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RESUMEN

Carica papaya es un cultivo de importancia econdémica a nivel mundial, sobre todo por sus
cualidades nutritivas que la hacen la tercera fruta tropical consumida en toda la poblacion.
Sin embargo, a través de la linea de produccion y distribucion, el cultivo puede obtener
pérdidas de hasta un 100% por efectos directos e indirectos del dafio mecanico. Se han
utiizado diferentes métodos de mejoramiento de papaya, inclusive se vende
transgénicamente en Estados Unidos, como una estrategia ante la problemética que en los
afos 80s y 90s atacaba la regién de Hawai. Hoy en dia existen diferentes herramientas de
analisis masivo (6micas) que permiten el estudio y comprension de los mecanismos
moleculares de interés en plantas modelo y no-modelo como lo es C. papaya. Tal es el caso
de la protedmica, encargada de analizar el comportamiento de las proteinas especificas de
un tejido o célula en un momento determinado. Sin embargo, hasta la fecha solo existen
cuatro trabajos protedémicos directamente en fruto de papaya. Aunque dos de cuatro
trabajos utilicen tecnologia reciente y mas sensible, ninguno aborda el tema de dafio
mecanico. El fruto de papaya es un fruto climatérico rico en azucares, pero sobre todo en
proteasas como la papaina, los cuales son elementos cruciales para un buen flujo de trabajo
protedmico, incluyendo pasos esenciales como la digestion enzimatica y el etiquetado de
proteinas para un andlisis cuantitativo. Este trabajo logré establecer las principales
diferencias entre cinco métodos de extraccion compatibles con enfoques proteémicos libre
de gel y a partir de alli, la elucidacién del mecanismo de defensa ante el estrés por dafio
mecanico a través de la maduracion. Los resultados sugieren que el mecanismo del fruto
de papaya es diferente a lo reportado anteriormente en otros frutos climatéricos al regular
negativamente proteinas asociadas al metabolismo primario, principalmente a la
fotosintesis. Asi mismo se detect6 un nicleo de proteinas constantes en tiempo temprano
y tardio en respuesta al dafio mecéanico. Lo cual pueden ser potenciales biomarcadores

para establecer o dar seguimiento a la condicién de estrés por dafio mecanico.
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ABSTRACT

Carica papaya is a crop of economic importance worldwide, especially for its nutritional
qualities that make it the third tropical fruit consumed by the entire population. However,
through the production and distribution line, the crop can obtain losses of up to 100% due
to direct and indirect effects of mechanical damage. Different methods of improvement of
papaya have been used, including it is sold transgenically in the United States, as a strategy
in the face of the problem that in the 80s and 90s attacked the Hawaii region. Today there
are different massive analysis tools (omics) that allow the study and understanding of
molecular mechanisms of interest in model and non-model plants such as C. papaya. Such
is the case of proteomics, capable of analyzing the behavior of the specific proteins of a
tissue or cell at a specific time. However, to date there are only four proteomic works in
papaya fruit. Although two out of four papers use recent and more sensitive technology,
none address the issue of mechanical damage. The papaya fruit is a climacteric fruit rich in
sugars, but especially in proteases such as papain, which are crucial elements for a good
proteomic workflow, including essential steps such as enzymatic digestion and protein
labeling for quantitative analysis. This work was able to establish the main differences
between five extraction methods compatible with gel-free proteomic approaches and, from
there, the elucidation of the defense mechanism against mechanical damage through
maturation. The results suggest that the papaya fruit mechanism is different from that
previously reported in other climacteric fruits by negatively regulating proteins associated
with primary metabolism, mainly photosynthesis. Likewise, a core of constant proteins was
detected in early and late time in response to mechanical damage. Which can be potential

biomarkers to establish or monitor the condition of stress due to mechanical damage.
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

Las plantas son seres vivos, en su mayoria sésiles, que se encuentran constantemente
expuestas a cambios y variaciones de su entorno, asi como de organismos asociados de
una forma directa o indirectamente a ellas (Gaspar et al.,, 2002). Estas situaciones que
alteran la condicién fisiologica de la planta y rompen su homeostasis, se les denomina
estrés (Roychoudhury y Kumar Tripathi, 2019; Jaleel et al., 2009; Gaspar et al., 2002). En
particular, un factor del medioambiente que impacte de manera negativa el crecimiento
sano, y normal de la planta se le conoce como estrés abiotico, como por ejemplo, el exceso
o falta de agua, cambios bruscos de temperatura, toxicidad por metales pesados, entre
otros (Gantait et al., 2019). Toda la planta es susceptible al estrés abiotico incluyendo flores
y frutos; estos Ultimos son muy susceptibles al dafio mecanico, en especial los frutos frescos
o0 tropicales. Se le conoce como dafio mecanico a la falla estructural causado por algun
impacto, compresion, abrasion, pinchazo, o la combinacién de ellas (Li y Thomas, 2014). Al
momento en que la planta es expuesta al estrés abiotico, existe la recepcién de una sefial
en particular, qgue desencadena una serie de sucesos generando asi, una respuesta que
derivara en la modificacion de la expresidn génica y alteraciones concurrentes metabdlicas.
En el caso del estrés por dafio mecanico, algunas evidencias sugieren que la deformacion
de las moléculas mecanosensibles inducen eventos posteriores en la pared celular y sus
estructuras asociadas. Lo anterior consiste en la deformacion inducida mecanicamente de
una proteina sensora, que podria cambiar su conformacion o su apertura como canal y
provocar un cambio quimico, un cambio de afinidad, entre otras; causando una sefial
guimica como la exposicion de un sitio de union, entrada de iones, liberacion de una
molécula de sefializacion, entre otras.; ocurriendo asi la transduccion de la informacion
fisica en una quimica, la cual sera correspondida con una respuesta especifica (Fruleux
et al., 2019). La aclimatacion al estrés esta mediada por cambios en la expresion génica, lo
que resulta en cambios en la composicion de proteinas (proteoma) y metabolitos
(metaboloma) de la planta, aunque no necesariamente exista una correlacién entre si
(Kosova et al., 2011, 2018). Las proteinas desempefian papeles clave en el desarrollo,
maduracion y senescencia de los frutos y estan involucradas en redes y vias metabolicas
esenciales relacionadas con la resistencia al estrés biético y abiético. En vista de lo anterior,

y considerando el hecho de que no existen trabajos de enfoque proteémico que den
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respuesta al mecanismo de respuesta del fruto de papaya ante el dafio mecanico y
reducidos protocolos optimizados para el flujo de trabajo de analisis protedmico en
cromatografia liqguida acoplada a espectrometria de masas de alta resolucion; se realizaron
modificaciones a protocolos de extraccion de proteinas totales de pericarpio de papaya y
asi proponer una alternativa que facilite la toma de decisiones a la hora de llevar a cabo
este tipo de estudios. De igual forma, se logré establecer, mediante un enfoque protedmico,

los mecanismos de respuesta de la papaya ante el estrés por dafio mecénico.
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CAPITULO |
ANTECEDENTES
1.1 SIGNIFICADO BIOLOGICO DEL ESTRES

Las plantas son seres vivos inméviles que se encuentran constantemente expuestas a
cambios y variaciones en su entorno, asi como de organismos asociados directa e
indirectamente a ellas (Gaspar et al., 2002). Estas situaciones que alteran la condicion
fisiolégica de la planta y rompen su homeostasis, se les denomina estrés (Roychoudhury y
Kumar Tripathi, 2019; Jaleel et al., 2009; Gaspar et al., 2002). En particular, un factor del
medioambiente que impacte de manera negativa el crecimiento sano y normal de la planta
se le conoce como estrés abidtico, como por ejemplo, el exceso o falta de agua, cambios
bruscos de temperatura, toxicidad por metales pesados, dafio mecanico, entre otros
(Gantait et al., 2019).

1.1.1 ESTRES POR DANO MECANICO

El estrés por dafio mecéanico se refiere a la deformacioén plastica, rotura superficial y dafio
de tejido causado por factores que producen efectos fisiolégicos; producto de cambio o
reorganizaciéon metabdlica de la planta (de Godoy et al., 2010). Acorde a Liy Thomas (2014)
este tipo de estrés se puede clasificar en diferentes tipos de dafio mecanico: (i) por impacto,
sucede cuando una superficie es golpeada con la fuerza suficiente para causar separacion
o rotura celular; (ii) por compresion, sucede al ejercer la suficiente fuerza para sobrepasar
el umbral de una superficie causando moretones, deformaciones y hasta roturas; (iii) por
abrasién, es ocasionada por la friccion de un cuerpo sobre otro logrando el desgaste y/o
remocioén de capas de una superficie; y por ultimo (iv) por puncion, causada al perforar una
superficie. En condiciones experimentales controladas, se induce dafio mecanico mediante
fricciones, flexiones de partes vegetativas, contacto localizado y dispositivos de agitacion,
puncion, compresion, entre otras, para estudiar el crecimiento y comportamiento de las
plantas al imitar los efectos en entornos naturales de la tigmomorfogénesis (cambios en el
desarrollo inducidos por la percepcion de la fuerza mecanica) (Sparke y Wiinsche, 2020;
Jaffe, 1973). El modelo vegetal de respuesta celular a estimulo mecanico, propuesto por

Sparke y Wiinshe (2020) (Fig. 1.1), sugiere en general que los estimulos mecanicos,
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generardn presion y sera percibida por la interfaz pared celular-membrana plasmatica-
citoesqueleto (CPMCW) integrando la sefal molecular especifica del estimulo. Los canales
con actividad complementaria Mid1 (MCA), los canales tipo mecanosensitivos de pequefa
conductancia (MSL) y los canales de dos poros de potasio (TPK) facilitan el paso de iones
a través de la membrana plasmatica celular. Asi mismo, sugiere que los canales catiénicos
activados por estrés permeables al calcio (CSC) estén involucrados durante la percepcién
de la fuerza mecénica. La entrada de iones podria desencadenar potenciales de accién
(AP), y el influjo de Ca?* produce explosiones oxidativas (H20,). La familia de proteinas de
membrana asociadas a pared celular del receptor tipo cinasa (RLK) son influenciadas por
las concentraciones de Ca?". La cascada de sefializacion de estimulo-especifico de Ca?*
desencadena la expresion de genes inducibles al tacto (TCH), codificando proteinas
sefializadoras de calcio tales como Calmodulina (CaM) y proteinas tipo Calmodulina (CaM-
like), las cuales activan eventos de sefializacion rio abajo como la activacion enzimética de
la fenilalanina amonio liasa (PAL) y la cinamil alcohol deshidrogenasas (CAD) dentro de la
via de los fenilpropanoides para promover la biosintesis de lignina. Por otra parte, SDG8,
es una enzima modificadora de cromatina que cataliza la trimetilacién de sitios activos de
histona-3-lisina-4 (H3K4) e histona-3-lisina-36 (H3K36), la cual también se encuentra
involucrada en la expresion de genes TCH. El acido l-aminociclopropano-1- carboxilico
sintasa (ACC) es activado e incrementa la biosintesis de etileno. La biosintesis de acido
abscisico (ABA), brasinoesteroides (BRs) y acidos jasmoénicos (JAsS) incrementa con JA
jugando un papel clave en la defensa de la planta. Acidos giberélicos (GAs) se
descomponen y se reduce el transporte polar del acido indol-1-acético (IAA). Las
propiedades de la pared celular también se modifican debido al reordenamiento de los
microtdbulos, los cuales se correlacionan con el movimiento de los complejos de celulosa.

Todos estos cambios a nivel celular propician alteraciones morfoldgicas.
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Figura 1.1 Respuesta celular ante estimulo mecénico. Tomado de Sparke y Wiinsche, 2020.
Licencia: 4962890521002

1.1.2 DANO MECANICO EN FRUTOS

Las frutas juegan un papel importante en el suministro de vitaminas, minerales y fibra
dietética esenciales al mundo, por lo tanto, tienen una gran demanda ya que forman parte
de la dieta de millones de personas (Claudius y Ludivine, 2017; Li y Thomas, 2014). El dafio
mecanico en frutas se produce principalmente durante las operaciones de cosecha en el
campo, pero también ocurre en las lineas de clasificacion/empaque, durante el transporte
y en la manipulacion al final de la cadena de suministro, por ejemplo, durante la exhibicién
y seleccién de productos por parte de minoristas y consumidores (Li y Thomas, 2014). Bajo
el concepto de Li et al., (2014), los frutos son materiales estructurados jerarquicamente en
macroescala, hablando debidamente del fruto como 6rgano; en mesoescala, comprendido
por diferentes tejidos; y a microescala, donde se encuentra el arreglo celular altamente
estructurado (Fig. 1.2). El dafio mecanico es causado por la falla de células en la

microescala que en consecuencia sera manifestado a macroescala.
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Figura 1.2 Estructura multiescala del fruto de tomate. Tomado de Li y Thomas, 2014. Licencia:
4962971085709

El dafio mecanico mas comun en frutas es la magulladura, la cual se origina durante la
cosecha, manejo y transporte. La magulladura se origina por la falla en los tejidos
subcutaneos sin que la cascara llegue a romperse, producto de la accién de fuerza externa
excesiva sobre la superficie de la fruta mediante impacto, compresion o vibracién contra un
cuerpo rigido u otra fruta que provoque rotura celular (Hussein et al., 2018). Los cambios
fisiolégicos que ocurren durante la maduracion son criticos, pues impactan en la calidad del
fruto, su vida de anaquel, aceptacion del consumidor final y ganancias o pérdidas para los
agricultores. Dentro de los cambios fisioldgicos, se incluyen el ablandamiento debido a
cambios en el metabolismo de la pared celular por la solubilizacion parcial de pectina y
celulosa, cambio de textura debido a la acumulacién de azucares simples por degradacion

del almidén y aumento en la produccion de compuestos volatiles (Claudius y Ludivine,
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2017). El desarrollo y maduracion de las frutas son procesos genéticamente programados,
coordinados e irreversibles (Claudius y Ludivine, 2017; Giovannoni, 2001).
A pesar de que el desarrollo y la maduracién son procesos complejos y actla de manera
Unica en cada especie, las frutas se pueden clasificar en climatéricas y no climatéricas. Las
frutas climatéricas como el tomate, el platano, la manzana y la papaya, se caracterizan por
un aumento en la respiracion acompafiado por una detonacién de etileno al inicio de la
maduracion; en contraste con las frutas no climatéricas como los citricos, la uva, la pifia y
la fresa, las cuales no presentan un cambio drastico en su respiracion y la produccion de
etileno permanece a un nivel bajo (Li et al., 2017; Giovannoni, 2004). El ablandamiento de
las frutas climatéricas acorta su vida de anaquel y también las hace mas propensas al dafio

mecanico.
1.2 PROTEOMICA COMO HERRAMIENTA EN LAS CIENCIAS BIOLOGICAS

El termino protedmica se puede simplificar como una disciplina cientifica o un enfoque
metodolégico que se encarga del estudio de las proteinas, cuyo conjunto completo
constituye el proteoma (Rey et al., 2019). El término “proteoma” fue utilizado por primera
vez por Marc Wilkins en 1994 como el complemento proteico del genoma, representando
todas las proteinas de un organismo en un momento especifico (Kosova et al., 2018). A
diferencia del genoma el cual se considera constante y que a través de la herencia define
el genotipo de una planta, los cambios en el epigenoma, transcriptoma, proteoma y
metaboloma moldean el fenotipo de una planta en respuesta al desarrollo vegetal y estado
de salud, asi como el ambiente (Kosova et al., 2011, 2018; Rivera-Pastrana et al., 2010;
Thiellement et al., 2007). Las proteinas se encuentran directamente involucradas en la
respuesta al estrés en plantas, tanto como proteinas estructurales, asi como proteinas
involucradas en la regulacién del epigenoma, transcriptoma y metaboloma (Kosova et al.,
2018). Sin embargo las funciones de las proteinas no solo dependen de su estructura
molecular, sino también de su localizacion celular, modificaciones postraduccionales e
interacciones entre ellas (Kosova et al., 2011, 2018). El objetivo principal de la proteémica
es identificar y cuantificar el mayor nimero de proteoformas posibles en un solo
experimento; esto dependera del sistema experimental, la estrategia de espectrometria de
masas (MS), equipamiento y algoritmos empleados. Si bien los analisis protedmicos pueden

emplearse de manera cualitativa para identificar miles de proteinas en células u otras
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muestras biolégicas, siempre se requerira la cuantificaciéon de estas proteinas para una
comprension de la cinética global proteica y los mecanismos moleculares de los procesos
bioldgicos. La protedmica cuantitativa se ha convertido en un conjunto versatil de métodos
en la investigacion, brindando nuevas oportunidades para estudiar e identificar los
mecanismos moleculares de adaptacion de los organismos en respuesta a la variabilidad
ambiental; como la protedmica del estrés en plantas, la cual es una diciplina dinamica
enfocada al estudio del proteoma vegetal y la funcion biolégica de las proteinas en plantas
sometidas a estrés (Kosova et al.,, 2018). Segun Lualdi y Fasano (2019), los datos
generados en las ciencias, es algo que puede ser visualizado en su totalidad y las
correlaciones entre datos puede ser mecanicamente analizada para resaltar relaciones de
causalidad y asi generar modelos, los cuales son herramientas poderosas para describir la
realidad.

1.2.1 PROTEOMICA EN FRUTOS

A nivel mundial, la maduracion de las frutas ha sido uno de los enfoques principales en
materia de investigacion vegetal, debido a relevancia biolégica y evolutiva en el desarrollo
de semillas y su dispersion, ademas de las implicaciones que conlleva la maduracion para
determinar la calidad y valor nutricional (Palma et al., 2019). Durante la década de los 80s
y 90s, estudios aislados de bioquimica han permitido conocer las proteinas que se
encuentran involucradas en el mecanismo de sefalizacién por dafio mecanico utilizando
como modelo diferentes especies de plantas. Dichos estudios, llevaron a sefialar diferentes
proteinas como la fenilalanina amonio liasa (PAL) o la calmodulina (CaM), como claves
dentro del mecanismo de sefalizacién (J. Chen et al., 2009; Klee et al., 1980; Camm y
Towers, 1973). La implementacion de la proteémica como complemento a la genémica y
transcriptomica en el campo de la biologia de las frutas; ha acelerado el entendimiento del
desarrollo y maduracién. El analisis proteémico diferencial entre estados de madurez han
dado luz a diferentes procesos moleculares que ocurren durante la maduracion y proveen
una representacion dinamica del desarrollo frutal (Claudius y Ludivine, 2017; Palma et al.,
2011). A pesar de que el desarrollo y maduracion de las frutas son procesos complejos y
dnicos para cada especie; en las frutas climatéricas, el aumento en la respiracion y el
estallido de la fitohormona etileno, se encuentra demostrado con el aumento en la

abundancia de proteinas relacionadas a su biosintesis (Bhuiyan et al., 2020; Y. Chen et al.,
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2019), como la S-adenosilmetionina (SAM) sintetasa en papaya (Nogueira et al., 2012) y
pera (Pyrus communis L.) (Reuscher et al., 2016), Acido 1-Aminocicloproano-1-Carboxilico
sintasa (ACS) en el kiwi (Actinidia deliciosa A. Chev.) (Shin etal., 2020), Acido 1-
Aminocicloproano-1-Carboxilico Oxidasa (ACO) en durazno (Prunus persica L.) (Prinsi
et al., 2011), manzana (Malus domestica Borkh) (Li et al.,, 2016) y papaya (Jiang et al.,
2019), por mencionar algunos. Este tipo de estudios durante el desarrollo y maduracién
proporciona nuevos conocimientos sobre la modulacién de la madurez en frutas a nivel de
proteinas. La calidad de un fruto en un determinado estado de maduracién se ve reflejada
en la aceptacién de un consumidor y puede ser agrupada en cinco factores: apariencia,
textura, sabor, valor nutricional y seguridad. Una baja calidad del fruto es equivalente a
desperdicio de comida y pérdidas econémicas (Siddiqui, 2018). Como anteriormente se ha
hablado, las frutas climatéricas debido a la senescencia y deshidratacién acelerada que
sufren por su metabolismo, son mas propensas a estrés bidtico y abidtico postcosecha,
como frio, calor, variaciones atmosféricas y diferentes tipos de dafio mecénico por el
reblandecimiento de su céscara, afectando su calidad (Li et al., 2017; Tucker et al., 2017).
Desde el siglo pasado se conocen problemas de pérdidas en frutas como la papaya en
condiciones de postcosecha. En la actualidad, aun existe gran cantidad de desperdicio en
postcosecha, a pesar de que disminuirla es una forma mas eficiente de aumentar la
seguridad alimentaria que incrementando su producciéon (Pedreschi, 2017; Paull et al.,
1997). El desarrollo de la protedmica ha dado luz para la caracterizacién de muchas rutas
metabdlicas involucradas en la resistencia y adaptacion a estrés biético y abidtico. El caso
de tomate es importante, ya que es considerado un sistema modelo para las frutas carnosas
por las bases existentes tanto de su genoma como de su proteoma (Sant'/Ana y Lefsrud,
2018). lwahashi y Hosoda (2000) sometieron tomates a estrés por calor y analizaron el
proteoma del pericarpio por electroforesis en dos dimensiones (2-DE), en este experimento
lograron resolver 1,200 puntos de proteinas. Al compararlos con la condiciéon de control
encontraron 341 puntos que se incrementaron durante el estrés, 293 sufrieron decremento,
315 sin cambio y solo 14 puntos aparecieron en la condicidn de estrés; dando los primeros
pasos en el entendimiento del rol en el aumento de las proteinas de choque térmico (HSP)
bajo esta condicién y la disminucién de proteinas del fotosistema. Por otro lado, Vega-
Garcia y colaboradores (2010) sometieron tomates a estrés por frio. Interesantemente,
reportaron la acumulacién las proteinas relacionadas al dafio por frio, tiorredoxina

peroxidasa (TPxl) y proteina de unién a ARN rica en glicina (GR-RBP), en el tejido no
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dafiado de las frutas estresadas; sugiriendo que estas enzimas y las demas proteinas
relacionadas al frio se encuentran trabajando juntas para mantener la homeostasis celular
bajo este tipo estrés. Recientemente, el grupo de trabajo de Tang y colaboradores (2020)
logré comparar dos estados de madurez de tomate, verde maduro versus rojo maduro y
ademas, tomates maduros versus tomates maduros tratados con cloruro de sodio (NacCl).
Encontraron que el tratamiento con NaCl induce la expresién proteica de beta-
fructofuranosidasa y lipoxigenasa, las cuales son responsables de la acumulacion de
azucares y compuestos aromaticos volatiles, respectivamente. Ademas, el tratamiento
inhibi6 la expresion de beta-galactosidasa, resultando en un aumento en la firmeza del fruto.
Su trabajo permite el entendimiento de las bases en el mejoramiento de la calidad en
tomates con substratos salinos. En el caso del cultivo del platano (Musa paradisiaca L.), Ji
y colaboradores (2019) sometieron plantas a estrés salino y extrajeron proteinas de sus
hojas, logrando clasificar 77 proteinas con acumulacion relativa aumentada (PARAS) de
acuerdo a su funcién biolégica, donde destacan principalmente: Respuesta a defensa,
metabolismo de carbohidratos y energia, fotosintesis, y, sintesis, procesamiento y
degradacién de proteinas. Concluyeron por primera vez que, debido a los cambios en la
abundancia de las proteinas pertenecientes a diferentes categorias funcionales, M.
paradisiaca responde a la salinidad con diferentes mecanismos, principalmente limitando el
dafio a un nivel reparable y manteniendo la homeostasis redox y celular gracias a las
proteinas del citoesqueleto. Asi mismo, el grupo de trabajo de Xiao (2019) obtuvo por
primera vez el proteoma de pared celular del platano en dos estados de madurez, logrando
llevar a cabo un estudio proteémico del ablandamiento frutal. Lo anterior se espera que
ayude a desarrollar estrategias para incrementar la calidad sensorial del fruto y asi disminuir
las perdidas postcosecha. También se ha trabajado con papaya, Huerta-Ocampo y
colaboradores (2012) trataron frutas de papaya con l-metilciclopropeno (1-MCP), un
inhibidor del etileno. Observaron inhibicion de enzimas involucradas en la degradacion de
la pared celular, asi como del color y el control de la turgencia en el fruto; contribuyendo a
elucidar el proceso de maduracién en papaya. Du y colaboradores (2017) llevaron a cabo
un estudio cuantitativo para indagar cambios proteicos en manzanas que presentan
escaldaduras y los mecanismos moleculares de los efectos inhibitorios de tratamientos con
difenilamina (DPA) y 1-MCP. Su contribucion confirmé que el sistema redox y antioxidante,
asi como el metabolismo de los fenilpropanoides, estan ligados al desarrollo de este

desorden. El entendimiento del mecanismo de la formacion de escaldaduras en manzanas
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y la fisiologia/bioquimica de la resistencia contribuira a nuevas perspectivas y desarrollo de

estrategias efectivas para reducir o eliminar esta condicion.
1.3 Carica papaya (L.)

Carica papaya (papaya o0 papayo) pertenece a la familia Caricaceae junto a otros cinco
géneros: Jarilla, Horovitzia, Jacartia, Vasconcellea y Cylicomorpha. Se desconoce con
exactitud su lugar de origen; sin embargo, evidencia recopilada por algunos autores
sugieren el sur de México y/o Centroamérica como lugar de origen (Badillo y Leal, 2020;
Fuentes y Santamaria, 2014). Puede llegar a medir hasta 10 m. Posee tronco Unico y recto,
semi lefioso, fistuloso en los entrenudos. Hojas amplias (40-60 cm), palmadas con numero
de venacion variable. Es una planta dicotiledénea diploide con 18 cromosomas (Chéavez-
Pesqueira y Nufiez-Farfan, 2017), pueden ser dioicas, con flores masculinas y femeninas
en plantas separadas; monoicas, con flores masculinas y femeninas en la misma planta; o
hermafroditas, con estructuras masculinas y femeninas en la misma flor. Las plantas
masculinas producen inflorescencias largas. Las flores femeninas o hermafroditas son
axilares al peciolo de las hojas que daran lugar al fruto (Badillo y Leal, 2020; Chavez-
Pesqueira y Nufiez-Farfan, 2017; Jiménez et al., 2014).

Figura 1.3. Arbol de Carica papaya (L). Tomada de Wikimedia Commons. Licencia: cc-by-sa-2.5-ar.
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1.4 FRUTO DE PAPAYA

Mamona, lechosa, paw paw o simplemente papaya, es el nombre que recibe el fruto de C.
papaya. La planta empieza a producir frutos a los 9-12 meses de plantacién. Son bayas de
diversos tamanfos y formas dependiendo del tipo de flor de procedencia, si es silvestre o
domesticada, y hasta del cultivar. Las papayas provenientes de flores hermafroditas
generalmente son elongadas y las provenientes de flores femeninas tienden a ser redondas
(Jiménez et al., 2014; Teixeira et al., 2007). Cuando estan creciendo y desarrollandose en
la planta, su pericarpio es verde, brilloso y firme; cuando alcanzé la madurez fisiolégica
(estado pre climatérico), la papaya comienza a aumentar su respiracion asi como la
aparicion en el pico de etileno (estado climatérico), comenzando a tornarse de amarillo a
naranja, disminuyendo su rigidez (Hewajulige y Dhekney, 2015). Es rica en vitaminas A, C,
potasio, calcio y fibra (Krishna et al., 2008). Por ende, su favorable perfil nutricional junto
con su rapido crecimiento desde semilla y maduracién del fruto, lo convirtieron en uno de
los cultivos tropicales méas importantes y lucrativos (Fuentes y Santamaria, 2014). Por su
metabolismo de tipo climatérico, la papaya tiene una corta vida de anaquel; por lo tanto, las
perdidas postcosecha y deterioro de calidad sucede mayormente durante el manejo,
transporte y almacenamiento (Paull et al., 1997). El ablandamiento de la papaya se debe a
la actividad de hidrolasas sobre los polisacaridos de la pared celular, modificando la
composicion de la pared celular (Yao et al., 2012). A pesar de que los patdgenos de la
papaya varian geograficamente y son influenciados por las variedades alli cultivadas y el
clima, algunos causan grandes pérdidas econdémicas a nivel global desde una perspectiva
de producciéon y exportaciones. Algunos patdégenos importantes para la papaya son:
Colletotrichum gloeosporioides, el hongo responsable de la enfermedad antracnosis; el
virus meleira de la papaya (PMeV), que provoca el exudado de latex; y el virus de la mancha
anular de la papaya (PRSV) (Porter et al., 2014). De hecho, la papaya es conocida como el
primer cultivo transgénico en el mundo, liberado para la produccion en 1998 debido al
impacto del PRSV en la industria de Hawai, Estados Unidos; logrando dos cultivos
resistentes “SunUp” y “Rainbow” (Geetika et al., 2018; Chavez-Pesqueira y Nufiez-Farfan,
2017; Gonsalves, 2014).
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Figura 1.4 Fruto femenino y hermafrodita de C. papaya.

1.4.1 DANO MECANICO EN PAPAYA

El proceso de senectud natural y por estrés abibtico estdn asociados con la degradacién
estructural y la muerte celular; por lo tanto, la estructura celular determina la estabilidad
fisica, quimica, microbiol6gica, y por ende la vida de anaquel (Cdez-Ramirez et al., 2018).
A pesar de esto, las células de cada tejido o arreglo a microescala reportan diversas
respuestas fisioldgicas ante el mismo factor adverso (Li y Thomas, 2014). El estrés abiédtico
en la etapa climatérica de la papaya y sus pérdidas estan documentados desde el siglo
pasado (Paull et al., 1997). Las papayas son sensibles al frio, almacenarlas por debajo de
los 10°C genera que la fruta se arrugue, aparezca necrosis, se ablande, exista fuga de
electrolitos, entre otras cosas (Jiménez et al., 2014). A pesar de esto, el mayor dafio que
ocurre dentro de la cadena de produccion es el dafio mecanico, pues derivado de esto,
incrementa la susceptibilidad a otros padecimientos bioldgicos (Velasquez-Herrera et al.,
2016; Santamaria Basulto, Sauri Duch, et al., 2009; Paull et al., 1997; Quintana et al.,
1993). Para reducir esta problematica, las papayas son empaqguetadas en cartones, a veces
envueltas en redes, dependiendo del productor y si el destino es exportacion local o
internacional (Hewajulige y Dhekney, 2015). Los principales dafios mecéanicos en papaya
son el impacto de la cosecha hecha mayormente a mano; y la compresiony abrasion en el
transporte y almacenamiento de la misma, manifestandose en ablandamiento,

decoloracion, manchas y/o moretones en la cdscara (Teixeira et al., 2007). A la fecha,
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existen reducido numero de estudios enfocados a determinar qué elementos de
sefalizacién se encuentran involucrados en el mecanismo de respuesta causado por dafio
mecanico en frutos de papaya. Por lo cual, solo existe la evidencia de una cisteina

endopeptidasa y ACC oxidasa.
1.5 BIOMARCADORES

Un biomarcador es una substancia que es expresada y puede ser medida bajo una
condicién especifica en una muestra biolégica. Un biomarcador puede ser un gen
(incluyendo los cambios en ARNm), una proteina o un metabolito; que muestre correlacion
con las caracteristicas de la condicion observada (Issaq y Veenstra, 2020). Los
biomarcadores son empleados como un diagnéstico preciso, herramienta de prondstico
para un estado en particular o para monitorear tratamientos. El hecho de que las proteinas
son los agentes celulares activos, reafirma la naturaleza dindmica del proteoma,
permitiendo la comprension de los diferentes perfiles de acumulacion relativa en diferentes
condiciones como: Control versus enfermedad o tratado versus no tratado; revelando asi,
potenciales proteinas candidatas a biomarcadores (Oliveira etal., 2013). Los perfiles
proteicos pueden diferenciarse en la concentracibn de proteina, modificaciones
co/postraduccionales, localizacién celular e interaccion y actividad; para lograr lo anterior,
se requiere una correcta y precisa cuantificacion prote6mica, asi como la estadistica
pertinente (Wang et al., 2020). Uno de los problemas en la blisqueda de biomarcadores es
la no especificidad de la respuesta, sin embargo, la protedmica ayuda a cerciorar la
especificidad de cada condicion cuando se dispone de un estudio disefiado para diferenciar
el estrés de la senescencia, por ejemplo (Bassols et al., 2017). Actualmente no existe

propuesta de biomarcadores para la condicién de dafio mecanico en papaya.
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JUSTIFICACION

La papaya es una de las frutas tropicales mas importantes, pues es la tercera mas
consumida del mundo (Valencia Sandoval etal., 2017) y México es tercer lugar en
produccién a nivel mundial y el primero en exportacién (FAO, 2016). En paises en vias de
desarrollo existen perdidas en frutas del 30-50% en postcosecha, sin embargo, en papaya
se estima hasta un 100%, donde 70% representa perdidas directa o indirectamente por
dafio mecénico (Paull et al., 1997; Quintana et al., 1993), lo anterior, como resultado de
métodos de cosecha inapropiada y malas préacticas dentro de la cadena de produccion
(Teixeira et al., 2007). A pesar de que se han implementado métodos para reducir este tipo
de dafos, la comprension del comportamiento del dafio mecanico en papaya a nivel
molecular es muy insipido (Vazquez-Garcia et al., 2003). A nivel de frutos, la expresion
génica y la acumulacién de proteinas en postcosecha esta siendo estudiada utilizando
ciencias de frontera, como enfoques proteémicos (Mathabe et al., 2020) debido a que el
proteoma es dinamico y estos productos génicos son los que se encuentran directamente
involucradas en la respuesta al estrés de las plantas. La proteémica juega un papel esencial
en la reduccion de perdidas postcosecha a través de la proposicién de biomarcadores
proteicos iniciales de calidad y también, marcadores de trastornos negativos; los cuales
podrian predecir la vida de anaquel o caracteristicas sensoriales deseadas y asi la
ejecucion de sistemas como apoyo a la toma de decisiones (Mathabe etal.,, 2020;
Pedreschi, 2017).
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OBJETIVO GENERAL

o Determinar los perfiles de acumulacién relativa de proteinas en frutos de C. papaya

sometidos a compresion axial.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estandarizar un protocolo de extraccién de proteinas totales de exocarpio de C. papaya
compatible con cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas de alta
resolucion.

e Caracterizar la dindmica del proteoma en exocarpio de C. papaya sometidos a
compresion axial.

o Definir biomarcadores putativos relacionados con el dafio mecanico en frutos de C.

papaya.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

EXPRESION DIFERENCIAL DE PROTEINAS EN FRUTOS DE PAPAYA (Carica papaya L.) SOMETIDOS A ESTRES POR DARO MECANICO

Capitulo Il I
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CAPITULO Il

2 EVALUACION DE CINCO PROTOCOLOS PARA LA EXTRACCION DE
PROTEINAS TOTALES DEL EXOCARPIO DEL FRUTO DE Carica papaya (L.)
COMPATIBLE CON PROTEOMICA LIBRE DE GEL

2.1 INTRODUCCION

La papaya (Carica papaya L.) es una de las frutas tropicales mas importantes, pues es la
tercera mas consumida del mundo (Valencia Sandoval et al., 2017), México es tercer lugar
en produccion a nivel mundial y el primero en exportacion (FAO, 2018). En paises en vias
de desarrollo existen perdidas en frutas del 30-50% en postcosecha, sin embargo, en
papaya se estima hasta un 100%, donde 70% representa perdidas directa o indirectamente
debido a dafio mecanico (Paull et al., 1997; Quintana et al., 1993). Lo anterior, como
resultado de métodos de cosecha inapropiada y malas practicas dentro de la cadena de
produccion (Teixeira et al., 2007). A nivel de frutos, la expresion génica y la acumulacién de
proteinas en postcosecha esta siendo estudiada utilizando ciencias de frontera, como
enfoques proteémicos (Mathabe et al., 2020). La proteémica es el estudio masivo de
proteinas en un organismo, tejido, célula u organelo; incluyendo identificacién y
cuantificacion, en un tiempo especifico y bajo condiciones especificas. A lo anterior, se le
denomina proteoma (Rey et al., 2019; Tan et al., 2017). A diferencia del genoma que es
una estructura “estatica” y predispone el genotipo, el proteoma es dinamico, al igual que el
epigenoma, transcriptoma y metaboloma; que moldean el fenotipo en respuesta al
desarrollo y al ambiente (Kosova et al., 2018; Drabovich etal., 2013). Hoy en dia la
protedmica se puede realizar por medio de dos enfoques, por medio de gel (electroforesis
en gel de poliacrilamida en dos dimensiones, 2D-PAGE; electroforesis diferencial en gel de
dos dimensiones, 2D-DIGE) y libre de gel (Bottom-up, Top-down). La proteémica basada
en gel es uno de los métodos méas ampliamente utilizados (Chan etal., 2018). El
fundamento consiste en separar una mezcla proteica en puntos individuales, en primera
dimensién por su punto isoeléctrico (pl) en un gradiente de pH y en una segunda dimension
mediante su peso molecular (MW) (Min et al., 2019) Los geles 2D tienen limitaciones al
querer visualizar el proteoma completo de muestras biolégicas complejas, ya que se estima

su capacidad en un 30 a 50%; especialmente por proteinas con bajas concentraciones o
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por no poder separarlas dentro de la matriz debido a sus propiedades fisicoquimicas (p. e.
proteinas hidrofobicas) (Baggerman et al., 2005). Es por esto, que los enfoques con geles
2D han ido cediendo popularidad ante las técnicas masivas libres de gel (p. e. shotgun LC-
MS/MS), donde a diferencia de separar las proteinas e identificarlas, las proteinas son
escindidas en péptidos usando enzimas proteoliticas y posteriormente, los péptidos son
separados y sometidos al andlisis de espectrometria de masas (MS) en tandem (MS/MS).
Otra de las ventajas es su base sélida de plataformas bioinformaticas con flujos de trabajo
sensibles y eficientes, asi como la facilidad del analisis masivo del proteoma de manera
dirigida a través de métodos libre de etiqueta, por ejemplo: la cuantificacion de los iones de
los péptidos o el conteo de espectros; y también por medio del uso de etiquetas de masa
en tandem (tandem mass tags, TMT), etiquetas isobéaricas para cuantificacion relativa y
absoluta (Isobaric tags for relative and absolute quantitation; iTRAQ) o etiquetas
metabdlicas (Min et al., 2019; Misra, 2018). Independientemente del enfoque protedmico
seleccionado, la preparacion de la muestra, en este caso proteinas (extraccion y
solubilizacién), es esencial para maximizar su identificacién y cuantificacion (Capelo-
Martinez, 2019; Jang et al., 2017). Las plantas poseen compuestos que podrian interferir
con los andlisis protedbmicos: polifenoles, polisacéaridos, almiddn, lipidos y metabolitos
secundarios; y en el caso de las frutas, enzimas proteoliticas como proteinasas; asi como
papaina en el caso de la papaya (Mathabe et al., 2020; Galazzi et al., 2019; Huerta-Ocampo
et al., 2012). Los estudios protedmicos en desarrollo y maduracion de frutos son escasos
(Lietal., 2016, 2017; Pedreschi, 2017); en el caso de papaya, al momento de escribir este
documento, existen solo 4 (Jiang et al., 2019; K. Liu et al., 2018; Huerta-Ocampo et al.,
2012; Nogueira-CS et al., 2012). De lo anterior, la mitad de las publicaciones utiliza un
enfoque libre de gel y la otra mitad utiliza a base de gel, sin embargo, todos utilizan urea, el
cual es un desnaturalizante que permite la solubilizacion de proteinas, pero también
carbamilacién, que afecta la digestiébn enzimética, asi como el etiquetado (iTRAQ, TMT)
(Dapic et al., 2017). Aunado a lo anterior, también modifica los tiempos de retencién de
proteinas y péptidos en las corridas cromatograficas y reduce la ionizacion en MS (Alvarez
y Naldrett, 2016; Sun et al., 2014). Por ende, el ofrecer alternativas de metodologias para
la extraccion de proteinas totales en papaya, es de suma importancia para facilitar el flujo

de trabajo en este campo, asi como la toma de decisiones.
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2.2 MATERIALES Y METODOS
2.2.1 MATERIALES DE LA PLANTA

Los frutos de papaya cv. Maradol fueron elegidas en un mercado de Mérida, Yucatan,
México. Los frutos fueron seleccionados de tal forma que tuvieran un tamafio uniforme,
estuvieran en etapa de maduracion color naranja completa y sin ningin dafio fisico
aparente, se desinfectaron con 100 mg L-1 de hipoclorito de sodio durante 15 min y secados
bajo corriente de aire estéril en una campana de flujo laminar. El tejido de exocarpio (~ 0.3
cm) se obtuvo con un pelador comercial segun Rivera-Pastrana et al (2010). Las muestras
se pulverizaron en nitrégeno liquido utilizando mortero y pistilo. Los exocarpios separados
de cuatro frutas enteras se combinaron y se tom6 como una unidad, cada unidad se manej6

por triplicado para cada método de extraccion.
2.2.2 METODOS DE EXTRACCION DE PROTEINAS

A cinco métodos publicados se les realizaron pequefias modificaciones y fueron
comparados. Los primeros tres métodos incluyen una primera y Unica extraccion con fenol,
ademas de la precipitacion con acido tricloroacético (TCA) o con acetato de amonio (AA), y
los otros dos métodos consisten en dos pasos de extraccion, el primero en utilizarse
consiste en una mezcla de acido tricloroacético/acetona (TCA/ACN) y en un segundo paso

fenol, intercambiando de igual manera la precipitacion con TCA o AA.
2.2.3 TRIZOL® /ACETATO DE AMONIO (TR-AA)

La extraccion total de proteinas se llevé a cabo segun las instrucciones del fabricante (Life
Technologies, Carlsbad, CA, EE. UU.) con ciertas modificaciones. Se utilizé 200 mg del
polvo fino obtenido anteriormente y se resuspendieron en 1.5 mL del reactivo. Se siguié el
método hasta la etapa de lavado de proteinas. Se utiliz6 acetato de amonio 0.1 M en MeOH
frio como solucién de lavado, y en lugar del lavado con etanol 100%, se utilizé acetona fria
al 80%, se agitd en vortex y centrifugd 5 min a 8,000 g y 4°C, seguida de etanol al 70% frio,
se agitd con vortex y centrifugd como se describié antes. Finalmente, la pastilla de proteinas
se seco al aire libre (sin permitir que la pastilla se deshidrate) y se almacené a -80°C hasta

Su uso.
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2.2.4 FENOL/ACETATO DE AMONIO (F-AA)

Este método se llevd a cabo segun Faurobert y colaboradores (2007) con algunas
modificaciones adaptadas para la cascara de papaya Yy utilizando dodecilsulfato de sodio
(SDS). Se re suspendieron aproximadamente 0.6 g del polvo de la cascara en 3 mL de
bafer de extraccion filtrado (Tris-HCI 500 mM, EDTA 50 mM, sacarosa 700 mM, KCI 100
mM, pH 8, benzamidina 10 mM, y cOmplete™ (Roche)) mas 2% de B-mercaptoetanol (2-
ME), fenilmetil sulfonil fluoruro 1 mM (PMSF) y SDS al 1% en un tubo Falcon de 15 mL, se
agitd con vortex e incubo con agitacion durante 10 min en hielo. Posteriormente, se agrego
3 mL de fenol (Tris-HCI saturado, pH 8) y sonicado durante 10 min a 30°C en un bafio
ultrasénico modelo 3,800 (Branson, Whetersfield, CT) con una sonicacion constante de 40
kHz. Para la separacion de las fases acuosa y organica, la muestra se centrifugd durante
10 min a 8,000 g a 4°C. La fase fendlica superior se recupera en nuevos tubos, evitando
cuidadosamente el contacto o alteracion de la interfase; Se afiadieron 4 volimenes de
solucién de precipitacion (acetato de amonio 0.1 M en MeOH frio). El tubo se agita por
inversion. La muestra se incubd para causar la precipitacion de proteinas durante la noche
a -20°C. La proteina total se recupero por centrifugacion durante 5 min a 8,000 g a 4°C. Los
sedimentos recuperados se lavaron primero con 3 mL de ACN fria al 80%, seguido de 3 mL
de etanol frio al 70%. Después de cada lavado, las fracciones proteicas se recuperaron por
centrifugacion. Los pellets fueron secados a temperatura amiente y almacenados a -80°C

hasta ser procesados.
2.2.7 FENOL/ACETONA (F-ACN)

Este método se llevd a cabo segun Faurobert y colaboradores (2007) con algunas
modificaciones adaptadas para la cascara de papaya Yy utilizando dodecilsulfato de sodio
(SDS) al igual que el anterior: Se resuspendieron aproximadamente 0.6 g del polvo de la
cascara en 3 mL de bufer de extraccion filtrado (Tris-HCI 500 mM, EDTA 50 mM, sacarosa
700 mM, KCI 100 mM, pH 8, benzamidina 10 mM, y cOmplete™ (Roche)) méas 2% de 2-
ME, PMSF 1 mMy SDS al 1% en un tubo Falcon de 15 mL, agitado con vortex e incubado
en agitacion en hielo durante 10 min. Posteriormente, se agregan 3 mL de fenol (Tris-HCI
saturado, pH 8) y sonicado durante 10 min a 30°C en un bafio ultrasénico modelo 3,800
(Branson, Whetersfield, CT) con una sonicaciéon constante de 40 kHz. Para la separacion

de las fases acuosa y organica, la muestra se centrifugé durante 10 min a 8,000 g a 4°C.
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La fase fendlica superior se recupera en nuevos tubos, evitando cuidadosamente el
contacto o alteracién de la interfase; Se afiadieron 4 volimenes de solucion de precipitacion
fria (ACN adicionado con 2-ME 0.07% v/v). El tubo se agit6é por inversion. La muestra se
incubd para causar la precipitacion de proteinas durante toda la noche a -20°C. La proteina
total se recuper6 por centrifugacion durante 5 min a 8,000 g y 4°C. Los sedimentos
recuperados se lavaron primero con 3 mL de acetona fria al 80%, seguido de 3 mL de etanol
frio al 70%. Después de cada lavado, las fracciones proteicas se recuperaron por
centrifugacion. Los pellets fueron secados a temperatura amiente y almacenados a -80°C
hasta ser procesados

2.2.5 TCA/ACETONA/FENOL/ACETATO DE AMONIO (TCA-ACN-F-AA)

Se llevé a cabo una modificacion del método de TCA/Acetona (Méchin et al., 2007) en
combinacién con la extraccion con fenol. Se resuspendié un total de 0.6 g del polvo en 3
mL recién hecho de 20% TCA (p:v) y 0.07% 2ME (v:v) en ACN frio y se agitdé en vortex
como se describié anteriormente. La muestra se almacend durante toda la noche a -20°C.
Posteriormente, la muestra se centrifugé durante 10 min a 8,000 g a 4°C. El sedimento se
resuspendié en 3 mL de bufer de extraccion previamente enfriado mas 2-ME, PMSF y SDS
como se describié anteriormente en el método de extraccion F-AA; y se sonicé durante 10
min a 30°C en un bafio ultrasénico con una potencia sénica de 40 kHz. Se agregaron 3 mL
de fenol (Tris-HCl saturado, pH 8), se agit6 en voértex y se centrifugd durante 10 min a 8,000
g a 4°C. Las proteinas en la capa superior de fenol fueron colectadas, transferidas a un
nuevo tubo y se le afiadié B-ME 0.07% (v:v) en ACN frio; se mantuvieron durante la noche
a -20°C. La muestra se agit6 en vértex y se centrifugd de nuevo como antes; se desechd el
sobrenadante y se lavé la pastilla, primero con 3 mL de ACN fria al 80%, seguido de 3 mL
de etanol frio al 70% y al final secado a temperatura ambiente. Se almacené a -80°C hasta

Su procesamiento.
2.2.6 TCA/ACETONA/FENOL/ACETONA (TCA-ACN-F-ACN)

Se llevé a cabo una modificacion del método de TCA/Acetona en combinacién con la
extraccion con fenol, la cual toma tiempo. Se resuspendié un total de 0.6 g del polvo en 3
mL de TCA en acetona y B-mercaptoetanol frio y se agité en vortex como se describio

anteriormente. La muestra se almacené durante la noche a -20°C. Posteriormente, la
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muestra se centrifugd durante 10 min a 8,000 g a 4°C. El sedimento se resuspendi6é en 3
mL de bufer de extraccién previamente enfriado mas 2-ME, PMSF y SDS como se describio
anteriormente en el método de extraccion F-AA y se sonicé durante 10 min a 30°C en un
bafio ultrasénico con una potencia sénica de 40 kHz. Se agregaron 3 mL de fenol (Tris-HCI
saturado, pH 8), se agité en vortex y se centrifugd durante 10 min a 8,000 g a 4°C. Las
proteinas en la capa superior de fenol fueron colectadas, transferidas a un nuevo tubo y se
le afladi6 acetato de amonio al 0.1 M en MeOH frio y se mantuvieron durante la noche a -
20°C. La muestra se agitd en vortex y se centrifugd de nuevo como antes; se desecho el
sobrenadante y se lavo la pastilla, primero con 3 mL de acetona fria al 80%, seguido de 3
mL de etanol frio al 70% y al final secado a temperatura ambiente. Se almacené a -80°C
hasta su procesamiento.

2.2.7 CUANTIFICACION DE PROTEINAS

La cuantificacién se llevé a cabo mediante el método espectrofotométrico utilizando el kit
de proteinas BCA Pierce™ de Thermo Scientific (No. Cat. 23225, Pierce; Rockford IL). Se
realiz6 con albumina sérica bovina (BSA) una curva de calibracién con concentraciones 0.
1.8, 3, 6 y 9 pg/uL aforando con agua a 15 uL. De los extractos de proteinas se realizé una
dilucion 1:1 (5 uL de muestra y 5 uL de agua), de esta dilucién se hicieron 3 alicuotas de
1.2, 2.4y 3.6 pL las cuales se aforaron a 15 pL con agua MiliQ, una vez lista la placa de
microelisa, se agregé a cada uno 300 pL de la mezcla de los reactivos A y B con los que
cuenta el kit, en una proporcién 50:1 respectivamente, posterior a esto se incubd a 37°C
durante 30 min, transcurrido el tiempo de incubacién se tom6 cada muestra y se colocé en
una placa con celdas, se llevé a cabo la lectura de absorbancia a una longitud de onda de
562 nm. Los datos obtenidos se graficaron en Excel, con los datos de la curva de calibracién
se obtuvo la ecuacion de la recta (y=mx+b), las absorbancias pertenecientes a las muestras
se interpolaron en la recta, los resultados reflejaron las concentraciones de proteina de cada

muestra en pg/uL.
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2.2.8 ELECTROFORESIS
2.2.9 SDS / PAGE

La calidad de las proteinas totales extraidas de la cascara de papaya obtenida de los cuatro
métodos se evalué mediante electroforesis en gel de dodecilsulfato de sodio-poliacrilamida
(1D SDS-PAGE) en una tetra cell Mini-Protean® (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
EUA). Las muestras de proteinas se reconstituyeron a una concentracion de 105 pg/uL por
muestra mas 6 pL de bufer reductor de SDS que contenia Tris-HCI 0.5 mM, pH 6.8, SDS al
10% (p/v), glicerol al 26% y azul de bromofenol al 0.5% (p/v) y calentado a 95°C durante 5
min. Posteriormente, las proteinas se cargaron en los pocillos de gel. La electroforesis se
realizo a 200 V a través del gel de apilamiento (7%) y a 120 V a través del gel de resolucion
(12%) hasta que el frente de corrida del azul de bromofenol alcanz6 0.5 cm del fondo del
gel. El gel se fij6 con 100 mL de una solucién compuesta de 50% MeOH y 7% de acido
acético (v/v) durante 30 min repitiendo el proceso por duplicado y se tifié con 60 mL de
SYPRO Ruby® durante toda la noche, transcurrido el tiempo se lavo con una solucién de
10% (v/v) MeOH y 7% (v/v) acido acético durante 30 min, el gel fue observado en el quipo
Imager® Gel Doc™ XR System (modelo 1708195EDU, Bio-Rad®) apoyado del software

Image Lab™

2.2.10 PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA EL ANALISIS POR
ESPECTROMETRIA DE MASAS

2.2.11 REDUCCION

De acuerdo con la cuantificacion, se contemplé 100 ug de proteinas llevando a un volumen
final de 100 pL con agua en un tubo microcentrifuga, se agregé Tris (2-carboxietil) fosfina
(TCEP) a una concentracion final de 10 mM. Las muestras se incubaron a 60°C durante 45

min.
2.2.12 ALQUILACION

Transcurrido el tiempo se adicion6 lodoacetamida (IAM) a una concentracion final de 30
mM, la mezcla se incub6 por una hora a temperatura ambiente en obscuridad, después del

tiempo establecido se agreg6 ditiotreitol (DTT) a una concentracion final de 30 mM durante

27



CAPITULO II

10 min y se dej6 reposar a temperatura ambiente, en seguida se adicion6 1 mL de ACN fria
a cada tubo, dejando precipitar a -20°C durante toda la noche. Después de la precipitacion
(12 h aproximadamente) los tubos se centrifugaron a 10,000 g a 4°C durante 15 min, el
sobrenadante fue decantado y los tubos se colocaron en una campana de extraccion para
secar el contenido, una vez seco, la pastilla se resuspendié con 150 pL de bicarbonato de
amonio 50 mM que contiene 0.1% de SDS, se sonicaron los tubos respectivos durante 15
min. Se realiz6 una segunda cuantificacién para autentificar la cantidad de proteina que se

colocé para ser digerida con la enzima seleccionada.
2.2.13 DIGESTION CON TRIPSINA

La digestion con tripsina se llevé a cabo colocando en tubos de microcentrifuga 100 ug de
cada muestra de interés previamente reducida y alquilada, cada muestra se aforé a 100 uL
con agua MiliQ, se adicioné la enzima tripsina (No. Cat. V5280, Trypsin Gold, Promega,
Madison WI) a cada tubo en una proporcion 1:30 (tripsina/proteina) por 16 h a 37°C.
Posteriormente se volvié a agregar tripsina fresca en una proporcion 1:60 (tripsina/proteina)
incubando 4 h a 37°C.

2.2.14 FRACCIONAMIENTO DE LA MUESTRA EN COLUMNAS C18-FASE REVERSA

Una vez terminada la digestion con la enzima, los péptidos resultantes fueron llevados a
sequedad mediante la ayuda de un concentrador CentriVap (LABCONCO®) y enseguida
fueron reconstituidas con 1 mL de &cido trifluroacético (TFA) 0.1-0.5%, se corroboré que el
pH fuera < 3 ajustando con acido férmico. Los cartuchos C18 (No. Cat. 60108-421, Thermo
Scientific, Bellefonte, PA, USA) se acondicionaron con 2 mL de la soluci6on de
equilibrio/carga (0.1% TFA en agua v/v). La muestra se carg6 haciéndose pasar lentamente
a través del cartucho, a continuacién, se adicion6 nuevamente 1 mL de solucién de
equilibrio/carga. Se realizé un desalado del cartucho haciendo pasar 1 mL de la solucién
para desalar (MeOH 5%/agua con TFA 0.1% v/v/v). La elucion del contenido de los
cartuchos se realizé haciendo pasar 1 mL de la solucion para eluir (50% ACN/agua con TFA
0.1% v/viv). Se colectaron las eluciones para ser concentradas en el equipo CentriVap

(LABCONCO®). Finalmente, las muestras se almacenaron a -80°C hasta su uso.

28



CAPITULO II

2.2.15 ANALISIS NANO LC MS/MS

Las muestras fueron procesadas utilizando un sistema nano UltiMate 3000 RSLC (Dionex,
Sunnyvale, CA) acoplado a un espectrédmetro de masa Orbitrap FusionTM TribidTM
(Thermo-Fisher Scientific, San José, CA) conteniendo una fuente de ionizacion EASY
espray. Cada muestra fue reconstituida con 5 uL de una solucién de 0.1% &cido férmico e
inyectada a una precolumna C18 trap (3 um, 75 um X 2 cm, Dionex) utilizando un flujo de
3 pL min-1y posteriormente separada en una columna nano EASY espray RSLC (2 um, 75
pum x 25 cm) utilizando un flujo de 300 mL min-1 durante 100 min. Se utilizaron 0.1 % &cido
férmico como solvente Ay 0.1 % &cido formico en 90% acetonitrilo como solvente B. El
gradiente de elucion se establecié como es indicado a continuacion: Solvente A por 10 min,
solvente B 7-20% en 25 min, solvente B 20% por 15 min, solvente B 20-25% por 15 min,
solvente B 25-95% por 20 min, y solventa A por 8 min. El espectrometro de masa se operé
en modo positivo y el nanospray se utilizé con un voltaje de 3.5 kV y la temperatura de la
fuente de ionizacion se program6 a 280°C. Los calibradores externos utilizados fueron la
cafeina, Met-Arg-Phe-Ala (MRFA) y Ultramark 1621.

2.2.16 ANALISIS MS/MS DIRIGIDO MEDIANTE ARBOL DE DECISIONES (ETD, CID Y
HCD)

El espectrometro de masa se operé en modo de dato-dependiente y programado
automaticamente para cambiar entre el analisis MS y MS/MS. El barrido completo de
espectros de masa (MS) fue adquirido con el analizador Orbitrap, el rango de barrido de
masa fue de 350-1500 m/z a una resoluciéon de 120,000 (FWHM), utilizando un control
automatico de obtencién de 4.0 e5 iones, tiempo de inyeccion maximo de 50 ms, exclusiéon
dinamica de 1 a 60 s y tolerancia de masa de 10 ppm. Posteriormente una velocidad de 3
s para la velocidad de barrido para el analisis dirigido por arbol de decisiones que consiste
en la disociacién por transferencia de electrones (por siglas en inglés “ETD”), disociacion
inducida por colision (por sus siglas en inglés “CID”) y disociacion por colision con alta
energia (por sus siglas en inglés “HCD”), utilizando el analizador Orbitrap (Swaney et al.,
2008; Frese et al., 2011). El umbral de sefial para inducir un evento MS/MS fue de 1.0e4 y
la colisién de energia normalizada de 10, 30y 30 % para ETD, CID y HCD, respectivamente.
Para las fragmentaciones se programé un control automatico de obtencion de 3.0e4 iones

y una ventana de aislamiento de 1.6 m/z. Adicionalmente, los pardmetros de ETD primera
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masa como 120 m/z y un tiempo de inyeccién de 100 ms, CID comprendioé un Q de 0.25 ms
y un tiempo de inyeccién de 50 ms, para HCD se establecio la primera masa como 100 m/z
y un tiempo de inyeccion de 50 ms. La programacion para en analisis dirigido por arbol de
decisiones se llevo a cabo como es descrito a continuacién: Para CID los estados de carga
de fragmentacion 2 o 3 con un rango de barrido de 620-1,600 m/z, estado de carga de
fragmentacion 4 con un rango de barrido de 800-1600 m/z y estado de carga 5 con un
rango de barrido de 900-1,600 m/z; para HCD los estados de carga de fragmentacion 2 o 3
con un rango de barrido de 600-1600 m/z y para ETD estado de carga de fragmentacion 2
con un rango de barrido de 300-620 m/z, estado de carga de fragmentacién 4 con un rango
de barrido de 300-800 m/z y estado de carga 5 con un rango de barrido de 300-900 m/z.
Todos los datos se adquirieron con el programa Xcalibur 4.0.27.10 (Thermo-Fisher
Scientific).

2.2.17 IDENTIFICACION DE PROTEINAS

Los espectros obtenidos fueron procesados con el programa de cémputo Proteome
Discoverer 2.1 (PD, Thermo Fisher Scientific Inc.) acoplado con los motores de busqueda
SEQUEST HT (Eng etal., 1994), MASCOT (Matrix Science) y AMANDA (Dorfer et al.,
2014). Los parametros de busqueda incluyeron: especificidad proteolitica con tripsina, dos
cortes perdidos permitidos, modificaciones estaticas comprendiendo carbamidometilacion
de cisteina (+57.021 Da). Ademas, las modificaciones dinamicas incluyeron oxidacién de
metionina (+15.995 Da) y desaminacion en residuos de asparagina y glutamina (+0.984
Da).

2.2.18 CARACTERIZACION DE LAS PROTEINAS

La herramienta DeepLoc-1.0 (Almagro Armenteros et al., 2017) fue empleada para predecir
la localizacion subcelular de las proteinas identificadas para cada método de extraccion y
para predecir a partir de su configuracién primaria si las proteinas eran solubles o de
membrana; la herramienta se utilizé bajo los parametros de la matriz BLOSUM62. Para
predecir las proteinas relacionadas al secretoma de papaya se utilizé el servidor SignalP-
5.0 (Almagro Armenteros et al., 2019) el cual predice la presencia de péptidos sefal. En el
caso del desordenoma, se utilizé la herramienta ESpritz 1.3 (Walsh et al., 2012) el cual

predice el nivel de desorden de las proteinas a partir de redes neuronales, y ademas
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clasifica los aminoacidos en tres categorias: con carga, sin carga e hidrofobicos; a los
cuales también asigna el nivel de desorden que pudiesen presentar. La herramienta se

utilizé con una confianza del 95%.
2.2.19 ANOTACION DE PROTEINAS

Se utiliz6 la herramienta bioinformatica NetGO 2.0 (You et al.,, 2019) para asignar los
nameros de ontologias génicas (GOs) a las proteinas extraidas siguiendo las
recomendaciones de los autores. Posteriormente se utilizé la herramienta bioinformatica
Cytoscape (Shannon et al., 2003) como interfaz de la herramienta STRING (Szklarczyk
etal.,, 2019) para analizar las interacciones proteina-proteina (PPI) con la mas alta
coincidencia (highest confidence: 0.900), el enriquecimiento de las rutas metabdlicas de la
enciclopedia Kyoto de genes y genomas (KEGG) (Kanehisa y Goto, 2000); y el
enriquecimiento de dominios proteicos a través de la base de datos SMART (Letunic et al.,
2015) con respecto al proteoma de papaya de STRING.
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2.3 RESULTADOS

Los cinco métodos utilizados lograron extraer proteinas totales del exocarpio de frutos de
C. papaya para su posterior analisis. Cada método extrajo una cantidad diferente de
proteinas a partir del material de inicio. El rendimiento esta calculado en microgramaos por
microlitro (ug/pL) como lo demuestra la Tabla 2.1, en donde se observa la cantidad de
proteina cuantificada por cada método de extraccion. A mayor cantidad, mayor rendimiento.
El método F-ACN logr6 obtener el mayor rendimiento con 1.73 pg/pL, mientras que el peor
rendimiento se obtuvo con TCA-ACN-F-AA al obtener 0.013 pg/uL. Estadisticamente se

encuentra una diferencia significativa entre estos tratamientos (Figura 2.1).

Tabla 2.1 Promedio y desviacién estdndar (+ SD) de la cuantificacién de proteinas en cada método
de extraccién

Tratamiento F-ACN TR-AA F-AA TCA-ACN-F-ACN TCA-ACN-F-AA

Rendimiento pg/pL
) 1.73+0.208 1.23+0.058 1.1+0.1 0.083+0.012 0.013+0.006
(promedio + SD)
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Kruskal-Wallis, p = 0.0096

W

—

Rendimiento

F-ACHN TR-AA F-AA TCA-ACN-F-ACN  TCA-ACN-F-AA
Tratamientos
pwc: Dunn test; p.adjust: Holm

Figura 2.1 Comparacién estadistica de los rendimientos obtenidos entre los métodos de extraccién
através de la prueba de Kruskal-Wallis. Se encontré diferencia significativa entre los tratamientos F-
ACN y TCA-ACN-F-AA (p <0.05).
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Figura 2.2 Gréfica de barras mostrando la cantidad de proteinas identificadas en cada método de
extraccion.
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Por otra parte, en la figura 2.2 se puede observar la cantidad de proteinas identificadas para
cada método después de haber combinado las repeticiones biolégicas. Por lo cual, en total
se identificaron 3,510 proteinas (Anexo 1). Cabe aclarar, que el tratamiento que mas
proteinas extrajo fue F-ACN con 3,064 y el que menor nimero extrajo fue TCA-ACN-F-AA
con 69. Se pudo observar que entre los tratamientos 51 proteinas se compartieron; siendo
el que obtuvo mayor nimero de proteinas Unicas el método F-ACN con 1,517 y el menor
fue TCA-ACN-F-AA con 3 (Figura 2.3).

<o

Figura 2.3 Diagrama de Venn que ilustra las proteinas compartidas entre los métodos de extraccion.

Con la herramienta DeepLoc 1.0 se predijo la localizacion subcelular de las proteinas
extraidas de cada método. Todos los tratamientos coincidieron en que la mayor parte de
las proteinas son solubles y se encuentran en el citoplasma. En cambio, por las cantidades
de proteinas predichas, el lugar con menor prediccion de proteinas para F-AA fue
lisosomalvacuola, para F-AA, TR-AAy TCA-ACN-F-ACN fue el aparato de Golgi. Para TCA-
ACN-F-AA fue el aparato de Golgi y el ndcleo (Figura 2.4).
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Figura 2.4 Gréfica de barras que ilustra el nimero de proteinas en cada localizaciéon subcelular
predicha con la herramienta DeeplLoc 1.0

La herramienta NetGo 2.0 logré predecir las ontologias génicas (GO) para la mayoria de
las proteinas de cada método de extraccién; el método en el que mas ndmeros GO se
identificaron fue en F-ACN con 934 repartidos en las tres ontologias y el que menor nimeros
GO identificé fue TCA-ACN-F-AA con 88 repartidos en las tres ontologias. En todos los
métodos de extraccion la ontologia MF fue la mas diversa con mayores numeros GO
obtenidos, a excepcion del método TCA-ACN-F-AA dbonde la ontologia BP obtuvo mas
nameros GO que MF (Figura 2.5E).
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Figura 2.5 Nimero de proteinas a las que fue asignada cada ontologia (GO) dentro de cada método
de extraccion. A) TR-AA, B) F-ACN, C) F-AA, D) TCA-ACN-F-ACN y E) TCA-ACN-F-AA

A través de las herramientas Cytoscape se analizaron las proteinas presentes en cada
método de extraccion para enriquecer las rutas metabdlicas KEGG, asi como los dominios
de las proteinas recuperados de la base de datos SMART; ambos a través de la plataforma
STRING con respecto al proteoma de papaya (Anexo 2). El método con mas rutas
metabdlicas KEGG enriquecidas fue F-AA con 79, mientas que TCA-ACN-F-AA fue el que
menor obtuvo con 24. Todas las rutas metabdlicas fueron comparadas mediante un
diagrama de Venn. En total se registraron 93 rutas KEGG de las cuales todas comparten
23. TCA-ACN-F-AA no tiene rutas metabdlicas propias. En contraste, F-AA report6 5, TCA-
ACN-F-ACN y F-AA 4 rutas metabdlicas propias para cada uno, y TR-AA solo 2 (Figura
2.6A). El enriguecimiento de los dominios SMART arrojé 43 dominios enriquecidos de los
cuales Unicamente 2 son compartidos entre todos los métodos de extracciéon; F-ACN fue
guien mas dominios enriquecidos propios obtuvo con 10 y los menores fueron TCA-ACN-
F-ACN y TCA-ACN-F-AA con un solo dominio cada uno (Figura 2.6B). Utilizando la
herramienta SignalP 5.0 se predijo las proteinas que contaban con péptidos sefial y
posiblemente estuvieran relacionados con el secretoma de la papaya. El método con mayor
namero de proteinas con péptidos sefial fue F-ACN con 247 y el menor fue TCA-ACN-F-
AA con 17 (Figura 2.7).
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Figura 2.6 Diagrama de Venn que demuestra en A) el nimero de rutas metabdlicas que comparten
entre tratamientos; y en B) el nimero de dominios de la base SMART que comparten entre ellos los

tratamientos.
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Figura 2.7 Gréfica de barras que ilustra la cantidad de proteinas con péptidos sefial, predicha por el
programa SignalP 5.0.

Para dar luz al desordenoma, por medio de la herramienta EZpritz 1.3 se predijo el nivel de
desordenamiento de las proteinas extraidas (Anexo 2). Del total de proteinas identificadas
por el método F-ACN, 8,513 segmentos fueron predichos desordenados, dando un
desorden total de 14.88%; para el método F-AA, 3,052 segmentos desordenados, por ende
8.36% de desorden; TR-AA obtuvo 3,603 segmentos desordenados predicho, dando un
11.51% de desorden; TCA-ACN-F-AA obtuvo una prediccion de 139 segmentos
desordenados, siendo un 5.97% de desorden; y TCA-ACN-F-ACN obtuvo una prediccion
de 1803 segmentos desordenados, resultando en un 7.62% de desorden con respecto al
total de proteinas identificadas (Tabla 2.2). Todos los tratamientos coincidieron que el

mayor porcentaje de aminoacidos de las proteinas identificadas pertenecian a la categoria
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hidrofébicos y el menor porcentaje a los aminoacidos con carga. Por lo cual, EZpritz 1.3
clasificé los aminoacidos en tres categorias: con carga (DEKRH), sin carga (GSTNQYC) e
hidrofébicos (LMIVWPAF).

Tabla 2.2 Predicciones del desordenamiento de cada set de proteinas extraidas con los métodos de
extraccion de acuerdo con el programa EZpritz 1.3. Se resalta la columna del porcentaje de
desordenamiento.
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TR-AA 526704 1508 11.51 25.66 13.11 32.37 12.93 41.91 9.43

F-AA 533297 1318 8.36 24.96 9.25 32.33 9.47 42.65 7

TCA-ACN-F-ACN 323798 783 7.62 24.82 8.3 32.63 8.5 42.48 6.53
TCA-ACN-F-AA 27324 69 5.97 24.26 6.46 32.52 6.72 43.19 5.13
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2.4 DISCUSION

La extraccién de proteinas es el primer paso en los estudios proted6micos, por lo tanto, la
preparacion de la muestra bioldgica requiere de la solubilizacion del mayor niumero de
proteinas posibles, asi como la eliminacion de aquellos compuestos que podrian generar
interferencias en los pasos siguientes (Galazzi et al., 2019; Mirzaei y Carrasco, 2016).
Existen pocos trabajos protedmicos en frutos y cada laboratorio ha adaptado protocolos de
acuerdo con sus necesidades para cumplir con sus objetivos, sin embargo, en papaya hasta
la fecha solo existen 4 trabajos (Jiang et al., 2019; K. Liu et al., 2018; Huerta-Ocampo et al.,
2012; Nogueira-CS et al., 2012). La mitad de los trabajos anteriores utilizaron un enfoque
libre de gel y la otra mitad mas antigua utilizaron el enfoque a base de gel. No obstante,
todos estos requirieron de urea, el cual es laboriosa de preparar y es un desnaturalizante
que, aunque permite la solubilizacién de proteinas, también la carbamilacion, que afecta la
digestion enzimética, asi como el posterior etiqguetado (iTRAQ, MTM) (Dapic et al., 2017).
Jian et al., (2019) lograron extraer 3,220 proteinas sin utilizar la extraccién Fenol o
TCA/ACN, simplemente un bufer de lisis (8 M urea, 2 mM EDTA, 10 mM DTT y 1% Protease
Inhibitor Cocktail) y precipitacién con 15% ACN frio; nuestro método F-ACN, logré identificar
3,064; aunque con mas pasos, el tiempo en cuestion de la precipitacion de las proteinas en
ambos métodos es el mismo. Los cinco métodos de este trabajo utilizan de alguna forma el
fenol como recurso para solubilizar y hacer disponibles las proteinas, al mismo tiempo que
disuelve compuestos que pudieran interferir en el proceso de extraccién y cuantificacion
(Faurobert et al.,, 2007). A diferencia de los métodos con el primer paso de fenol, los
métodos que emplean en un primer paso TCA/ACN/2ME pretenden desnaturalizar y
precipitar las proteinas mientras previene la oxidacién fendlica, para posteriormente ser
solubilizadas nuevamente (Méchin et al., 2007). Una vez disponibles las proteinas en los
cinco métodos, deben ser precipitadas por medio de la adicién de sales o disolventes
organicos miscibles en agua como lo es la combinacion 2ME/ACN y AA/MeOH (Faurobert
et al., 2007). Independientemente de las substancias utilizadas para precipitar, los métodos
con un solo paso de extraccion con fenol fueron los que mas proteinas identificadas
lograron. F-ACN obtuvo la mayor cantidad, seguido por TR-AA y después, F-AA. Esta bien
documentado en prote6mica de plantas que la extraccién con fenol es la de mejor resultado
para enfoques base gel o libre de gel, debido a que causa la separacién de polisacaridos y

mucopolisacaridos, acidos nucleicos, sales y demas compuestos solubles en la base
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acuosa, mientras las proteinas permanecen en la fase fendlica (Lledias et al., 2017; Al-
Obaidi et al., 2016; X. Wu et al., 2014). Los métodos basados en extraccion por TCA/ACN
obtuvieron la menor cantidad de proteinas identificadas, aun cuando existié una segunda
extraccion con fenol, debido a la posible pérdida por la cantidad superior de pasos que
conlleva estos métodos de extraccion (X. Wu et al., 2014). La extraccidn por precipitacion
con TCA/ACN permite la solubilizacion en acetona de compuestos que podrian intervenir
en la cadena de extraccion de proteinas, como pigmentos, compuestos fendlicos, lipidos y
acidos nucleicos; removiéndolos en la fase posterior de centrifugacion. Ademas, la adicion
de 2ME a la solucion de TCA/ACN inhibe la formacién de nuevos enlaces disulfuro (Alvarez
y Naldrett, 2016). No obstante, a pesar que este método enfrenta algunos contratiempos:
la pastilla generada por precipitacion es dificil de disolver; es posible que precipite acidos
nucleicos mayor a 20 nucleétidos; y ademas, pueda el TCA hidrolizar proteinas (Galazzi
et al.,, 2019). Otro posible inconveniente, de la extraccibn con TCA/ACN se pudo haber
presentado debido a que la cascara de papaya contiene polisacaridos complejos, que,
debido a su alto peso molecular, su solubilidad en mezclas organicas/acuosas es limitada
a bajas temperaturas y precipitan junto a las proteinas (Lledias etal.,, 2017).
Estadisticamente, solo se encontrd diferencia significativa en el rendimiento entre los
métodos F-ACN y TCA-ACN-F-AA (el que mayor proteina obtuvo contra el que menor
proteinas obtuvo), por lo tanto, la caracterizacion de las proteinas identificadas suma valor
a la hora de elegir un método de extraccion con enfoques dirigidos en papaya. La prediccion
de la herramienta DeepLoc 1.0 predice que la mayoria de las proteinas obtenidas son
solubles y no de membrana, lo cual concuerda con la dificil extraccion de este tipo de
proteinas por métodos convencionales. Para una mayor obtencion de proteinas de
membrana se requiere detergentes y/o caotrépicos en concentraciones agresivas para la
espectrometria de masas (Saravanan y Rose, 2004). Todas las proteinas identificadas de
todos los métodos lograron al menos un minimo de dos proteinas predichas en alguna
ubicacién subcelular, dando la oportunidad de explorar ampliamente el proteoma del tejido
independientemente del método. La ubicacion subcelular con mas proteinas predichas en
todos los métodos de extraccion fue el citoplasma, precedido por proteinas contenidas en
los plastidios, por lo cual, en el caso de papaya, provee la oportunidad de analizar la
transicion en la pigmentacion del fruto.
La ontologia génica es la estandarizacion de la categorizacion de las funciones de un

producto génico, en este caso, las proteinas extraidas con los diferentes métodos (W. Liu
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etal., 2018). En el caso de la ontologia de proceso bioldgico (BP), se destacan las
categorias: respuesta a estimulo abiotico, respuesta a quimico, respuesta a estimulo
externo, respuesta a hongo, respuesta a calor, respuesta a estimulo, respuesta a estrés y
respuesta a estimulo de temperatura (GO:0009628, GO0:0042221, GO:0009605,
G0:0009620, GO:0009408, GO:0050896, GO:0006950 y GO:0009266, respectivamente);
gue comparten todos los métodos, siendo capaces de monitorear los cambios fisioldgicos
de la papaya como fruto climatérico durante la maduracion (Jiang et al., 2019), tal como
estudios en manzana (Ma et al., 2019); y también la respuesta a estreses como los trabajos
de manzana en dafio mecéanico (Buron-Moles et al., 2014) y tratamientos salinos en tomate
(Tang et al., 2020). Por otro lado, los procesos biolégicos Unicos de cada tratamiento dan
la oportunidad de perfilarlos para un propésito en especifico, por ejemplo, F-ACN logro
obtener “proceso metabolico de ARNm y “procesamiento de ARN” (GO:0016071 y
G0:0006396) los cuales estarian dirigidos a la expresiéon génica por medio del proceso de
transcripcion del ADN. Las proteinas completa o parcialmente desordenadas estan
involucradas en procesos celulares claves que subyacen en complejas redes de interaccion
proteina-proteina (PPi), por ejemplo, chaperonas encontradas en procesos relacionado a
estreses en plantas (Pazos et al., 2013; Kovacs et al., 2008). Todos los métodos lograron
extraer proteinas con prediccion de desordenamiento, F-ACN consigui6 el porcentaje de
desordenamiento mas alto con respecto a sus proteinas extraidas con un 14.88% que se
traduce en 8,513 segmentos desordenados. Para nuestro conocimiento, no existen trabajos
enfocados al estudio masivo de proteinas desordenadas en frutos. El enriquecimiento de
los mapas en las rutas metabdlicas de la enciclopedia Kyoto de genes y genomas (KEGG)
por parte de todos los métodos, fundamenta su capacidad para ser utilizados como parte
de estrategias orientadas al entendimiento de las interacciones moleculares en papaya. A
pesar de que todos los métodos comparten 23 mapas enriquecidos de rutas KEGG, los
métodos que no utilizaron TCA/ACN en un primer paso, lograron obtener enriquecido el
mapa “ruta de supervision de ARNm” (cpap03015) el cual concuerda con lo obtenido
mediante la ontologia BP; y “metabolismo de vitamina B6” (cpap00750), esta Gltima muy
importante en el caso de papaya debido a que el piridoxal fosfato (forma activa de la
Vitamina B6) es un cofactor en reacciones de transaminacion, descarboxilacion y
desaminacion para, por ejemplo, la formaciéon de ACC por la ACC sintasa; dentro de la ruta
del etileno en los frutos climatéricos (Vincente et al., 2014). EIl secretoma se refiere al

estudio global de las proteinas que son secretadas por las células, a través de las rutas
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secretoras (Mirzaei y Carrasco, 2016). Este tipo de proteinas cumplen un rol muy importante
en la comunicacion, respuesta a estrés y el desarrollo de las plantas; en el caso de las frutas
carnosas como la papaya y el tomate, tienen especial importancia debido a la relacion en
las caracteristicas quimicas y mecanicas de la pared celular y, por ende, la textura de la
fruta. Sin embargo, el mecanismo que permite a las plantas cambiar sus perfiles de
proteinas secretadas sigue estando incompleto (Nakano et al., 2020; Sant’‘Ana y Lefsrud,
2018). Aunque todos los métodos lograron predecir proteinas con péptidos sefial, es
importante mencionar que, en relacion con el total de proteinas extraidas, TR-AA es un

fuerte candidato para sentar las bases del estudio cuantitativo del secretoma de papaya.
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2.5 CONCLUSION

Por primera vez se compararon diferentes métodos de extraccion de proteinas totales de
papaya compatible con proteémica libre de gel por medio del analisis y caracterizacion de
las proteinas extraidas, logrando ser un punto de referencia para los laboratorios que
deseen ahondar la investigacion masiva de proteinas en papaya u otros frutos similares con
un enfoque dirigido. A pesar de que todos los métodos comparten caracteristicas en cuanto
a procedimiento de extraccién y materiales, la diferencia radica en el tipo de proteinas
Unicas extraidas por cada uno de ellos, permitiendo hacer adecuaciones para el
enriguecimiento de proteinas con caracteristicas o comportamiento de interés particular.
Los trabajos proteémicos de papaya son muy escasos, principalmente por las
complicaciones que representa el fruto, propio de su naturaleza y los retos que conlleva el
flujo de trabajo desde la obtencién de las proteinas, hasta el andlisis de estas. Sin embargo,
con la informacion aqui presentada, se espera que sea mas facil la estandarizacion de los

protocolos para cada uno de los laboratorios.
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CAPITULO Il

3 ANALISIS PROTEOMICO COMPARATIVO DEL DANO MECANICO EN EL
EXOCARPIO DE PAPAYA (Carica papaya L.) DURANTE LA MADURACION.

3.1 INTRODUCCION

Carica papaya o simplemente papaya, es un fruto tropical de importancia econémica
relevante en México y en el mundo debido a que es rica en vitaminas A, C, potasio, calcio
y fibra (Krishna et al., 2008). Asi mismo, nuestro pais es el tercer lugar en produccién y el
primer lugar en exportaciéon (FAOSTAT, 2018). Sin embargo, desde finales del siglo pasado
se han reportado los dafios que sufre la papaya durante la cadena de produccion,
principalmente en la parte postcosecha (Paull et al., 1997; Quintana et al., 1993; Altisent,
1991). En paises en vias de desarrollo existen perdidas en frutas del 30-50% en
postcosecha, sin embargo, en papaya se estima hasta un 100%, donde 70% representa
perdidas directa o indirectamente por dafio mecénico (Paull et al., 1997; Quintana et al.,
1993). El estrés por dafio mecanico se refiere a la deformacion plastica, rotura superficial
y/o dafio de tejido causado por varios factores que provocan diferentes reacciones
fisiolégicas. Lo anterior, como producto del cambio o reorganizacion metabdlica de la planta
(de Godoy et al., 2010). El estrés por dafio mecanico puede ser clasificado en: impacto,
compresion, abrasion y puncién (Li y Thomas, 2014). Hoy en dia se cuentan con
herramientas de andlisis masivo (émicas), como la genémica, transcriptomica, proteémica
y metabolémica. La implementacion de la proteémica como complemento a la genémica y
transcriptomica en el campo de la biologia de las frutas, ha acelerado el entendimiento del
desarrollo y maduracion. El andlisis protedbmico diferencial entre estados de madurez han
dado luz a diferentes procesos moleculares que ocurren durante la maduracion y proveen
una representacion dinamica del desarrollo frutal (Claudius y Ludivine, 2017; Palma et al.,
2011). A pesar de que el desarrollo y maduracion de las frutas son procesos complejos y
Unicos para cada especie; en las frutas climatéricas, el aumento en la respiracion y el
estallido de la fitohormona etileno, se encuentra demostrado con el aumento en la
abundancia de proteinas relacionadas a su biosintesis (Bhuiyan et al., 2020; Y. Chen et al.,
2019), como la S-adenosilmetionina (SAM) sintetasa en papaya (Nogueira et al., 2012) y

pera (P. communis) (Reuscher etal., 2016), Acido 1-Aminocicloproano-1-Carboxilico
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sintasa (ACS) en kiwi (A. deliciosa) (Shin etal., 2020), Acido 1-Aminocicloproano-1-
Carboxilico Oxidasa (ACO) en durazno (P. persica) (Prinsi etal.,, 2011), manzana (M.
domestica) (Li et al., 2016) y papaya (Jiang et al., 2019), por mencionar algunos. Existen
trabajos protedmicos en papaya enfocados a entender como el fruto se comporta durante
la maduracion (Jiang et al., 2019; Nogueira etal.,, 2012), inclusive bajo tratamientos
inhibitorios de etileno (Huerta-Ocampo etal.,, 2012), asi como la maodificacion
postraduccional en proteinas-no histonas (K. Liu et al., 2018). A pesar de esto, hoy en dia
no existen trabajos con enfoques protedmicos orientados a la comprension de la respuesta
de la papaya al dafio mecénico. Este trabajo pretende cuantificar la dinamica del proteoma
del exocarpio de papaya sometidos a compresion axial a través de la maduracién para
desvelar el método de respuesta del fruto, asi como proponer biomarcadores como

candidatos a la condicion de estrés como método de diagndéstico y seguimiento.
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3.2 MATERIALES Y METODOS
3.2.1 MATERIALES DE LA PLANTA

El fruto de papaya (C. papaya cv. Tainung) fueron colectados en la productora Pamasur,
localizada en Temozoén, Yucatan. La cosecha se hizo en el estado verde-maduro y
transportadas inmediatamente al Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan A.C.
(CICY), en Mérida, Yucatan. Las frutas fueron seleccionadas para remover aquellas que
estuvieran dafiadas o enfermas, las papayas seleccionadas fueron lavadas y sumergidas
por 10 min en 200 ppm de hipoclorito de sodio, después fueron secadas en una campana
de flujo laminar. La mitad de las frutas fueron sometidas al dafio (Dia 0).

3.2.2 APLICACION DE DANO MECANICO

A 24 papayas se les aplic6 una fuerza de compresion de 50 Newtons (N) con un disco de
acero de 10 cm de diametro. La prueba de compresion fue montada en una maquina
Shimadzu AGS-X 10 Kn con una celda de carga calibrada de 1 kN (Shimadzu Corp., Kyoto,
Japon). La fuerza fue aplicada a una constante de 20 mm min-1 hasta que los 50 N fueron
alcanzados posterior al contacto con el exocarpio y mantenido por 10 s. Un impacto fue

aplicado para cada fruta en la zona ecuatorial.
3.2.3 CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO

Después del dafio, las frutas fueron divididas en dos grupos, las dafiadas (Tratamiento, T)
y las no-dafiadas (control, Ctrl). En cada grupo, las papayas fueron divididas al azar en 7
grupos, almacenadas a una temperatura de 25 + 1°C y un ciclo luz/oscuridad de 12/12 h, la
humedad fue 60-70%.

3.2.4 MEDICION DEL COLOR EN EXOCARPIO

El color del exocarpio (CE) fue el indicador principal para determinar la maduracion durante
el almacenamiento. Las mediciones se realizaron inmediatamente después del dafio (Dia
cero, D0), dia dos (D2), dia cuatro (D4), dia seis (D6), dia diez (D10) y dia doce (D12). Para
cada muestra, 4 frutas fueron utilizadas en cada determinacion. La medicion del CE se

realizo utilizando un CR-200 Chroma Meter (Minolta, Jap6n) con un angulo de vision de 0°
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y una iluminacién de circunferencia de 8 mm calibrado con el estandar blanco (L*= 97.92;
a*= -0.45; b*=2.12). Las mediciones se hicieron a partir de 5 lecturas en tres diferentes
puntos de la papaya: el centro, la parte posterior y la parte anterior (5 cm cerca del
peddnculo y del apice). La escala CIEL*a*b* fue utilizada para evaluar el color, donde L*
(brillo) 0= negro y 100= blanco; a* (-) =verde y (+) = rojo; b* (-) = azul y (+) = amarillo. La
existencia de diferencias entre los grupos (T vs Ctrl) al tomar la muestra (Prueba t de

Student para muestras independientes, a= 0.05) fueron analizadas con R.
3.2.5 MICROSCOPIA OPTICA

En las distintas etapas del procesamiento histolégico se realizé una serie de modificaciones
a las técnicas empleadas (Piven et al., 2001). Segmentos epidérmicos de papaya de
aproximadamente 0.5 mm?2-1cm? de area, fueron fijados en 40% de formaldehido, 95% de
etanol, &cido acético glacial y agua destilada (10:5:50:35 partes, respectivamente) durante
96 horas (Berlin and Miksche, 1976). Posterior a la fijacion, se lavaron los tejidos tres veces
con un tiempo de una hora para cada muestra. Al término del lavado se continu6 con la
deshidratacion con etanol (C:HsO) a diferentes concentraciones de manera gradual y
ascendente (Ruzin, 1999). Se inici6 la deshidratacion con etanol al 30%, luego 50% y 70%.;
se dej6é reposar durante 24 horas las muestras en esta Ultima concentracion y al dia
siguiente se continud con las concentraciones de 85%, 96% Yy etanol absoluto. Se realizaron
dos cambios de alcohol para cada concentracién con un tiempo de inmersiéon de una hora
en cada cambio. Seguidamente los tejidos fueron embebidos en resina plastica JB-4
(Embedding Solution Polysciences. Los Angeles, California, USA), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. EI embebido comenz6é sumergiendo las muestras en la
solucion A + etanol absoluto (1:1 v/v), durante 24 horas; después fueron sumergidas en la
solucion A mas catalizador y se mantuvieron durante 96 horas. Se elaboraron moldes que
incluyeron los tejidos para su seccionamiento en sentido transversal y tangencial en un
microtomo de rotacién HM 325; Microm; con un espesor de 2-4 um. Los cortes histol6gicos
se realizaron en serie y fueron extendidos en agua destilada y colectados sobre un
portaobjetos de 26 x 76 mm. Para visualizar la organizacién celular mediante patrones
metacromaticos, se sumergieron los cortes histolégicos en el colorante azul de Toluidina
0.05%, 0.2 M, en acetato de sodio, durante 30 segundos (McManus et al., 1960),

seguidamente se lavaron con agua destilada durante 30 segundos y se dej6 secar los cortes
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a temperatura ambiente. Se lavaron los tejidos en varias ocasiones, hasta que se observo
el contraste entre los tonos azules y purpura. Finalmente se realizaron preparaciones
permanentes empleando como medio de montaje Polymount, Inc. (Polysciences. Los
Angeles, California, USA). Los cortes histolégicos fueron analizados y fotografiados en un
microscopio Optico de epifluorescecia, marca Carl Zeiss, modelo Axio Scope Al, con
camara Axiocam acoplada; las imagenes fueron fotografiadas en aumentos de 10x y 40x

en campo claro.
3.2.6 EXTRACCION DE PROTEINAS

La extraccion de proteinas de las papayas dafiadas y no-dafiadas se efectué en D2y D12
de acuerdo a la metodologia de Faurobert y colaboradores (2007). Muestras de exocarpio
de 4 papayas por condicién (dafiadas y no-dafiadas) fueron unidas y trituradas en N
utilizando mortero y pistilo. Aproximadamente 0.2 g de polvo de tejido se coloco en
microtubos de 2.0 mL y resuspendidos con 1 mL de bufer de extraccién frio conteniendo
500 mM Tris-base pH 8, 50 mM EDTA pH 8, 700 mM sacarosa, 100 mM KCI, 2% B-
mercaptoetanol (2-ME), 1 mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) y 1% coctel inhibidor
de proteasas. La muestra fue colocada en vortex e incubada en agitacion durante 5 min a
4°C. Posteriormente, se afiadié 1 mL de fenol (preparado con Tris), pasado por el vortex e
incubado en hielo sobre un agitador por 20 min. La muestra es separada por centrifugacion
15 min a 15,000 g a 4°C. La fase fendlica que se encuentra en la parte superior del tubo se
recuperé y trasladé a un nuevo microtubo cuidadosamente para evitar contacto con la
interfase. Se afiadi6 5 volumenes de 0.07% B-ME en acetona fria, el tubo es agitado
invirtiéndolo y almacenado a -20°C durante toda la noche. Las proteinas precipitadas fueron
recuperadas por centrifugacién de 10,000 g por 15 min a 4°C, seguidamente de un lavado
con 0.07% B-ME en acetona fria y después, acetona fria. La pastilla fue secada al vacio
durante 5 min, resuspendida en 1x bufer de fosfato salino (PBS) con 1% SDS, sonicada 20
min e inmediatamente, centrifugada 15,000 g 10 min a 24°C. Se recuperoé el sobrenadante
y se guard6 a -80°C hasta su uso. Las muestras fueron cuantificadas utilizando el kit Pierce
BCA Protein Assay kit (Thermo Scientific).
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3.2.7 DIGESTION Y ETIQUETADO MEDIANTE ETIQUETA DE MASA EN TANDEM
(TMT)

Las fracciones proteicas fueron reducidas por tris-(2-2carboxietil)-fosfina (TCEP) a 60°C por
45 min y alquilada con lodoacetamida (IAM) a una concentracién final de 30 mM por 1 h a
temperatura ambiente y obscuridad, la reaccién fue terminada con Ditiotreitol (DTT) 30 mM
por 10 min. Las proteinas fueron precipitadas con acetona fria toda la noche a -20°C.
Después, las muestras fueron centrifugadas 10,000 g por 15 min a 4°C y la pastilla secada
al vacio durante 5 min. El paso siguiente fue re suspender con 100 pL de bufer de digestion
cuyos componentes fueron bicarbonato de trietilamonio (TEAB) 50 mM y 0.1% SDS, se
digirieron con tripsina (Trypsin Gold, Mass Spectrometry Grade, Promega, Madison WI)
relacion 1:30 v/v tripsina:proteina toda la noche a 37°C. Inmediatamente después, se
afiadio tripsina recién preparada en una relacion 1:60 v/v por 4 h a 37°C, la reaccién se
detuvo desnaturalizando la tripsina a 80°C. Los reactivos TMT 6-plex aplicados como
etiquetas isobaricas para la cuantificacion de proteinas diferenciales entre los grupos en
D2: muestras no-dafiadas (control) fueron asignadas las etiqguetas TMT-126, TMT-127 y
TMT-128; mientras que las muestras dafiadas (tratamiento) fueron asignadas las etiquetas
TMT-129, TMT-130 y TMT-131, de acuerdo con el protocolo del fabricante. Después del
etiquetado, las muestras (no-dafiadas y dafiados) fueron combinados y secados. Lo mismo

fue aplicado a las muestras de los grupos D12.
3.2.8 FRACCIONAMIENTO Y ANALISIS LC-MS/MS

Una vez terminada la digestion con la enzima, los péptidos tripticos fueron llevados a
sequedad en un concentrador CentriVap (No. Cat. 7810016, LABCONCO®, Alemania) las
muestras secas se reconstituyeron en 1 mL de amortiguador de equilibrio (constituido por
una solucion 1:1 de K;HPO4 10mM /25% Acetonitrilo y 25% acetonitrilo/agua, se ajusto el
pH a 2.5-3.0 con &cido férmico. Para un fraccionamiento ortogonal, se utilizé un intercambio
catiénico fuerte (SCX) (No. Cat. 60108-421, Thermo Scientific, Bellefonte, PA, USA) a éstos
se les adicioné 2 mL de agua milli-Q, en seguida se hizo pasar 1 mL de amortiguador de
eluciéon (K;HPO,4 10 mM/KCI 500 mM/acetonitrilo 25% pH = 3). Continuamente se hizo pasar
2 mL de agua milliQ, seguido de 5 mL de amortiguador de equilibrio (constituido por una
solucién 1:1 de KoHPO, 10 mM/25% acetonitrilo y 25% acetonitrilo/agua). Los péptidos

tripticos se cargaron al cartucho lentamente, en seguida se adicion6 3 mL del amortiguador
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de equilibrio (K;HPO4 5 Mm/acetonitrilo 25% pH=3), finalmente se realizé la elucién con 1.5
mL del amortiguador cloruro de potasio en concentraciones de 75, 250, 500 mM
respectivamente, los efluentes se colectaron en tubos de microcentrifuga para ser llevados
al concentrador CentriVap (No. Cat. 7810016, LABCONCO®, Alemania). hasta sequedad.
Para incrementar el nimero de proteinas identificadas por LC-MS/MS, se utilizé una
separacion fase reversa de pH alto con el Pierce™ High pH Reversed-Phase Peptide
Fractionation Kit (Thermo Scientific®), de acuerdo con el protocolo del fabricante: las
muestras fueron resuspendidas con 300 pL de solucion de acido trifluroacético 0.1%. Se
prepararon soluciones como se describe en el manual del fabricante. Se acondicionaron las
columnas Pierce™ High pH Reversed-phase peptide fractionation kit (No. Cat. 84868,
Thermo Scientific™, Alemania) se removié de cada una de ellas la solucion amortiguadora
centrifugando 5000 g durante 2 min en el equipo 5424R (Eppendorf, Alemania),
posteriormente se le adicion6 a su contenido 300 pL de acetonitrilo y se centrifugo
nuevamente a 5000 g durante 2 min dos veces. Posteriormente se adicionaron 300 pL de
la muestra y se centrifugé a 3000 g colectando la eluciéon en un tubo microcentrifuga, la
columna se lavé con agua masas centrifugando 3000 g durante 2 min, considerando el
cuadro de soluciones se realizé el fraccionamiento de cada muestra haciendo pasar por la
columna 300 pL desde la fraccién 1-8, colectando por separado cada una de las fracciones.
Finalmente, las eluciones fueron concentradas en el equipo Centrivap (No. Cat. 78100186,
LABCONCO®, Alemania). Las nuevas 48 fracciones (24 para D2 y 24 para D12) se
almacenaron hasta su uso. Las muestras fueron procesadas por un nano-LC-MS/MS
acoplado a un espectrometro de masas Orbitrap Fusion™ Tribrid™ (Thermo-Fisher
Scientific®) equipado con una nano fuente de ion “EASY Spray” (Thermo-Fisher Scientific®)
con una interfase UltiMate 3000 RSLC system (Dionex®, Sunnyvale, CA). Las muestras
reconstituidas (50 pyL de acido férmico al 0.1 %) fue inyectado en una columna C18
nanoViper (3 um, 75 pm X 2 cm, Dionex®) a un flujo de 3 uL min! y después separado en
una columna EASY spray C18 RSL (2 pum, 75 pm x 25 cm) utilizando un gradiente de 100
min con una taza de flujo de 300 nL-min?, utilizando acido férmico 0.1% en agua grado
LC-MS (disolvente A) y acido formico 0.1% en 90% acetonitrilo (disolvente B). El gradiente
fue el siguiente: 10 min disolvente A, 7-20% disolvente B en 25 min, 20% disolvente B 15
min, 25-95% disolvente B 20 min, y 8 min disolvente A. El espectrometro de masas fue

operado en modo ion positivo con un voltaje en nano espray de 3.5 kV y la fuente de
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temperatura a 280°C. Calibradores externos incluyeron cafeina, Met253 Arg-Phe-Ala
(MRFA), y Ultramark 1621 (Thermo-Fisher Scientific®).

3.2.9 ANALISIS MS/MS DIRIGIDO MEDIANTE ARBOL DE DECISIONES (ETD, CID Y
HCD

El espectrometro de masa se operé en modo de dato-dependiente y programado
automaticamente para cambiar entre el analisis MS y MS/MS. El barrido completo de
espectros de masa (MS) sera adquirido con el analizador Orbitrap, el rango de barrido de
masa fue de 350-1500 m/z a una resolucion de 120,000 (FWHM), utilizando un control
automatico de obtencién de 4.0 e5 iones, tiempo de inyeccion maximo de 50 ms, exclusién
dinamica de 1 a 90 s y tolerancia de masa de 10 ppm. Posteriormente, se seleccion6 un
escaneo topografico de velocidad méaxima para 3s para la posterior fragmentacion de CID
Orbitrap basada en el arbol de decisiones o HCD (Swaney et al., 2008; Frese et al., 2011).
El umbral de sefial para desencadenar un evento MS/MS se establecio en 1.0e4 y la energia
de colisiébn normalizada se estableci6é en 35y 30% para CID y HCD, respectivamente. Se
estableci6 el AGC de 3.0e4 y una ventana de aislamiento de 1.6 m/z para ambas
fragmentaciones. El parametro adicional para la activacion Q incluida en el CID se
establecié en 0.25 ms y el tiempo de inyeccion en 50 ms. Para HCD, la primera masa se
ajusto a 120 m/z y el tiempo de inyeccién a 100 ms. Las configuraciones para el arbol de
decision fueron las siguientes: para los estados de carga de fragmentacion HCD 2 o 3 se
escanearon en un rango de 650- 1,200 m/z, los estados de carga 4 se escanearon en un
rango de 900-1,200 m/z, y los estados de carga 5 fueron escaneados en un rango de 950-
1200 m/z; Para la fragmentacién CID, los estados de carga 3 se escanearon en un rango
de 650-1,200 m/z, el estado de carga 4 se escane6 en un rango de 300-900 m/z, y el estado
de carga 5 en el rango de escaneo de 300-950 m/z. Todos los datos fueron adquiridos con
el software Xcalibur 4.0.27.10 (Thermo-Fisher Scientific).

3.2.10 ANALISIS LC-SPS-MS?

Se realizaron escaneos completos de MS en el analizador Orbitrap con resolucion de
120,000 (FWHM), rango de escaneo 350-1500 m/z, AGC de 2.0e5, tiempo de inyeccion
maximo de 50 ms, umbral de intensidad de 5.0e3, exclusién dinamica uno a 70s y 10ppm

tolerancia masiva Para el andlisis de MS?, los 20 MS! mas abundantes se aislaron con
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estados de carga establecidos en 2-7. Parametros de fragmentacién incluidos, CID con 35%
de energia de colision y activacion Q de 0.25, AGC de 1.0e4 en tiempo de inyeccién maximo
de 50 ms, rango de masa de seleccién de precursores de 400-1200 m/z, ancho de exclusion
de iones precursores bajo 18 m/z y alto 5 m/z, pérdida de etiqueta isobéarica iTRAQ® vy
deteccion en la trampa de iones. Posteriormente, los espectros de MS? se adquirieron como
se describié anteriormente (McAlister et al., 2014a) utilizando la seleccién de precursores
sincrénicos (SPS) de 10 muescas de aislamiento. Los precursores de MS3 fueron
fragmentados por HCD con un 65% de energia de colision y se analizaron usando el
Orbitrap con una potencia de resolucion de 60,000 a un rango de exploracion de 120-500
m/z, una ventana de aislamiento de dos m/z, 1.0e5 AGC y un tiempo de inyeccidbn maximo

de 120 ms con un microscan.
3.2.11 IDENTIFICACION DE PROTEINAS Y CUANTIFICACION

Los datos en bruto fueron procesados con el programa Proteome Discoverer 2.1 (PD,
Thermo Fisher Scientific Inc.) con el motor de bdsqueda integrado Mascot (v.2.4.1, Matrix
Science, Boston, MA), SEQUEST HT (Eng et al., 1994) y AMANDA (Dorfer et al., 2014).
Para la identificacion de proteinas se establecié una puntuacion de 20. Las herramientas
de busqueda fueron enfrentadas a la base de proteinas no redundante de Carica papaya
alojada en el NCBI. Los parametros incluidos en los motores de busqueda MASCOT,
SEQUEST y AMANDA incluyeron especificidad proteolitica con tripsina, dos cortes perdidos
permitidos, modificaciones estaticas comprendiendo carbamidometilacion de cisteina
(+57.021 Da) y TMT 6-plex N-terminal/lysine residues (+229.163 Da). Ademas, las
moadificaciones dindmicas incluyeron oxidacién de metionina (+15.995 Da) y desaminacion
en residuos de asparagina y glutamina (+0.984 Da), se utilizé un filtro de 1% de FDR usando
el algoritmo percolator (Kéll et al., 2007). El método de cuantificacion TMT 6-plex dentro del
programa PD fue utilizado para calcular la proporcién reportada con una masa de tolerancia
+ 10 ppm con el centroide mas seguro y un filtro de co-aislamiento precursor del 45%
aplicado. Para el método SPS-MS3, la cuantificacion se realizé al nivel de MS3. Sélo los
espectros de péptidos que contienen todos los iones indicadores se designaron como
"espectros cuantificables". Para el informe del nivel de proteinas, se habilit la agrupacion
de proteinas y los valores se calcularon a partir de la mediana de todos los PSM

cuantificables para cada grupo (master proteins). Los valores de TMT fueron reportados
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como una proporcién de la suma de los indicadores en cada espectro. El andlisis diferencial
se obtuvo utilizando DEBrowser v1.12.3 (Kucukural et al., 2019) como una interfaz gréfica
para LIMMA (Ritchie et al., 2015), con parametros LIMMA predeterminados: normalizacion

basada en TMM y valores de p ajustados con el procedimiento de Benjamini-Hochberg.
3.2.12 ANOTACION DE PROTEINAS

Se anotaron las proteinas utilizando la herramienta web NetGO 2.0 (You et al., 2019), la
cual es capaz de desempefiar una funcién de prediccién automatizada (AFP) a largas
escalas de datos incorporando informacién de redes masivas de interaccion proteina-
proteina (PPI). La base de datos de la enciclopedia Kyoto de Genes y Genomas (KEGG)
(http://www.genome.jp/kegg/) fue utilizada para anotar las rutas metabdlicas donde se
encontraban involucradas las proteinas. Primeramente, la herramienta KofamKOALA -
KEGG Orthology Search (Aramaki et al., 2020) con valores maximos E de 0.01 fue utilizada
para anotar la descripcion KEGG de las proteinas. Después, los resultados de la anotacion
fueron mapeados a la base de datos de rutas metabdlicas KEGG utilizando la herramienta
Mapper (Kanehisa y Sato, 2020)
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3.3 RESULTADOS
3.3.1 COLORIMETRIA

Los parametros CIE (L*, a*y b*) tendieron a incrementar sobre el curso temporal del
experimento (Figura 3.1). El brillo de las papayas no-dafiadas (L*) se mantuvieron en un
rango minimo de 44.9+1.1 (DO) y un rango maximo de 55.5+4.45 (D12), en a*, el minimo
fue de -14.7£1.5 y el méximo fue de 6.96+3.71 y para b*, 22.9+1.2 y 42.2+5.61 minimo y
maximo, respectivamente. En el caso de las dafadas, los valores minimos fueron los
mismos que el control, sin embargo, los valores maximos de L* fueron 54.1+5.63, a*
8.42+3.59, y b* 31.3+2.97. En el caso de D10 y D12, el parametro b* demuestra una
diferencia entre los grupos en cada toma de muestra, los valores de los frutos no-dafiados
son mas altos, por ende, sus indices de amarillamiento son significativamente més altos

comparados con el tratamiento (Tabla 3.1).

Tabla 3.1 Datos colorimétricos registrados en papayas dafiadas (T) y no-dafadas (Ctrl) en 7 puntos
temporales. Se resaltan los datos estadisticamente significativos p < 0.05

o
s
w 2
= g
B
=
DO D1 D2 D6 D10 D12
L* Ctrl 43.7+1.1 44.9+1.1 46.3+2.23 5346.61 55.4+4.79 55.5+4.45
T 45.3£1.16 46.243.21 51.845.58 53.7+3.83 54.1+5.63
a* Ctrl -14.3+0.616 -14.740.779 -14.6+0.713 -13.3£1.17 -4.545.18 -6.96+3.71
T -14.240.588 -14.140.656 -11.242.98 -9.4143.49 -8.42+3.59
b* Ctrl 22.9+1.2 23.3+1.43 22.4%2.67 31.6+3.83 44.8+4.92* 42.2+5.61*
T 21.9+2.11 21.8+2.22 29.2%4.25 31.6+1.13* 31.3+2.97*
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Figura 3.1 Cambio en la coloracién del exocarpio de papaya. A) papayas dafiadas. B) papayas no-
dafiadas. Escala 20 cm

3.3.2 MICROSCOPIA

Micrografias transversales de la histologia de los frutos de papaya fueron obtenidas. En D2,
las papayas no-dafiadas mostraron células de la epidermis de forma cuadrangular,
isodiamétricas y células subepidérmicas de formas bulfiromes y turgentes, aumentando de
tamafio conforme los estratos celulares se alejaban del dafo. Las papayas dafiadas
mostraban células de la epidermis de forma rectangular, al igual que los primeros estratos
de células subepidermales. Para D12, los frutos no-golpeados presentaron las células de
la epidermis con aparente aumento de cuticula y las siguientes 5-8 estratos presentaron
suberizacion, asi como adelgazamiento y plasmolisis, posterior a esto se encuentran
células redondeadas de gran tamafio. En las papayas golpeadas se observan células de la
epidermis suberizadas y compactadas con las células subepidermales, las cuales también
se encuentran suberizadas hasta el estrato nimero 50, aproximadamente. Las células
poseen pared celular sinuosa debido a la plasmdlisis sufrida en respuesta a su condicion
(Figura 3.2)
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Figura 3.2 Micrografias de cortes transversales de exocarpio de papaya tefiido con azul de toluidina
después de aplicado el dafio mecéanico. A), Ctrl D2; B), T D2; C), Ctrl D12; D), T D12. Ep =Epidermis,
Se =Subepidermis, Pe =Peridermis.
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3.3.3 CONTROL DE CALIDAD

Para revisar la variabilidad de los datos entre muestras y entre grupos, se utilizé el analisis
de componentes principales (PCA) como herramienta de andlisis multivariado. En D2, los
dos primeros ejes (PC1 y PC2) lograron el 95% de variabilidad y 92% para D12. El
coeficiente de correlacion de los dos estados con su triplicado en cada grupo indicé una

repetibilidad buena de los datos MS (Figura 3.3).

A) D2 B) D12
4- 1-

2- 0-

.

[

0- -1-

PC2 Warianza 11%
PC2: Varianza 6%

5 0 5 10 10 5 0 5 10
PC1: Varianza 81% PC1: Varianza 89%

Control & Tratamiento

Figura 3.3 Analisis de componentes principales (PCA) para A) D2y B) D12.

3.3.4 ANALISIS TMT LC-SPS-MS?

Un total de 2,465 proteinas fueron identificadas en D2, incluyendo las proteinas con
acumulacién relativa diferencial: 104 con acumulacion relativa aumentada (PARAs) y 61
con acumulacion relativa disminuida (PARDs) (Figura 3.4b). Para D12, 2,857 proteinas
fueron identificadas y 536 proteinas con acumulacion relativa diferencial fueron detectadas
(342 PARAs y 194 PARDs) (Figura 3.4d). El top cinco de las proteinas PARA en D12 fueron:
proteina del cloroplasto de C. papaya aun no caracterizada en Arabidopsis thaliana
At1g26090, [6.47 Fold Change (FC)]; probable proteina similar a una beta-D-xilosidasa 5
(4.74 FC); proteina tipo-2 isoforma X1 asociada a tri-snRNP U4/U6.U5 (4.03 FC), proteina
cloroplastidica S13 del ensamble del complejo ribosomal 30S (3.77 FC) y subunidad 1-1
del factor de liberacion de la cadena peptidica eucariota (3.68 FC). Por otro lado, el top
cinco de proteinas PARD fueron: proteina tipo-MLP 43 (0.71 FC), proteina L32-1 del
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complejo ribosomal 60S (0.71 FC), Protoclorofilida reductasa (0.71 FC), isoforma X1 de la
proteina tipo-UPF0548 de At2g17695 (0.71 FC) y proteina mitocondrial 1 ARNt ligasa-
glicina (0.7 FC). El top cinco de proteinas reguladas positivamente en D2 fueron: proteina
de cubierta involucrada en el trafico vesicular (37.88 FC); proteina PEPPER conteniendo-
dominio KH de unién a ARN (23.31 FC) proteina tipo-carboximetil salicilato transferasa
(14.18 FC); proteina relacionada a la patogénesis tipo-1 y 1 (5.22 y 4.9 FC,
respectivamente). Para las proteinas reguladas negativamente, el top cinco fueron:
peroxidasa 72 (0.71 FC), fenilalanina amonio liasa (0.7 FC), proteina tipo-defensina Ec-
AMP-D2 (0.7 FC); proteina aun no caracterizada LOC110826186 (0.69 FC) y ribulosa
bisfosfato carboxilasa/oxigenasa activasa, tipo-cloroplastica (0.69 FC). Ademas, D2 y D12
comparten 23 PARAs y 10 PARDs. Asi mismo, 8 PARAs en D2 pasaron a ser PARDs en

D12y solamente 1 PARD en D2 paso a ser PARA en D12.

Figura 3.4 Proteinas con acumulacién relativa diferencial identificadas en D2 y D12 (p-ajustada <
0.01 y LogzFC > 1.4y <1.4. A) volcano plot D2. B) gréfica de barras con el total de proteinas con

acumulacion relativa aumentada (PARAS) y proteinas con acumulacion relativa disminuida (PARDs)
en D2. C) Volcano plot D12 y D) grafica de barras en D12
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3.3.5 ANALISIS DE GO Y KEGG

Las categorias de ontologias génicas (GOs) representadas se encuentran resumidas en la
figura 3.5. En D2, las proteinas con acumulacién relativa aumentada en la ontologia de
proceso bioldgico (BP) obtuvieron 45 anotaciones diferentes; mientras que las proteinas

con acumulacion relativa disminuida anotaron 29; la ontologia de componente celular (CC)
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en PARAs 35, y PARDs 18; y, por ultimo, la ontologia de funcién molecular (MF) se obtuvo
una anotacién de 43 y 27 para proteinas con acumulacion aumentada y disminuida,
respectivamente. En el caso de D12, las PARAS se lograron anotar 87, 52 y 117 para las
ontologias BP, CC y MF, respectivamente. En comparacién, las PARDs se lograron anotar
66, 33 y 83, para las ontologias BP, CC y MF, respectivamente. Para las rutas metabdlicas
de la Enciclopedia Kyoto de genes y genomas (KEGG) se lograron anotar en D2, 55 PARAs
correspondientes a 55 ortélogos KEGG (KO) dentro de la base de datos de funciones
moleculares de Carica papaya (cpap), que a su vez fueron rastreados en 37 mapas de rutas
metabdlicas KEGG. Las que mayor numero de proteinas fueron obtenidas son las
siguientes: rutas metabodlicas (60), interaccién planta-patégeno (44), biosintesis de
metabolitos secundarios (38) y procesamiento de proteinas en reticulo endoplasmico (35).
Mientras que las proteinas con acumulacion relativa disminuida se obtuvo 52 KO en 37
mapas de rutas metabolicas. Las mayores representadas fueron: rutas metabdlicas (130),
biosintesis de metabolitos secundarios (75), biosintesis de fenilpropanoides (56) y
procesamiento de proteinas en reticulo endoplasmico (29). Por otro lado, las proteinas con
acumulacién relativa aumentada de D12 se obtuvieron 182 KO en 75 mapas de rutas
metabdlicas, las que mayor nimero de proteinas alcanzaron fueron: rutas metabdlicas
(197), biosintesis de metabolitos secundarios, biosintesis de fenilpropanoides (59) vy
procesamiento de proteinas en reticulo endoplasmico (38). Para las PARDs, se lograron
anotar 143 KO en 81 mapas. Siendo las de mayor cantidad de proteinas: rutas metabdlicas
(254), biosintesis de metabolitos secundarios (176), biosintesis de fenilpropanoides (63) y

metabolismo de carbono (48) (Figura 3.6).
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Figura 3.5 Clases de ontologia génica (GO) mayormente representadas. Se muestras las 10 clases
con mayores nimeros de proteinas para cada ontologia. A) Proteinas mayormente acumuladas en
D2. B) Proteinas menormente acumuladas en D2. C) Proteinas mayormente acumuladas en D12.
D) Proteinas menormente acumuladas en D12. Para la lista completa, el lector es referido al Anexo
4.
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Rutas metabdlicas KEGG
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Figura 3.6 Mapas de rutas metabdlicas KEGG. Se ilustra la cantidad de KOs asignados a cada una.

3.3.6 INTERACCION PROTEINA-PROTEINA (PPI)

En D2, posterior al andlisis con STRING, las PARAs formaron 102 nodos y 7 bordes, no
presentando un enriquecimiento significativo (p > 0.05). Por el contrario, las PARDs
formaron 61 nodos y 62 bordes, logrando un enriguecimiento significativo (p < 0.05). En el
caso de D12, las PARAs mostraron un enriquecimiento PPI con 336 nodos y 77 bordes;

mientras que las PARDs también lograron enriquecimiento PPl con 188 nodos, 264 bordes.
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3.4 DISCUSION
3.4.1 RESPUESTA FISIOLOGICA

Una forma de definir el estado de maduracion de los frutos es a través de su color.
Santamaria y colaboradores (2009) definieron 7 estados de maduracion de papaya cv
Maradol a través de diversos parametros, entre ellos, colorimetria. Nuestros valores en DO
fueron ligeramente mas bajos comparados con el estado de maduracién G de su trabajo
(L*=41, a*=-19.9, b*=25.8). El aspecto de las papayas no-dafiadas al final de nuestro
experimento son comparables con lo obtenido Zerpa-Catanho et al.,, (2017) con las
papayas cv pocci que fueron utilizadas como control (no-tratadas) en el dia 7 (D7) de su
experimento (L*= 50.74, a*=-3.32 y b*= 40.07). Las papayas dafiadas de este trabajo se
pueden comparar con aquellas que Zerpa-Catanho et al., obtuvieron en el dia 5 (D5) de su
experimento (L*=47.22, a*= -8.06 y b*=34.03). Por lo cual, ellos le atribuyeron el patrén de
cambio de coloracién a la inhibiciobn de la degradacion de la clorofila y biosintesis de
carotenoides debido al tratamiento inhibidor 1-MCP de la ruta biosintética del etileno.
Nuestros datos soportan también su propuesta de que las papayas cosechadas con valores
b* <26 no maduran correctamente por si solas y es necesario la aplicacién de etileno
exdgeno para alcanzar los estandares de calidad establecidos, asi mismo, que papayas
sometidas a estrés abidtico, desarrollan coloraciones irregulares (Chavez-Sanchez et al.,
2013). En pepinos (Cucumis sativus L.) se ha demostrado que debido al dafio, se
incrementan los niveles de actividad de la PLD y LOX los cuales son causantes del deterioro
de la fruta (Zhao et al., 2010). La maduracién natural programada y la maduracién asociada
a estrés abidtico se encuentran relacionadas con la degradacién estructural y la muerte
celular. Sin embargo, aunque el factor inductor de la condicién sea el mismo para el sistema,
la respuesta sera diferente y acorde a la naturaleza propia de cada célula en cada tejido
(Caez-Ramirez et al., 2018; Li y Thomas, 2014). En el caso de nuestro estudio con el
exocarpio de papaya, las micrografias revelaron la formacion de una peridermis
completamente suberizada de varios estratos celulares en respuesta al dafio mecanico, lo
gue concuerda con lo observado en el kiwi (A. chinensis), el cual a partir de la
desdiferenciacién de células de la hipodermis para induccién de meristemo, formaron
células con una pared celular delgada las cuales fueron suberizadas y transitan a una

muerte celular programada (PCD) para finalmente colapsar y formar la peridermis (Macnee
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et al., 2020). Algo similar se encontrd en tubérculos de papa (Solanum tuberosum) como
proceso de adaptacion ante dafo realizado por cortes (Chaves et al., 2009). Sin embargo,

son tejidos completamente diferentes.
3.4.2 RESPUESTA DINAMICA DEL PROTEOMA EN TIEMPO TEMPRANO (D2)

Para nuestro conocimiento, este es el primer trabajo sobre fruto de papaya que utiliza la
tecnologia TMT-SPS-MS2, la cual, comparada con MS? incrementa la sefial del ion reportero
y mejora la precisién de su proporcion, traduciéndose en un incremento en el nimero de
péptidos cuantificados que a su vez nos da la capacidad de medir los cambios mas sutiles
en el proteoma dentro del analisis protedmico multiplexado. Para D2 se lograron identificar
y cuantificar 2,465 proteinas, mientras que en D12 se lograron identificar y cuantificar 2,857;
el cual es un valor ligeramente superior que el reportado por Jiang et al., (2019) quienes
utilizaron la tecnologia TMT-MS?2. El etileno en la papaya juega un papel muy importante
dentro de la maduracion por su naturaleza de fruta climatérica (Claudius y Ludivine, 2017,
Lépez-Gémez et al.,, 2009). Es por eso, que se registraron proteinas con acumulacion
relativa diferencial relacionadas a la biosintesis de esta fitohormona, como lo son la SAM
sintasa, la proteina tipo homélogo de ACC oxidasa 4 y la ACC oxidasa inducida por
maduracion; a los pocos dias de haber sido cosechada (D2). La respuesta temprana en D2
por parte del fruto de papaya al dafio mecanico puede sugerirse debido a las proteinas con
acumulacién relativa aumentada: proteina 3 tipo unién a calosa en plasmodesmos vy la
proteina D homologa de estallido respiratorio oxidasa (RBOH), la cual se han documentado
como respuesta rapida ante ataques de patdgenos y dafio mecanico en plantas y
recientemente publicado en hojas de Saccaharum officinarum (L.) (Kollist et al., 2019;
Pacheco-Coeto etal.,, 2019). RBOH se encuentra relacionada con la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) una vez que detecta un cambio proveniente de las
proteinas mecanosensoras (Kollist etal.,, 2019), ROS y Ca*? son sefalizadores que
intervienen en diferentes vias como activadores especificos. Por otro lado, la ruta KEGG de
sefializacién de las proteinas cinasas activadas por mitdgeno (MAPK, MAP cinasa) también
se encuentra altamente representada en esta etapa del dafio mecanico. Las proteinas
cinasas en dafio mecéanico y herbivoria, son inducidas por el influjo de iones, como por
ejemplo el Ca*™, los cuales responden al cambio conformacional de las proteinas que

sensan el dafio mecanico (J. Wu y Baldwin, 2009). En este caso se encontré una proteina
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tipo-calmodulina, las cuales han sido registrado en la ruta de transduccion del estrés por
dafio mecanico en plantas (Sparke y Winsche, 2020). La acumulacion de proteinas en las
rutas metabolicas KEGG de interaccion planta-patdégeno hablan de la respuesta temprana
de la papaya ante el estrés a través de proteinas relacionadas a la patogénesis (PR) las
cuales también son reguladas en parte por el etileno en dafio mecanico (Sharma et al.,
2019; Jain y Khurana, 2018). Este tipo de proteinas se han encontrado en manzanas
sometidas a dafio mecanico (Buron-Moles et al., 2014), asi también en transcriptoma de
duraznos sometidos a dafio por frio junto con una proteina B-D-xilosidasa, la cual es una
PARA en este estudio (Falara et al., 2011). Algunas proteinas PR, son necesarias para
activar factores transcripcion como los MYB y WRKY, los cuales a su vez se encargaran de
modular la codificacién, por ejemplo, de proteinas de choque térmico (HSPs) y otras PR
que son necesarias para regular y recuperarse del estrés (Pedreschi, 2017). En D2, solo
una HSP fue proteina con acumulacion relativa aumentada y 11 fueron proteinas con
acumulacién relativa disminuida. Este hallazgo sugiere que en D2 la maquinaria atn no se
encuentra preparada para amortiguar el estrés y que este tipo de HSPs no pertenecen a la
“respuesta rapida” de la planta, sino a la “respuesta lenta” la cual puede activarse después
de horas (Kollist et al., 2019). Aunado a lo anterior, Chen et al., (2009) y Tosetti et al., (2014)
en sus analisis moleculares de frutos climatéricos sometidos a dafio mecanico en platano y
durazno, respectivamente, durante 48 y 72 h reportaron el incremento en conjunto de la
fenilalanina amonio liasa (PAL) y HSPs, sin embargo, en el mismo estudio reportado por
Tosetti et al., (2014), una variedad diferente de durazno mostr6 resultados diferentes. En
nuestro estudio, PAL resultdé como proteina con acumulacién relativa disminuida en
conjunto con una amidasa. Asi mismo, PAL es pieza clave en la ruta de biosintesis de los
fenilpropanoides, ruta que también se vio diferencialmente con acumulacién disminuida en
el andlisis KEGG. Los flavonoides han sido reportados como metabolitos secundarios
capaces de interactuar en respuesta al estrés abiotico, y en papaya se han visto regulado
positivamente para propiciar el correcto cambio de coloracion y demas propiedades
sensoriales que le dan valor afiadido a la fruta (Jiang et al., 2019). No obstante, debido a la
acumulacion relativa disminuida de la ruta de los fenilpropanoides, la ruta de los flavonoides
también se vio afectada, posiblemente provocando el tipo de coloracion en las papayas
obtenida en este experimento. Es importante resaltar dentro de las PARAs en D2, que la
biosintesis de lipidos puede estar posiblemente relacionada con el gran aumento de FC de

la proteina de cubierta, las cuales también estan relacionadas con el trafico de lipidos y
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proteinas en cloroplastos lo cual concordaria con el mapa KEGG representado de
procesamiento de proteinas en reticulo endopldsmico (Lindquist y Aronsson, 2018;
Sanderfoot y Raikhel, 1999).

3.4.3 RESPUESTA DINAMICA DEL PROTEOMA EN TIEMPO TARDIO (D12)

Diez dias después de la primera toma de muestra, se observa en D12 un aumento
sustancial en procesamiento de proteinas en el reticulo endoplasmico para las DEPs
reguladas positivamente. Lo que concuerda con la suberina observada en las imagenes de
microscopia, pues ésta se sintetiza a través de los cloroplastos con intervencion de la ruta
de los fenilpropanoides, la cual también se encuentra altamente representada en los
resultados KEGG. Asi mismo, los mondmeros de suberina son exportados a través de los
transportadores ABC y proteinas de transferencia de lipidos (Macnee et al., 2020; Chaves
et al., 2009). Dentro de este trabajo se encontraron dos proteinas ABC transportadoras y
dos proteinas de transferencia de lipidos. De igual forma, el mapa de interaccion SNARE
en transporte vesicular se ve altamente representada, lo que se podria traducir en un alto
desempefio en el secretoma de la papaya, pues las proteinas SNARE estan encargadas
de trazar la ruta a seguir, incluyendo aquellas que seran degradadas (Sanderfoot y Raikhel,
1999). Existen estudios en frutos climatéricos sometidos a estrés como el tomate, el mango
y el platano, que ven aumentadas sus proporciones de proteinas relacionadas a la
fotosintesis (Tang et al., 2020; Ji et al.,, 2019; Vega-Garcia et al., 2010), inclusive en el
mismo fruto de papaya al ser afectada por virus (Soares et al., 2017) como mecanismo de
defensa ante el dafio. Sin embargo, en la maduracién de papaya las proteinas asociadas a
fotosintesis sufren disminuciéon en la acumulacién conforme va pasando el tiempo. En
nuestro estudio, cerca de 10 PARDs relacionadas a fotosintesis fueron registradas,
posiblemente por el aumento de ROS, las cuales compiten e inhiben el aparato fotosintético
(Gururani et al., 2015). Se han documentado casos como el de ataque a herbivoria donde
existe la regulacion negativa de expresion de genes y transcritos asociados a fotosintesis
(Bilgin et al., 2010), relacionando aun mas la respuesta a dafio mecanico con el estrés
bidtico por herbivoros. A partir de lo anterior, el metabolismo del carbono se ve de igual
manera afectado negativamente como la fijacion del carbono y la glicolisis/glucogénesis.

Todo esto podria traducirse en la sumision del sistema ante el estrés y la senescencia.
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2.4.4 RESPUESTA PERSISTENTE DEL PROTEOMA D2-D12

Es importante hacer notar que 23 proteinas diferenciales fueron encontradas con
acumulacién relativa aumentada durante todo el experimento, principalmente 5 PRs
pertenecientes a diferentes familias, también una HSP de clase I, asi mismo se encontraron
proteinas aun no caracterizadas, una proteina tipo titin, la cual es una de las proteinas mas
grandes encontradas en plantas (Mohanta et al., 2019) y una proteina con domino PLAT,
el cual esta documentado en Arabidopsis como responsable de proporcionar tolerancia ante
estrés abidtico. Todas las proteinas con acumulacion relativa diferencial anteriores (a
excepcion de las proteinas aun no caracterizadas) pueden ser candidatas a biomarcadores
putativos para la condicién de estrés por dafio mecanico en el exocarpio del fruto de C.
papaya. Cuando las proteinas son analizadas a través de STRING, solo se forma un borde
entre los nodos de proteina L17-2 de la subunidad 60s ribosomal y la proteina tipo
subunidad de ATPasa con un indice de confidencialidad media (confidenciality media)
(score: 0.539). Soportando la idea de que las PARAs constantes estan involucradas en
procesos celulares distantes y no tienen una interaccién PPI relativamente entre ellas. Por
otro lado, las PARDs se enriquecen en las interacciones PPI al formar 9 bordes entre 10
nodos, en este caso, la respuesta se encuentra orquestada por la constante regulacion
negativa del metabolismo primario, es decir aquellas relacionadas con el metabolismo del
carbono incluyendo su fijacion y la glicélisis/gluconeogénesis debido a la falla del

fotosistema, como se hablé anteriormente, en papaya (Jiang et al., 2019; Bilgin et al., 2010).
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3.5 CONCLUSION

Existen pocos trabajos asociado a la respuesta por dafio mecéanico en frutos y mas aln en
trabajos proteémicos que se enfoquen a responder dichas dudas a ese nivel, por lo que,
para nuestro conocimiento, este es el primero trabajo en frutos de papaya que aborden este
tema. Los hallazgos encontrados nos permiten proponer que la ausencia HSPs y la
regulacion negativa de proteinas asociadas a la maquinaria fotosintética es una forma
diferente de respuesta con respecto a lo anteriormente reportado en frutos climatéricos
sometidos a este estrés. Asi mismo, las proteinas encontradas relacionadas al trafico
vesicular y a la ruta metabdlica de los fenilpropanoides confirman lo observado en las
micrografias sobre la aparicion de un peridermis suberizada como medida de proteccion
ante el dafio mecanico. Anteriormente, solo existia una propuesta en el kiwi que hacia
referencia a este fenémeno. La cuantificaciéon por medio de la tecnologia TMT-SPSMS? nos
permitié establecer un nucleo de proteinas que se acumulan diferencialmente ante esta
condicién en un tiempo temprano y en un tiempo tardio, permitiendo establecerlas como
potenciales biomarcadores que permitan detectar y seguir el progreso de este estrés en
especifico. La perspectiva propuesta para la continuacién de este trabajo consiste en la
validacién de los biomarcadores por medio de otras herramientas 6micas, asi como la
caracterizaciéon de aquellas proteinas que aln no han sido anotadas para un mejor

entendimiento de la respuesta de papaya ante dafio mecanico.
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CAPITULO IV
4 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

4.1 DISCUSION GENERAL

Recientemente Jiang et al., (2019), reportaron el cambio del proteoma del exocarpio de
papaya durante su maduracion, reportando procesos activos metabdlicos claves como la
sintesis de flavonoides y &cidos grasos, para el entendimiento de dicho proceso,
estableciendo interesantes avances en el campo. Sin embargo, como se ha hablado
anteriormente, la linea de produccion y la cadena de suministro de un cultivo tan importante
como la papaya, es sensible a pérdidas de hasta un 100 % debido a dafio mecanico (De
paul et al., 1993). Hasta el dia de hoy no existia algun trabajo enfocado en entender el
comportamiento del cambio de proteinas en papaya cuando esta era sometida al estrés por
dafio mecanico. Principalmente, podria deberse a que es un cultivo dificil de tratar bajo este
enfoque, debido a todos los metabolitos secundarios, acidos nucleicos y sobre todo
proteasas que componen la naturaleza de la papaya. Es por eso, que el evaluar varios
métodos de extraccion, es importante para ayudar a la toma de decisiones en trabajos de
este perfil. Se logré corroborar que la extraccién con fenol sigue siendo la adecuada para
obtener una vision amplia del proteoma, con un rendimiento decente si se cuenta con poco
material, pero, sobre todo, que es posible prescindir reactivos laboriosos como la urea, que,
si no se maneja adecuadamente, podria dafiar la muestra y hasta los equipos de deteccién
masica. A partir de ese logro, el etiquetado de proteinas por medio de la tecnologia TMT y
su andlisis a través de SPS-MS?® logramos sentar las bases del mecanismo distante a lo
reportado por parte de Carica papaya y otros frutos climatéricos. Lo anterior da pie, a prestar
esencial cuidado en el campo del mejoramiento genético o tradicional de este cultivo.
Estudios son necesarios para reforzar el conocimiento de la respuesta a estrés por parte
del fruto de papaya. No obstante, la propuesta de potenciales biomarcadores para la
deteccion y seguimiento de la condicion de dafio mecanico, sera un gran apoyo en ciencia

basica y en un futuro, aplicada.
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4.2 CONCLUSIONES GENERALES

Este trabajo sentd precedentes al ser, para nuestro conocimiento, la primera obra escrita
en comparar diferentes métodos de extraccion de proteinas totales en el exocarpio del fruto
de papaya compatible con tecnologia de vanguardia, lo cual, facilitara la toma de decisiones
en proyectos relacionados a la protedmica, atendiendo los diferentes objetivos y metas
trazadas. El tercer capitulo logro establecer las bases cientificas de la respuesta ante el
estrés por dafio mecénico de frutos de papaya. Anteriores reportes en diversos frutos
climatéricos establecian un grupo de proteinas y rutas metabdlicas encargadas de la
defensa en dicho estrés. No obstante, nuestros datos establecieron que la forma en que el
fruto de papaya responde a esta condicion es diferente, por ende, las formas de
mejoramiento genético requieren especial cuidado en este cultivo. Es importante mencionar
que el establecer un nucleo de proteinas expresadas diferencialmente que son reguladas
positivamente durante todo el periodo de dafio mecénico, permitié establecerlas como
potenciales candidatas a biomarcadores, que seran de gran ayuda a la hora de diagnosticar
o dar seguimiento a la condicién. Proceso que podré apoyar la toma de decisiones dentro
de la cadena de produccion y suministro del fruto.
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4.3 PERSPECTIVAS GENERALES

Debido al enfoque protedmico bottom-up, la validacion de los resultados obtenidos podria
realizarse a través de Western Blot o identificacibn de compuestos por medio de
metabolémica; de igual manera podrian utilizarse estrategias gendmicas o transcriptomicas
para lograr una correlacion positiva dentro de los datos aqui presentados. Es necesaria mas
investigacion para la caracterizacion de las proteinas que aln no se encuentran anotadas.
Lo anterior, es un inconveniente en el estudio de organismos no modelos como la papaya
que a pesar de que existe la secuenciacion de su genoma, existen vacios que pudieran
provocar inconsistencias. Entre otras cosas, la posibilidad de aislar los genes encargados
de codificar el nlcleo de proteinas propuesta como biomarcadores y sobre expresarlos o
reprimirlos en este u otro sistema, daria luz al papel que juega en la respuesta al estrés por

dafio mecanico.
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