipo MCam53 presentd un nivel méas alto de la mayoria de los lipidos y esteroles, en
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especial el equilibrio de B-sitosterol y campesterol, que modulan fuertemente el
crecimiento y la integridad de la membrana, en condiciones de estrés. Mientras que el
genotipo MPW14/19, present6 el nivel mas bajo de campesterol, estigmasterol y B-
sitosterol, por lo que fue altamente susceptible a todos los tratamientos contra el estrés,
como el calor combinado y sequia. Es tentador especular que papaya silvestre podria
tener mayores niveles de lipidos y esteroles y que por ello, es mas tolerante que el cv.

Maradol.

Respecto al estrés térmico, el patron de respuesta en papaya es similar al reportado por
Rai et al. (2020), al evaluar la fuga de electrolitos y el radical superéxido en un tratamiento
de estrés térmico (45/25 °C durante 4 dias) y recuperacion (25 °C), mostraron un aumento
menor de fuga de electrolitos en el genotipo tolerante en comparacion con el genotipo
sensible de Brassica juncea, después de la recuperacion, el genotipo tolerante mostro el
mismo nivel que en condiciones control. Este comportamiento, también coincide con el
estudio de Zhang et al. (2005), en el que analizaron dos lineas de arroz, una considerada
tolerante a altas temperaturas linea 996 y la linea sensible a altas temperaturas 4628,
donde encontraron que la linea sensible a altas temperaturas, el dafio en la membrana
fue mayor que en la linea tolerante. Sin embargo, para comparar nuestros resultados,
respecto a un experimento similar al nuestro, poco se le ha prestado a esta determinacion
en atencion en la literatura cientifica. Finalmente podemos decir, que la fuga de electrolitos
de la hoja funge como una medida de la termoestabilidad de la membrana de la hoja,
puede proporcionar una técnica de deteccion indirecta eficiente para la tolerancia al estrés

abidtico.

4.5.5 Intercambio de gases en respuesta a estrés termico e hidrico

La fotosintesis es el primer mecanismo metabdlico influenciado por la variacion térmica,
debido a la termosensibilidad de la enzima Rubisco (ribulosa 1-5, bisfosfato carboxilasa
oxigenasa) y/o de la membrana tilacoide, causando reduccién o dafios severos en el PSI|
(Buxton et al., 2011). Escencialmente, se produce un dafio en las clorofilas del complejo
antena y el centro de reaccién asociadas con la proteina D1, la proteina D1 tiene la tarea
de optimizar la transferencia de electrones, en consecuencia, puede casuar fotoinhibicién
(inhibicién por el exceso de luz), provocando la produccién de especies reactivas de

oxigeno (ROS) que suelen ser muy dafiinas para las membranas (Taiz y Zeiger, 2003).
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Es importante, reconocer que, por su anatomia foliar, la papaya exhibe fotosintesis Cs
(Campostrini y Glenn, 2007; Imai et al., 1982). Este tipo de fotosintesis es mas sensible
gque la fotosintesis Cs4 al enriquecimiento atmosférico de CO; y a la temperatura. En
papaya, la fotosintesis a menudo esta limitada por la cantidad de CO; disponible, ademas
que, la fotosintesis maxima de estas plantas esta centrada a los 25 °C, mientras que en
las plantas C, esta a los 35 °C 0 mas. Por otro lado, las plantas C4 asimilan mas carbono
por unidad de agua absorbida, razon por la cual sus eficiencias de uso del agua son

mucho mas altas que para las plantas C; (Hull et al., 2019).

Por esta razon es importante, comparar nuestos resultados con especies de metabolismo
Cs. Mostramos las diferencias de la tasa fotosintética entre los genotipos de papaya en el
tratamiento control, el genotipo Silvestre mostr6 mayor fotosintesis que el genotipo
Maradol, esto podria deberse a las catacteristicas del fenotipo (mayor nimero y tamafio
de hojas, un mayor indice de estabilidad de clorofilas o diferencias genéticas respecto a
la degradaciéon de Rubisco. La razon probable de esto puede ser que la mayor superficie
de la hoja es capaz de capturar la luz maxima requerida para la fotosintesis (Khan et al.,
2019). En cierta medida se puede contribuir a un mayor presupuesto de carbono, mayor
contenido de nitrogeno promueve un mejor rendimiento fotosintético, mayor contenido de
pigmentos foliares, como lo ocurrido en el genotipo Sunrise Solo en relaciéon con Sunrise
Golden, donde encontraron que el genotipo Sunrise Solo, presentaba un area foliar mas
alta, mayor contenido de clorofila y por lo tanto mayor tasa fotosintética, menor
transpiracion y conductancia estomatica bajo condiciones control (Paixao et al., 2019).
Fendémeno similar a lo reportado por Jeyakumar et al. (2007), de los cinco cultivares de
Carica papaya (“Co.2”, “Co.5”, “Co.7”, “Surya” y “SunRise Solo”) de 4 meses de edad,
encontraron que el cultivar Co.7 tuvé una fotosintesis mayor de 15.7 umol CO, m? st
seguido por Co.2 con valores de 13.4 upmol CO; m? sty por Gltimo el cultivar SunRise
Solo presenté valores de 10.1 umol CO, m? s, bajo observaciones en campo durante los

meses de verano (marzo - mayo).

En nuestro caso, no obstante, aunque las plantas silvestres hayan presentado niveles de
potencial hidrico mas negativo (en tratamiento de alta temperatura y estrés hidrico no en
el combinado), la cantidad de agua que se requiere para el proceso fotosintético es

pequefia y solo constituye, aproximadamente, un 0.01% de la cantidad total utilizada por
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la planta. En este sentido, la respuesta a estrés térmico mostré un efecto menor en
intercambio de gases que los tratamientos de estrés hidrico y estres combinado. La
fotosintesis, entre los tratamientos de estrés y genotipos fueron significativamente
diferentes (P=0.007). Con valores mas altos en el genotipo Silvestre de 5.97 umol CO, m
2 51 que en Maradol con valores de 3.95 pmol CO, m? st en el tratamiento de alta
temperatura. Resultados que concuerdan con Allan (2002), quien evalua la fotosintesis
neta de Carica papaya en diferentes temperaturas, encontrando la tasa méaxima de
fotosintesis entre 16 y 25 °C y la mitad de la tasa fotosintética a 41 °C. Greer y Weedon
(2012), observaron que las tasas promedio de fotosintesis de las hojas de Vitis vinifera
disminuyeron en un 60% al aumentar la temperatura de 25 a 45 °C. Actualmente, Faiz et
al., (2020), analizaron cuatro genotipos (25919, Nirala, 28389 y Pak-10927) de Solanum
melongena después de la exposiciéon al estrés por calor (45 °C) el cual mostré que el
genotipo 25919 exhibio la mayor tasa fotosintética de 6.60 pmol CO, m2 s?, ala cual
consideraron tolerante a estrés térmico. Se ha observado la inhibicion de la fotosintesis
después de una corta exposicién a temperaturas moderadamente altas (de 35 a 40 °C)
en varias especies de plantas (Sinsawat et al., 2004; Crafts y Salvucci, 2000). Después
del estrés por calor, la pérdida del transporte de electrones fotosintéticos se atribuy6 a la
termolabilidad del fotosistema Il (PSIl). Havaux (1996), ha demostrado que el PS Il esta
dafiado por un estrés de alta temperatura, cuando la temperatura es superior a 45 °C,
mientras que la disminucién significativa de la asimilacién de CO; ya ocurre con un estrés

por calor moderado.

Interesante, observar los valores de recuperacién de fotosintesis en ambos genotipos de
papaya, en nuestro estudio. Un efecto similar fue observado por Brestic et al. (2012), en
trigo cultivado en campo después de que la temperatura del aire excediera los 30 °C. Tal
aclimatacion rapida fotosintética probablemente se debi6 a la acumulacién de la xantofila
zeaxantina (Havaux y Tardy, 1996), que es capaz de estabilizar la fase lipidica de la
membrana tilacoidea (Brestic y Zivcak, 2013). Se ha informado por Blokhna et al. (2003),
gue los genotipos tolerantes al calor mostraron mecanismos para reparar el sistema
antioxidante enzimatico mas competente (fotoprotectores) que los genotipos de
naturaleza susceptible. Es importante resaltar que la seleccion de una tasa fotosintética

alta no ha sido generalmente un caracter prometedor para un mayor rendimiento, sin
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embargo, la capacidad de las plantas para continuar una tasa relativamente, alta bajo

estrés puede contribuir al aumento de la produccion.

La fuerte relaciébn que comparte la fotosintesis con la conductancia estomatica y la
transpiracion como mecanismo para regular el enfriamiento de las hojas para evitar el
estrés por alta temperatura y, como elemento a la proteccion del aparato fotosintético a
través del aumento de la conductancia estomatica es un punto importante que considerar
en la tolerancia de las plantas a estrés térmico (Urban et al., 2017). De acuerdo, a los
resultados presentados es interesante, que en papaya Maradol aumentara dos veces la
conductancia estomatica en relacion con el tratamiento control, y en el genotipo Silvestre
la conductancia practicamente se mantuvo con valores control, y que probablemente se
deba a nula alteracion en el aumento de la temperatura de la hoja. Es relevante, observar
que el mecanismo de regulacién de la conductancia estoméatica por temperatura fue

independiente del estado hidrico de la planta silvestre.

Estos datos concuerdan con el estudio de Feller (2006), en hojas de plantas de frijol de 4
semanas de edad, incubadas durante 30 minutos a 23, 30 y 35 °C observando
conductancia estomatica de 0,66, 2,76 y 4,28 mol H,O m?2 s? respectivamente.
Nankishore y Farrell (2016), encontraron diferencias significativas para la conductancia
estomatica y la temperatura de la hoja en tres variedades de tomate (Hibrido 61, Moskvich
y Nagcarlang), la variedad Nagcarlang presentd una conductancia estomatica (equipo de
medicion: Leaf porometer, SC-1, Decagon Devices; Pullman; WA, USA) mas baja (700
mmol m? s?), pero temperaturas mas altas en las hojas (32 °C), lo que confirma su
capacidad para tolerar el calor, mientras que el Hibrido 61 presenté una conductancia
estomatica de 900 mmol m2 sy temperatura en la hoja de 31°C, parece ser mas efectivo
para evitar el calor. Por otro lado, en un estudio, realizado por Zhou et al. (2015),
observaron que las lineas de plantulas de tomate tolerantes al calor bajo estrés por calor
tenian una conductancia estomatica significativamente mayor que las lineas sensibles al
calor y eran mas capaces de reducir la temperatura de sus hojas a través del enfriamiento

por evaporacion.

Despues de colocar las plantas a condiciones favorables, observamos que los valores de
conductancia a los 7 dias en el caso de estrés por temperatura disminuyeron, mientras en

el caso de estrés por sequia y estrés combinado, aumentaron, pero en todos los casos, a
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niveles mas bajos que el control, para iniciar una segunda fase para administrar el agua

y recuperar energia para la pronta recuperacion.

Al cerrarse los estomas puede ocasionar baja asimilacion de CO;y crear un desbalance
entre la actividad fotoquimica en el fotosistema Il y el requerimiento de electrones
conduciendo a una sobreexcitacion y dafio a los centros de reaccion del fotosistema Il. En
algunos casos, los estomas pueden cerrarse, evitando la entrada de CO; y reduciendo
aun mas la tasa de fotosintesis. En este sentido, en respuesta a estrés térmico el CO-
intercelular en hojas de Carica papaya fue cercano a niveles control, sin diferencias
significativas entre ambos genotipos, es decir, en ambos tipos de plantas asimilaron CO.,
a pesar de tener diferencias en la actividad estomatal, mayor apertura en Maradol 0.34 y
menor en Silvestre con valores de 0.15 mol H,O-m?2s? sugerimos que nuestro
tratamiento no mostro inhibicion de la activacion de Rubisco, contrario a lo que ocurri6 en
tabaco y algodon, en el que el estado de activacion de Rubisco disminuyd, cuando la
temperatura y el C; aument6 (Steven y Salvucci, 2000). Sin embargo, vale la pena
considerar la hipétesis de que el genotipo Silvestre es capaz de almacenar mas didxido
de cabono (CO;) para combatir el estrés (0o en condiciones de estrés, la menor
conductancia estomatica en silvestre puede indicar menos entrada de CO;, pero también
menor pérdida de este). Loehle (1995), atribuye el enriquecimiento del CO; a la mayor
eficiencia del uso del nitrégeno que conlleva al almacenamiento de carbohidratos, ademas
sugiere el andlisis de las diferentes partes de la planta, la cantidad de biomasa, la calidad
del tejido y el crecimiento, para interpretar correctamente dicho enriquecimiento (Korner,
2006).

Respecto a lo encontrado en nuestros resultados el estrés hidrico (14 dias sin riego) y
estrés combinado (14 dias sin riego més 50 °C durante 2 horas), en Carica papaya L. cv.
Maradol y Silvestre, caus6 una inhibicion total en la tasa fotosintética y por lo tanto un
incremento en la respiraciéon con valores de -1.96 umol CO, m? st en Maradol, y Silvestre
de -1.70 umol CO, m? sty en el tratamiento combinado se detecto un valor de -2.21 para
Maradol y -1.43 umol CO, m? st en el genotipo silvestre. Después de integrar el riego por
7 dias y mantener las plantas a 25 °C, los dos tratamientos de estrés presentaron tasas
fotosintéticas, con los valores mas altos en el genotipo Silvestre. Es Interesante los valores

de respiracion, estos valores pueden estar relacionados con el bajo contenido de clorofila
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que se encuentran en las hojas, cierre estomatico, la asimilacién de CO., y posiblemente
a una baja actividad de Rubisco, indicando un nivel de estrés severo mayor en el cv.
Maradol. Estas observaciones concuerdan con los resultados de Jiang et al. (2000), en
pasto azul de Kentucky bluegras (cv. Mystic) el cual fue sometido a sequia y/o estrés por
calor (35/30°C, dia y noche) durante 40 d y la combinacion de estrés. La combinacion de
calor y sequia causaron inhibicién de Pn a partir del tercer dia, con valores de respiracion
de -4 umol CO, m? st a los 34 dias de estrés, ademas evaluaron tres tiempos de
recuperacion en los cuales a pesar de llegar a valor menores que el nuestro, en pasto
azul pudo recuperarse con niveles muy por debajo del tratamiento control de -2 umol CO-

m2 s,

A diferencia del estrés térmico, en respuesta a estrés por déficit hidrico y estrés
combinado en papaya Maradol y Silvestre, se observd disminucion importante de
conductancia estomatica y la transpiracion sin diferencias estadisticas en ambos
genotipos. La conductancia estomatica fue ligeramente mayor en el genotipo Maradol con
valores de 0.0032 mol H.O-m2:s que en el genotipo Silvestre con valores de 0.0019 mol
H.O-m2-s1, En cuanto a la transpiracion, el genotipo comercial obtuvo valores de 0.066
mmol H.O m? st en contraste con el genotipo Silvestre donde su transpiracion fue
ligeramente menor con datos promedio de 0.040 mmol H,O m2 s. Nuestro tratamiento
mas severo (sin riego mas choque térmico) fue el tratamiento con menor conductancia
estomatica de los tres tratamientos de estrés, con valores de 0.0024 mol H,O-m?2-s! para
Maradol y para Silvestre con valores de 0.0014 mol H.O-m?2-s?. Y en cuanto a la
transpiracion del genotipo silvestre de igual manera fue menor que la del genotipo Maradol
con valores de 0.028 y 0.049 mmol H.O m? s, respectivamente. Nuestros resultados
muestran una tendencia similar con lo reportado en la literatura, la cual menciona que la
principal respuesta al estrés hidrico es el cierre de estomas para evitar la pérdida de agua
a través de la transpiracion, el proposito de una menor cantidad de transpiracion y
reduccion de la pérdida de agua a través del cierre estomatico es una buena
compensacion para la supervivencia de papaya y muchos otros cultivos, como los
cultivares de lllpa y Rainbow Quinoa de Chenopodium quinoa Willd (Gamez et al., 2019;
Pirasteh et al., 2016).
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En este sentido, la disminucién de la conductancia estomatica, que es una medida de
cierre estamatal, puede conducir a disminuir la disponibilidad de diéxido de carbono (CO5)
para los cloroplastos de células mesofilicas, al bajar la entrada de CO; externo pero que
al interior de la planta lo aumenta aunado al aumento de la respiracién, condujo al
aumento de la concentracion interna de CO; en Carica papaya L. cv. Maradol y Silvestre,
donde muestran mayor concentracion de CO- en el genotipo Silvestre con valores de
2307.1 pmol COz'mol™* que en el genotipo Maradol con 1458.7 pmol CO2-mol?, bajo estrés
hidrico. EI mismo efecto presentaron los genotipos en respuesta a nuestro tercer
tratamiento de estrés (combinado), con una capacidad de concentracion de CO; de
2728.9 pmol COzmol! en el genotipo Maradol y en el genotipo Silvestre,
sorprendentemente una concentracion fue de 4388.45 umol COz'mol?. En la fase de
recuperacion las plantas mostraron valores similares a los observados en los controles.
Estudios previos indicaron que la asimilacion de CO; disminuy6 bajo el estrés hidrico,
mientras que la concentracién intercelular de CO; permanecié alta, debido a la limitada
capacidad del ciclo de calvin de regenerar el aceptor ribulosa 1,5 bifosfato, que limita su
asimilacion (Mudrik et al., 2003; Sanchez et al., 2002). Chechin et al. (2010), evaluaron el
déficit hidrico en hojas jévenes y adultas de girasol donde encontraron que el valor de Ci
en hojas adultas incrementd (253 pmol CO2-mol?) después de 6 dias sin riego, que las
hojas jovenes (208 pmol CO2-mol?), incluso las hojas jévenes se mantuvieron con valores
similares al control y después de 24 horas de recuperacion Ci regreso a valores control.
De igual manera, la asimilaciéon de CO; fueron significativamente mas afectados en el
tratamiento de estrés combinado en papaya Maradol y Silvestre. Efecto similar a lo
ocurrido en plantulas de dos lineas de trigo, una linea transgénica que sobrexpresa un
gen que codifica betaina aldehido deshidrogenasa y la segunda linea de tipo silvestre,
sometidas a estrés combinado por sequia (30%, PEG 6000) y estrés por calor (40 °C
durante 3 h), donde el CO; intercelular fue significativamente mayor en la linea silvestre
con 450 umol COz'mol? que la linea transgenica con concentraciones de 380 pmol
CO2'mol?* (Wang et al., 2010).
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4.5.6 CpHsfA2 probablemente orquesta la red transcripcional en Carica
papaya L. en respuesta a choque térmico y estrés combinado.
Por lo tanto, bajo estrés por altas temperaturas, el impacto fisioldgico sobre la fotosintesis,
la respiracion, la conductancia estomatica, el PSII, la estabilidad de la membrana de las
plantas de papaya, afectaron con mayor fuerza al genotipo Maradol, estos resultados
hicieron comprender el nivel de tolerancia de papaya Silvestre, ademas del potencial
inherente de la diversidad genética natural para soportar altas temperaturas. A través del
estudio de la expresion de genes HSF, podemos entender mecanismos moleculares de
vital importancia para desentrafiar, por ejemplo, el mecanismo de tolerancia de las plantas

silvestres con el objetivo de alcanzar la homeostasis en condiciones de estrés abidtico.

Con base a un analisis transcriptomico previo de Carica papaya por deficit hidrico (Estrella
et al., 2019) y con los resultados del capitulo Ill de esta tesis, se seleccionaron los genes
con mayor namero de transcriptos y nivel de expresion: CpHsfAld, CpHsfA2 y CpHsfB3,
para retomar la siguiente pregunta ¢los genes CpHsfAld, CpHsfA2 y CpHsfB3 cumplen
un rol importante en la proteccion de la planta del genotipo Silvestres en estrés térmico e
hidrico/térmico?, con la intencién de seleccionar genes candidatos para mejoramiento

genético en Carica papaya L.

Efectivamente encontramos diferencias significativas (P=0.001) entre los dos genotipos de
Carica papaya, con medias mas altas en el genotipo Silvestre. Respecto a estrés térmico y
estrés combinado (déficit hidrio més estrés térmico), el gen con mayor nivel de expresion
fue CpHsfA2, con valores de 337+0.38 en estrés térmico y estrés combinado de 2727+0.15,
mientras que en el genotipo Maradol el nivel de expresién fue de 0.63+1.14 en respuesta a
estrés térmico y estrés combinado de 2.23+0.53. Existe una amplia literatura en el que
muestran que el gen HsfA2 es el dominante en la respuesta a estrés térmico, como en
arroz, tomate y en Arabidopsis los perfiles transcriptomicos indicaron que el gen HsfA2
también se expresa en estrés hidrico y salino (Ghorbani et al.,2019). Pero los niveles de
transcripcién son mucho mas altos durante el estrés por calor (Wan et al., 2019; Liu y col.
2010; Scharf et al., 1998), respecto al estrés combinado existe un reporte donde el gen
AtHsfA2 participa como regulador clave en estrés individual, pero también por estrés
combinado (alta luminosidad y choque térmico) en Arabidopsis thaliana (Nishizawa et al.,

2006). La alta expresion del gen HsfA2 bajo un estrés combinado (déficit hidrico mas
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choque térmico) es el primero en la literatura cientifica, sugerimos que este gen es un
importate candidato para la tolerancia a mas de un estrés abiético en Carica papaya, como
lo realizado por Yokotani et al. (2008), la sobreexpresion del gen OsHsfA2e en Arabidopsis
thaliana provocd 4 veces mas la expresion de siete genes asociados al estrés térmico
(HSP17.7, HSP26.5, HSP70, HSP101, HSP17.6, HSP17.4, y Golsl), con relacion a las

plantas silvestres, lo que causo mayor tolerancia a estrés térmico y estrés salino.

En condiciones control, el gen HsfA2 es apenas detectable, pero con choque térmico (HS),
la acumulacibn de RNAm es fuertemente inducida y mas abundante durante la
recuperacion, ademas el gen HsfA2 requiere una fuerte interaccion con HsfAla para una
eficiente retencion nuclear, transporte nuclear y actividad transcripcional en tomate
(Scharf et al., 1998). Afios mas tarde, se encontrd en Arabidopsis thaliana, en el cuadruple
mutante HsfAla/b/d/e, indic6 que el gen HsfA2 es funcional en ausencia del regulador
maestro HsfAl (Schramm et al., 2006)

En otro estudio, en tomate HsfA2 fue el gen mas fuertemente inducido en respuesta a HS
(39°C durante 1 h) y los niveles de transcripcibn mas bajos en las muestras control y
después de un tratamiento de recuperacion durante 1.5 h a 25 °C en hojas
(Fragkostefanakis et al., 2016). En perfiles transcriptomicos se indica que el gen HsfA2
también se expresa en estrés osmotico, salino y oxidativo en muestras de brotes y raices
de Arabidopsis thaliana, aungue los niveles de transcripciéon son mucho mas altos durante
el estrés por calor, esto reside en la especifidad del gen HsfA2 debido a su rapida
induccién transcripcional. Es interesante, el estudio realizado por Charng et al. (2007), al
mostrar que Glutatibn peroxidasa (GPX) y ascorbato peroxidasa (APX), enzimas
principales de eliminacibon de ROS fueron significativamente inducidas por la

sobreexpresion de HsfA2.

Como lo mencionamos anteriormente, en Carica papaya no existe reporte de expresion
del gen HsfA2 en respuesta a estrés térmico. Sin embargo, concuerdan nuestros
resultados con lo antes mencionado, el gen CpHsfA2 se estimula rapidamente por una
elevacion de la temperatura ambiente, y fue el mas responsivo, debido a que se expresé
336 veces mas que en el tratamiento por déficit hidrico, en el genotipo Silvestre. Estos
resultados dan pauta para estudiar la funcionalidad del gen (sobreexpresion y

silenciamiento genético), la importacion nuclear, para la generacion de plantas
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termotolerantes y el conocimiento del regulador maestro de papaya. Nuestro resultado,
bajo estrés térmico es consistente con el analisis del genoma de Prunus mume ala 1 h
después del tratamiento con estrés térmico a 42 °C, el nivel de expresion fue de 500 veces
mas que el tratamiento control (Wan et al., 2019). Algo similar ocurrié en el estudio de Liu
y col. (2010), en el que investigd la expresion de 12 HSFs de arroz de clase Ay
descubrieron que la mayoria de los genes OsHSsfA respondian rapidamente al estrés por
calor, y que la expresion de OsHsfA2a fue mas alta entre los genes Hsf en respuesta al
estrés por calor. Malumpong et al. (2019), indagaron la expresion de 7 genes (OsHsfA7,
OsHsfA9, OsHsfA2e, OsHsfA4d, OsHsfA2a, OsHsfA2b, OsHsfA2d) en lineas de arroz
mutantes tolerantes al calor (M9962) y susceptibles al calor (M7766) a 40-45 °C durante
6 horas, en hojas, en particular, la expresion predominante de OsHsfA2a se encontré en
la linea tolerante (M9962). Sus resultados sugerieron que la tolerancia al calor de M9962
estaba protegida por la funcion de OsHsfA2a. Charng et al. (2007) tras exponer plantas a
37 °C durante 6 tiempos de estrés, encontraron que la expresion del gen HsfA2 en
Arabidopsis thaliana se mantuvo en los diferentes tiempos, pero en los tratamientos de
recuperacion después de regresarlas a 24 °C se pudo observar a partir de las 4 h de
recuperacion los niveles de expresion disminuyeron. Este resultado concuerda con lo
encontrado en esta tesis, los niveles de expresion después de 7 dias de recuperacion
disminuyeron en los dos genotipos con valores similares al control. Y también concuerda
con el estudio de Alcocer (2013), en el que la intensidad de la banda en el tratamiento de
recuperacion (1 semana a 25 °C) disminuyé en comparacion al tratamiento de estrés

térmico (50 °C durante 4 h) del genotipo Maradol.

Con niveles de expresion mas bajos, los genes CpHsfAld y CpHsfB3 también participaron
en la via de respuesta en Carica papaya Silvestre, se sabe que el grupo HsfAla en tomate
es el regulador Unico por lo que la supresion de este redujo drasticamente la
termotolerancia (Mishra et al., 2002). Curiosamente, se requieren otros Hsf, asi como
otros factores de transcripcion para activar cascadas o redes reguladoras corriente abajo
con funciones interesantes en termotolerancia. A diferencia del tomate donde HsfAl actla
como el regulador maestro de la respuesta al calor, en Arabidopsis thaliana no se ha
identificado dicho regulador maestro. Debido a que la eliminacion de las subclases
HsfAla, HsfAlb y HsfAld reducen la termo tolerancia, pero no la elimina por completo,

por lo tanto, otras proteinas compensan a la clase A, sin embargo, si son necesarias para
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el inicio temprano de la expresion del gen HS a nivel de transcripcion (Lopmann et al.,
2004). En Solanum tuberosum en un estudio realizado por Shah et al. (2020), mediante
transformacion con el gen HsfAld y tras la exposicion a 42°C durante 1 semana en una
camara de crecimiento, se observé disminucién en la clorofila a y b, y aumento en la fuga
de electrolitos en las plantas Silvestres, por lo tanto, la planta con sobreexpresion del gen
HsfAld desempefié un papel importante en la termotolerancia Respecto a nuestros
resultados, el gen CpHsfAld se expresé por choque térmico en los dos genotipos, pero 6
veces mas en el genotipo Silvestre y 4 veces mas en el tratamiento por déficit hidrico en
el tipo Silvestre. Sin embargo, en el tratamiento de recuperacion, el genotipo Maradol
mostré mayor expresion respecto al tratamiento de estrés, detectando que la respuesta

en este caso fue mas lenta.

Nishizawa et al (2011) realizaron estudios mediante mutaciones de pérdida de funcién en
Arabidopsis thaliana en el que los genes HsfAld y HsfAle, indicaron disminucién del PSII
bajo estrés térmico y que HsfAld y HsfAle regulan la expresién de HsfA2 y funcionan
como reguladores clave de la red sefializacion. En tomate los genes HsfAla, HsfA2 y
HsfB1 forman una red reguladora que es responsable de la expresién de genes sensibles

a choque térmico.

Por otro lado, mientras los Hsf de la clase A estan asociados directamente con las
respuestas al estrés por calor, lo de la clase B parecen tener diversos roles en las plantas.
Se descubrié que CpHsfB1, era inducido por el estrés por calor en las hojas mientras
mostraba expresién constitutiva en radiculas, en papaya CpHsfB1 puede actuar junto con
la clase A para regular la respuesta a calor (Tarora et al., 2010). Se ha informado en
tomate que HsfB1 actlla como un coactivador que interacciona con HsfAl para regular la
expresion de genes corriente abajo (Bharti et al.,, 2004). En nuestros resultados, la
subclase CpHsfB3 se indujo a altas temperaturas, pero la expresion del gen CpHsfB3 fue
mayor en la de estrés hidrico, lo cual puede indicar que el gen CpHsfB3 es especifico a
la respuesta por déficit hidrico y que solo este participando en la via de sefalizacion en
respuesta a estrés térmico y combinado. Por ejemplo, bajo los tratamientos de estrés a
42 °C durante 1, 2, 4, 8 y 12 h en esquejes de Prunus mume, la expresion del gen HsfB3
se inhibi6é después de la primera hora de estrés térmico (Wan et al., 2019). Sin embargo,

en hojas desprendidas de Tangwei (Vitis davidii) y Jingxiu (Vitis vinifera) bajo estrés por
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calor (47°C durante 40 minutos) y aclimatacion al calor (38 °C durante 2 h) inicialmente
indicaron mediante Fv/Fm, menor termotolerancia en Jingxiu que Tangwei y la
participacion del gen HsfB3 con un nivel relativo de 4 veces mas respecto al control
durante el tratamiento de estrés por calor y una baja de 2.5 en la aclimatacion en el
genotipo Tangwei (Liu et al., 2018), que concuerdan claramente con nuestros resultados,
de igual manera el gen HsfA2 se expresd mas fuertemente, en el tratamiento expuesto a

tiempos cortos de estrés térmico, 50 veces mas.

4.5.7 CpHsfB3 actua con CpHsfAld para regular la respuesta a estrés
hidrico de Carica papaya L.

La literatura muestra el papel de los HSFs como papel central en la proteccién de las plantas
contra altas temperaturas en diversas especies Arabidopsis thaliana (Liu et al., 2011),
Solanum lycopersicum (Mishra et al., 2002), Fragaria (Liao et al., 2016), Oryza sativa (Mittal
et al, 2009), Carica papaya L. (Tarora et al., 2010; Alcocer, 2003), en estas especies
muchos HSFs podrian regular un conjunto de genes de proteinas de choque térmico para
mejorar la tolerancia térmica en las plantas. Sin embargo, pocos estudios han evidenciado
la respuesta de algunos miembros de la familia de genes HSF ante un déficit hidrico como
sucede con Triticum aestivum (Xue et al., 2014), Sesamum indicum L (Dossa et al., 2016),
Arabidopsis thaliana (Bechtold et al, 2013), Fragaria vesca (Hu et al., 2015), Carica papaya
(Estrella et al., 2019). Documentamos, que los genes CpHsfAld y CpHsfB3 tienen un papel
en el mecanismo de tolerancia del genotipo Silvestre bajo estrés por déficit hidrico
probablemente a que son genes regulados por los genes DREB como parte de la via de
sefalizaciéon del estrés. Un estudio publicado por Wang et al. (2017), encuentraron en el
promotor de Hsf: clase Ay B de mani, que contenian un elemento DREB, por lo que algunos
Hsf podrian estar regulados por DREB como parte de la via de sefalizacion del estrés por
sequiay en la tolerancia al estrés hidrico. Por ejemplo, la sobreexpresion de HsfA6b mejoré
la expresion de DREB2A, por lo tanto, desempefié un papel clave en la tolerancia a sequia
en Arabidopsis thaliana (Yoshida et al., 2011). Otra respuesta puede ser que ademas de
las HSP, otras proteinas reguladoras estén involucradas en las respuestas al estrés
térmico, como el factor de transcripcion de union al elemento sensible a la deshidratacion
2 (DREB2), la galactinol sintasa 1 (GolS1) y la peroxidasa ascorbato 2 (APX2) sugiriendo
la multiplicidad de HSF de plantas y su diversidad funcional desempefiando un papel vital

en la supervivencia en las plantas en diferentes condiciones de estrés abittico. En las
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plantas silvestres de Carica papaya, presentaron niveles de expresion altos en los tres
genes (CpHsfAld, CpHsfA2 y CpHsfB3). De manera sorprendete, de acuerdo con el nivel
de estrés el gen CpHsfB3 tiene una mejor respuesta al estrés por déficit hidrico en Carica
papaya L. con un valor promedio de 17.34, posteriormente el gen CpHsfAld con menor
expresion de 2.84 y por ultimo el gen CpHsfA2 con nivel de expresiéon muy similar al
tratamiento control con 1.05. Por lo que parece ser que la clase A esta mas involocrada al
estrés térmico y la clase B al estrés hidrico. Al reincorporar el riego, el gen CpHsfB3 bajo
su expresion a valores menores a 1. Mientras el gen CpHsfA2 mantuvo su expresion baja
al igual que en el tratamiento de estrés combinado (50 °C/2 h+SQ). El gen CpHsfAld, redujo
su expresion con respecto al maximo estrés. En cuanto al genotipo comercial, los niveles
de expresién de los tres genes, en promedio fue de 0.021, valores que indican que estos

genes tienen una muy baja expresién en este genotipo.

Nuestros datos concuerdan con los resultados de Estrella et al. (2019), donde mostré
mediante un analisis transcriptémico en dos genotipos de Carica papaya L. cv. Maradol y
silvestre en respuesta a déficit hidrico, “fold change” de 48 en el gen CpHsfB3 en el tejido
de hoja en el genotipo silvestre (datos sin publicar), esto nos podria dar pauta para pensar
que el gen CpHsfB3 presenta una funcion vital en el mecanismo molecular en defensa
ante el estrés hidrico, también en que posiblemente en Carica papaya L., juegue un papel
regulador importante en la tolerancia. Dossa et al. (2016), observé que la mayoria de los
genes evaluado en respuesta a sequia se expresaban en gran media en los genotipos
tolerantes en comparacién con el sensible, para reforzar nuestros resultados en este
mismo estudio, la mayoria de los genes regulados por incremento pertenecian a la clase
B y C, Interesante que en respuesta a sequia el gen CpHsfAld este regulado con bajos
niveles de expresion en los dos genotipos, pero en menor grado el cv. Maradol, caso
contrario en respuesta a calor donde el gen CpHsfAld presenta valores de 7.36, mismo
que actua como principal activador y regulador de la transcripcion en Arabidopsis thaliana,
bajo estrés térmico. Xiang et al. (2013), estudiaron una subclase (B2b) del grupo B en
arroz, el estudio demostrd la induccion del gen por diversos estreses. Sin embargo,
pensamos que la expresion génica es un proceso bioldgico complejo y se necesitan
estudios mas exhaustivos para descifrar los mecanismos reguladores de las funciones de
Hsf. Parece ser que la clase B es interesante no solo para Carica papaya L. en el caso de

trigo la clase B puede tener un papel regulador en la adaptacion a la sequia y al estrés
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salino. El perfil de la expresion en el transcurso del tiempo de los genes Hsf en respuesta
al estrés por sequia mostré que el 90% de los HSFs son sensibles a la sequia. este autor
Infiere que las clases B podrian ser los reguladores principales de la respuesta a la sequia
en el sésamo al cooperar con algunos genes de clase A. Por ejemplo, se ha informado en
tomate HsfB1 actia como un coactivador que interacciona con HsfAl para regular la
expresion de genes corriente abajo (Bharti et al., 2004).
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4.5.8 Relacion de la expresion de los genes CpHsfs con la fuga de
electrolitos como mecanismo de tolerancia en el genotipo Silvestre en
Carica papaya L.

Durante los tratamientos que involucran el estrés térmico: choque térmico (50 °C/2 h) y
estrés combinado (14 dias sin riego mas 50 °C/2 h), los genes CpHsfAld, CpHsfA2 y
CpHsfB3 participan en el mantenimiento de la membrana en el genotipo silvestre, dicha
interaccidn parece ser importante en papaya durante altas temperaturas que induce
mecanismos de proteccion de proteinas de choque térmico implicadas en las funciones
de chaperona que protegen la mayoria de los compartimentos celulares, entre ellos se
ha demostrado que las HSP y las pequefias proteinas de choque térmico (sHSP)
modulan la fluidez y la permeabilidad e interactia con los lipidos que influyen en las
propiedades fisicas de la membrana (Niu y Xiang, 2018; Horvath et al., 2012; Horvath et
al., 2008). Ademas, se ha demostrado por Nishizawa et al. (2008), que la regulacion
transcripcional de los genes AtHsfAla y AtHsfA2 no solo regulan la expresion de muchas
proteinas HSP sino también para enzimas eliminadoras de ROS: ascorbato peroxidasa
(Apx2) y galactinol sintasa (GolS), esto explica la tolerancia en el genotipo tolerante
(Silvestre), y que de alguna manera concuerda con lo reportado por Zamarud et al.
(2017), lo cual la sobreexpresion del gen AtHsfALld en tabaco produce menor pérdida de
electrolitos en relacion con plantas silvestres durante el estrés térmico (42°C durante 6
dias). Del mismo modo, Wang et al. (2016) sobre expresaron el gen CpHsfA2b en
Arabidopsis thaliana y encontraron menor fuga de electrolitos y mayor tasa fotosintética
en las plantas transgénicas durante el estrés térmico en comparacién a la planta

silvestre.

En cambio, el genotipo susceptible a juzgar por el nivel de expresion y la baja relacion
de los genes CpHsfAld y CpHsfB3 con la reduccion de fuga de electrolitos. En estrés
combinado, los genes HSF en el genotipo susceptible no confiere ningun tipo de
proteccion a la membrana. La baja relacion y expresion de genes HSF explica la
susceptibilidad del cv. Maradol y que esta en linea con lo publicado por Chandel et al.
(2013), lo cual encontraron diferencias de expresion de proteinas HSP y genes HSF
entre genotipos, los genotipos tolerantes mostraron expresion de genes HSF mas altos

gue los genotipos susceptibles en arroz durante el estrés térmico.
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Pero durante el estrés hidrico, solo dos genes CpHsfA2 y CpHsfB3 participan en el
mantenimiento de la membrana plasmatica en el genotipo silvestre. Se sugiere que el
gen CpHsfAld en estrés hidrico solo funge como proteina auxiliar para la activacion
transcripcional. A diferencia del genotipo tolerante en el genotipo susceptible los tres
genes HSF no estan asociados a algun tipo de proteccién en la membrana. A diferencia
de los genes activadores, el gen HsfB3 reportado como represor en Arabidopsis thaliana,
se sugiere que en papaya el gen CpHsfB3 esta actuando como coactivador con el apoyo

de la proteina CpHsfA2 para apoyar el mantenimiento de la membrana.

4.5.9 Relacion de la expresion de los genes CpHsfs y la tasa fotosintética
como mecanismo de tolerancia en el genotipo Silvestre en Carica
papaya L.

Resulta interesante que entre mayor expresion de los genes HSF que codifican para
HSP, mantenga en gran medida la estabilidad del sistema de transporte de electrones
del PSII, y por ende, en la proteccion del aparato fotosintético durante el estrés térmico,
hidrico y combinado en Carica papaya L.Silvestre.

Documentamos, relacion positiva y significativa (R>=0.90, R?=0.93 y R?=0.92) entre la
expresion de los tres genes evaluados (CpHsfAld, CpHsfA2 y CpHsfB3), y fotosintesis
(umol CO2 m? s?), bajo estrés térmico. Respecto al estrés hidrico, solo dos genes
(CpHsfAld y CpHsfB3), si estan correlacionados con algun tipo de proteccion al proceso
fotosintético y que es equivalente al mantenimiento de la tasa fotosintética. Mientras que,
durante estrés combinado, los genes CpHsfAld y CpHsfA2, presenta una correlacion
positiva y significativa (R?>=0.89 y R?=0.90), con fotosintesis (umol CO, m?2 s?), en el
genotipo tolerante (silvestre). Lo que sugiere que los genes HSF estan asociados con la
proteccion del aparato fotosintético. Como se menciond anteriormente, los principales
inductores de chaperonas HSP son los factores de transcripcion de choque térmico.
Algunos de los genes activadores més fuertes de la transcripcion de HSP durante el
estrés térmico en Arabidopsis thalia reportados en la literatura, pertenecen a la clase A:
HsfA2, HsfA3 y HsfA7a (Pierre et al., 2016). Por ejemplo: en girasol, el gen HsfA9,
codifica diferentes proteinas entre ellas HSP21, HSP101 y distintas pequefias proteinas

de choque térmico (sHSP). Almoguera et al. (2012), en la sobreexpresion del gen
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HaHsfA9 en Nicotiana tabacum, llevé a una mejora en la proteccion de la membrana,
también protegi6 a la proteina D1, que bajo estrés causa la reduccién de la liberacion de
oxigeno en el PSIl y la interrupcion del flujo de electrones entre el PSIl y PSI, (las
plantulas transgénicas tenian un mayor contenido/estabilidad de proteina D1 que las
plantulas no transgénicas), bajo estrés hidrico (desecasion 4 horas en la oscuridad) y
estrés oxidativo (solucion de H»O; durante 24 en oscuridad). Aunado a ello, se ha
reportado en la literatura, que la HSP21 fungen como protectoras del PSII, durante el
estrés térmico (Neta et al., 2005).

El aumento de la tasa de produccion de O; y el contenido de H,O,, efectos por estrés
abidtico y que dafan principalmente el aparato fotosintético, inactivando enzimas del
ciclo de Calvin, los genes HSF corriente abajo activan genes que funcionan como
osmoprotectores, genes involucrados en las rutas relacionadas con las enzimas
antioxidantes como: ascorbato peroxida (APX), caracteristicos en la proteccion del
estrés oxidativo impuesto por ROS, cuyo incremento durante el estrés hidrico en algodén
se ha asociado en el mantenimiento de la tasa fotosintética relacionada con la integridad
de los fotosistemas (Yi et al., 2016).

Por tal motivo, los genes CpHsfAld, CpHsfA2 y CpHsfB3 en papaya podrian estar
implicados en la produccién de HSP, sin embargo, es necesario el analisis de proteinas
para identificar el tipo, bajo los diferentes tratamientos de estrés.

Por otro lado, el genotipo susceptible (maradol), bajo estrés térmico e hidrico, solo el
gen CpHsfB3 presentd una correlaciébn positiva pero no significativa en ambos
tratamientos de estrés. Respecto al estrés combinado, la expresién de los tres genes
HSF no confieren proteccion al aparato. Sugerimos que es importante la interaccion de
los genes HSF para la produccién de chaperonas HSP, como lo mencionado por Pierre
et al. (2016), en tomate SIHsfA1 y SIHsfB1 puede apoyar la produccién de HSP, mientras
gue solo SIHsfB1 reprime la produccién de HSP ademas del incremento de los genes
evaluados para la produccion de HSP puede ser beneficiosa para la produccion de
genotipos con un mecanismo mas eficiente en el aparato fotosintético bajo estrés

abidtico de Carica papaya.
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4.5.10 Relacion de la expresion de los genes CpHsfs y el indice de
rendimiento cuantico del PSIl como mecanismo de tolerancia en el
genotipo Silvestre en Carica papaya L.

Dicho lo anterior, resulta interesante que los genes HSF que codifican para HSP,
protejan al sistema de transporte de electrones del PSII. Encontramos, bajo estrés
térmico e hidrico en Carica papaya L. Silvestre, relacion positiva y significativa, entre la
expresion de los tres genes evaluados (CpHsfAld, CpHsfA2 y CpHsfB3) con Plaps.
Mientras que a estrés combinado (déficit hidrico mas choque térmico), 2 de los 3 genes
HSF (CpHsfAld y CpHsfA2) se relacionaron con el indice de rendimiento cuéntico del
PSII. Lo que sugiere que en el genotipo tolerante (Silvestre) a mayor expresion de los
genes HSF, mayor eficiencia en la cadena de transporte electrones durante el estrés.
Nuestros resultados de cierta manera se pueden deber a la acumulacién de HSP, como
lo reportado por Scott et al. (2002), donde el genotipo tolerante al calor de Agrostis
stolonifera produce una isoforma de sHSP adicional no producida por el genotipo
susceptible. Ademas, indicaron mayor cantidad de sHSP en el genotipo tolerante.
También se conoce que las sHSP protegen la cadena de transporte de electrones y el
transporte de electrones del PSIl durante el estrés por calor (Niu y Xiang, 2018).
Interesante, es que estas proteinas estén localizadas en el citoplasma, nucleo, reticulo
endoplasmatico, mitocondrias y cloroplastos. La HSP21, localizada en cloroplastos y
controlada por el factor de transcription HsfA2 en Arabidopsis thaliana (Yu et al., 2012).
Proteinas HSP21 reportadas en tomate, como protectoras del PSIl y ademas de
promover la acumulacién de caratenoides durante la maduracion de la fruta al exponer
la planta a estrés térmico (Neta et al., 2005). Sin embargo, el cémo algunos de los genes
HSF protegen al transporte de electrones es un tema aun poco conocido.

Por otro lado, el cv. Maradol, durante el estrés térmico la expresiéon de los 3 genes HSF
tuvo una correlacién negativa, durante el estrés por déficit hidrico, se encontré una
correlacion positiva entre el aumento en la expresion de los genes CpHsfA2 y CpHsfB3
(R?=0.66 y R?=0.63). Mientras que, en estrés combinado, el gen A2 si presenta

correlacion positiva (aunque baja) con Plaps.
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4.5.11 Relacion entre los niveles de expresion de los genes CpHsfAld,
CpHsfA2 y CpHsfB3 en respuesta a estrés térmico, hidrico y
combinado

La interaccion entre los factores de transcripcién se requiere para activar genes de una
manera mas eficiente (superactivacién) que los factores individuales. Por ejemplo, en
tomate Scharf et al. (1998), encontraron que la interaccion es especifica entre
HsfA1/HsfA2, pero no con HsfB1. Dicha interaccion conduce a exportacion nuclear
eficiente, es decir, mediante expresién transitoria en protoplastos de tabaco, el factor
individual HsfA2 se retiene en el citoplasma, a menos que interaccione con HsfAl, la
exportacion serd nuclear. Poco se ha investigado al respecto bajo diferentes
tratamientos de estrés en Carica papaya L., nosotros documentamos mediante andlisis
de correlacidn, interaccion positiva y estadisticamente significativa entre los niveles de
expresion de los genes CpHsfA2 y CpHsfB3 (R?=0.83), CpHsfAld y CpHsfB3 (R?=0.89)
y CpHsfA2 y CpHsfAld (R?=0.65) durante el estrés térmico e hidrico. En estrés
combinado existié relacion significativa entre los genes CpHsfAld y CpHsfA2 (R?=0.94),
los genes CpHsfA2 y CpHsfB3 (R?=0.67), pero no de CpHsfAld y CpHsfB3 en el
genotipo Silvestre. Dicha relacion entre los niveles de expresion de genes HSF sugiere,
gue se activan diversas interraciones en la red reguladora, probablemente por los grados
de estrés, es decir, existen genes de respuesta temprana y tardios, los genes de
respuesta temprana pueden ser remplazados por los genes tardios durante el estrés
abidtico, por ejemplo: HsfAla/HsfAlb son de respuesta temprana y HsfA2 de respuesta
tardia del estrés térmico (Li et al., 2010). Nuestros resultados estan en linea con lo
publicado hasta el momento en Arabidopsis thaliana durante estrés térmico, el gen
HsfB1/HsfB2b interactia con HsfAla, HsfAlb y HsfA2 (Kumar et al., 2009; Bharti et al.,
2004). El gen HsfAld y HsfAle activan la transcripcion de HsfA2 y HsfA7b.
HsfAla/HsfAlb regulan la expresion de HsfA7a, HsfB1 y HsfB2a. Ademas, HsfA2 regula
la expresion de HsfA3, HsfB1 y HsfB2a, incluso los genes HsfAld y HsfA2 activan a
enzimas eliminadoras de ROS: ascorbato peroxidasa (Apx2) y galactinol sintasa
(Nishizawa et al., 2011).

Por otro lado, se ha mostrado que HsfA2 por si sola no puede iniciar la expresion del
gen en respuesta a estrés térmico, el cv. Maradol presento correlacion positiva entre los

niveles de expresion de los mismos genes, pero no significativa (R?<0.45). En estrés
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combinado (déficit hidrico mas térmico), mostrd correlacion positiva entre los genes
CpHsfA2 y CpHsfB3 (R?=0.67). Probablemente la sucestibilidad del cv. Maradol se deba
a la baja interaccion entre los genes mencionados, sin embargo, se recomiendan otros

estudios para aseverar supuesta hipétesis.
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4.6 CONCLUSIONES
Estrés Térmico

El potencial hidrico y el CRA de las plantas expuestas a estrés térmico en
comparacion a estrés hidrico y combinado, fue el menos afectado. Las hojas del
genotipo silvestre mantienen potenciales hidricos menores (-1.5 MPa) que del
cv. Maradol (-0.78 MPa), en cambio el genotipo Silvestre puede mantener el CRA
mas alto (86%) que Maradol, esto sugiere que el genotipo Silvestre usa el agua
de manera mas eficiente, que se puede atribuir a las diferencias fenotipicas y
requerimientos de agua.

En relacion con la fuga de iones como indicador importante del dafio en la
membrana, nuestros resultados apuntan mayor dafio en los tratamientos que
involucran estrés térmico (choque térmico y déficit hidrico mas choque térmico).
En respuesta a choque térmico el genotipo Maradol presenta mayor dafio (19%)
en relacién con el genotipo Silvestre (17%), después del estrés, la fuga de
electrolitos del genotipo Silvestre regreso6 a valores mas cercanos al control que
Maradol, esto sugiere claramente que la recuperacion rapida del genotipo
Silvestre y la menor pérdida de electrolitos en el estrés térmico existe algun
mecanismo de tolerancia que ayude a evitar tal afectacion.

Los parametros Plaws y FV/Fm disminuyeron en forma importante, nuestros datos
muestran una mayor sensibilidad en la alteracién del PSII en los tratamientos que
involucran estrés térmico y en el genotipo Maradol (choque térmico y déficit
hidrico mas choque térmico). En respuesta a estrés térmico, el analisis del
transitorio de fluorescencia (OJIP), mostr6 que a los 2 milisegundos (ms) se
presenta menor flujo de electrones en ambos genotipos, con menor eficiencia en
el cv. Maradol con relacion al genotipo silvestre, el estrés térmico (50 °C/2 h) no
provocé dafio significativo en el complejo productor de oxigeno por su capacidad
de recuperacion en los dos genotipos. Ademas, nuestros resultados muestran
gue los valores de Plaps pueden servir como un indice de sensibilidad al estrés
en plantas de Carica papaya L..

En relacion con los pardmetros de intercambio de gases, la fotosintesis fue
menor en el genotipo Maradol en respuesta a estrés térmico. El aumento de la

temperatura estimulé6 mayor conductancia estomatica y transpiracién en el
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genotipo Maradol. EI CO; intercelular se mantuvo con valores similares en
relaciébn con las plantas control en los dos genotipos de Carica papaya en
respuesta a estrés térmico.

Bajo estrés térmico, los genes CpHsAld, CpHsfA2 y CpHsfB3 cumplen un rol
importante en la proteccién de la planta del genotipo Silvestre. El gen CpHsfA2
present6 el mayor nivel de expresion, por lo que parece ser mas especifico a la
respuesta a choque térmico, a juzgar por los niveles de expresion de los genes
CpHsfAld y CpHsfB3 también participan en esa via de respuesta. La expresion
de estos genes en el genotipo comercial fue menor de 1.02, mientras que el nivel
de expresion del genotipo Silvestre fue de 337. Por lo que sugerimos que los
genes HSF son importantes para la tolerancia a estrés térmico en genotipos
silvestres de Carica papaya.

Estrés Hidrico
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El potencial hidrico de las plantas expuestas a estrés hidrico disminuy6 en forma
importante. Con el cual se enfatiza en el hecho de que al dejar de regar el
contenido de agua en la planta puede estar afectado y presentar un déficit de
agua y asi decir, que la planta si sufrié un estrés hidrico. El potencial hidrico de
hojas del genotipo Silvestre (-2.06 MPa) fue menor que en las del genotipo
Maradol (-1.7 MPa). Con relacién al contenido relativo de agua se comporto de
manera similar en ambos genotipos (84%).

La fuga de iones como indicador del dafio en la membrana celular, no fue tan
evidente en ambos genotipos en este tipo de estrés como en el estrés térmico y
combinado. Por lo que se sugiere que la membrana es mas sensible al estrés
térmico que al estrés por déficit hidrico. El genotipo Silvestre presenté menor
fuga de electrolitos (9%) con relacion al genotipo Maradol (12%), lo que apunta
nuevamente a una tolerancia mayor del genotipo Silvestre en Carica papaya.
Por el contrario, el indice de Plays y Fv/Fm disminuy6 ligeramente con relacién al
control y menos que lo observado en el estrés térmico y estrés combinado. El
andlisis completo del fotosistema II, sefiala que los dos genotipos de Carica
papaya se comportaron de manera muy similar, desde la absorcion de fotones

hasta la reduccion de quinona primaria.



Con relacién a parametros de intercambio de gases, la fotosintesis, transpiracion
y conductancia estoméatica disminuyeron considerablemente en relacién con el
tratamiento control y estrés térmico. La reduccion de la conductancia estomatica
en los dos genotipos de papaya (Silvestre 0.0019 mol H.O-m2-s** y Maradol
0.0032 mol H0-m2-s%) reguld la menor tasa de transpiracion (Silvestre, 0.04
mmol H.O m2 sy Maradol, 0.06 mmol H.O m2 s1) para tratar de mantener el
potencial de agua en los dos genotipos. Las altas concentraciones de CO: en el
genotipo Silvestre de 2307.1 pmol CO2mol™* con relaciéon al genotipo Maradol
con valores de 1458.7 umol COz'mol?, sugieren que Rubisco actué como
oxigenasa produciendo fotorespiracion (Silvestre -1.70 umol CO, m? st vy
Maradol de -1.96 umol CO, m?s?t), mismos que limit6 a la reduccién del carbono
neto fijado por el ciclo de calvin.

En respuesta a déficit hidrico, la expresion de los genes CpHsAld y CpHsfA2
fueron menor a 2.8 en el genotipo Silvestre y 1 en el genotipo comercial. Por
otro lado, el gen CpHsfB3 presenté mayor nivel de expresion (17.34), por lo que
parece ser mas especifico a la respuesta a estrés por déficit hidrico. La expresion
de estos genes en el genotipo comercial fue menor de 1 por lo que sugerimos
gue los genes HSF son importantes para la tolerancia a estrés hidrico en

genotipos silvestres de Carica papaya.
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Estrés combinado (déficit hidrico mas choque térmico)

El potencial hidrico y el CRA de las plantas expuestas a estrés combinado
disminuyé de forma importante. Diferente a los tratamientos anteriores, el
potencial hidrico de hojas del genotipo Silvestre (-2.6 MPa) fue menor que el
genotipo comercial de -2.9 MPa, del mismo modo el CRA fue més afectado en el
genotipo Maradol con valores de 55% y el genotipo Silvestre de 67%. Del mismo
modo, después de la reincorporacién del riego, Maradol es capaz de recuperar
su potencial hidrico a -0.84 MPa mientras que el genotipo silvestre presento
valores de -1.0 MPa después de las 168 h de integrar el riego. Sin embargo, los
datos del CRA demuestran lo contrario, el genotipo Maradol presenté un
contenido de agua menor que el genotipo Silvestre.

El tratamiento que méas afectd a nivel de dafio en la membrana fue el estrés
combinado en ambos genotipos. El genotipo Silvestre presenté menor dafio en
la membrana (fuga de electrolitos, 54%), apuntando nuevamente a la tolerancia
a estrés combinado en comparacion al genotipo comercial (fuga de electrolitos,
66%), a pesar de la pérdida significativa de fuga de iones, después de
reincorporar las plantas a condiciones control, los dos genotipos fueron capaces
de recuperarse del dafio.

El indice de Plas y FV/Fm disminuy6 significativamente con relacion al control y
de los tratamientos anteriores en ambos genotipos. Los datos mostraron que el
genotipo Silvestre presentd mayor rendimiento y eficiencia de captura de
electrones en respuesta a estrés combinado, que explica la mayor tasa
fotosintética con relacion a las plantas del genotipo comercial. A pesar de la
alteracion, en la curva polifasica, después de 7 dias de la aplicacion del estrés
combinado, las plantas se recuperaron con valores interesantes, pero nunca
cercanas a los del tratamiento control.

Con relacién a parametros de intercambio de gases, la respuesta fue similar a la
de estrés por sequia. La fotosintesis, transpiracion y conductancia estoméatica
disminuyeron considerablemente en relacion con el tratamiento control para
evitar la pérdida de agua. El genotipo Silvestre presenté mayor CO intercelular,
es decir, menor fijacién neta de CO. y menor fotorespiracion en comparacion a

los tratamientos de estrés térmico, hidrico y que el genotipo Maradol.



Respecto a la expresién de los tres genes evaluados, es interesante el nivel de
expresion del gen CpHsfA2 (2727.49) comportamiento similar a la respuesta a
estrés por choque térmico, aunque los genes CpHsfAld y CpHsfB3 también
parece que participan en esa via de respuesta. La expresion del gen CpHsfB3
fue a la baja respecto al tratamiento de déficit hidrico y térmico. Estos genes en

el genotipo comercial fueron menores con relacién al genotipo silvestre de Carica

papaya.

Conclusiones Generales

Aspectos fisioldégicos y expresiéon de genes
Bajo condiciones de estrés térmico

El estrés térmico, en el genotipo silvestre, induce un aumento en la expresién de
los genes CpHsfAld, CpHsfA2 y CpHsfB3, que a su vez aparentemente dispara
mecanismos (tal vez proteinas chaperonas tipo HSP) para evitar dafio en
membrana, dicho mecanismo explica al menos parcialmente, la mayor tolerancia
a estrés térmico presentada por el genotipo silvestre. Por el contrario, la
susceptibilidad del genotipo maradol al estrés térmico, parece estar asociada al
hecho de que en este genotipo el estrés térmico no induce un aumento en la
expresion de estos genes, y por consiguiente no se disparan mecanismos de
proteccion a membrana.

En lo que se refiere a fotosintesis, el estrés térmico indujo un aumento de los
niveles de expresion de los genes CpHsfAld, CpHsfA2 y CpHsfB3 que estuvo a
asociada a un efecto protector del aparato fotosintético ante dicho estrés. Lo que
sugiere que los genes HSF estan asociados con la proteccion del aparato
fotosintético en el genotipo tolerante. Por el contrario, en el caso del genotipo
susceptible (Maradol) solo el gen CpHsfB3 presentdé una correlacion positiva
entre un aumento en su expresion con el mantenimiento del funcionamiento del
aparato fotosintético.

Los cambios en la expresion de los genes CpHsfAld, CpHsfA2 y CpHsfB3 estan
relacionados con un efecto protector al funcionamiento del aparato fotosintético
en respuesta a estrés térmico e hidrico en genotipos tolerantes de C. papaya L,

se fortalece con el hecho de que los cambios de expresién de HSF también estan

179



correlacionados con una mayor eficiencia en el transporte de electrones (Plabs)

ante dichos tipos de estrés en el genotipo Silvestre bajo estrés térmico.

En condiciones de estrés hidrico
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Durante el estrés hidrico, solo dos genes CpHsfA2 y CpHsfB3 participan en el
mantenimiento de la integridad de la membrana plasmatica en el genotipo
Silvestre. Se sugiere que el gen CpHsfAld en estrés hidrico solo funge como
proteina auxiliar para la activacién transcripcional. A diferencia del genotipo
Silvestre, en Maradol el estrés térmico no induce un aumento en la expresion de
ninguno de los tres genes HSF, y por consiguiente no se disparan mecanismos
de proteccion a membrana.

En respuesta a estrés hidrico, solo dos genes CpHsfAld y CpHsfB3 parecen
jugar un papel importante en la proteccion del aparato fotosintético en Carica
papaya L. Silvestre. Por el contrario, en el genotipo susceptible a estrés hidrico
no indujo cambios en la expresion de genes HSF y por consiguiente no se
dispararon mecanismos de proteccion al funcionamiento del aparato fotosintético
durante este estrés.

Del mismo modo, en respuesta a déficit hidrico, a mayor expresion de los genes
CpHsfAld, CpHsfA2 y CpHsfB3 mayor eficiencia en el transporte de electrones
del PSIl al PSI en el genotipo tolerante. Lo que sugiere que la expresion de dichos
genes esta involucrada en la proteccién del aparato fotosintético ante este tipo
de estrés. Por el contrario, en el genotipo susceptible (Maradol) la expresion de
los genes CpHsfA2 y CpHsB3 se encontraron asociados en menor medida a

algun tipo de proteccion al aparato fotosintético durante el estrés hidrico.



En condiciones de estrés combinado

El estrés combinado también induce un aumento en los niveles de expresion en
los 3 genes HSF, asociado a una mayor proteccién de la integridad de la
membrana ante dicho estrés en el genotipo Silvestre. Por el contrario, en el
genotipo Maradol, el estrés combinado no induce un cambio significativo en los
niveles de expresion de los genes HSF, y por consiguiente no se dispararon
mecanismos de proteccion a membrana.

En lo que se refiere a la proteccion del aparato fotosintético, durante el estrés
combinado, solo dos genes CpHsfAld y CpHsfA2 parecen jugar un papel
importante en la proteccion del aparato fotosintético en Carica papaya L.
Silvestre. Por el contrario, en el genotipo susceptible, el estrés combinado no
indujo cambios significativos en la expresion de ninguno de los genes HSF y, por
consiguiente, no se dispararon mecanismos de proteccién al aparato fotosintético
ante dicho estrés combinado.

Durante el estrés combinado, solo dos genes HSF (CpHsfAld y CpHsfA2)
parecen jugar un papel importante en mantener la eficiencia de transporte de
electrones en el genotipo Silvestre, en presencia del estrés. Mientras que en
Maradol (genotipo susceptible), el ligero cambio en expresion de los genes HSF,
no confiere proteccion al funcionamiento del aparato fotosintético ante un estrés

combinado.

Correlaciones entre los niveles de expresidn entre genes

Durante el estrés térmico, en el genotipo Silvestre (tolerante) se encontr6é una alta
correlacion entre los genes CpHsfAld y CpHsfA2 (R?=0.75), CpHsfA2 y CpHsfB3
(R?=0.83), CpHsfAld y CpHsfB3 (R?=0.89). Por el contrario, en el genotipo
susceptible (Maradol), se present6 una correlacion positiva, pero no significativa
entre los niveles de expresion de los mismos genes, y nula relacién entre los genes
CpHsfA2 y CpHsfB3 durante el estrés térmico.

En respuesta a estrés hidrico, nuevamente en el genotipo Silvestre (tolerante)
encontramos que los tres genes HSF estan altamente correlacionados. Sobresale
la alta correlacion entre el gen CpHsfAld y CpHsfB3 (R?=0.98), y de los genes
CpHsfA2 y CpHsfB3 (R?=0.86), y CpHsfAld y CpHsfA2 (R?=0.78). Mientras que
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en el genotipo Maradol (susceptible) no existe correlacién entre los niveles de
expresion de los tres genes.

En relacion con el estrés combinado, en el genotipo Silvestre (tolerante) los niveles
de expresibn de los genes CpHsfAld y CpHsfA2 estan correlacionados
significativamente (R?=0.94). Por lo que se sugiere que ambos genes participan
en la activacién del mecanismo de proteccion en Carica papaya L. Por el contrario,
no se encontré correlacion entre los niveles de expresion entre CpHsfAld y
CpHsfB3 en ninguno de los dos genotipos Maradol y Silvestre (R?=0.25 y R?=0.28).
En el caso de los genes CpHsfA2 y CpHsfB3 solo el genotipo Maradol (susceptible)

presentd una correlacién positiva entre estos genes (R?=0.67).



CAPITULO V INTEGRACION FINAL Y CONCLUSIONES GENERALES
5 DISCUSION GENERAL

5.1Los genes HSFs como mecanismo de tolerancia a estrés hidrico, térmico
y la combinacién de ambos en Carica papaya L.
En la naturaleza, los cultivos encuentran una combinacién de estrés abiotico que limitan
severamente el crecimiento y la produccién de los cultivos. En el presente estudio se
exponen los cambios fisiolégicos de una linea de tipo C7 en diferentes tiempos de estrés
y dos genotipos de Carica papaya L. cv. Maradol y Silvestre al déficit hidrico, estrés
térmico y su combinacién, y ademas su posible mecanismo molecular en respuesta a la
tolerancia mediante expresion de genes HSF, esto con la intencién de contribuir al futuro
trabajo de investigacion dirigido al desarrollo de plantas cisgénicas con mayor tolerancia

a las condiciones ambientales.

De acuerdo con los parametros fisiolégicos analizados (potencial hidrico, CRA, fuga de
electrolitos, intercambio de gases y de fluorescencia de clorofila), en la presente tesis se
observo en respuesta a estrés térmico (50 °C durante 2 h): que la reduccién en el estado
hidrico del agua y la fotosintesis fue menor en comparacion al estrés hidrico y
combinado. El aumento de la conductancia estomatica durante el estrés por calor se
considera un mecanismo de adaptacion para mejorar la transpiracion, el cual fue menor
en el genotipo Silvestre, esto podria deberse a la capacidad de tolerar el calor a un nivel
mas alto, mientras que el cv. Maradol tuvo que aumentar sus niveles de conductancia y
transpiracion para tolerar las altas temperaturas en las hojas, a pesar de ello, su
fotosintesis fue menor con relacién al genotipo Silvestre. El dafio en la membrana fue
mayor en respuesta a estrés térmico que hidrico y condujo a cambios en la distribucién
de energia entre los fotosistemas y en la cadena transportadora de electrones en mayor
medida en el cv. Maradol que el genotipo Silvestre. En este sentido, después de integrar
el riego y condiciones de temperatura controlada a 25+2°C por 7 dias, fueron necesarios
para que los parametros fisiol6gicos considerados en los dos genotipos regresaran a
valores muy cercanos al control, excepto la transferencia de electrones en el PSII, en

menor escala el genotipo Maradol.

Durante los diferentes tiempos de estrés hidrico (7, 14, 21 d; sin riego) en plantas de la

linea de tipo C7, la conductancia estomética se vio afectada conforme avanzaban los
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dias sin riego. A los 21 d sin riego, las plantas mostraron el potencial de agua menor con
valores de -1.70 MPa, sin dafios significativos en el PSIl (Fv/Fm). La tasa de fotosintesis
se vio afectada a partir de los 7 d (de 7 a 3.06 umol CO, m? s?), posiblemente por la
disminucién de la tasa de transpiracién (de 6.5 a 2.3 mmol H.O m2 s?) y la menor
concentracion de CO (332 a 275 umol CO; mol?).

En cambio, el estrés hidrico y el estrés combinado (14 dias sin riego mas 50 °C/2 h), en
las plantas de Carica papaya L. presentaron dafios mucho méas evidentes en el cv.
Maradol (susceptible) que el genotipo Silvestre. El estrés hidrico y la combinacién de
estrés tienen mecanismos de respuesta en comun (potencial hidrico e intercambio de
gases), pero diferentes relacionadas con fluorescencia de clorofila y fuga de electrolitos.
Es interesante y concordante con lo mencionado por Rizhsky et al. (2002), en que el
estrés por calor no redujo significativamente la actividad fotosintética de las plantas de
tabaco, pero el estrés por sequia y el estrés combinado por calor y sequia mostraron
una reduccién de mas del 80% en la actividad fotosintética. A diferencia del estrés
térmico e hidrico, en el que 7 dias fueron necesarios para revertir las alteraciones
fisiologicas a niveles cercanos al control, el estrés combinado mostr6 un dafio no
reversible en el rendimiento del fotosistema Il. El estrés hidrico y el efecto combinado de
déficit hidrico mas estrés térmico afecto significativamente el CRA y el potencial hidrico
de las hojas de Carica papaya L., cv. Maradol y Silvestre, incluso la reduccion sustancial
del CRA de la hoja y la conductancia estomética condujo al dafio extenso a las
membranas en términos de fuga de electrolitos, rendimiento fotosintético de manera
importante. El estrés térmico y el efecto combinado aumentaron el nivel de fuga de
electrolitos, lo que indica dafio en la membrana que podria deberse a alteraciones en la
conformacion lipido-proteina y pérdida del funcionamiento celular. En particular, en el
estrés combinado con mayor pérdida de electrolitos en el cv. Maradol de 66% y en el
genotipo Silvestre de 54% el impacto en el funcionamiento del fotosistema Il (Fv/Fm), el
rendimiento cuantico y en el transporte de electrones tuvo un impacto mas negativo en
las hojas de las plantas Maradol que el estrés individual térmico e hidrico. Nuestros
resultados concuerdan con los andlisis previso de Osorio et al. (2011) y Zhou et al.
(2017) donde el estrés individual de deficit hidrico y estrés combinado tienen un impacto

mayor que el calor individual en plantas de Ceratonia siliqua y Solanum lycopersicum.
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Se conoce que el estrés térmico y los efectos interactivos del calor y la sequia causa
estrés oxidativo debido a la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) que
conduce a la peroxidacion lipidica, y dafio a la estabilidad de la membrana celular, el
aparato fotosintético y la biosintesis de clorofila (Raja et al., 2020; Horvéth et al., 2008).
Para evitar el dafio y recuperar la homeostasis, una de las respuestas es la activacion
de la maquinaria de eliminacién de ROS, y la produccion de HSP al actuar como
chaperonas moleculares, evitando las conformaciones de proteinas nocivas y la
desnaturalizacion de proteinas que ocurre durante el estrés. En particular las proteinas
de choque térmico se han relacionado y las pequefias proteinas (HSP) como uno de los
objetivos protegidos del PSII. La sHSP se une a las membranas tilacoides para proteger
la evolucion de O, y el mantenimiento de la sintesis de proteinas, incluida la D1 el PSII
y el transporte de electrones durante el estrés por calor, ademas se descubrié que
HSP21 funcionaba como una chaperona molecular para proporcionar protecciéna al PSlI
del estrés oxidativo dependiente de la temperatura (Allakhverdiev et al., 2008). Como lo
describe Zha et al. (2016), en el estudio de dos cultivares de Vitis vinifera L., Kyoto y
Jumeigui, bajo estrés térmico de 35 °C a 45 °C durante 6 horas el cultivar Jumeigui
mostré mayor dafio en la actividad del PS Il que el cultivar Kyoto, y que esto se pudo
correlacionar con el nivel de expresion de GLOS1, HsfA2 y HSP21 que fue en mayor
medida en el cultivar tolerante Kyoto. También se ha demostrado que las HSPs modulan
la fluidez y la permeabilidad de la membrana al interactuar con proteinas de la
membrana, lipidos de membrana o ambos. Como lo demuestra Torok et al. (2001),
donde la HSP17 desempefia un papel fundamental en el mantenimiento de la membrana
en condiciones de estrés. Por otro lado, en un andlisis cuantitativo de proteinas de
nuestro grupo de trabajo, Romero (2018), en las hojas de papaya Silvestre encontraron
un incremento importante en la concentracion de proteinas durante su tiempo maximo
de estrés hidrico en comparacion al cv. Maradol, ademas se identificaron proteinas de
choque térmico HSP70 y HSP90 en los dos genotipos de papaya, y sugieren que papaya
silvestre expresa HSP a niveles mas altos y que tendria sentido para justificar la

tolerancia de estrés hidrico y térmico en el genotipo Silvestre.

Las proteinas HSP estan reguladas por factores de transcripcion de choque térmico
(HSF) a través de su asociacibn con un motivo de unién palindrémica (5'-
NAGAANNTTCTn-3 ') en la region promotora HSE (Tolosa y Zhang, 2020; Driedonks et
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al., 2015). Lo cual desempefian un papel central en la respuesta al estrés por calor,
recientes investigaciones han mostrado que los HSF también se expresan en respuesta
a estrés hidrico y salino, y la sobreexpresion de genes HSF favorecen a la tolerancia en
Arabidopsis thaliana y Solanum lycopersicum tanto estrés térmico como hidrico (Gong
et al., 2014).

En este sentido, los genes HSFs, con base a sus caracteristicas estructurales se
clasifican en tres clases A, By C. Los HSF contienen un dominio de unién al DNA (DBD),
dominio de oligomerizacion (regiones HR-A/B), sefial de localizacion nuclear, sefal de
exportacion nuclear y solo los de la clase A presentan el motivo de activacion (motivo
AHA) que son esenciales para la transactivacion. Y los de la clase B y C contienen un
dominio de represién identificado con un péptido con cuatro aminoacidos -KLFGV-
(lkeda et al., 2011). En Arabidopsis thaliana se han reportado 21 secuencias
pertenecientes a la familia HSF, mientras que en Carica papaya L. cv. SunUp
encontramos 18 secuencias, consistente con la reduccién en el nimero de genes de
20% que presenta C. papaya en relacion a Arabidopsis thaliana, y en un analisis
transcriptomico, realizado por Estrella et al. (2019), identificamos 11 genes HSF en
respuesta a déficit hidrico: CpHsfAlb, CpHsfAld, CpHsfA2, CpHsfAda, CpHsfA9,
CpHsfA6b, CpHsfB3, CpHsfB2a, CpHsfB1, CpHsfB2b y CpHsfC1, de los cuales 8 fueron
analizados en el capitulo Il bajo estrés hidrico en tres genotipos Maradol, Silvestre y la
linea C7, posteriormente se seleccionaron los genes inducidos en los diferentes tiempos
de estrés hidrico (CpHsfAld, CpHsfA2 y CpHsfB3) que fueron analizados en el capitulo
IV en respuesta a estrés térmico (50 °C/2 h), estrés hidrico (14 dias sin riego) y la

combinacion de ambos (14 dias sin riego mas 50 °C/2 h).

Cada uno de los 21 HSF en Arabidopsis thaliana y los 18 HSF de Carica papaya tienen
una funcion en la regulacion y cooperan en las fases de respuesta de estrés, en Carica
papaya durante los tratamientos que involucran el estrés térmico: choque térmico (50
°C/2 h) y estrés combinado (14 dias sin riego mas 50 °C/2 h), los genes CpHsfAld,
CpHsfA2 y CpHsfB3 participan en el mantenimiento de la membrana en el genotipo
silvestre, dicha interaccion parece ser importante en papaya durante altas temperaturas
gue induce mecanismos de proteccion de proteinas de choque térmico implicadas en las

funciones de chaperona que protegen la mayoria de los compartimentos celulares, entre
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ellos se ha demostrado que las HSP y las pequefas proteinas de choque térmico (SHSP)
modulan la fluidez y la permeabilidad e interactia con los lipidos que influyen en las
propiedades fisicas de la membrana (Niu y Xiang, 2018; Horvath et al., 2012; Horvath et
al., 2008). Ademas, se ha demostrado por Nishizawa et al. (2008), que la regulacion
transcripcional de los genes AtHsfAla y AtHsfA2 no solo regulan la expresion de muchas
proteinas HSP sino también para enzimas eliminadoras de ROS: ascorbato peroxidasa
(Apx2) y galactinol sintasa (GolS), esto explica la tolerancia en el genotipo tolerante
(Silvestre), y que de alguna manera concuerda con lo reportado por Zamarud et al.
(2017), lo cual la sobreexpresion del gen AtHsfAld en tabaco produce menor pérdida de
fuga de electrolitos en relacion con plantas silvestres durante el estrés térmico (42 °C
durante 6 dias). Del mismo modo, Wang et al. (2016) sobre expresaron el gen CpHsfA2b
en Arabidopsis thaliana y encontraron menor fuga de electrolitos y mayor tasa
fotosintética en las plantas transgénicas durante el estrés térmico en comparacion a la

planta silvestre.

A saber, que los centros de reaccion de PSl y PSIl en los cloroplastos son los principales
sitios de generacion de ROS, aunque los ROS también se generan en otros organulos,
peroxisomas y mitocondrias (Soliman et al., 2011). Los genes HSF ayudan a desintoxicar
ROS (activando enzimas desintoxicantes, eliminadores de radicales libres); reactivar las
enzimas esenciales y las proteinas estructurales para mantener la homeostasis celular.
Ademas del gen HsfA2, se ha informado que los HSF de Arabidopsis thaliana AtHsfAla
y AtHsfA1b no solo regulan la expresién de muchas proteinas HSP sino también para
enzimas eliminadoras de ROS: ascorbato peroxidasa (Apx2) y galactinol sintasa (GolS
s). Interesante que, los genes AtHsfAld y AtHsfAle pueden lograr la funcién de
AtHsfAla y AtHsfA1b en los andlisis de mutantes de Arabidopsis thaliana. De los genes
de la clase A, el gen AtHsfA2 fue el mayor expresado en 30 minutos bajo estrés térmico
(Nishizawa et al., 2006). De igual modo la sobreexpresiéon del gen HsfA2 en Arabidopsis
thaliana ha propiciado a mayor tolerancia a estrés térmico, osmaético y un mayor
crecimiento de callos (Ogawa et al., 2007). De lo contrario, al silenciar el gen AtHsfA2
las plantas mostraron una disminucion de la tolerancia al estrés, por lo que se sugiere
gue AtHsfA2 es un regulador clave para la termotolerancia adquirida y la tolerancia
anoxia en Arabidopsis (Banti et al., 2010). También se ha confirmado que al

sobreexpresar el gen AtHsfA2 los niveles de galactinol sintasa y rafinosa sintasa 2
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(fungen como osmoprotectores), aumentaron en comparacion con los de las plantas de
tipo silvestre en condiciones normales de crecimiento y sugieren la posibilidad de que el
galactinol y la rafinosa eliminen los radicales hidroxilos como una funcion nueva para
proteger las células vegetales del dafio oxidativo causado por el tratamiento de salinidad
y frio (Nishizawa et al., 2008). En este sentido, se ha obtenido la evidencia de que la
expresion de APX1 esta regulada por HsfA2: la sobreexpresién de HsfA2 dio como
resultado una mayor expresion de APX1, mientras que los mutantes Knock out AtHsfA2
mostraron una expresion menor de APX1, las lineas de sobreexpresion de AtHsfA2
mostraron una mayor tolerancia al calor y estrés oxidativo (Li et al., 2005). Por otro lado,
se ha informado de la relacion de SIHsfAl y SIHsfA2 para la formacion de
heterooligébmeros, interaccion esencial para la importacion nuclear de SIHSfA2 y la
potencia de activacién de la expresion de genes responsables de estrés por choque
térmico (Heerklotz et al., 2001).

A diferencia de la clase A, los HSF de la clase B no tienen una funcidon evidente como
activadores de la transcripcién por si mismos, sin embargo, se demostré6 que HsfB1
funciona como un nuevo corregulador del tomate HsfA1 o HsfA2 que mejora su actividad
transcripcional (Miller y Mittler, 2006). Bajo estrés hidrico, el gen CpHsfB3 tiene una
mejor respuesta al estrés por déficit hidrico en Carica papaya L., Silvestre con un valor
promedio de 17.34. Mientras que el gen CpHsfAld presenta expresion en menor nivel
de 2.84. El gen CpHsfA2 mostr6 una baja expresion en respuesta al estrés por déficit
hidrico con nivel de expresion muy similar al tratamiento control con 1.05, mientras que
en el genotipo Maradol los niveles de expresion para los tres genes fueron <1.5. En este
sentido, en Carica papaya el gen CpHsfB3 parece ser que actlia como un coactivador
de CpHsfAld como lo ocurrido en tomate donde el gen LpHsfB1 presentd interaccion
con LpHsfAl y LpHsfA2 (Bhartier et al., 2004). Asi mismo, nuestros datos de correlacion
entre los niveles de expresion de CpHsfAld, CpHsfA2 y CpHsfB3 mostré relacion
significativa pero solo dos genes (CpHsfAld y CpHsfB3), estan correlacionados con
algun tipo de proteccién al proceso fotosintético y que es equivalente al mantenimiento
de la tasa fotosintética con R?=0.90 y R?=0.91, solo la expresion de CpHsfA2 no parece
conferir proteccion al proceso fotosintético (R?=-0.80) y solo participa en la activacion
transcripcional. Asi mismo, los genes CpHsfA2 y CpHsfB3 tuvieron una correlacion

positiva, entre menor fuga de electrolitos y mayor nivel de expresion en el genotipo
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silvestre, lo contrario al genotipo susceptible. Esto sefiala que es posible que diferentes
Hsf activen o controlen diferentes vias de defensa bajo diferentes condiciones de estrés,
por ejemplo, Rizhsky et al. (2004), cuando sometié hojas a estrés hidrico o estrés hidrico
combinado con calor expresaron HSP especificos que no se encontraron en las hojas
tratadas con estrés por calor. Por lo tanto, la funcion combinatoria de HSF podria ser
responsable de la expresién especifica de estrés de HSP u otros genes de defensa, y
las condiciones especificas de estrés podrian causar la activacibn de un conjunto
particular de diferentes HSF, como lo ocurrido en nuestro trabajo en Carica papaya. De
igual modo, nuestro resultado es concordante con Dossa et al. (2016), donde observé
gue el gen SiHsfB3 en Sesamum indicum bajo estrés hidrico se expresaban en gran
media en los genotipos tolerantes en comparacién con el sensible, ademas que, en su
estudio, la mayoria de los genes con mayor expresion bajo estrés hidrico pertenecian a
laclase By C.
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Figura 5.1 Modelo hipotético de la participacién de los genes CpHsfAld, CpHsfA2 y
CpHsfB3 en la tolerancia de Carica papaya L. Silvestre bajo estrés térmico.1) Al percibir
la célula, la sefial de estrés térmico (50 °C/2 h), las proteinas HSP70 y HSP90 se unen
a los HSF, se oligomerizan a un estado trimérico y se traslocan al nicleo donde se
unen ala zona promotora HSE para iniciar la transcripcion de genes HSFs, estos genes
corriente abajo activan a genes que funcionan como osmoprotectores, genes
involucrados en las rutas relacionadas con las enzimas antioxidantes como galactinol
(GOLs) y ascorbato peroxidasa (APX) y la sintesis de proteinas HSP en los diferentes
compartimentos celulares, entre ellos en la membrana de tilacoide, el estroma y la
membrana plasmatica. 2) Las proteinas HSP, protegen al complejo de liberacién de
oxigeno (OEC), la via del estado redox plastoquinol, y tal vez a la enzima Ribulosa-1,5-
bifosfato carboxilasa/oxigenasa (Figura 4.11 y 4.14). Por otro lado, los bajos niveles de
expresion de los tres genes y de acuerdo con los analisis de correlacion (Figura 4.20),
la baja interaccion entre los niveles de expresion en el cv. Maradol, sea causa de mayor
dafio en la membrana plasmatica y el flujo de electrones. En orden por nivel de
expresion de mayor a menor: CpHsfA2 en circulo rojo, CpHsfB3 en circulo verde y

CpHsfAld en circulo azul.
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Figura 5.2 Modelo hipotético de la participacién de los genes CpHsfAld, CpHsfA2 y
CpHsfB3 en la tolerancia de Carica papaya L. Silvestre bajo estrés por déficit hidrico.1)
Al percibir la célula, la sefial por déficit hidrico (14 dias sin riego), las proteinas HSP70 y
HSP90 se unen a los HSF, se oligomerizan a un estado trimérico y se traslocan al nicleo
donde se unen a la zona promotora HSE para iniciar la transcripcién de genes HSFs,
estos genes corriente abajo activan a genes que funcionan como osmoprotectores, genes
involucrados en las rutas relacionadas con las enzimas antioxidantes como galactinol
(GOLs) y ascorbato peroxidasa (APX) y la sintesis de proteinas HSP en los diferentes
compartimentos celulares, entre ellos en la membrana de tilacoide, el estroma y la
membrana plasmética. 2) Las proteinas HSP, protegen la membrana plasmética, al
complejo de liberacion de oxigeno (OEC), la via del estado redox plastoquinol y tal vez a
la enzima Ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa (Figura 4.12, 4.15 y 4.18). Por
otro lado, los bajos niveles de expresion de los tres genes y de acuerdo con los analisis
de correlacién (Figura 4.20), la baja interaccion entre los niveles de expresion en el cv.
Maradol, sea causa de mayor dafio en la membrana plasmaética y el flujo de electrones.
En orden por nivel de expresion de mayor a menor: CpHsfB3 en circulo rojo, CpHsfAld

en circulo verde y CpHsfA2 en circulo azul.
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Figura 5.3 Modelo hipotético de la participaciéon de los genes CpHsfAld, CpHsfA2 y
CpHsfB3 en la tolerancia de Carica papaya L. Silvestre bajo estrés combinado de déficit
hidrico méas choque térmico (14 dias sin riego mas 50 °C/2 h).1) Al percibir la célula, la
sefial de estrés, las proteinas HSP70 y HSP90 se unen a los HSF, se oligomerizan a un
estado trimérico y se traslocan al nicleo donde se unen a la zona promotora HSE para
iniciar la transcripcién de genes HSFs, estos genes corriente abajo activan a genes que
funcionan como osmoprotectores, genes involucrados en las rutas relacionadas con las
enzimas antioxidantes como galactinol (GOLS) y ascorbato peroxidasa (APX) y la sintesis
de proteinas HSP en los diferentes compartimentos celulares, entre ellos en la membrana
de tilacoide, el estroma y la membrana plasmatica. 2) Las proteinas HSP, protegen la
membrana plasmatica, al complejo de liberacién de oxigeno (OEC), la via del estado redox
plastoquinol y tal vez a la enzima Ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa (Figura
4,13, 4.16 y 4.19). Por otro lado, los bajos niveles de expresion de los tres genes y de
acuerdo con los andlisis de correlacion (Figura 4.20), la baja interaccion entre los niveles
de expresion en el cv. Maradol, sea causa de mayor dafio en la membrana plasmatica y
el flujo de electrones. En orden por nivel de expresion de mayor a menor: CpHsfA2 en

circulo rojo, CpHsfAld en circulo verde y CpHsfB3 en circulo azul.



5.2 CONCLUSIONES GENERALES

Con base a los analisis bioinforméticos realizados en el capitulo Il, se encontraron
un nimero menor de secuencias HSFs (18) en C. papaya L. cv. SunUp en relacién
con Arabidopsis thaliana (21). Se encontraron 4 subclases adicionales en
Arabidopsis thaliana (AtHsfAle, AtHsfA4c, AtHsfA6a, AtHsfA7b), de las
encontradas en Carica papaya cv. SunUp, esto probablemente por la reduccion
promedio en el nUmero de genes de aproximadamente 20%, que presenta Carica
papaya L. cv. SunUp en relacion con Arabidopsis e identificamos 11 genes con
altos porcentajes de identidad de 93.6-100 % de los cuales se agruparon en 3
clases: A (6), B (4)y C (1) (HsfAlb, HsfAld, HsfA2, HsfA4a, HsfA6b, HsfA9, HsfB1,
HsfB2a, HsfB2b, HsfB3 y HsfC1) en Carica papaya L. cv. Maradol y Silvestre.

De acuerdo con los parametros fisioldgicos en los diferentes tiempos de estrés
hidrico en la linea C7 (capitulo IIl), la suspension del riego provoc6 que los valores
de potencial hidrico fueran menores, para evitar la pérdida de agua y turgencia, las
plantas disminuyeron la transpiracion y la conductancia estomética a partir de los
7 dias de estrés, como consecuencia las plantas presentaron la misma tendencia
de concentracion interna de CO; en los diferentes tiempos de estrés. La alta
capacidad al mejorar su estatus hidrico favorecié que la linea C7 se recuperara
rapidamente del estrés. Las plantas estresadas permitieron conocer la respuesta
molecular mediante la expresion cualitativa de genes HSF comparando con dos
genotipos Maradol y Silvestre donde el nivel de expresion de los genes CpHsfAla,
CpHsfAlb, CpHsfB1, y CpHsfCl fue constitutiva en los genotipos Maradol,
Silvestre y la linea C7 de Carica papaya L. Por el contrario, los genes CpHsfAld,
CpHsfA2 y CpHsfB3 estan involucrados en la respuesta a déficit hidrico en los
diferentes tiempos de estrés hidrico.

En el capitulo 1V, mediante la integracion de tres tipos de estrés abiotico: déficit
hidrico, estrés térmico y la combinacion en dos genotipos de Carica papaya L. cv.
Maradol y Silvestre demuestran diferentes impactos en los mecanismos
fisiolégicos y moleculares. Los mecanismos se manifiestan de las siguientes
maneras diferentes. Estrés térmico: 1) El estado hidrico de la planta es mayor en
estrés por calor, 2) La fuga de electrolitos es mas sensible al calor y el estado

fotoquimico del PSII, 3) El aumento de la conductividad estomética incrementa la
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transpiracion y la asimilacion del CO., causa mayor fotosintesis en relacion con el
estrés por déficit hidrico, bajo estas condiciones los genes CpHsAld, CpHsfA2 y
CpHsfB3 participan en la via de respuesta, pero por sus altos niveles de expresion
CpHsfA2 en el genotipo Silvestre lo consideramos un componente central para la
proteccion celular contra estrés térmico.

Déficit hidrico: 1) el potencial hidrico disminuyd en forma importante, la fuga de
electrolitos fue menos sensible al estrés hidrico y al dafio en el PSII en el genotipo
Silvestre, pero el maximo cierre estomatico para evitar pérdida de agua por
transpiracion, propicio a incrementos en la respiracion y por lo tanto una baja
asimilacién de CO:intercelular. Diferente a estrés térmico y combinado el gen con
mayor nivel de expresion fue CpHsfB3 en el genotipo Silvestre, esto sefiala que es
posible que diferentes HSF activen o controlen diferentes vias de defensa bajo
diferentes condiciones de estrés.

Estrés combinado: Las afectaciones fisiol6gicas fueron mas severas que en los
tratamientos de estrés individual. 1) La limitacién estomatica es una de las razones
del potencial hidrico menor y que el dafio en la membrana fuera mayor ademas de
gue el aparato fotosintetico fue significativamente mas afectado, todos estos dafios
fueron mas evidentes en el cv. Maradol. Bajo esta condicion fisiolégica los genes
CpHsfAld, CpHsfA2 y CpHsfB3 presentaron niveles de expresion, pero con mayor
intensidad que estrés térmico, se expresoé el gen CpHsfA2 en el genotipo Silvestre,
lo que nos hace pensar en su rapida respuesta debido a las condiciones de estrés
hidrico més térmico.

Nuestros resultados sugieren gue la tolerancia del genotipo Silvestre de Carica
papaya L. en los diferentes tratamientos de estrés (hidrico, térmico y combinado)
se debe a los altos niveles de expresion de genes CpHsfAld, CpHsfA2 y CpHsfB3,
gue a su vez aparentemente dispara mecanismos (tal vez proteinas chaperonas
tipo HSP) para evitar dafio en membrana, en mantener la eficiencia del transporte
de electrones y en la proteccién del aparato fotosintético, dicho mecanismo explica
al menos parcialmente, la mayor tolerancia. Por el contrario, la susceptibilidad del
genotipo maradol al estrés, parece estar asociada al hecho de que en este

genotipo los tratamientos de estrés evaluados se encontraron asociados en menor



medida a algun tipo de proteccion a la membrana, en mantener la eficiencia del
transporte de electrones y en la proteccion del aparato fotosintético.

Nuestros resultados del andlisis de la expresién de genes de la respuesta al estrés
por sequia, estrés térmico y combinado, nos permite proponer que los genes
CpHsfA2 y CpHsfB3 deben ser clonados y se debe realizar estudios funcionales
para comprender mejor su funcion y tal vez ser la base para mejorar la tolerancia

a estrés abidtico en esta importante especie tropical.
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5.3 PERSPECTIVAS
El presente estudio reporta aspectos importantes sobre la fisiologia y la expresion de
genes HSFs de tres tipos de Carica papaya L. expuestos a tres tratamientos de estrés
abidtico (hidrico, térmico y una combinacion de ellos) y sus respectivos tiempos de
recuperacion. Los andlisis de correlaciones parecen sugerir que los genes HSFs estan
involucrados en mantenimiento de la integridad de la membrana celular y el aparato
fotosintético jugando un papel importante en la tolerancia a estrés en las plantas silvestres
de C. papaya. Ademas, es una primera aproximacion para entender la compleja red de
interaccion de los genes HSFs, dichos resultados permiten plantearnos nuevas preguntas
en futuros estudios experimentales, para comprender mejor el papel de estos genes en

los mecanismos de tolerancia a estrés abibtico en especies tropicales como la papaya.

e Se requieren mas estudios de silenciamiento genético para confirmar el papel de
los genes CpHsfA2 y CpHsfB3 como genes maestros en la respuesta a estrés
abidtico.

o Ademas, se propone el estudio a nivel proteinas de los tilacoides de la planta
transformada, para conocer si en efecto los genes HSF protegen al aparato
fotosintético.

e Los altos niveles de expresion de los genes CpHsfA2 y CpHsfB3 encontrados en
el genotipo tolerante (papaya Silvestre) convierte a estos genes en candidatos
para aumentar la tolerancia a estrés hidrico y térmico en esta especie. Por lo que
se propone la clonacién, transformacion, andlisis funcionales de estos genes en

Arabidopsis thaliana y en genotipos susceptible como papaya Maradol.
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