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RESUMEN

El cambio climatico representa un desafio significativo para la agricultura y la seguridad
alimentaria en América Latina. Cambios en los patrones de lluvia, temperaturas extremas, sequia

y otros fendbmenos climaticos afectan el rendimiento de los cultivos.

El aumento de temperatura perturba la homeostasis celular de las plantas y como consecuencia,
se forman agregados de proteinas o proteinas mal formadas que afectan los procesos
bioguimicos de la célula lo que, desencadena una cascada de sefiales tanto a nivel fisioldgico
como molecular. Uno de los mecanismos de respuesta involucra la sintesis de Heat Shock
Proteins (proteinas de choque térmico, HSP) que, como chaperonas, actian protegiendo a las
células al estabilizar y/o replegar las proteinas desnaturalizadas. Por lo que, comprender el
mecanismo de tolerancia al calor y la caracterizacion molecular de los genes relacionados es
esencial para desarrollar cultivares tolerantes y asegurar una produccién sostenible de papaya
en condiciones climaticas cambiantes, a su vez, que, es fundamental satisfacer las necesidades

de alimento de una poblacion en crecimiento.

Ante la importancia agronémica de Carica papaya y el creciente interés por atenuar el impacto
del cambio climatico, se propuso evaluar el efecto de la exposicidn a estrés por alta temperatura
(50°C/2h) en dos genotipos de C. papaya (Maradol y silvestre) a nivel fisioldgico y molecular. La
diferencia en los resultados fisiol6gicos entre genotipos reveld que el genotipo silvestre presenta
una mejor respuesta termo tolerante que el genotipo comercial, mostrando una mayor eficiencia
fotosintética al recuperarse 52% mas que el genotipo Maradol. De igual manera, silvestre
presentd 175% y 62% mas en valores de conductancia y transpiracion respectivamente, lo que
sugiere un mejor mecanismo de enfriamiento que ayuda a proteger las hojas de altas
temperaturas y mantener la funcién fotosintética. Asi mismo el genotipo Maradol experimenté
una mayor disminucién en el potencial hidrico que el genotipo silvestre. Esto sugiere que, el
genotipo comercial, durante el proceso de domesticacion perdié parte de la tolerancia a altas

temperaturas que si estan presentes en genotipos silvestres.

El analisis de expresién semicuantitativa de genes Cphsp en el genotipo Maradol y silvestre
indicé que los perfiles de expresion de los genes evaluados diferian entre los genotipos y tejidos
vegetales (hoja y raiz). Adicionalmente, el perfil de expresion cuantitativa reveld6 una mayor
expresion de Cphsp90-4 en el genotipo silvestre lo que sugiere que este gen podria desempefar
un papel importante en la respuesta a estrés por alta temperatura. Por lo que, podria considerarse

como un candidato potencial para el mejoramiento genético de cultivares comerciales de papaya.
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ABSTRACT

Climate change represents a significant challenge for agriculture and food security in Latin
America. Changes in rainfall patterns, extreme temperatures, drought, and other climate

phenomena affect crop yields.

Rising temperatures disrupts the cellular homeostasis of plants, leading to the formation of protein
aggregates or misfolded proteins that affect the biochemical processes within the cell, triggering
a cascade of signals at both the physiological and the molecular levels. One of the response
mechanisms involves the synthesis of Heat Shock Proteins (HSPs) which, as chaperones, protect
cells by stabilizing and/or refolding denatured proteins. Therefore, understanding the heat
tolerance mechanism and the molecular characterization of the related genes is essential for
developing tolerant cultivars and ensuring sustainable papaya production under changing climatic
conditions, while also addressing the food needs of a growing population.

Given the agronomic importance of Carica papaya and the increasing interest in mitigating the
impact of climate change, we proposed to evaluate the effect of exposure to high-temperature
stress (50°C/2h) on two genotypes of C. papaya (Maradol and wild) at the physiological and
molecular levels. The difference in physiological results between genotypes revealed that the wild
genotype exhibits a better thermotolerant response than the commercial genotype, showing a
52% higher photosynthetic efficiency upon recovery compared to the Maradol genotype. Similarly,
the wild genotype showed 175% and 62% higher values of conductance and transpiration,
respectively, suggesting a better cooling mechanism that helps to protect the leaves from high
temperatures and to maintain photosynthetic function. In contrast, the Maradol genotype
experienced a greater decrease in water potential than the wild genotype. This suggests that the
commercial genotype, during the domestication process, lost some of the tolerance to high

temperatures that are still present in wild genotypes.

Semiquantitative (RT-PCR) gene expression analysis of Cphsp genes in the Maradol and wild
genotypes indicated that the expression profiles of the evaluated genes differed between
genotypes and plant tissues (leaf and root). Additionally, quantitative expression profiling (QRT-
PCR) revealed higher expression of Cphsp90-4 in the wild genotype, suggesting that this gene
may play an important role in the response to high-temperature stress. Therefore, it could be

considered as a potential candidate for genetic improvement of commercial papaya cultivars.
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

La elevada temperatura junto con la disponibilidad de agua son los principales factores abidticos
gue afectan el correcto crecimiento y desarrollo de las plantas. La afectacion por altas
temperaturas puede presentarse desde un crecimiento retardado hasta dafio en los érganos y
muerte de la planta, lo que, a su vez, provoca la proliferacion de malas hierbas y pestes,

incidiendo en su rendimiento y productividad (Box, 2016).

América latina experimentara incrementos de temperatura y descensos de lluvia en todo el
continente por los gases de efecto invernadero con mayor impacto en América Central y el
Caribe. Adicionalmente, las poblaciones rurales de los paises en vias de desarrollo dependen de
la agricultura para subsistir, por lo tanto, conforme aumenta la poblacion, los cultivos deben
adaptarse a estas nuevas variaciones ambientales para satisfacer las necesidades de alimento
y mantener la seguridad alimentaria, misma que, tendra que aumentar en 70% para el afio 2050,

cuando se espera que la poblacion mundial sea de 9 mil millones (Bita & Gerats, 2013).

A nivel celular, el aumento de temperatura perturba la homeostasis celular y como consecuencia
se forman agregados de proteinas o proteinas mal formadas que afectan los procesos
bioquimicos de la célula. La respuesta al estrés térmico involucra una serie de cambios en el
metabolismo que le permiten a las células de la planta adaptarse al estrés por calor. Ante esto,
una cascada de sefiales ocurre tanto a nivel fisiolégico como molecular. Uno de los mecanismos
de respuesta involucra la sintesis de Heat Shock Proteins (proteinas de choque térmico, HSP)
gue, como chaperonas, actian protegiendo a las células al estabilizar y/o replegar las proteinas

desnaturalizadas (Rehman et al., 2020).

Carica papaya, debido a sus propiedades organolépticas, nutricionales y medicinales es el tercer
cultivo tropical que se produce a nivel mundial. México, por su parte, destaca como principal
exportador de esta fruta (SAGARPA, 2017). Para el 2030, se estima un aumento en la demanda
mundial de papaya de 1.13 a 1.29 millones de toneladas métricas y de produccioén nacional de
0.95 a 1.24 millones de toneladas métricas que representa un crecimiento acumulado de 13.58
% y 30.14 % respectivamente (SAGARPA, 2017).
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Capitulo I. ANTECEDENTES

1.1 ANTECEDENTES GENERALES

1.1.1 Distribucion y origen de Carica papaya.

El cultivo de Carica papaya esta ampliamente distribuido alrededor del mundo por su capacidad
de adaptacién a ambientes tropicales y subtropicales. De los 3 centros de origen de las especies
de plantas (Mesoameérica, Mesopotamia y centro del Norte de China) descritos por Vavilov
(1987), Mesoamérica, que incluye la regién desde el sureste de México hasta Costa Rica, es el
centro de origen de importantes cultivos tropicales. Por lo que, se ha sugerido como un buen
candidato para ser el centro de origen de C. papaya L. (Fuentes & Santamaria, 2014).

Carica papaya es un miembro de la familia Caricaceae, compuesta por 6 géneros y 35 especies,
de las cuales 32 son dioicas. Dentro de los géneros de esta familia se encuentran: Carica (1
especie), Vasconcellea (21 especies), Jarilla (3 especies), Horovitzia (1 especie), Cylicomorpha
(2 especies) y Jacaratia (7 especies). A diferencia de las especies del género Vasconcellea que
se desarrollaron principalmente en América del Sur, la especie del género Carica parece tener
una distribucién en el sur de México y Centroamérica. Adarhya (1999), sugiere que un ancestro
de C. papaya, asi como los progenitores de los géneros Horovitzia y Jarilla que son endémicos
de Centroamérica, pudieron dispersarse a través de las islas entre continentes y, de esta forma,
continué su evolucién de manera aislada del resto de miembros de la familia Caricaceae al
cortarse la ruta de migracion (Aradhya & Manshardt, 1999). Adicionalmente, se puede relacionar
a su centro de origen en Mesoamérica debido a que poblaciones de papaya silvestre, no
domesticada aun crecen en estas regiones tropicales y subtropicales de México y Centroamérica
(Fuentes & Santamaria, 2014). Actualmente se cultiva en todas regiones tropicales y
subtropicales de América, desde México hasta Argentina y Brazil, también es ampliamente
cultivada en Africa y Asia (FAO, 2020).

1.1.2 Descripcion morfolégica de papaya

Carica papaya es una planta herbacea perennifolia con tronco monopodial, Unico v,
generalmente, no ramificado que puede alcanzar los 10 metros de altura. De crecimiento rapido,
puede producir frutos maduros después de 9-12 meses de haber sido plantado. Sus hojas, de

color verde, con lamina palmeada de hasta 80 cm de longitud, tiene I6bulos profundos sostenidos
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por peciolos largos y huecos (Chavez-Pesqueira & Nufiez-Farfan, 2017). Una planta sana puede
llegar a tener hasta 30 hojas funcionales. Las flores pueden ser estaminadas, pistiladas y
bisexuales. Las flores femeninas son mas grandes y redondas en la base, poseen estigma, pero
carecen de estambres, se ubican en las axilas del peciolo de la hoja, cuyo fruto después pasara
a ocupar tal posicion, suelen ser solitarias o con 6 flores juntas. Las flores masculinas, por su
parte, son delgadas, tubulares y producen inflorescencias, llegando a tener 100 florecillas. Las
flores hermafroditas tienen un tamafo intermedio entre las flores femeninas y masculinas, una

estructura perfecta con estigma y estambre funcionales (CONABIO, 2008).

Las papayas silvestres producen frutos pequefios de 4-6 cm de largo y 8 cm de didmetro,
mesocarpio delgado y poca pulpa, con 200-400 semillas. Mientras que el fruto cultivado mide de
10-50 cm de largo y de 7-15 cm de diametro dependiendo del tipo del cultivo. Las semillas estan
cubiertas por una capa de mucilago (sarcotesta), endotesta negra y arrugada y endospermo
presente. El sistema radical tiene forma radial con raiz pivotante y un radio que se extiende hasta
1.80 m (CONABIO, 2008; SAGARPA, 2017).

Existen 3 tipos sexuales de arboles de papaya: hembra, macho y hermafrodita. A diferencia de
la papaya silvestre que su mayoria de individuos son dioicas, los individuos de papaya cultivada
pueden ser dioicas o hermafroditas con un nimero cromosomico 2n = 18 (Chavez-Pesqueira &
Nufiez-Farfan, 2017; CONABIO, 2018).

Su fruto, de cascara lisa, con color verde antes de su maduracion y de color amarillo a naranja
con puntos obscuros cuando esta maduro, posee un mesocarpio dulce, suave y jugoso con pulpa
color salmén de sabor ligeramente acido, es altamente consumido tanto por sus propiedades
organolépticas, asi como, por su alto nivel nutritivo. El fruto es rico en vitamina Ay C, fenoles, [3-
caroteno, calcio y fibra (Dotto, & Abihudi, 2021). Dentro de las 38 frutas mas comunes, la papaya
ha alcanzado el primer lugar en puntajes nutricionales (Huerta-Ocampo et al., 2012). Diferentes
partes como, las hojas, cortezas, raices, flores, frutos, semillas y latex se utilizan como medicina
natural para tratar una amplia gama de enfermedades, varios estudios cientificos han validado
esta informacién al comprobar sus actividades terapéuticas. Por ejemplo: antifingica,
antibacteriana, antiviral, anti-inflamatoria, hipoglucémica, antitumoral y neuroprotectora (Krishna,
2008). La mayoria de estas propiedades se deben a los compuestos antioxidantes presentes en
los érganos de la papaya y al contenido de polifenoles de los frutos (Chan-Ledn et al., 2021,
Panzarini, 2014).




CAPITULO |

1.1.3 Temperaturas maximas y minimas para cultivo de Papaya

Carica papaya puede crecer en climas tropicales y subtropicales por lo que la humedad y el calor
son necesarios para su correcto desarrollo y fructificacion. Sin embargo, la temperatura éptima
para esta especie es una media anual es de 25 °C con extremos del rango interior desde 21°C a
33 °C. Por lo que, el rendimiento se ve afectado con temperaturas inferiores a 18 °C y superiores
a 36°C. Esta especie se cultiva en elevaciones inferiores a los 400 m.s.n.m y precipitaciones
medias anuales de 1500 mm a 2500 mm (CONABIO, 2008).

1.1.4 Temperatura en papaya: carpeloidia y esterilidad

En plantas hermafroditas de C. papaya la expresion sexual es variable y altamente influenciada
por factores ambientales. Temperaturas menores a 17 °C y superiores a 35 °C provocan la caida
de las flores y carpeloidia de los estambres, es decir, la transformacion de estos en carpelos
adicionales, resultando en la malformacion de ovarios y posteriormente de los frutos. A estas
flores se las conoce como flores pentandricas, que daran origen a frutos con surcos profundos
en la pared del ovario, similares a los producidos por flores femeninas, lo que afecta su valor
comercial nitrégeno (Bogantes & Mora Newcomer, 2017). Asi mismo, la carpeloidia también se
ve influenciada por la alta humedad del suelo, la humedad relativa y niveles altos de nitrégeno.
Adicionalmente un segundo problema, se relaciona con la esterilidad femenina, donde existe una
disminucion progresiva del nimero de carpelos, acompafiado de la pérdida de estigmas y haces
vasculares de los ovarios lo que da como resultado una fruta alargada y deformada sin valor
comercial. Como resultado, la productividad y rendimiento de papaya se ven afectados cuando
se siembra en el ciclo de invierno y la floracion y fructificacién coinciden con el incremento de

temperatura durante los meses de abril a junio (Bogantes & Mora 2017).

1.1.5 Produccién mundial de papaya

Papaya es el tercer cultivo tropical con mayor produccién a nivel mundial después del mango y
la pifia, por lo que representa uno de los mas importantes desde el punto de vista econémico y
social. En 2018, se alcanzé una produccion mundial de 13.6 millones de toneladas siendo sus
mayores productores Brasil e India, seguido de México, Indonesia, Republica Dominicana y
Nigeria (FAO, 2020). Por su parte, el continente americano produce 4 millones de toneladas,
Ameérica del sur con el 53% (2.1 millones de toneladas), mientras que América central y el Caribe

contribuyen con el 48% (1.9 millones de toneladas) de la produccién (Santamaria., 2017). Una
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densidad de 1500 a 2500 arboles por hectarea puede producir de 125000 a 300000 libras de
frutos por hectarea por afio. (Chavez-Pesqueira & Nufez-Farfan, 2017).

1.1.6 Produccién Nacional de papaya

Se destaca México como exportador principal, representa el 0.68% del PIB agricola nacional y
4.45% de la produccion de frutas (SAGARPA, 2017). Ocupa el tercer lugar con 951,922 toneladas
por afio y rendimiento de 56,595.4 kg/ha a nivel mundial, lo que le permite destinar la quinta parte
de la produccién a mercados internacionales, siendo su destino lider Estados Unidos con el 84%
de la exportacion total. En 2015, el 73% de la produccion se concentro en los estados de Oaxaca,
Chiapas, Colima y Veracruz. Adicionalmente, este cultivo abarca el 1.5 % y 1.4 % del total de la

superficie sembrada y cosechada (Valencia et al., 2017).

A pesar de la importancia econdmica del fruto a nivel nacional, los productores se enfrentan a
nuevos retos que influyen en la tasa de crecimiento y rendimiento del cultivo, como; costos de
produccién, ausencia de tecnologia e infraestructura y la falta de capacitacion y estrategias,
ademas de los problemas propios del cultivo, entre estos: plagas y enfermedades viricas, los
factores climaticos como sequia y variaciones extremas de temperatura también comprometen
la produccion del cultivo (Valencia et al., 2017). De la igual manera, en 2018, Brasil experimentd
un decrecimiento en su produccién por cuarto afio consecutivo debido a condiciones
meteoroldgicas fluctuantes, 16 % menos en comparacion con 2017. Durante ese afio la
produccion de papaya en Brasil fue de 890,000 toneladas en comparacion con 1,6 millones de
toneladas en 2014, experimentando escasez de suministros a nivel nacional e incrementado su

precio, dejando que la exportacion cayera en 10% comparado con el 2017 (FAO, 2020).

La importancia de la industria papayera en México es evidente. Cada afio se mantiene una
superficie cosechada cercana a 20mil hectareas con volimenes de produccién de 900mil
toneladas anuales. Si bien, la mayoria de la exportacion de este fruto se destina a Estados
Unidos, es importante diversificar los mercados de exportacion al identificar las caracteristicas
de fruto que exigen otros mercados con la finalidad de desarrollar variedades con caracteristicas
deseadas, como: mayor vida de anaquel, tolerancia a plagas y fluctuaciones ambientales que

generen competencia en mercados como los de Canada, Europa y Japon (Santamaria., 2017).
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1.1.7 Efecto del aumento de temperatura sobre las plantas

Una ola de calor es un periodo inusual de clima con temperaturas elevadas que, generalmente,
dura dos o0 mas dias. Para ser considerada una ola de calor, la temperatura debe estar fuera de
los promedios histéricos para un area determinada. Es importante destacar que, a pesar de la
variacion natural del clima, el cambio climatico antropogénico esta acelerando y amplificando
estos eventos extremos (USGCRP., 2017). Es por esto por lo que, debido al continuo aumento
de gases de efecto invernadero, la temperatura media global incrementara de 1 a 3.7 °C para el
final del siglo XXI. Por lo que, se prevé que las olas de calor sean més intensas, frecuentes y

duraderas de lo que se conoce actualmente (Sage et al., 2015).

El mes de marzo del 2023 se caracteriz6 por ser el segundo -marzo- mas calido del mundo en el
registro de 174 afios de la NOAA (National Oceanic and Atmospheric Administration) al presentar
1.24°C por encima del promedio del siglo XX (Figura 1.1). La anomalia en la temperatura de
marzo 2023 fue la tercera mas alta después de marzo 2016 y febrero 2016. Por su parte, la
temperatura global de la tierra registr6 2.26°C por encima del promedio, mientras que las
temperaturas de los océanos ocuparon el tercer lugar mas calido registrado en marzo (Centro

Nacional de Informacion Ambiental, 2023).

1.40°C 2.52°F

1.20°C 2.16°F

0.80°C 1.44°F

|||I I|- || || III || ||I| |||| ||||| | 0.00°F

-0.40°C+ F-0.72°F
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Figura 1.3.Anomalias en la temperatura de la superficie global y océanos. Las barras rojas y azules
indican la variacion en la temperatura (°C, izquierda o °F, derecha) en el mes de marzo desde 1850
hasta 2023 (Centro Nacional de Informacién Ambiental, 2023).

El correcto crecimiento y desarrollo de las plantas dependen de factores climaticos como: la
radiacion solar, temperatura y lluvia. El estrés, provocado por factores abioticos conduce a
cambios morfologicos, fisiolégicos, bioquimicos y moleculares que afectan el rendimiento de los
cultivos. Los factores que inducen mayor dafio celular en plantas son; calor, sequia, temperaturas
extremas y salinidad. A pesar de que variaciones en la temperatura ocurren durante el

crecimiento y reproduccion normal de la planta, fluctuaciones extremas durante el verano o
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invierno pueden afectar sus interacciones moleculares necesarias para el desarrollo y produccion
de frutos. El estrés por calor puede presentarse como olas suaves y duraderas a pasar a olas de
calor cortas e intensas causando pérdidas significativas de cultivo con grandes riesgos para la
seguridad alimentaria en el futuro (Bita & Gerats, 2013). Por lo que, la produccion agricola
enfrenta nuevos desafios que amenazan la seguridad alimentaria mundial, a lo que se adiciona,
el aumento continuo de poblacion y la reduccién de tierra cultivable. De la misma manera, este
tipo de estrés provoca mayor susceptibilidad en plantas a adquirir enfermedades por patégenos

con considerables implicaciones econdmicas (Cohen & Leach 2020).

Existe un mayor efecto negativo por incremento de temperatura, durante la etapa reproductiva
de los cultivos que en su etapa de crecimiento (Zinn et al., 2010). Generalmente, el desarrollo de
nudos y hojas tiene una temperatura éptima mayor que la temperatura Optima durante el
desarrollo reproductivo. Las altas temperaturas durante esta Ultima fase afectaran la viabilidad
del polen, la fertilizacion y la formacién del grano o fruto, reduciendo el rendimiento del cultivo.
En el maiz, la viabilidad del polen se reduce por exposicién a temperaturas mayores a 35°C y la
misma respuesta se ve reflejada en arroz, cuya viabilidad del polen disminuye a temperaturas

mayores a 33°C y cesa cuando excede los 40°C (Hatfield & Prueger, 2015).

Las reacciones bioquimicas y estructura de las macromoléculas de las plantas estan gobernadas
por la temperatura, una temperatura fuera del rango éptimo afecta el funcionamiento de las
reacciones y metabolismo de la planta, provocando la desnaturalizacion de proteinas y
acumulacion de Especies Reactivas de Oxigeno, ROS (de sus siglas en inglés, Reactive Oxigen
Species), en especial en la fotosintesis, respiracion celular y conductancia estomatica
(Overdieck, 2016; Jespersen 2020).

Cada especie de planta tiene su propio rango de temperatura: minimo, maximo y 6ptimo para su
crecimiento y desarrollo. Un rango de temperatura fisioldgicamente 6ptimo para la planta
permitira que eventos como la germinacion, floracion y que, el desarrollo en general no se vea
negativamente afectado. Temperaturas fuera de este rango comprometen la supervivencia de la
planta y se las denomina umbrales criticos o temperaturas extremas, lo que dafa sus células y
tejidos provocando la muerte de la planta (Bahuguna & Jagadish, 2015). Sin embargo, en
condiciones extremas de temperatura se pierden las funciones celulares debido a la
desnaturalizacion de proteinas. La pérdida de estructura de las proteinas perturba el

metabolismo y se forman agregados lo que resulta téxico para la célula (Jespersen 2020).




CAPITULO |

Plantas como Nicotiana rustica, Cucurbita pepo y Brassica napus no sobreviven cuando se
exponen a temperaturas entre 49°C-51°C durante 10min (Taiz & Zeiger, 2002).

Si bien la magnitud del estrés por calor depende de cada especie de planta existen factores
constantes que afectan negativamente a las mismas, como; el incremento en la demanda de
vapor de agua atmosférico conforme aumenta la temperatura del aire lo que provoca mayor
transpiracion de agua en las hojas, hasta que el suministro se ve limitado y la conductancia
estomética decrece llevando a un mayor incremento de temperatura en las hojas y reduccion de
la fotosintesis. Durante la exposicién de la planta a temperaturas extremas, el estrés hidrico
ocurre de manera rapida debido a que la planta no posee la capacidad suficiente de extraer agua

del suelo para hacer frente al aumento de la demanda atmosférica (Hatfield & Prueger 2015).

La transpiracién en plantas ocurre a través de los estomas en las hojas, mediante intercambio
de gases y vapor de agua de la planta hacia la atmésfera y se ve directamente afectada por
factores ambientales ya que depende del aporte de energia, del gradiente de presién del vapor
y de la velocidad del viento, por lo que, la taza de evapotranspiracion se reduce cuando el cultivo
crece bajo condiciones de estrés abiotico debido a una disminucién en el crecimiento y densidad
de plantas, menor area foliar y disponibilidad de agua en el suelo (Hatfield & Prueger 2015).

1.1.8 Temperaturas minimas y maximas en Yucatan.

En el afio 2021, en el estado de Yucatan la temperatura maxima promedio se registro en el mes
de abril con 36.4 °C mientras que la temperatura minima promedio fue en el mes de enero con
17.7 °C (Servicio Meteorolégico Nacional, 2021). El 85.5 % de la superficie del estado posee
clima célido subhimedo, el 14.5 % restante presenta clima seco y semiseco mismo que se
localiza en la parte norte del estado. La peninsula de Yucatan esté localizada al norte 22°35°'10”,
al sur 19°33'04” de latitud norte; al este 87°32'00”, al oeste 90°24°26” de longitud oeste, presenta
altas temperaturas medias anuales debido a la fuerza que ejercen las corrientes maritimas

calidas (Servicio Meteoroldgico Nacional, 2021).

1.1.9 Respuesta de las plantas para generar tolerancia al calor

Las plantas, al igual que otros organismos, pueden alcanzar estabilidad fenotipica a pesar de los
cambios ambientales y variaciones genotipicas, proceso conocido como canalizacién (Jacob &

Bendahmane, 2017). La capacidad de un genotipo para sobrevivir el estrés por calor dependera
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de la duracion y severidad de este, asi como, de la susceptibilidad de las células y etapa de
desarrollo de la planta (Buchanan et al., 2015).

En plantas superiores, un incremento de 5°C sobre su temperatura 6ptima de crecimiento induce
respuestas a estrés por calor, dentro de lo que se incluyen cambios en la organizacion de las
estructuras celulares; organelos, citoesqueleto y funciones de la membrana plasmatica junto con
la disminucién de sintesis de proteinas presentes en condiciones normales y la rapida
transcripcién y traduccién de Heat shock proteins, la produccién de hormonas como acido

abscisico, proteinas antioxidantes y demas moléculas de proteccion (Hatfield & Prueger, 2015).

El término o concepto de tolerancia a un determinado estrés hace referencia a la capacidad que
tiene la planta de sobrevivir y recuperarse de fluctuaciones ambientales desfavorables. La
respuesta ante un factor de estrés desencadena una fase inicial donde la planta activa
mecanismos de defensa para hacer frente al estrés, si la planta no posee mecanismos
adecuados o la intensidad del estrés supera la capacidad de respuesta de la planta, los dafios
son irreversibles y la planta muere. Los mecanismos de respuesta inducen cambios en el
metabolismo celular para activar procesos de reparacion de maquinaria celular dafiada. Durante
esta fase de resistencia, la planta alcanza un nuevo estado fisiolégico que corresponde al grado
maximo de resistencia que puede soportar, esta capacidad de resistencia se agota si el estado
de estrés continta por tiempos excesivos lo que conducira a la muerte de la planta. Sin embargo,
si la situacion de estrés desaparece, las funciones biolégicas de la planta pueden regenerarse
alcanzando un nuevo estado fisiolégico éptimo para las condiciones presentes (Azcon-Bieto &
Talon, 2008).

La respuesta de la planta ante condiciones ambientales desfavorables inicia con la percepcion
del estimulo estresante a través de diversos sensores ubicados en los compartimentos celulares
(pared celular, membrana celular). Los cambios en la fluidez de la membrana, acumulacién de
Ca?* citosolico, ROS, hormonas o enzimas antioxidantes desencadenan cascadas de sefiales
activadas por reacciones de fosforilacion llevadas a cabo por MAP-quinasas (de sus siglas en
inglés, Mitogen Activated Protein) que a su vez activan distintos factores de transcripcion,
implicados en la respuesta a estrés, iniciando la expresion de genes y posterior traduccion a

proteinas de defensa (Azcon-Bieto & Talén, 2008).

Las plantas perciben la informacion del ambiente de manera fisica como: intensidad de luz o

temperatura y de forma quimica como: disponibilidad de agua o concentracién de nutrientes.
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Independientemente del tipo de sefial, la planta percibe la informacion ambiental, asi como,
sefiales intercelulares en las proteinas receptoras. Dicha percepcion resulta en un cambio en la
actividad de la proteina receptora que, regula una via de transduccién de sefales intracelulares.
Algunas proteinas receptoras responden a la percepcion de la sefial activando quinasas
intracelulares, que son enzimas que fosforilan proteinas. Esta fosforilacion, generalmente,
provoca un cambio alostérico en la proteina diana que puede cambiar su actividad para inducir
un cambio en el comportamiento de la célula o en la sefializacion aguas abajo. Las interacciones
dentro de una via de transduccion pueden conducir al movimiento de moléculas de sefializacion
dentro de la célula mediante la liberacion de una proteina de sefializacion de un complejo o la

apertura de canales i6nicos (Buchanan et al, 2015).

Varias vias de transduccion regulan la sintesis o activaciébn de factores de transcripcion,
proteinas que regulan la transcripcién génica. Sin embargo, la expresion génica también esta
regulada a otros niveles y no todas las respuestas celulares van a requerir cambios en la actividad
genética. De igual manera, algunas vias de transduccidn actlan sobre receptores de membrana

o del citoplasma, lo que genera respuestas rapidas (Buchanan et al, 2015).

1.1.10 Generalidades de Heat Shock Protein, HSP.

El desplegamiento de proteinas es una de las respuestas reguladoras mas conservadas en la
biologia, fue descubierta originalmente como respuesta ante el choque térmico, HSR (de sus
siglas en inglés, Heat Shock Response) y por eso su nombre. Los 3 dominios biolégicos
(Archaea, Bacteria, Eucarya) sintetizan proteinas similares para proteger a las células contra el
estrés abidtico. La mayoria de estas proteinas actian como chaperonas reduciendo los niveles
de proteinas mal plegadas, plegandolas nuevamente de manera correcta o degradandolas
(proteasas) (Krebs et al., 2013).

A pesar de su nombre, algunas HSP estan expresadas a lo largo del ciclo de vida de la planta 'y
no son inducidas por calor. Sin embargo, debido a su homologia de secuencia y funciones
similares son definidas como HSP. Actualmente varios estudios intentan determinar las funciones
de HSP y Hsf (de sus siglas en inglés, Heat shock factor) y su rol en la tolerancia a estrés en
plantas (Buchanan et al., 2015). Por lo tanto, las proteinas HSP son esenciales para mantener
la homeostasis celular en condiciones Optimas, asi como, en condiciones de estrés (Wang et al.,
2004).

11
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Hace méas de 50 afos, Ritossa (1962) descubri6 que HSP se acumulaban en Drosophila
melanogaster como respuesta al choque térmico y desde ahi han sido identificadas en animales,
humanos, plantas, hongos y microorganismos. Las proteinas HSP son altamente conservadas
entre especies y organismos tanto eucariotas como procariotas. Como chaperonas moleculares,
estan involucradas en el plegamiento de proteinas nacientes, su ensamblaje y translocacién o
en el plegamiento correcto de proteinas desnaturalizadas proveyendo de citoproteccion a la
célula al replegar proteinas que han sido dafiadas y modular las respuestas celulares inmunes
(Buchanan et al., 2015; Asea et al., 2016). Actualmente se sabe que la induccién de la expresion
de Hsp puede deberse a distintos tipos de estrés entre ellos: baja temperatura, radiacion a la luz

UV, sequia, reparacion de heridas e inclusive por estrés biotico (Park & Seo, 2015).

1.1.11 HSP en respuesta al calor

La respuesta ante un incremento agudo de calor consiste en una reprogramacion rapida y
transitoria de la expresion génica, donde la sintesis de proteinas expresadas en condiciones
normales se reduce mientras que transcripcién y traduccién de proteinas de choque térmico,
HSP se acelera. Plantas con temperaturas de 5 °C por encima de sus condiciones 6ptimas de

crecimiento muestran este tipo de respuesta (Buchanan et al, 2015).

Las plantas pueden adquirir tolerancia al calor si son sometidas a temperaturas no letales por un
determinado ndmero de horas antes de encontrarse con temperaturas letales. De la misma
manera, la aclimatacion puede ocurrir si el aumento de temperatura hacia temperaturas letales
es gradual. Este proceso de aclimatacion involucra la sintesis de HSP requeridas para mantener
la homeostasis de proteinas. Este tipo de aclimatacion rapida es transitoria y decae antes de las
24 horas (Buchanan et al., 2015).

1.1.12 Familia HSP

Existen 5 familias descritas para HSP de acuerdo con su peso molecular, homologia de
secuencia de aminoacidos, sus funciones y dominios: sHsp (15kDa a 42kDa), Hsp60, Hsp70,
Hsp90 y Hspl00 (Figura 1.2) (Yan et al., 2020). En Arabidopsis thaliana se han identificado 58
genes que codifican para Hsp de los cuales 19 pertenecen a sHsp, 7 a Hsp60, 18 a Hsp70, 7 a
Hsp90 y 8 a Hsp100.

12
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Figura 1.4. Arbol filogenético de proteinas HSP20, HSP70 y HSP90 en cuatro especies: C. songorica
(amarillo), O. sativa (verde), B. distachyon (azul) y Arabidopsis (rojo) (Yan et al., 2020).

1.1.12.1 sHSP

Las sHsp se han descrito también como proteinas que responden a diversos tipos de estreés,
incluido el aumento de temperatura. En plantas mas de un gen codifica para sHsp y se
encuentran en diferentes compartimentos celulares incluido el nucleo, citoplasma, reticulo
endoplasmético, peroxisomas, mitocondrias y cloroplastos. Se han reportado 19 genes en
Arabidopsis thaliana, 23 genes en Oryza sativa y 50 genes conocidos o predichos para Triticum
aestivum (Asea et al., 2016).
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Existen 3 dominios descritos para sHsp, un dominio a-cristalino de 90-100 aminoécidos con el
motivo A-x-x-x-n-G-v-L altamente conservado al final del dominio. Posee, ademas, 2 regiones
separadas por una region hidrofilica de longitud variable con los motivos Pro-X14-Gly-Val-Leu y
Pro-Xa4-X-Val/Leu/lle-Val/Leu/lle respectivamente. La regién N-terminal es evolutivamente
divergente y altamente variable en tamafio y secuencia y la region C-terminal corta y flexible con
el motivo X-lle/Val-X-lle/Val al final de la extension C-terminal (Figura 1.3). Se ha asociado al
dominio a-cristalino con la interaccidén con proteinas desplegadas y la formacion de dimeros. Sin
embargo, este dominio por si solo no es suficiente para la formacion de estructuras u oligbmeros
de orden superior. De tal forma, que los dominios N-terminal y C-terminal facilitan la formacion
de oligbmeros. La region N-terminal permite la unién del sustrato y la regién C-terminal puede
adoptar distintos angulos a diferencia del dominio a-cristalino, lo que facilita el ensamblaje de

oligbmeros con diferentes geometrias (Asea, A et al., 2016; Waters et al., 2020).
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Figura 1.3. Dominios conservados (N-terminal, a-cristalino y C-terminal) en las secuencias de la familia SHSP en
Arabidopsis thaliana.

Adicionalmente, se ha demostrado su funcion durante el desarrollo de la planta, por ejemplo, en
el desarrollo del polen en Zea mays, Lilium y Nicotiana tabacum, maduraciéon de la semilla en
Pisum sativum, Glycine max y Medicago sativa, desarrollo del embrién en Arabidopsis thaliana,
germinacion de la semilla en Pisum sativum, Arabidopsis thaliana, y Hordeum vulgare.

Adicionalmente, sHsp también se expresan normalmente durante ciertos estadios, como la
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floracién. Sin embargo, no todos los miembros de la familia sHsp se expresan durante el
desarrollo (Asea et al., 2016).

Se demostrd que la sobreexpresion de Oshspl7.0 y OsHhsp23.7 en arroz no solo incremento el
vigor de la semilla, sino que también ayudd a que estas germinaran bajo condiciones de estrés
por sequia y salinidad (Zou et al.,, 2012). De la misma manera, las semillas de plantas
transgénicas de Arabidopsis que expresaban Tahsp26 de trigo, fueron capaces de germinar bajo

condiciones de estrés por calor continuo a 35 °C (Asea et al., 2016).

La sobre expresion de Pthspl17.8 de Populus trichocarpa en Arabidopsis contribuyo a una mayor
tasa de supervivencia de las plantas ante estrés por calor (45 °C, 2-3 horas), asi mismo las
actividades de enzimas antioxidantes POD (peroxidasa), CAT (catalasa) y SOD (superdxido
dismutasa) y osmolito como prolina, se incrementaron en la variedad transgénica (Li et al., 2016).
De igual forma, la sobre expresién de Rchspl7.8 de Rosa chinensis en tabaco confiri6 mayor
tolerancia a calor en las variedades transgénicas, asi como un aumento en el contenido de prolina

y del gen P5CS, involucrado en la regulacién de la sintesis de prolina (Jiang et al., 2020)

1.1.12.2 HSP60

Chaperoninas o HSP60 fueron las primeras proteinas definidas como chaperonas moleculares.
Estan presentes en el citoplasma, matriz mitocondrial y en los estromas de los cloroplastos,
comparten una estructura de 2 anillos de siete miembros que requieren ATP para su funcion.
Poseen un dominio apical de union al sustrato, un dominio ecuatorial o sitio de unién al ATP y el
dominio intermediario que permite la rotacion de los otros dos dominios para el plegamiento de
proteina (Bukau & Horwich 1998).

Al estar encargadas del ensamblaje y plegamiento de proteinas se expresan normalmente bajo
condiciones normales. En plantas, Hsp60 esta involucrada en el ensamblaje de rubisco. También
evitan la formacién de agregados de proteinas a temperaturas fisiolégicamente relevantes, pero

Su expresion no aumenta ante estrés por calor (Buchanan et al., 2015).

A temperatura 6ptima Hsp60 ayuda a las proteinas recién sintetizadas a alcanzar sus formas
nativas, al unir y facilitar su plegamiento dentro del canal de cada anillo al exponer un
revestimiento hidrofobico flexible que probablemente une proteinas no-nativas a través de

superficies hidrofébicas expuestas, una vez dentro, quedaran encerradas en el interior del anillo
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en su estado nativo. Por otro lado, el estado de plegamiento se activa por cambios
conformacionales de la proteina, inducidos por la unién del ATP (Bukau & Horwich, 1998).

1.1.12.3 Hsp70

Los genes Hsp70 pueden expresarse tanto durante el desarrollo normal de planta, asi como,
bajo condiciones de estrés abibtico y bidtico (Asea, et al.,, 2016). Asisten en el ensamble,
plegamiento y replegamiento de proteinas, previenen la agregacion de proteinas y facilitan la

degradacién de proteinas inestables (Guo et al 2016).

Son chaperonas ATP dependientes y las mas conservadas dentro de la familia Hsp. Existen
varios miembros de Hsp70 segin la especie de planta, Arabidopsis posee 18, Populus
trichocarpa 20, Oryza sativa 32 y Glycine max posee 61. Tienen un dominio ATPasa N-terminal
de ~44 kDa, un dominio de union al sustrato de ~18 kDa con una regién C-terminal variable de
~10 kDa. Debido a su alta homologia de secuencia y estructura, Hsp110 se incluyen dentro de
la familia Hsp70 (Guo et al 2016). El dominio N-terminal ejerce un rol regulatorio, mientras que el
dominio de unién al sustrato se une de forma transitoria a las regiones hidrofébicas de los
aminoacidos que estan expuestos en las proteinas no-nativas. La conformacién nativa de los
sustratos se alcanza a medida que pasa por ciclos de unién y liberacion guiados por los cambios
entre los estados de baja afinidad (unién al ATP) y de alta afinidad (unién al ADP) con el ciclo de
ATPasa regulado por proteinas DnaJ (Hsp40) que actian como co-chaperonas de Hsp70 (Asea
et al.,, 2016; Guo et al.,, 2016). De acuerdo con su localizacion subcelular se divide en 4
subfamilias con motivos altamente conservados en la regién C-terminal de cada subfamilia, asi
el motivo EEVD corresponde al citosol, HDEL al reticulo endoplasmatico, PEAEYEEAKK a la
mitocondria, y el motivo PEGDVIDADFTDSK a los cloroplastos (Guo et al 2016).

La expresion de Hsp70 también se ha asociado con factores de crecimiento y desarrollo de las
plantas. En Medicago sativa se sugiri6 que Hsp70 puede ocupar un papel importante en el
desarrollo de n6dulos. De la misma forma, knockout de Arabidopsis de AtHsc70-1 en condiciones
normales exhibieron malformacion de hojas y deterioro del crecimiento de las raices (Buchanan
et al., 2015).

Dentro de su papel como chaperona que responde ante estrés por calor existen varios estudios
gue demuestran que su sobreexpresion confiere termotolerancia en plantas. Por ejemplo, las
plantulas de N. tabacum que sobre expresaban su gen Hsp70-1, crecieron mejor después de ser

sometidas a temperatura (45 °C; 2 h). Asi mismo, la sobre expresién de Hsp70 mitocondrial en
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O. sativa sobre el mismo modelo vegetal promovié la tolerancia a calor (48°C; 15 min) (Grover et
al., 2013).

1.1.12.4 Hsp90

Como chaperona participa en el ensamblaje, maduracién y estabilizacibn de moléculas de
sefalizaciébn como cinasas, receptores de hormonas y factores de transcripcion. Al igual que
Hsp70, Hsp90 esta presente en el citoplasma, mitocondria, cloroplastos y reticulo
endoplasmatico. Si bien responde ante estrés por calor, su expresion también se incrementa ante
una privacién de nutrientes en la célula, alteracion en el pH fisiologico, heridas, radiacion UV e
infecciones virales y bacterianas. Posee los dominios N-terminal y C-terminal unidos por una

region cargada de longitud variable (Krishna & Gloor 2001).

Los patrones de expresion de Hsp90 varia dependiendo del tejido por lo que se especula que
cada isoforma puede realizar un papel especifico durante el crecimiento y desarrollo de la planta,
asi como, durante condiciones adversas. En Arabidopsis la isoforma de Hsp90 del citoplasma,
AtHsp90.1, se detectd solo en las raices mientras que la isoforma AtHsp90.2 estuvo presente en
todos los tejidos. De la misma forma, la expresién de AtHsp90.1 esta altamente inducida por
elevadas temperaturas, en comparacion con AtHsp90.2, AtHsp90.3 y AtHsp90.4 mostraron estar
constitutivamente expresadas con un ligero incremento después del estrés térmico (Asea et al.,
2016). En Nicotiana benthamiana se describieron 4 isoformas de Hsp90. La expresion de
NbHsp90.2 y NbHsp90.3 era inducida por calor. Por otra parte, NbHsp90.1 y NbHsp90.4 estan
constitutivamente expresadas, lo que sugiere que su funcién estéa relacionada con mantener la
homeostasis celular. El silenciamiento de NbHsp90.1 causé fenotipos atrofiados por lo que se

relaciona a esta isoforma con el correcto crecimiento de la planta (Kanzaki et al., 2003).

1.1.12.5 Hsp100

Las Hspl100 o también llamadas proteinas AAA+ (de sus siglas en inglés ATPasa Associated
with celular Activities) estan encargadas de desmontar los agregados de proteinas que se forman
a causa de un determinado estrés o cambio fisiol6gico, por ello también cumplen funciones en la
regulacion del ciclo celular, tréfico intracelular, regulacién de genes y transposicion del ADN. Se
encuentran en el citoplasma, mitocondria y cloroplasto (Buchanan et al., 2015). Posee el dominio
conservado N-terminal, esencial para la interaccién con el sustrato que son, generalmente,
agregados y 1 o 2 dominios de unién a nucleétidos, NBDs (nucleotide-binding domains, por sus

siglas en inglés), los cuales poseen afinidad para el ATP o ADP. Las proteinas que poseen 2
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NBD funcionan como hexameros en presencia de ATP, mientras que las que poseen un NBD
son mas pequefas. Aun asi, todas las Hsp100 tienen estructura en forma de anillo cuyos cambios
conformacionales son influenciados por la union del ATP (Asea et al., 2016).

En plantas transgénicas de N. tabacum que expresaban Hsp100 de O. sativa se observé mayor
supervivencia ante estrés térmico (50°C; 50 min) en comparacion con las plantas control. Asi
mismo, transformantes de O. sativa que expresaban Hspl00 de A. thaliana evidenciaron un
mejor crecimiento durante la fase de recuperacion ante el estrés por calor (45 °C por 3 h, 47 °C
por 2 h, 50°C por 40 min) (Grover et al., 2013).

1.1.13 Interaccion HSF-HSP

El incremento de temperatura se percibe por sensores de calor, uno de ellos es el canal de calcio
gue inicia un flujo de Ca?* al interior de la célula, asi mismo se ha asociado a una variante de
histona H2A.Z como sensor de calor. Las sefiales pueden ser transmitidas por quinasas CDPKs
(the calcium-dependent protein kinase, por sus siglas en inglés), MAPKs (mitogen-activated
protein kinase, por sus siglas en inglés) o mensajeros secundarios como Ca?*, H.O, y NO. La
uniéon de HSF al ADN podria desencadenarse por vias dependientes de Ca?*/Calmodulina. Asi
mismo H>O2 y NO pueden influir en la respuesta al choque térmico en el nivel de HSF a través
de la via de Ca?*/Calmodulina (Saidi et al., 2011).

Los factores de choque térmico, HSF (de sus siglas en inglés Heat, Shock Factor) son los
principales inductores de HSP. Se han descrito 3 clases de HSF: A, By C. Dentro de las familias
de HSF, HSFA1, HSFA2 y HSFB1 han sido de los mas estudiados en plantas. HSFAL esta
expresado constitutivamente y funciona como regulador maestro ante la respuesta al estrés por
calor. Cuando existe estrés térmico HSFAL se retiene en el nicleo, lo que conduce a la expresion
de HSFA2 y HSFBL1 y la formacién de complejos proteicos entre HSFA1 y HSFA2. Cuando el
estrés disminuye HSFAL se redistribuye en el citoplasma, mientras que HSFA2 se mantiene
inactivo por interaccion con sHSP17. Por su lado, la acumulacion de HSFB1 es transitoria y los
niveles de esta proteina disminuyen de manera rapida durante la fase inicial de HSR. Los

miembros de la clase B no pueden activarse por si mismos (Hahn et al., 2011).

En condiciones normales, HSF existe como mondmero asociado a HSP70 en el citoplasma,
incapaz de unirse al ADN y comenzar la transcripcion. Sin embargo, durante un episodio de
estrés por calor HSP70 se disocia de HSF, ingresa al nucleo y se trimerisa (Figura 1.4). Una vez

en su forma activa, los trimeros de HSF contienen un dominio conservado de unién al ADN en la
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region N-terminal que puede reconocer y unirse al motivo 5’-nGAANNTTCn-3’ de los elementos
de choque térmico, HSE (de sus siglas en inglés Heat Shock Elements) ubicados en las regiones
promotoras de los genes HSP, donde se fosforilan y activan la transcripcion de ARNm de HSP,
llevando a la traduccion de HSP. HSP70, consecuentemente se une a los trimeros de HSF que
estan unidos a los HSE. El complejo HSP70/trimeros se disocia de los HSE, desmontandose y
desfosforilandose en mondmeros de HSF, los mismos que se unirdn de nuevo a Hsp70
reformando el complejo HSP70/HSF mondmeros presente en ausencia de estrés (Taiz & Zeiger
2002; Tian et al., 2021). Por lo tanto, por la accién de HSF, las HSP se acumulan hasta que son
lo suficientemente abundantes para unirse a los trimeros de HSF y detener la transcripcion de
ARNmM de HSP (Taiz & Zeiger, 2002).
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Figura 1.1. Modelo de interaccién HSF-HSP70 en respuesta a estrés por alta temperatura. 1, complejo
entre monémeros HSF y HSP70. 2, cuando existe estrés por calor los monémeros HSF se trimerizan 3.
Ingresan al nucleo y se unen al ADN. 4y 5, inician la transcripcién de proteinas HSP. 6 y 7 cuando HSP70
es abundante, se une a los trimeros de HSF fosforilados, separandose del ADN. 8, en el citoplasma los
trimeros de HSF se desfosforilan y se separan de HSP70. De nuevo los mondmeros HSF forman el
complejo HSF-HSP70, en ausencia de estrés (Taiz & Zeiger, 2002).

HSP70 funciona como un complejo proteico junto con otras chaperonas como HSP90 y HSP110.
Un estudio realizado en tomate (Solanum lycopersicum), demostré que existe diafonia entre
HSP70 y HSP90 al regular la uniéon de HSF a los HSE (Hahn et al., 2011). El modelo sugiere que
cuando existe estrés por calor las proteinas termolabiles comienzan a desnaturalizarse en el

citosol, lo que reclutard al complejo HSP70/HSP90 dejando a HSFA1l para desencadenar

respuesta al calor (Figura 1.5). Un exceso de HSP70/90 favorecera la inactivacion de HSFAL y
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la actividad de represion de HSFB. Sin embargo, la regulacion de HSF y HSP es altamente
compleja y puede no ser siempre un efecto de concentraciones, sino también de un proceso que
esta finamente ajustado (Bourgine et al., 2021; Jacob et al., 2017). En Arabidopsis, la actividad
de HSFA2 esta regulada por ROF1y ROF2 de manera tanto positiva como negativa al interactuar
con HSP90. La proteina ROF1 forma un complejo con HSP90 que co-importa a HSFA2 al nlcleo
y la mantiene en un estado transcripcionalmente activo mientras que la unién de ROF2 con
HSFAZ2 inhibe su actividad. ROF2, inducible por calor, ingresa al nlcleo y se heterodimeriza con
ROF1 en el complejo ROF1/HSP90 resultando en la inhibicion de HSFA2 (Jacob et al., 2017;
Tian et al., 2021). Adicionalmente, estudios demostraron que la prevencion de la entrada de Ca?*
a través de la membrana condujo a la ausencia de HSR. Asi mismo el tratamiento con inhibidores
de HSP90 indujeron una menor respuesta a calor a temperatura basal, sin embargo, se puede
obtener una HSR completa a temperaturas mas altas. Esto sugiere que ademas de la disociacion
de HSP90 de HSFAL, este ultimo requiere ser activado de manera independiente por una sefial
aln no aclarada que depende estrictamente de la entrada de calcio a través de la membrana

plasmatica (Bourgine & Guihur, 2021).
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Figura 1.2. Percepcion del calor y mecanismos que inducen termotolerancia. Durante estrés por alta temperatura,
cambios en la fluidez de la membrana activa sensores de calor, CNGC (cyclic nucleotide-gated channels, por sus
siglas en inglés) que activan HSFAL. Las proteinas desnaturalizadas por el calor reclutan HSP90 y HSP70. La
disociacion de HSP70-90 permite la hiperfosforilacion de HSFA1 para su translocacién al nucleo y unién al ADN.
HSFAL puede mediar sefiales que remuevan las histonas unidas a los genes HSP. Finalmente, la ARN polimerasa |l
iniciara la transcripcion de hsfa2, formando un complejo super activador HSFA1-HSFA2 para la transcripcion de hsf
(Bourgine & Guihur, 2021).

Adicionalmente, un estudio realizado en Populus trichocarpa sefiala las posibles vias reguladoras
o de interaccion entre genes HSF y HSP (Figura 1.6). En donde se identifica una estrecha
relacion entre Hsp90 y HsfA2 lo que es consistente con las interacciones de proteina encontradas
en tomate y Arabidopsis. Esto podria sugerir que la respuesta a estrés por calor, HSR, mantiene
mecanismos similares entre las especies de plantas. Sin embargo, hace falta mas estudios para
determinar si existen mecanismos de regulacion especificos HSF-HSP de acuerdo con cada

especie de planta (Tian et al., 2021).
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Figura 1.3. Vias de interaccion entre genes hsf y hsp en Populus trichocarpa. Los nodos representan
genes hsf y hsp, mientras que las lineas constituyen la interaccion de coexpresion. Los codigos de color
representan cada familia de genes. Los diamantes rojos corresponden a hsf, mientras que los circulos
sélidos naranja, amarillo, verde, turquesa y purpura indican shsp, hsp60, hsp70, hsp90, hspl100
respectivamente (Tian et al., 2021).

1.2 JUSTIFICACION

El aumento de temperatura asociado al calentamiento global provoca efectos adversos en la
fisiologia y desarrollo de plantas que a su vez afecta su rendimiento y con ello la red alimentaria.
Ante esto surgen nuevas estrategias para incrementar la produccion, en las que se incluyen;
manejo fitosanitario de patégenos, programas de capacitacion para buenas practicas agricolas y

de manufactura, entre otras.

La naturaleza sedentaria de las plantas constantemente las expone a cambios climaticos
extremos. Sin embargo, han desarrollado mecanismos de respuesta que son el resultado de
cambios evolutivos a nivel morfolégico y fisiol6gico que les ha permitido sobrevivir en condiciones
adversas. Por lo que, resulta necesario entender como las plantas responden a elevadas

temperaturas y activan tales mecanismos para que las ciencias de las plantas avancen y poder
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hacer frente a las variaciones fluctuantes de temperatura que comprometen el rendimiento de los

cultivos y con esto la seguridad alimentaria.

A partir de esto, las herramientas biotecnoldgicas han permitido el estudio de genes involucrados
en respuesta a estrés abidtico y con esto la creacién de variedades tolerantes. HSP son
chaperonas moleculares que si bien, pueden estar expresadas constitutivamente, se ha
demostrado que responden al aumento de temperatura al evitar que plegamientos incorrectos y
agregados de proteinas se formen. De acuerdo con la revision bibliografica, una de las sHSP
gue responde a calor es HSP17.8. Asi mismo, el modelo de interaccion sugiere la acumulacion

de HSP70 y HSP90 para proteger a las proteinas desnaturalizadas por altas temperaturas.

Ante la importancia agronémica de Carica papaya y al no existir estudios sobre la expresiéon de
la familia Hsp registrados por estrés térmico, se propone, evaluar el efecto del incremento de
temperatura en dos genotipos de papaya sobre la fisiologia y la expresién de genes hspl7.8,
hsp70, hsp90 comenzando con una caracterizacién in silico de la familia para, posteriormente,
seleccionar genes candidatos que podrian conferir tolerancia al calor y analizar su expresion en

respuesta a altas temperaturas.

1.3 PREGUNTAS DE INVESTIGACION

1. ¢Cuantos genes de la familia hspl17.8, hsp70 y hsp90 existen en el genoma de Carica
papaya L. a partir de sus ortélogos en Arabidopsis thaliana?

2. ¢Existen diferencias en la respuesta fisiolégica ante estrés por alta temperatura entre C.
papaya cv Maradol y silvestre?

3. El genotipo silvestre de papaya, al ser una especie no domesticada, y, por lo tanto, con
mejores rasgos tolerantes ante estrés abiotico ¢ podria presentar mayor expresion de
genes hspl7.8, hsp70 o hsp90 en comparacion con su cultivar comercial? ¢ La diferencia
de expresién podria estar relacionada con las respuestas fisioldgicas distintas de estos

genotipos ante un estrés por alta temperatura?

1.4 HIPOTESIS

1. Existen secuencias homoélogas de genes que codifican para HSP17.8, HSP70 y HSP90
de A. thaliana en el genoma de C. papaya al ser proteinas altamente conservadas entre

especies.
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2. Existen diferencias en la respuesta fisiologica entre C. papaya cv Maradol y silvestre ante
estrés por alta temperatura.

3. El genotipo silvestre podria presentar mayor expresion de genes hspl17.8, hsp70 o hsp90
gue ayudan a la planta a generar tolerancia a altas temperaturas en comparacioén con su
cultivar Maradol. Ademas, la diferencia de expresion podria estar relacionada con las
respuestas fisioldgicas distintas de estos genotipos ante estrés por alta temperatura.

1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo General

Analizar la respuesta fisiolégica y la expresion de genes hspl7.8, hsp70, hsp90 al someter
plantas de Carica papaya cv Maradol y silvestre a condiciones de estrés por choque térmico,

para determinar genes candidatos que puedan conferir tolerancia a altas temperaturas.

1.5.2 Objetivos especificos

e Caracterizar, in silico, la estructura y filogenia de la familia de genes que codifican para
HSP17.8, HSP70, HSP90 en Carica papaya L cv SunUp a partir de los genes ortélogos
del genoma de Arabidopsis thaliana.

e Evaluar, a nivel fisioldgico, el efecto de la exposicidon a estrés por alta temperatura en dos
genotipos de C. papaya (Maradol y silvestre).

e Evaluar los niveles de expresion de hspl7.8, hsp70, hsp90 en plantas de C. papaya cv
Maradol y silvestre en respuesta a estrés por alta temperatura y al finalizar la etapa de

recuperacion a dicho estrés.

1.6 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para llevar a cabo el presente trabajo de tesis, esté se repartird en 3 areas (bioinformatica,
andlisis fisiolégico y analisis de expresion génica) dividida en 5 capitulos. El capitulo | consistio
en la revision de literatura cientifica y estado del arte del tema propuesto junto con la busqueda
de secuencias de posibles genes candidatos. El capitulo Il, consistio en el andlisis in silico de
genes hspl7.8, hsp70 y hsp90 en Carica papaya cv SunUp a partir de sus homoélogos de A.
thaliana y disefio de oligonuclettidos especificos. En el capitulo I, se realiz6 el analisis
fisiolégico para cuantificar la respuesta de las plantas ante estrés por alta temperatura.

Finalmente, el capitulo IV detalla el perfil de expresién de los genes Cphspl7.8, Cphsp70 y
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Cphsp90 en condiciones normales, condiciones de estrés y recuperacion de 7 dias. Todos los
andlisis se realizaron en 2 genotipos de Carica papaya cv Maradol y silvestre (Figura 1.7)
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Figura 1.7. Estrategia experimental de la tesis “Caracterizacion y analisis de la expresion de genes
hsp17.8, hsp70 y hsp90 en respuesta a estrés por calor en Carica papaya cv Maradol y silvestre”. El
capitulo Il constituye la parte bioinforméatica del trabajo. El capitulo Ill, se enfoca en el andlisis fisiolégico.
El capitulo 1V, hace referencia al analisis de expresién de genes hspl17.8, hsp70 y hsp90. Finalmente, el
capito V presenta la discusién general de resultados y conclusiones.
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CAPITULO IIl. CARACTERIZACION in silico, FILOGENIA Y ESTRUCTURA DE
GENES QUE CODIFICAN PARA HEAT SHOCK PROTEINS EN Carica papaya cv.
SunUp

2.1 INTRODUCCION

Debido a su alto valor nutritivo C. papaya es ampliamente cultivada en Centroamérica,
Suramérica, Australia, Tailandia y Malasia. El tamafio de su genoma es de 372Mb, posee 9 pares
de cromosomas y es diploide. El cultivo prevalece en suelos fértiles, bien drenados con pH entre
5.5-6.5. De igual manera, nutrientes como el nitrogeno (N) y fésforo (P) son esenciales para
asegurar un crecimiento 6ptimo de follaje, troncos y raices induciendo una mayor productividad
y rendimiento. Por otra parte, el mejoramiento de la papaya ha producido cultivares con
caracteristicas agrondmicas deseadas como, forma, tamafio y dulzura del fruto (Chavez-

Pesqueira et al., 2017).

Sin embargo, la papaya esta constantemente expuesta a factores biéticos como, el virus de la
mancha anular y factores abibticos entre ellos, altas temperaturas, estrés hidrico o estrés por
salinidad que reducen el rendimiento del cultivo. La mejora de cultivos, a través de ingenieria
genética se ha vuelto un paso importante para obtener variedades que superen las limitaciones
del cambio climatico y enfermedades por patdgenos. Actualmente, las tendencias de mejora
genética consisten en la integracion de enfoques 6micas (genémica, transcriptémica, proteémica,

matabolémica y fendémica) junto con andlisis bioinformaticos (Zainal-Abidin et al., 2021).

La combinacion de enfoques 6micos y bioinformaticos para los programas de mejoramiento
genético permite una comprension holistica de las bases genéticas del cultivo, para, de esta
forma, entender las interacciones moleculares entre genes, proteinas y metabolitos. El genotipo
SunUp fue el primer genoma de papaya secuenciado, con 27793 transcritos codificantes de
proteinas. Actualmente, este genoma se ha utilizado como referencia para andlisis genémicos,
busqueda de marcadores moleculares, mapas fisicos y genéticos que han permitido la busqueda
de genes de interés para mejorar las caracteristicas deseadas de la papaya (Zainal-Abidin et al.,
2021).

Hasta el momento no existen estudios que caractericen HSP17.8, HSP70 y HSP90 en Carica
papaya. Por esta razén se llevé a cabo un andlisis in silico de los genes que codificaban para

estas Heat Shock Proteins con la finalidad de obtener secuencias candidatas de genes en
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respuesta a estrés por calor, cuya sobre expresion pudiera conferir tolerancia a temperaturas

extremas.

2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Busqueda de secuencias hsp de Carica papaya a partir de sus genes ortélogos en
Arabidopsis thaliana

Las secuencias que codifican para HSP17.8, HSP70 y HSP90 de A. thaliana se obtuvieron segun
los numeros de accesion de la base de datos, National Center for Biotechnology Information
(NCBI: https://www.ncbi.nlm.nih.qov/) y The Arabidopsis Information Resource (TAIR:

https://www.arabidopsis.org/) reportados por Waters., et al (2020), Lin et al., (2001) y Krishn., et

al (2001) respectivamente. Adicionalmente, la secuencia HSP17.8 de P. trichocarpa se obtuvo

de la base de datos PopGenie: https://popgenie.org/ reportada por Li., et al (2016).

Para la busqueda de genes hspl7.8, hsp70 y hsp90 en C. papaya cv. SunUp se realiz6 un blast
local directamente en el genoma de papaya (Taxid:3349) a través del programa BioEdit V.7
Sequence Alignment Editor utilizando como programa BLASTN. Se utilizé como blanco (query)
las secuencias hsp de A.thaliana y P.trichocarpa con los siguientes parametros: expectation
value (E): 1*10%, nimero maximo de hits a reportar: 500, nimero maximo de alineamientos a
mostrar; 250, matriz de sustituciéon: BLOSUM62.

2.2.2 Andlisis y alineamiento de secuencias proteicas de genes hsp de A.thalianay
C.papaya

Las secuencias de genes hspl17.8, hsp70y hsp90 de C. papaya obtenidas segun los parametros
descritos anteriormente se tradujeron a los posibles marcos de lectura abiertos a través del

software bioinformético Softberry: http://www.softberry.com/ con el programa FGENESH. Para

obtener el peso molecular y punto isoeléctrico de cada proteina HSP de C. papaya se utiliz el
software EXPASY, con el programa Compute pl/Mw:

https://www.expasy.org/resources/compute-pi-mw. Por otra parte, la localizacion subcelular de

las proteinas se predijo utilizando el programa WoLF PSORT: https://wolfpsort.hgc.jp/.

A partir de las secuencias proteicas obtenidas, cada familia HSP se alined con el software
MEGAL11 utilizando el algoritmo ClustalW sin modificar los parametros establecidos por el
programa. El alineamiento se export6 en formato FASTA y se utilizé el programa BioEdit V.7 para
el andlisis de dominios de HSP17.8, HSP70 y HSP9O.
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Para comprender mejor las caracteristicas estructurales de las proteinas se realiz6 la busqueda

de motivos conservados con el software MEME: https://meme-suite.org/meme/ a partir de las

secuencias proteicas de HSP de C. papaya, bajo los siguientes pardmetros: numero de
repeticiones = cualquier nimero de repeticiones, ancho de motivo minimo = 6, ancho de motivo
méaximo = 50 y el nimero de motivos a encontrar = 20, para los demas pardmetros se

mantuvieron los valores predeterminados.

2.2.3 Andlisis filogenético y seleccién de proteinas HSP de C. papaya a partir de genes
ortélogos de A. thaliana

Para el analisis filogenético se utilizaron las secuencias proteicas de cada familia HSP de C.
papaya y A. thaliana las cuales se alinearon segln lo descrito previamente. La construccion
filogenética de cada familia HSP se realizdé en el programa MEGA11, con el método Maximun
Likelihood y prueba Bootstrap con 1000 réplicas. Como modelo de sustitucion se utilizé LG model
con Distribucibn Gamma y un ndimero de categorias igual a 5, los demas parametros se

mantuvieron segun el programa.

2.2.4 Divergencia evolutiva de proteinas HSP

La distancia evolutiva entre secuencias HSP de A. thalina y C. papaya se realiz6 a nivel proteico
para lo cual se utilizé el método Boostrap con 100 réplicas y el modelo p-distance aplicando la
formula p= (1-qg) * 100.

2.2.5 Modelaje tridimensional de proteinas HSP17.8, HSP70 y HSP90 de C. papaya

El modelaje de proteinas se realiz6 a las secuencias seleccionadas a partir del andlisis

filogenético a través de la plataforma Swiss Model: https://swissmodel.expasy.org/.

Adicionalmente se comparé los modelos obtenidos de C. papaya con las estructuras
tridimensionales de HSP70, HSP90, sHSP de A. thaliana.

2.2.6 Disefio de oligonucleotidos de genes Cphsp de C. papaya L.

El disefio de oligonucleétidos se realiz6 para las secuencias seleccionadas de hsp17.8, hsp70y
hsp90 de C. papaya cv Sun up con el software Primer Express V3.0. Adicionalmente, los
oligonucleétidos se analizaron en el programa OLIGOANALYZER:

https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer para identificacion de posibles dimeros,

porcentaje de CG, temperatura de melting, entre otros. Se procuré mantener los siguientes
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parametros: %CG entre 40-60%, longitud del oligonucleétido entre 18-22 pares de bases (pb),
temperatura de melting con diferencia <1°C, longitud del producto de PCR entre 100-150 pb.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Busqueda de secuencias hspl17.8, hsp70y hsp90 de C. papaya a partir de genes
homodlogos de A.thaliana

Al no existir reportes o una base de datos que clasifique a cada familia Heat Shock Protein de C.
papaya, se toma como punto de referencia a las secuencias Hsp descritas para la planta modelo
A.thaliana y, de esta forma, encontrar sus genes ortélogos en papaya.

Segun los antecedentes, dentro de la familia sHSP, HSP 17.8 ha sido reportada por su respuesta
ante estrés por calor (Jiang et al., 2009; Li et al., 2016; Jiang et al., 2020). Al realizar la busqueda
dentro de familia sHSP de A. thaliana se encontré una sola secuencia hspl7.8 reportada por
Waters et al., (2021). Adicionalmente, se toma como referencia la secuencia hspl7.8 de P.
trichocarpa que, segun lo describe Li (2016), responde ante estrés por alta temperatura (tabla
2.1). Ambas proteinas han sido localizadas en el citoplasma.

Tabla 2.8. Secuencias correspondientes a hsp17.8 obtenidas, segin su nimero de accesion, de la base
de datos TAIR y PopGenie, junto con su localizacion celular.

Especie Numero de accesion | Localizacion
Arabidopsis thaliana | AT1G07400 Citoplasma

Populus trichocarpa | Potri.009G049800.1 Citoplasma

Con las secuencias descritas en la tabla 1.2, se procedi6 a realizar un blastn local en el genoma
codificante de C. papaya cv SunUp. Finalmente, se encontraron 5 posibles genes en comun, de
papaya que codifican para HSP17.8 con porcentajes de identidad altos entre 79% (Cphsp17.8-2
y 4) y 83% (Cphspl7.8-1 y 2) con Populus y Arabidopsis respectivamente y valor esperado (E)
entre 1E3! y 7E*? (tabla 2.2). Las secuencias encontradas, pertenecientes a C. papaya se
nombraron para este estudio como Cphsp17.8-1 al 5.

Tabla 9.2. Secuencias hspl17.8 de C. payaya obtenidas a partir de sus genes ortélogos de A. thalianay P.
trichocarpa. Se presenta su valor esperado (E) y el porcentaje de identidad.

Query Nombre Gen Score | Valor | %
(E) Identidad
AT1G07400 Cphspl7.8- | evm.model.supercontig_81.28
1 pacid=16426941 86 7E-42 | 83
Cphspl17.8- | evm.model.supercontig_81.30
2 pacid=16426944 81 7E-39 | 83
Cphspl7.8- | evm.model.supercontig_3.462
3 pacid=16416771 79 1E-37 | 82
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Cphspl17.8- | evm.model.supercontig_81.41

4 pacid=16426956 69 1E-31 | 81

Cphsp17.8- | evm.model.supercontig_81.45

5 pacid=16426960 77 2E-36 | 81
Potri.009G049800.1 | Cphspl17.8- | evm.model.supercontig_81.28

1 pacid=16426941 58 2E-25 | 80

Cphspl7.8- | evm.model.supercontig 81.30

2 pacid=16426944 49 4E-20 | 79

Cphspl7.8- | evm.model.supercontig_3.462

3 pacid=16416771 74 5E-35 | 80

Cphspl7.8- | evm.model.supercontig 81.41

4 pacid=16426956 58 2E-25 | 79

Cphspl7.8- | evm.model.supercontig_81.45

5 pacid=16426960 58 2E-25 | 80

Segun lo reportado por Lin et al., (2001) existen 18 genes que codifican para HSP70 en A.

thaliana localizadas en el citoplasma, nucleo, reticulo endoplasmatico, mitocondria o cloroplasto

con diferentes niveles de expresién ante altas temperaturas (tabla 2.3). Asi mismo, los genes
descritos como Athsp70-14, Athsp70-15, Athsp70-16 y Athsp70-17 pertenecen a la subfamilia

HSP110 que codifican proteinas con firmas HSP70.

Tabla 2.10. Secuencias correspondientes a hsp70 de A. thaliana obtenidas, segin su nimero de accesion,
de la base de datos NCBI. Se presenta su niumero de accesion, localizacion celular y niveles de expresion.

Gen Numero de accesiéon | Localizacion Expresion
Athsp70-1 | CAB85987 Citoplasma/Nucleo C*, I*
Athsp70-2 | CAB85986 Citoplasma/Nucleo C, |
Athsp70-3 | AAF14038 Citoplasma/Nucleo C
Athsp70-4 | BAB02269 Citoplasma/Nucleo C,I*
Athsp70-5 | AAF18501 Citoplasma/Nucleo C I
Athsp70-6 | CAB45063 Cloroplasto C* 1
Athsp70-7 | BAA97012 Cloroplasto CH |
Athsp70-8 | AAD15393 Cloroplasto C,I*
Athsp70-9 | CAB37531 Mitocondria C, I
Athsp70-10 | CAB89371 Mitocondria C, |
Athsp70-11 | AAF88019 Reticulo endoplasmético | C
Athsp70-12 | BAB08435 Reticulo endoplasmético | C
Athsp70-13 | AAB70400 Reticulo endoplasmético | C
Athsp70-14 | AAG52240 Citoplasma/Nucleo C, |
Athsp70-15 | AAG52244 Citoplasma/Nucleo C |
Athsp70-16 | AAD30257 Citoplasma C, |
Athsp70-17 | 297341 Reticulo endoplasmaético | C*, |
Athsp70-18 | AAG51503 Citoplasma/Nucleo In

C, constitutiva; 1, inducible; C*, constitutiva y relativamente abundante; I*, altamente inducible; In, indetectable.

Los resultados del blastn local en el genoma de C. papaya cv SunUp, a partir de los 18 miembros

de HSP70 descritos para Arabidopsis arrojaron 10 posibles genes que codifican para esta

proteina en papaya (tabla 2.4). Las secuencias, nombradas como Cphsp70-1 al 10 presentaron
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porcentajes de identidad entre 79% (Cphsp70-9) y 83% (Cphsp70-3) y valores esperados (E)

entre 3E® y 0.

Tabla 2.11. Secuencias hsp70 de C. payaya obtenidas a partir de sus genes ortlogos de A. thaliana.

Nombre Gen Score | Valor (E) | % Identidad
Cphsp70-1 | evm.model.supercontig_1.398 pacid=16404341 | 466 0 82
Cphsp70-2 | evm.model.supercontig_113.35 pacid=16406045 | 380 0 80
Cphsp70-3 | evm.model.supercontig_15.10 pacid=16409311 560 0 83
Cphsp70-4 | evm.model.supercontig_152.1 pacid=16409591 | 155 2E-82 81
Cphsp70-5 | evm.model.supercontig_20.39 pacid=16413063 | 3g5 0 81
Cphsp70-6 | evm.model.supercontig 260.3 pacid=16415348 | 459 0 81
Cphsp70-7 | evm.model.supercontig_46.176 pacid=16420462 | gg 8E-41 82
Cphsp70-8 | evm.model.supercontig_602.2 pacid=16423801 | 151 3E-80 80
Cphsp70-9 | evm.model.supercontig_68.26 pacid=16424823 | 199 1E-109 79
Cphsp70-10 | evm.model.supercontig_755.2 pacid=16425960 262 1E-146 80

Por otro lado, existen 7 genes que codifican para HSP90 en A. thaliana descritos por Krishna et
al., (2001) que, al igual que el resto de las familias Heat Shock pueden localizarse dentro de
diferentes compartimientos subcelulares y pueden o no ser inducibles por alta temperatura, a
excepcion de Athsp90-4 y 7 de las cuales no existen reportes (tabla 2.5).

Tabla 2.12. Secuencias correspondientes a hsp90 de A. thaliana segin su nimero de accesion obtenidas
de la base de datos NCBI.

Gen Numero de accesiéon | Localizacion Expresion
Athsp90-1 | BAA98082 Citoplasma/nucleo [
Athsp90-2 | BAB09285 Citoplasma/nucleo M
Athsp90-3 | BAB09283 Citoplasma/nucleo M
Athsp90-4 | BAB09282 Citoplasma/nucleo
Athsp90-5 | AAD32922 Cloroplasto B
Athsp90-6 | AAF13098 Mitocondria B
Athsp90-7 | CAB45054 Reticulo endoplasmético

I, inducible; M, moderadamente inducible; B, baja induccién.

Al realizar el blastn local a partir de las secuencias hsp90 de Arabidopsis se encontraron 5

posibles genes que codifican para HSP90 en C. papaya con porcentajes de identidad entre 80

(Cphsp90-3 y 4) y 83% (Cphsp90-2) y valor esperado (E) entre 5E8 y 0 (tabla 2.6).

Tabla 2.13. Secuencias hsp90 de C. payaya obtenidas a partir de sus genes ortélogos de A. thaliana

Nombre Gen Score | Valor (E) | % Identidad
Cphsp90-1 | evm.model.supercontig_107.112 pacid=16405294 334 0 81
Cphsp90-2 | evm.model.supercontig_12.106 pacid=16406644 | g75 0 83
Cphsp90-3 | evm.model.supercontig_136.24 pacid=16408313 | 114 5E-58 80
Cphsp90-4 | evm.model.supercontig_29.53 pacid=16416262 260 1E-145 80
Cphsp90-5 | evm.model.supercontig 998.4 pacid=16429332 234 1E-129 83
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A partir de las secuencias Heat Shock Protein de Arabidopsis, se obtuvieron 5, 10 y 5 posibles
genes que codifican para HSP17.8, HSP70, HSP90 respectivamente en C. papaya. La reduccién
de secuencias en el genoma de papaya en diferentes familias de factores de transcripcién en
comparacion con A.thaliana ha sido reportada previamente dentro del grupo de investigacion
(Bautista, 2020; Girdn, 2015; Alcocer, 2013; Idrovo, 2012). Los autores hacen referencia que la

reduccion en el nimero de genes se debe a caracteristicas clave dentro de la evolucién de C.

papaya.

2.3.2 Alineamiento y analisis de dominios de secuencias proteicas HSP17.8, HSP70 y
HSP90 encontradas en C.papaya

Un total de 5 miembros HSP17.8 se encontraron en el genoma de C. papaya cv SunUp con
marcos de lectura abiertos entre 462 y 465 pares de bases (tabla 2.7). Después de realizar su
traduccion a proteina se obtuvo pesos moleculares entre 17.55 kDa (Cphspl17.8-5) y 17.68 kDa
(Cphspl17.8-3) con puntos isoeléctricos de 5.98 y 5.97 respectivamente. La localizaciéon predicha
segun el software WoLF PSORT indic6 que todas proteinas se localizaban en el citoplasma al
igual que las proteinas HSP17.8 de Arabidopsis y Populus.

Tabla 2.14. Miembros hsp17.8 identificados en C. papaya. Se indica el nombre del gen, el ORF, nimero
de aa, peso molecular y la localizacién predicha de las proteinas.

Nombre ORF | Aa | Pm (kDa) | pl Localizacién predicha
Cphspl17.8-1 | 462 | 153 17.58 | 5.74 | Citoplasmatica
Cphspl7.8-2 | 462 | 153 17.61 | 6.14 | Citoplasmatica
Cphspl17.8-3 | 465 | 154 17.68 | 5.97 | Citoplasmatica
Cphspl7.8-4 | 465 | 154 17.61 | 5.98 | Citoplasmatica
Cphspl17.8-5 | 465 | 154 17.55 | 5.98 | Citoplasmatica

ORF, open reading frame (marco de lectura abierto); aa, aminoacidos; Pm, peso molecular (kDa); pl, punto isoeléctrico.

El mdltiple alineamiento entre las secuencias aminoacidicas de cada CpHSP17.8 con AtHSP17.8
y PtHSP17.8 mostro6 el dominio a-cristalino caracteristico de small heat shock proteins, localizado
cerca de la region C-terminal, el cual contiene dos dominios conservados o regiones consenso |
y Il. Asi mismo, se identific6 el motivo conservado que pertenece a la clase citosolica | dentro de

la familia sSHSP, confirmando la localizacion subcelular predicha (Figura 2.1).

Region consenso Il

PtHSP18.9
AtHSP17.8
CpHSP17.8-1
CpHSP17.8-2
CpHSP17.8-3
CpHSP17.8-4
CpHSP17.8-5

Motivo NTD Cl I Dominio a-cristalino
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Regidn consenso |
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PtHSP17.8
AtHSP17.8
CpHSP17.8
CpHSP17.8-
CpHSP17.8
CpHSP17.8
CpHSP17.8

Figura 2.3. Alineamiento de secuencias HSP17.8 de A. thaliana (At), Populus trichocarpa (Pt) y C. papaya
(Cp). Las sombras en negro y gris indican conservacion en los residuos al 100% y 75% respectivamente,
mientras que el fondo blanco corresponde a residuos divergentes. Las cajas azules sefialan las regiones
consenso dentro del dominio a-cristalino, mientras que la linea verde corresponde al motivo N-terminal de
la subclase, citosol I. | “ abarca los dominios en el alineamiento sefialados con flechas amarillas.

De igual manera se analiz6 los motivos conservados de CpHSP17.8, AtHSP17.8 y PtHSP17.8.
Los resultados indicaron que CpHSP17.8 y AtHSP17.8 contenian 5 motivos conservados con 8
y 50 aminoacidos, mientras que PtHSP17.8 present6 4 motivos (Figura 2.2). Entre ellos, el motivo
3 y 4 contenia en menor niumero de aminoacidos (8). Por otro lado, el motivo 1 contenia 50
aminodacidos. A excepcion del motivo 5, en Populus, todos los deméas miembros presentaron los

motivos restantes.

Name p-value  Motif Locations

PtH5P17.8 202e-108 N~ | | [
AtHSP17.8 9.11e-109 N 1 | L [=al
CpHSP17.8-1 1.96e-113 I | I e (O
CpHSP17.8-2 458e-114 M= | T
CpHSP17.8-3 4.29e-121 I | I [
CpHSP17.8-4 463e-126 HEM=——] | I e
CpHSP17.8-5 2.32¢-127 =" | I [

Motif Symbol Motif Consensus

LSNP
D.DHI

Figura 2.4. Motivos conservados y su valor p de HSP17.8 de C. papaya, A. thaliana y P. trichocarpa.

Se identific6 10 miembros pertenecientes a HSP70 en C. papaya con marcos de lectura abiertos
entre 1947 (Cphsp70-1) y 2514 (Cphsp70-9) pares de bases traducidos a 648 y 837 aminoacidos
respectivamente. De igual manera, los pesos moleculares predichos para estas proteinas
estuvieron entre 92.4 kDa con punto isoeléctrico igual a 5.33 ubicada en el citoplasma y 70.96

kDa con punto isoeléctrico de 5.13 con la misma localizacion (tabla 2.8).

34



CAPITULO Il

Tabla 2.8. Miembros HSP70 identificados en C. papaya. Se indica el nombre del gen, el ORF, niUmero de
aa, peso molecular y la localizacion predicha de las proteinas.

Nombre ORF | Aa | Mw (KDa) | pl Localizacion predicha
Cphsp70-1 | 1947 | 648 70.96 | 5.13 | Citoplasmatica
Cphsp70-2 | 2139 | 712 76.24 | 5.36 | Cloroplasto

Cphsp70-3 | 1998 | 665 73.27 | 5.13 | ER

Cphsp70-4 | 2394 | 797 89.01 | 5.99 | Citoplasma/Nucleo
Cphsp70-5 | 2043 | 680 73.09 | 5.59 | Mitocondria/Cloroplasto
Cphsp70-6 | 1965 | 654 71.46 | 5.13 | Citoplasmatica
Cphsp70-7 | 1956 | 651 71.59 | 5.19 | Citoplasmatica
Cphsp70-8 | 1968 | 655 71.6 | 5.3 | Citoplasmatica
Cphsp70-9 | 2514 | 837 92.4 | 5.33 | Citoplasmatica
Cphsp70-10 | 2046 | 681 73.26 | 6.03 | Mitocondria

ORF, open reading frame (marco de lectura abierto); aa, aminoacidos; Pm, peso molecular (kDa); pl, punto isoeléctrico;
ER, reticulo endoplasmatico.

El alineamiento de secuencias proteicas entre los miembros HSP70 de Carica y Arabidopsis

mostré que los 3 dominios funcionales (dominio de unién ATPasa, dominio de unién al sustrato

y dominio C-terminal) estaban presentes en todas las proteinas. Igualmente, las 3 firmas

caracteristicas de la familia HSP70 dentro del dominio de unién ATPasa se identific6 en todas

las CpHSP70. Por otro lado, la firma mitocondrial se identifico en las secuencias CpHSP70-5 y

CpHSP70-10. Adicionalmente, la sefial citosolica se identific en las secuencias CpHSP70-1,6,7

y 8, mientras que solo la secuencia CpHSP70-2 presenté la sefial caracteristica del cloroplasto

(Figura 2.3). Todas las sefiales correspondieron con lo encontrado en su localizacién predicha.

AtHSP70-1
AtHSP70-2
AtHSP70-3
AtHSP70-4
AtHSP70-5
AtHSP70-6
AtHSP70-7
AtHSP70-8
AtHSP70-9
AtHSP70-10
AtHSP70-11
AtHSP70-12
AtHSP70-13
AtHSP70-14
AtHSP70-15
AtHSP70-16
AtHSP70-18
CpHSP70-1
CpHSP70-2
CpHSP70-3
CpHSP70-4
CpHSP70-5
CpHSP70-6
CpHSP70-7
CpHSP70-8
CpHSP70-9
CpHSP70-10

Regidn N-

R
MSGKGEGH
MAGKGEG

PVRVVNEK]

10

20

‘IGI DLGTTYSCVG\

RIGI DLGTTYSCVG\

VﬁGI DLGTTNSH

40 50

ANAKORGIDVLLIYRE SRIREi#ZA VI SHGEK - - Q)
- SKPAGN D ReIRIREGTn B8 2 M E GK N PKVIENA EE S/ Mg

PN SRGHON N T GTIDLGTTYSCVGY

| VEFINFENE SC I)
ENYeNs I G I DLGTTINSC!

terminal |

Familia Hsp70 firma 1

ANARORGIDVV LINBE S KIE A
ANMEGK S PKVAENAE[E THUSNEE]

Dominio de unién ATPasa

35



CAPITULO Il

AtHSP70-1
AtHSP70-2
AtHSP70-3
AtHSP70-4
AtHSP70-5
AtHSP70-6
AtHSP70-7
AtHSP70-8
AtHSP70-9
AtHSP70-10
AtHSP70-11
AtHSP70-12
AtHSP70-13
AtHSP70-14
AtHSP70-15
AtHSP70-16
AtHSP70-18
CpHSP70-1
CpHSP70-2
CpHSP70-3
CpHSP70-4
CpHSP70-5
CpHSP70-6
CpHSP70-7
CpHSP70-8
CpHSP70-9
CpHSP70-10

AtHSP70-1
AtHSP70-2
AtHSP70-3
AtHSP70-4
AtHSP70-5
AtHSP70-6
AtHSP70-7
AtHSP70-8
AtHSP70-9
AtHSP70-10
AtHSP70-11
AtHSP70-12
AtHSP70-13
AtHSP70-14
AtHSP70-15
AtHSP70-16
AtHSP70-18
CpHSP70-1
CpHSP70-2
CpHSP70-3
CpHSP70-4
CpHSP70-5
CpHSP70-6
CpHSP70-7
CpHSP70-8
CpHSP70-9
CpHSP70-10

920 100
ool

AEESIOVSYR

INIVK
NI VR

KMN--E DEESEQVSY'

R

@RIINEPTAA
BRI INEPTAA

110 120 130 140 150 160
sl | | | .. | | |
MVIaNKEGERK]
INKEGEDK|
INYKRGEBK
INEKRGEaK IYAVVTVPAYFNDS
S Yigl- NjaiF s BYAVVTVPAYFNDS

TVPAYEFNDS
IBNAVIITVPAYENDS

————— MK BREEINNAVVTVPAY FNDE
————— MK KSETKAVVTVPAYFNDA
KKIKDEAAVSRVASZNENNID A

KKIKDEAASRVASN SN\ A

RORNS A VIR TVPAY FNDEN

INTAWVDCCIGI|ZVR4aTINL

INTAMVDCCIGI|ZVheaT|s L

KTPYSDCYIGIIZSMATNE

SEERNAVVTVPAYENDS

IRV VYV TVPAY FNDS

A 2,V TVPA Y FN DN
g KTS

Q0 K

MK EGERK ST|
$KEGEK) (MK YT
O:KEGERK) (MK oN|

—————————————— INAAYVDCCIGI|ZVMITINL

GQT RGN, VI TV PA Y FN DY

STEKNAVVTVPAYFNDS

YG]
YG

IINEPTEAAIAYG

e - - -TYKTDLP-ESDOQIWAF IR TE@HASMOMC IAGEFKK]
Me----TYKTDLP-ENDQIN
M€&----TYKTDLVANSSP

LWFDLGGGTFDVSMLT I
v L Dl ST
FDLGGGTFDHSHLIYIEN

EEL FDLGGGTFDVSYL| Bl
N

AFVBITEHASMO
FDLGGGTFDVSHL{YI[EN

| Familia Hsp70 firma 2 |

36



CAPITULO Il

AtHSP70-1
AtHSP70-2
AtHSP70-3
AtHSP70-4
AtHSP70-5
AtHSP70-6
AtHSP70-7
AtHSP70-8
AtHSP70-9
AtHSP70-10
AtHSP70-11
AtHSP70-12
AtHSP70-13
AtHSP70-14
AtHSP70-15
AtHSP70-16
AtHSP70-18
CpHSP70-1
CpHSP70-2
CpHSP70-3
CpHSP70-4
CpHSP70-5
CpHSP70-6
CpHSP70-7
CpHSP70-8
CpHSP70-9
CpHSP70-10

AtHSP70-1
AtHSP70-2
AtHSP70-3
AtHSP70-4
AtHSP70-5
AtHSP70-6
AtHSP70-7
AtHSP70-8
AtHSP70-9
AtHSP70-10
AtHSP70-11
AtHSP70-12
AtHSP70-13
AtHSP70-14
AtHSP70-15
AtHSP70-16
AtHSP70-18
CpHSP70-1
CpHSP70-2
CpHSP70-3
CpHSP70-4
CpHSP70-5
CpHSP70-6
CpHSP70-7
CpHSP70-8
CpHSP70-9
CpHSP70-10

AtHSP70-1
AtHSP70-2
AtHSP70-3

250 260 270 280 290 300 310 320
B T I o (O o B o [ L I [P (Tt [ IR I |

T DSIEYEETID -
T DSIEYEETID -
T DEIRYEETD -

RSLGGEDFDEVLFQHFAAKFK INNANPEAPLNMEC] MDEKD————VRGFIK DE
EFLGGEDFDN LLEFLYSINNNINTENTIRT. TKDR LENROINBNF A AKIELSSTSQEE!NLPFITADASGAKHLNITLT SK

330 340 350 360 370 380 390 400

N P
CLIXDAISINKSHE

NPDEfvVARGAAVORE
NPDEEV GAAVQRNE
IPK
PKVQ)
EEPKVQ
KOFAvER V1. VGGSTRI PKVQQLLIADF FGKE PIVK
NN DA GO K[V ER V1.V GGS TR I PKVQQLLIMDF FIMGKEPINK
A LIAD AR IIRIREN VL VGGS TR I PKVQQMADF FRGKE PEIK
AWSIAGL TVE DFEMEV T[S GS|FVIFAM I KN RlElC]
EK‘LSD‘GLTVEDEHIV VGSGSEEPAMI REC]
REC]
KEYVEE VLVGGS TRI PKVQQLLEDF FNGKEMEKENIN PDEAVAY GAAVORATLS
KEIVIEIR VLVGGS TRI PKVQQLLEDF FNGKEMEKEIN PDEAVAYGAAVORATLS

NMALSDARSHFROIME v [ 1.V GGS TR I PRVOR LR GKE PN P DEF v ARGAAVORNE
K12 D 2 @RIV Ei V1 VGGS TR I PKVQQLLADMFIEGKE PNK@YNPDEAVAYGAAVOEETLS

ABVNSGLTVEKIHSJEIRYe IFATTR - KISE SRT INA SR C\ARE CIN Lo ML
EDEVLLVGGTR PKVQ) BGKHPEK@YNPDEAVANGA

FEELNUDLFRKEMPVEKC LIZDENRKEN
0T SVPILERVKRELIINAMSERGLTLEN| P - EFERR TMNA S CAREC]
33GEVNEE I ERTRNCKNSMKIAG I TVKE L DEYY L IYEEMS VIS BGKEPEK@YNPDEA

470 480
N P D D

I TP IV IV IO R
IMOVESTYRSDNQHE VIR O

GHENEKVO———-—-—-——— DLLLLDVTPLSLGLET
EGHENEKVO————————| DLLLLDVTPLSLGLET]
EHENEKVO————————| DLLLLDVTPLSLGLET]

37



CAPITULO Il

AtHSP70-4
AtHSP70-5
AtHSP70-6
AtHSP70-7
AtHSP70-8
AtHSP70-9
AtHSP70-10
AtHSP70-11
AtHSP70-12
AtHSP70-13
AtHSP70-14
AtHSP70-15
AtHSP70-16
AtHSP70-18
CpHSP70-1
CpHSP70-2
CpHSP70-3
CpHSP70-4
CpHSP70-5
CpHSP70-6
CpHSP70-7
CpHSP70-8
CpHSP70-9
CpHSP70-10

AtHSP70-1
AtHSP70-2
AtHSP70-3
AtHSP70-4
AtHSP70-5
AtHSP70-6
AtHSP70-7
AtHSP70-8
AtHSP70-9
AtHSP70-10
AtHSP70-11
AtHSP70-12
AtHSP70-13
AtHSP70-14
AtHSP70-15
AtHSP70-16
AtHSP70-18
CpHSP70-1
CpHSP70-2
CpHSP70-3
CpHSP70-4
CpHSP70-5
CpHSP70-6
CpHSP70-7
CpHSP70-8
CpHSP70-9
CpHSP70-10

AtHSP70-1
AtHSP70-2
AtHSP70-3
AtHSP70-4
AtHSP70-5
AtHSP70-6
AtHSP70-7
AtHSP70-8
AtHSP70-9
AtHSP70-10

DLLLLDVTPLSLGLET]
DLLLLDVEPLSLGLET T
DVS D) LLDVTPLSIGLET GVMTI I PRNT TP TRJKNJHV E'S T
DVS GVMTI I PRNTTI®P T
IHDPFGS
D
D

IS E\SENA
P

V.
V.

DLLLLDVTPLSLGLET PG

DI§YjLLDVTPLSLGLETHM
DMLLLDVAPLELGHET

GVMTIL TERNT T I PINKKIOB I T iy DN Qe Il
i
E
S
prriEFRIlersL

KGPVCTSSSRMIFQKGOVFESVIA

—DLLLLDVTPLSLGEET

IF
-EFQVHWI FlFFET ABSWKESATDAQONGAVENQQSWI VEJFKGNPLIES TId
Chilg

'LINRNTTIPTKKS@

S TINADNOje)

530 540 550
B TP IV TP IV IV (P (PPN PN (PPN (PPN IPUPIPRRS IVRPIPRNS IPIRPR IV IO
@EFDIDANGILNVSAEDKIN
@FDIDANGILINVSAEDKEK
@FDIDANGILINVSAEDKEK
@EFDIDANGILNVSAEDKIN
@EDIDANGILNVSAEDKIK

N X EoE < 00N R

E
V] EE
YSDVTELQ--LPAKISTYTIGPFQSTKG

- O -~ s B < e B B

38



CAPITULO Il

AtHSP70-11
AtHSP70-12
AtHSP70-13
AtHSP70-14
AtHSP70-15
AtHSP70-16
AtHSP70-18
CpHSP70-1
CpHSP70-2
CpHSP70-3
CpHSP70-4
CpHSP70-5
CpHSP70-6
CpHSP70-7
CpHSP70-8
CpHSP70-9
CpHSP70-10

AtHSP70-1
AtHSP70-2
AtHSP70-3
AtHSP70-4
AtHSP70-5
AtHSP70-6
AtHSP70-7
AtHSP70-8
AtHSP70-9
AtHSP70-10
AtHSP70-11
AtHSP70-12
AtHSP70-13
AtHSP70-14
AtHSP70-15
AtHSP70-16
AtHSP70-18
CpHSP70-1
CpHSP70-2
CpHSP70-3
CpHSP70-4
CpHSP70-5
CpHSP70-6
CpHSP70-7
CpHSP70-8
CpHSP70-9
CpHSP70-10

AtHSP70-1
AtHSP70-2
AtHSP70-3
AtHSP70-4
AtHSP70-5
AtHSP70-6
AtHSP70-7
AtHSP70-8
AtHSP70-9
AtHSP70-10
AtHSP70-11
AtHSP70-12
AtHSP70-13
AtHSP70-14
AtHSP70-15
AtHSP70-16

DKASAEAAP-——————————————— oo — oo ASGDCDVNMQDAKDTSDATGTDNGVPESAEKPVOMETDSKA
DKASAEAAP-——————————————— oo - oo ASGDSDVNMQDAKDTSDATGTDNGVPESAEKPVOMETDSKA
MKD= === === GSLDPS------------ SG------ SIGNEP---------

710

A N P
E-KIGERLPAAD)

720

R P S P ..
RN Y K SERERHRKEVE

E-KIGEINLPAAD

E-KIASINLDAAD
E-KLAQINLTQED

NSADTTIMSVEKSLSEY---REINIPAETIA
ELIBTINTADTTIMSIEKSLGEY---REIMIPSEIA
KDKLADIMLEGDE]A
KDKLADIMLEGDE]A
KEKLAKINI SDE DI
K--YQEYITDSER
K--YON-ISLTRR

———-MGEJNLPAAD,
KIE-KIGSLPPAD

MOTEKQLKEL---GDI{VPGP

KDKLADINLESDE]

[OEAEIRNOAE DIHOM I

EKEFEME

\ INMAMNUIW T VKIBE - KT GAINLPPPD
\GIRFNMAMMUBIWT T RIBE - KT ADINL.GPE
VERVN SIRHN|
LOIBRIMEE TKIBRISNA MW KLNBK--YOEFITDSER

——————————————————— IWEAEMEA QD]
/ Dominio C-terminal

730 740 750 760 770 780 790 800
B R O ISRt IR IR IPSPOPOUR [P (PRPURR IPUPRPUDe AR PSR I I ISP [P
Ki DSIEQATQRIMEGNOLAKA DI F'E Diat LIS TCNPpmIAKUNMOG-AGGEAGGPGA-———— SGMDDD-APPASG———--—
K| DSIEEAIQWLDG OLGIADINEE Diat LINSVCNPimIAKUMOGGAGGEAGGPGA-———— SGMDEDEAPPASG-—---—
Ki DSIEAATERIREANOLARIC DI FE Diat LIS TCNPIRIAKIUNMOG-—--GEAGGPAA-————— GGMDED-VPPSAG——-——-—
Kl DAIDQATERIRDGNQLAINADINEFE DI LIS T.CNPmRA OG-AGPDMGG--A-—-—-—--— GGMDDDTP-AGGSG———-—
ol KAIDITIERTEGNOLAINVDIREE YINLISHT NG T CNPiBRS KINNMOGGA————— AAGG——————— MPTDGDFSSSGA--——
E] AKLOILKDKIGSG---STQIKDAMAALNQEVMOMGOSLMNQP-GAGGPGAGPSPGGEGASSGD-SSSSKGGD-GD
El KLOLKEKIASG---STORMIKDTMAALNQEVMOMGOSTMNQP-QPGG--ADSPPGGEASSSSDTSSSAKGGDNGG
SE¥TAVSDLRTAMAGE---DVEDIK EAANKAVSKMGEHMSKGSGSSGSDGSSG——————=——==—————— EGTSGTE
KEM¥DAVADLRSASSGD---DLNMIKAIMIEAANKAVSKMGEHMSGGSGGGSAPGGGS—————————————=——— EGGS--D
E TKIXALE|QEDENON SEKEIMY DEJNL IAVCNPIRITAVMORSGGAPGGAGGE———-—-— SSTEEEDESHDEL-----
E TKIXALE|QEDENON SEKEIMY DEJNL IAVCNPIRITAVMORSGGAPG-AGGE—-——-—-— SSTEEEDESHDEL-----
E] GVLKIXALE{RERE EINVNAIRKEDY DEINL LVCDPVMKSVMEKTEGENE-————————— DTMEMITMSYRIV-—-—--—
EAFLANLOEVEDR®YEDGEDRITKGVYVAKLIME LKKVGDPVEVRMKESLERGSVIDQLGYCINSYREAAMSTDPKEFDHIEL
——————————————————————— GKHSWRICRKLRIG-------—--CMKMGKMRPKV-FMLQSSRSS——-—-—-—-—==-=—————

ECHARNLOBTEEYEDGDDESENAY IEKLNDVKKL I DPENRFKDGEERVQASKDLLKT IADNRMAAESLPP-————-—




CAPITULO Il

AtHSP70-18 K&F] DSIEEVIQWLDDNQL ADEFEHK LESVWSTIITK OG-~
CpHSP70-1  KRSRIDAIDSATIOQpM 19|F E Dl S VCN PRBA KIUMOG - AGADMG—————— -~ GGMEEDAPPAGGS-----
CpHSP70-2  ERVIEIAKLQ KDTIAGG———SIQAIKDAMTALNQEVMQLGQSL NQPGAPGAPGAGPAPGGE-ASSSD--SSSKGPD--G
CpHSP70-3  Ej$BSTAVK| DDIQN KEDYDERLEEVEAVCNPITAVHORSGGAPG—~GG-——————~ AADEDESHDEL-----
CpHSP70-4  Eg TRNLQQTEEW YEDGDD| SEHVYSQKLKDLQKLVDP ETRYKEGEARAQATRDLLNHIVDYRMAAGSLPP------—
CpHSP70-5  KE DAVADVRKAMAGE———NVDEIKSFIDAANKAVSK GOHMAGGSS-GGPTAGGS—————---------—-~- PGG---D
CpHSP70-6 K DAIEQAIQWLD A DiafF E DI ESICNP AKIUMOG-AGADMG————————— AGMDDDAPGAGGSGAGAG
CpHSP70-7 Q) KAAEETIEWLD VERLE DI TLEGVCNPL AKINOSGT--DVPPMGG-———~ YDMPPGGGGGSNTG-~--~
CpHSP70-8  QRSIKAIDRTVED VERLEDNLISILIAG I CN PR KINMOGGAGGDVPTGGD -~ ——- PGMAGGYGKASSGGS—--
CpHSP70-9 EGFIAKLQEVEDWLYEDGED TKGVY I AKLI§E LKKQGDPMEERMKEHTERGSVIDQLVYCINSYREAAMSNDPKFDHIDL
CpHSP70-10 TEMSSAVADLRKAMTGE---NINDIKAQLDAANKAVSKHGEHYSKGSSDSGSSSAGS——————————————-— QGG---E
810

R I I
AtHSP70-1  -GAGPKIERVD
AtHSP70-2  -GAGPKIERVD e
AtHSP70-3  -GaGPKIgvp| Sehal citosdlica

AtHSP70-4  -GAGPKIERVD
AtHSP70-5  -AGGPKIERVD
AtHSP70-6  DJ/IDADFTDSQ B
AtHSP70-7  DYIDADFTDSN|  Sefial cloroplasto
AtHSP70-8  --—--------

AtHSP70-9  QTPEAEFE@AS

AtHSP70-10 QAPEAEYE

AtHSP70-11 --———------

AtHSP70-12 --———------

AtHSP70-13 -—---------—-

AtHSP70-14 AEKQKVLNECY

AtHSP70-15 -RRWVTLLKCV

AtHSP70-16 PRKNAVLDECH

AtHSP70-18 ------—=—==

CpHSP70-1 —GAGPK

CpHSP70-2 |DVIDADFTDSK
CpHSP70-3  ——————————-
CpHSP70-4  VKKDAVIDECN
CpHSP70-5  QAPEAEYERVK

CpHSP70-6  AGAGPKIEEVD
CpHSP70-7  -GAGPK IEE
CpHSP70-8  AGAGPTIEBVD
CpHSP70-9  SEKQKVLN@ECV
CpHSP70-10 QTPEAEYE@AR

Figura 2.3. Alineamiento de secuencias HSP70 de C. papaya (Cp), A. thaliana (At). Las sombras en negro
y gris indican conservacion en los residuos al 100% y 75% respectivamente, mientras que el fondo blanco
corresponde a residuos divergentes. “ /" abarca los dominios en el alineamiento sefialados con flechas
amarillas. Las cajas azules indican las 3 firmas conservadas para las proteinas HSP70. Por otro lado, las
cajas naranja, morada y verde corresponden a los motivos correspondientes a la mitocondria, citosol y
cloroplasto respectivamente.

Se encontré 20 motivos conservados en las proteinas CpHSP70 utilizando la herramienta de
busqueda de motivos MEME (figura 2.4). Los motivos 1, 3, 4, 5, 7, 8, 9, 10 estuvieron presentes
en todas las proteinas HSP70 a excepcién de AtHSP70-8 que presentd el menor nimero de
motivos (6). Segun la localizacién subcelular predicha y el analisis de motivos, las proteinas
citoplasmaticas poseian los mismos motivos conservados: 1-14, 19 y 20, pero carecian del
motivo 17 comparadas con las proteinas citoplasmaticas AtHSP70-2, CpHSP70-7 y CpHSP70-
8. De la misma manera, las proteinas con subclasificacion cloroplastica: AtHSP70-6, 7 (con
excepcion de AtHSP70-8 y CpHSP70-2 comparten los mismos motivos conservados, patron que

se repite para las proteinas con subclasificacion mitocondrial: AtHSP70-9, 10 y CpHSP70-5y 10.
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Figura 2.4. Motivos conservados y valor p de HSP70 de C. papaya y A.thaliana

A partir de 7 genes ortologos hsp90 de Arabidopsis se obtuvo 5 genes Cphsp90 con marcos de

lectura entre 2100 (Cphsp90-2) y 2391 (Cphsp90-5) pares de bases que se tradujeron en 699 y

796 aminoacidos respectivamente. Asi mismo, ninguna proteina tuvo un peso menos a 80 kDa
con puntos isoeléctricos entre 4.9 (CpHSP90-5) y 5.65 (CpHSP90-3). Al igual que CpHSP70,
CpHSP90 presenté ubicacion predichas en diferentes compartimientos celulares (Tabla 2.9).
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Tabla 2.9. Miembros hsp90 identificados en C. papaya. Se indica el nombre del gen, el ORF, nimero de
aa, peso molecular y la localizacion predicha de las proteinas.

Nombre ORF | Aa | Mw (KDa) | pl! Localizacion predicha
Cphsp90-1 | 2112 | 703 80.94 | 4.96 | Citoplasmatica
Cphsp90-2 | 2100 | 699 80.03 5 | Citoplasmatica
Cphsp90-3 | 2328 | 775 87.91 | 5.65 | Mitocondria
Cphsp90-4 | 2112 | 703 80.8 | 4.99 | Citoplasmatica
Cphsp90-5 | 2391 | 796 90.61 | 4.9 | Cloroplasto

ORF, open reading frame (marco de lectura abierto); aa, aminoacidos; Pm, peso molecular (kDa); pl, punto isoeléctrico

El andlisis de dominios entre HSP90 de Carica y Arabidopsis indicé el dominio de union ATPsa
y la region péptido sefal (posicion 700-740). Asi mismo, todas las proteinas presentaron el
motivo caracteristico HSP90 entre la posicion 25-60, asi como, secuencias caracteristicas de
proteinas HSP90. En el alineamiento, se pudo identificar la firma del reticulo endoplasmatico de
AtHSP90-7 al igual que su motivo conservado al final de la secuencia. Las proteinas HSP90 de
Arabidopsis y papaya con localizacién citoplasmatica predicha también presentaron el motivo
caracteristico al final de la secuencia. Por otro lado, la region de citoquinas de cuatro hélices que
esta presente en las secuencias HSP90 se encontrd en todas las proteinas CpHSP90 como
AtHSP90 (figura 2.5). Adicionalmente, los numeros rojos sobre la alineacibn muestran los
residuos funcionalmente importantes: 1 (acido glutamico, E) para la hidrélisis de ATP; 2 (acido
aspartico, D) para la union de ATP; 3, 5, 6, 7y 8 (glicina, G) para la unién de GA'y p23; 4 (lisina,
K) para la union de GA; 9 (serina, S) para la fosforilacibn por la caseina quinasa Il; 10
(fenilalanina, F) para la interaccion entre dominios; 11 (arginina, R) y 12 (glutamina, Q) para
actividad ATPasa (Li et al., 2020).
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Figura 2.5. Alineamiento de secuencias HSP90 de C. papaya (Cp) y A.thaliana (At). Las sombras en negro
y gris indican conservacion en los residuos al 100% y 75% respectivamente, mientras que el fondo blanco
corresponde a residuos divergentes. Secuencias caracteristicas de Hsp90 “ = 7; citoquina de cuatro
hélices “- - -”. Dominios en el alineamiento sefialados con flechas amarillas” / ”. La caja azul indica el
motivo conservado de proteinas HSP90, mientras que la caja naranja y amarilla corresponden a motivos
del RE y citosol respectivamente. Los numeros rojos sobre la alineacion muestran los residuos
funcionalmente importantes: 1 (acido glutamico, E) para la hidrélisis de ATP; 2 (acido aspartico, D) para la
union de ATP; 3, 5, 6, 7 y 8 (glicina, G) para la unién de GA y p23; 4 (lisina, K) para la unién de GA; 9
(serina, S) para la fosforilacion por la caseina quinasa Il; 10 (fenilalanina, F) para la interaccion entre
dominios; 11 (arginina, R) y 12 (glutamina, Q) para actividad ATPasa.

HSP90 de papaya presentd 20 motivos conservados que contenian entre 14 y 50 aminoacidos.
Los motivos 1-3 y 5-14 estuvieron presentes en todas las secuencias HSP90. Segun la
localizaciéon subcelular predicha; citoplasma, reticulo endoplasmatico, mitocondria o cloroplasto,
se pudo comprobar que las proteinas compartian los mismos motivos (figura 2.6). Todas las

secuencias presentaron mas de 17 motivos conservados.

Name p-value Motif Locations

AtHSP90-1 0.00e+0 1N I O TN
AtHSP90-2 0.00e+0 [N NN 10
AtHSP90-3 0.00e+0 1NN [T ————
AtHSP90-4 0.00e+0 NI T T ——
ATHSP90-5 0.00e+0 [N N N )OO
AtHSP30-6 0.00e+0 - [N 1 T NN [
AtHSP90-7 000e+0 — [ NNNEE [ | BECTES ENTTEE N .
CpHSP90-1 0.00e+0 1NN I T O
CpHSP90-2 0.00e+0 [N T
CpHSP90-3 0.00e+0 [ D BN T S EEETTT .
CpHSP90-4 0.00e+0 NI T T ——
CpHSP90-5 0.00e+0 [N [ N R EEE T .
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Figura 2.6. Motivos conservados y valor p de HSP90 de C. papaya y A.thaliana.
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2.3.3 Andlisis filogenético y tablas de divergencia de las secuencias proteicas HSP
encontradas en C. papayay A. thaliana.

Las secuencias proteicas AtHSP17.8, PtHSP17.8 y CpHSP17.8-1 al 5 se utilizaron para construir
el arbol filogenético junto con la tabla de divergencia evolutiva entre especies. El arbol se dividio
en 2 clados y el outgroup (AT4G38630). El primer clado esta, a su vez, dividido en 2 subclados.
El primer subclado esta conformado por PtHSP17.8, CpHSP17.8-4, CpHSP17.8-5, CpHSP17.8-
3, mientras que el segundo subclado lo conforman CpHSP17.8-1 y 2. El segundo clado, esta
conformado por AtHSP17.8 (Figura 2.7).

A partir de su traduccién a proteina, se realizaron tablas de divergencia evolutiva para cada
familia HSP entre A. thaliana, P. trichocarpa y C. papaya. El resultado arroj6 porcentajes de
identidad altos entre todas las secuencias (74-96%), sobresaliendo CpHSP17.8-4 y CpHSP17.8-
5 con igual porcentaje de identidad de 85.53 y 81.05 para P. trichocarpa y A. thaliana
respectivamente (tabla 2.10). Asi mismo, se observé que el porcentaje de identidad entre
proteinas HSP17.8 de Papaya fue mayor al 83%. Obteniéndose, el mayor porcentaje de identidad
entre CpHSP17.8-5 con CpHSP17.8-4 de 96.75%, mientras que el menor porcentaje de identidad
(75.51) se obtuvo entre CpHSP17.8-2 con PtHSP17.8, lo que concuerda con los resultados del

arbol filogenético.

En base a los porcentajes de identidad, tomando en cuenta que PtHSP17.8 ha sido reportado
como inducible por alta temperatura, se seleccioné los genes Cphspl17.8-2 y Cphspl17.8-3 para

evaluarlos en este trabajo.
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—— PtHSP17.8

33
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Figura 2.7. Arbol filogenético entre secuencias proteicas HSP17.8 de A. thaliana, P. trichocarpa y C.
papaya. La construccion filogenética se realiz6 en el programa MEGAL1, con el método Maximun
Likelihood y prueba Bootstrap con 1000 réplicas. Como modelo de sustitucién se utiliz6 LG model con
Distribucién Gamma y un nimero de categorias igual a 5.

Tabla 2.10. Porcentajes de identidad entre secuencias proteicas HSP17.8 de A. thaliana, P. trichocarpa y
C. papaya. En amarrillo se muestran los porcentajes de identidad de las HSP17.8 de C. papaya escogidas.

POTRI.009G049 | At1GO7 | CpHSP17. | CpHSP17. | CpHSP17. | CpHSP17.
800.1 400 8-1 8-2 8-3 8-4
POTRI.009G049
800.1
At1G07400 74.34
CpHSP17.8-1 75.50 78.29
CpHSP17.8-2 73.51 76.32 92.16
CpHSP17.8-3 82.89 78.43 83.66 83.01
CpHSP17.8-4 85.53 81.05 84.97 84.97 90.91
CpHSF17.8-5 85.53 81.05 87.58 86.93 92.21 96.75

Para construir el arbol filogenético de Hsp70, se utilizaron las secuencias traducidas CpHSP70-
1 al 10 de papaya junto con las secuencias descritas para Arabidopsis. El arbol se dividié en 2
clados mas el outgroup. El primer clado esta dividido a su vez en 2 subclados, el primer subclado
esta conformado por secuencias HSP70 de Arabidopsis descritas como citoplasmaticas junto
con las secuencias CpHSP70-1, 6, 7 y 8. Estos hallazgos concuerdan con la localizacién predicha

de las proteinas HSP70 de carica papaya (tabla 2.8), al igual que con el alineamiento proteico
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(figura 2.3), en donde estas secuencias mostraron el motivo conservado EEVD correspondiente
con dicha localizacion. El segundo subclado, conformado por el resto de las proteinas HSP70
restantes de Arabidopsis y papaya, se dividié segun su localizacion celular. De esta manera, la
proteina CpHSP70-3 se agrupo con las proteinas AtHSP70-11, 12 y 13 de Arabidopsis
clasificadas como del reticulo endoplasmatico. Asi mismo, la proteina CpHSP17-2 se agrupo con
las proteinas AtHSP70-7 y 6 correspondientes al cloroplasto, mientras que la proteina CpHSP70-
5 y 10, se agruparon con las proteinas AtHSP70-10 y AtHSP70-9 clasificadas como
mitocondriales. Por otro lado, el segundo clado, lo conformaron las proteinas AtHSP70-14 al 16
junto con las proteinas CpHSP70-4 y CpHSP70-9, que, si bien su localizacion celular
corresponde al citoplasma, estas corresponden a la subclasificacion Hspl10/SSE que posee
firmas conservadas de HSP70. Estos resultados concuerdan con el peso molecular predicho de
las proteinas CpHSP70-4 y 9 de 89.01 kDa y 92.4 kDa respectivamente (figura 2.8).

Asi mismo, las proteinas agrupadas segun su localizacion subcelular concuerdan con las firmas
0 motivos conservados correspondientes a ese compartimiento segun lo encontrado en el
alineamiento proteico. Por ejemplo: las secuencias mitocondriales agrupadas en el segundo
subclado del arbol presentaron la firma: GDAWVEA correspondiente a la mitocondria, mientras
que, los grupos de proteinas citoplasmaéticas y del cloroplasto del arbol filogenético presentaron
los motivos EEVD y DVIDADFTDS en el alineamiento proteico.

La tabla de divergencia para la familia HSP70 entre C. papaya y A. thaliana, mostré valores de
identidad altos y bajos segun la comparacion entre secuencias (tabla 2.8). Por ejemplo,
CpHSP70-1, 6, 7 y 8 mantiene porcentajes de identidad altos >82% con las secuencias AtHS70-
1,2,3,4,5 y 18, mientras que, con los genes restantes descritos para Arabidopsis, su porcentaje
de identidad es <64%. Esto concuerda con el analisis filogenético entre ambas especies, pues
CpHSP70-1, 6, 7 y 8 esta dentro del subclado de localizacién citoplasmatica. Asi mismo, los
porcentajes de identidad entre las secuencias proteicas CpHSP70-3 y AtHSP70-11 al 13
correspondientes al reticulo endoplasmético son mayores al 80%, lo que se comprueba con el
andlisis filogenético, pues entre mas se alejan del arbol, su porcentaje de identidad es <60%. Lo

mismo ocurre, para las demas subclados agrupados segun su localizacién celular.

A partir de los resultados del arbol filogenético, se procedié a seleccionar los genes que, por
divergencia evolutiva compartian mayor porcentaje de identidad con aquellos HSP70 de

Arabidopsis descritos como altamente inducibles por calor, localizados en el citoplasma
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(AtHSP70-1, 4 y 5). Por lo tanto, los genes codificantes para HSP70 de C. papaya a evaluar en
este trabajo seran: Cphsp70-1, Cphsp70-6, Cphsp70-7 y Cphsp70-8.

AtHSP70-2
AtHSP70-18
AtHSP70-3
AtHSP70-1
CpHSP70-1
CpHSP70-6
AtHSP70-4

AtHSP70-5

CpHSP70-7
CpHSP70-8

AtHSP70-8

& 99 AtHSP70-11
99 AtHSP70-12

CpHSP70-3

AtHSP70-13

4 AtHSP70-7

3 100 CpHSP70-2

AtHSP70-6

I

97 AtHSP70-10
100 CpHSP70-5
AtHSP70-9

Sl
&7 CpHSP70-10
99
100

CpHSP70-4
100
99 |

Figura 2.8. Arbol filogenético entre secuencias proteicas HSP70 de A. thaliana, y C. papaya. La
construccion filogenética se realizé en el programa MEGAL11, con el método Maximun Likelihood y prueba
Bootstrap con 1000 réplicas. Como modelo de sustitucion se utilizé LG model con Distribucion Gamma y
un numero de categorias igual a 5.

AtHSP70-16

CpHSP70-9
AtHSP70-14
AtHSP70-15

AT4G38630
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Tabla 2.11. Porcentajes de identidad entre secuencias HSP70 de A. thaliana y C. papaya. En amatrrillo se
muestran los porcentajes de identidad de las HSP70 de C. papaya escogidas.

ALHSP ALHSP7 IAtHSP7 JAtHSP 7 IAtHSP7 JAtHSPT JAtHSP7 ATHSPT IALHSP7 IAtHSPT JAtHSP7 IAtHSPT AEHSPT IAtHSPT7 JAtHSPT AtHSP 7 IAtHSPT ICpHSP7 ICpHSP7 [CpHSPZICpHSP7ICpHSPZICPHSP 7 CpHS P ICPHS P ICpHS P |
[70-1 _|0-2 10-3 -4 0-5 0-6 p-7 [0-8 [0-9 0-10 P11 p-12 p-13  j0-14 015 -16 018  p-1 0-2 10-3 0-4 0-5 0-6 -7 p-8 10-9

ILHSP70-1
JAtHSP70-2 | 94.14
ItHSP70-3 9291 91.6§
JAtHSP70-4 | 91.67] 90.45 91.02
AtHSP70-5 83.05 824§ 8255 85.09
AtHSP70.6 | 47.07 47.63 47300 47.54 47.52
IAtHSP70-7 46900 4754 4713 4745 4656 92.16
ItHSP70-8 | 31.77] 3139 3177 32.14] 32.02] 27.49 27.36|
ItHSP70-9 4984 4799 4871 4899 4854 52.89 5297 28.7¢
AtHSP70-10 | 50.81) 49.92 50.16 50.08 49.84 53.39) 52.07] 28.95 B80.4§
AtHSP70-11 | 63.58 63.69 6472 63.62] 62.92| 47.14f 46,90 28.13 49.52 50.63
AtHSP70-12 | 63.21) 63.32] 6435 63.25 62.60 46.9i 46.75| 2794 49.92] 50.55 98.80y
JAtHSP70-13 61113 60.66 6232 62.28 62.78 47.99 47.50] 2873 49.34 49.84 7951 79.44]
JAtHSP70-14 | 28.4 28.06 2886 2835 2896 2631 2599 2038 26.09 26.62] 2896 29.17] 29.84
AtHSP70-15 | 29.3¢ 28.81 29.63) 29.29] 29.83| 26.19 26.62] 20.3§ 26.42 27.07] 28.60) 28.82] 30.22| 87.36
IAtHSP70-16 | 27.21 26.65 2729 26.81 27.73 2440 24.76| 2165 25.49 2594 2772 27.77| 2827 5237 49.57|
(AtHSP70-18 | 89.47| 89.79 87.52| 87.03] 80.03| 48.08) 48.08) 30.83 49.92 49.75 63.30 62.97] 61.27] 29.52] 29.65 26.94
CpHSP70-1 |93.51] 91.98 9163 94.28 84.84 4801 47.69 3177 49.19 5049 64.200 63.82| 62.03| 29.23 30.07] 27.17 89.63
CpHSP70-2 47.14 4754 46.82 47.29 4752 89.73| 88.72 27.73 53.04 5258 473 47.44) 47.58 26.0 26.53 23.80) 47.58 47.74
CpHSP70-3 | 6440 63.74 6508 64.60) 63.75 47.43| 46.74] 2849 50.5§ 51.27) 92.77| 92.77| 80.47| 2839 28.67] 27.30 63.78 64.03 47.43)
KpHSP70-4 2646 2579 27.01 26.22] 2651 23.800 24.32] 19.00 25.53 2549 26.92 2697 28.11| 52.03 48.12 72.47 26.16 26.11) 23.68 26.99
CpHSP705 | 5073 49.52 50000 50.32| 50.16] 5296 52.52] 28.79 81.6d4 87.39 49.29 49.53] 4942 2671 27.63 24.84] 5042 51.06 52.73 4974 24.71|
ICpHSP70-6 9382 9167 9163 9321 B409 4763 4787 3158 4839 4984 6372 6335 6155 2895 3007 2697 8947 9738 4746 6403 2622 5049
CpHSP70-7 | 82.100 81.38 81.92 83.46:&4.06 46.35 45.05 32.02 48.63 49.11] 63.05 62.83 62.06| 27.04 2801 27.04] 79.55 84.96 46.00| 64.66 2661 49.74 84.67
CpHSP70-8 8569 83900 8380 8706 8607 4763 4692 3126 4928 5040 6458 6452 6361 2839 2931 2785 8279 8779 4676 6572 27.12| 51.05 86.77 87.25
CpHSP70-9 | 27.81] 27.7) 2742 27.86 28.64] 2633 26.01] 1972 25200 26.24] 27.99 27.87| 2871 817§ 75.90 50.94 29.03 28.27| 25.77| 27.5¢ 51.93 25.83 27.84 27.61 28.07|
pHSP70-10 | 49.5 47.83 4854 4879 4838 5244 5230 28201 85.000 83.24 4903 49.1 4885 26500 2672 2496 49.08 4903 5280 4968 2516 87.06 4847 4911 4936 2579

El arbol filogenético de HSP9O0 fue construido con las secuencias proteicas de los genes descritos
para Arabidopsis y los genes encontrados en C. papaya. El arbol se dividi6é en 2 clados mas el
outgroup. EIl primer clado, conformado por proteinas descritas como citoplasmaticas, esta a su
vez dividido en dos subclados. En el primer subclado se agruparon las proteinas AtHSP90-3, 4
y 2 junto con CpHSP90-2, mientras que en el segundo subclado se agruparon las proteinas
AtHSP90-1 con CpHSP90-1 y 4. Estos resultados concuerdan con la localizacién predicha de las
proteinas HSP90 de papaya (tabla 2.9) al igual que con el alineamiento proteico, en el cual estas
proteinas presentaron el motivo MEEVD correspondiente a dicha localizacion. El segundo clado,
a su vez, dividido en dos sublados, el primero conformado por AtHSP90-7 que corresponde al
reticulo endoplasmatico, y el segundo subclado agrupado segun su localizacion celular,
cloroplasto: AtHSP90-5 y CpHSP90-5 y mitocondria: AtHSP90-6 y CpHSP90-3 (figura 2.9).

Los porcentajes de identidad obtenidos a partir de la tabla de divergencia entre la familia Hsp90
de Carica y Arabidopsis indic6 valores altos y bajos segun su agrupacion por compartimientos
celulares (tabla 2.12). Por ejemplo, las secuencias de AtHSP90 y CpHSP90 citoplasmaticas
ubicadas en el primer clado tienen un porcentaje de identidad >82%. De igual manera, las
proteinas del cloroplasto (AtHSP90-5 y CpHSP90-5) tuvo un porcentaje de identidad de 86.63%,
asi mismo, las proteinas HSP90 de la mitocondria (AtHSP90-6 y CpHSP90-3) comparten el
75.93% de identidad. Por el contrario, AtHSP90-7 del reticulo endoplasmatico tuvo porcentajes

de identidad <51% con respecto a las proteinas HSP90 de papaya.
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Al igual que con HSP70, a partir de los resultados del arbol filogenético, se seleccioné genes que
codifican para HSP90 de C. papaya que compartian mayor porcentaje de similitud con los genes
reportados como, inducibles por calor en Arabidopsis, con su localizacion en el citoplasma. Por
lo que, los genes hsp90 a evaluar en este trabajo serdn: Cphsp90-1y Cphsp90-4.

AtHSP90-3

9 AtHSP90-4

94 AtHSP90-2
CpHSP90-2

—— CpHSP90-1
AtHSP9S0-1
] %
CpHSP90-4

AtHSPS0-7

AtHSP90-5

95

CpHSPS0-5

100
AtHSPS0-6

CpHSP90-3

AT4G38630

Figura 2.9. Arbol filogenético entre secuencias proteicas HSP90 de A. thaliana, y C. papaya. La
construccion filogenética se realizé en el programa MEGAL11, con el método Maximun Likelihood y prueba
Bootstrap con 1000 réplicas. Como modelo de sustitucion se utilizé6 LG model con Distribucién Gamma y
un numero de categorias igual a 5.

Tabla 2.12. Porcentajes de identidad entre secuencias proteicas HSP90 de A. thaliana, P. trichocarpay C.
papaya. En amarrillo se muestran los porcentajes de identidad de las HSP90 de C. papaya escogidas.

AtHS | AtHS | AtHS | AtHS | AtHS | AtHS | AtHS | CpHS | CpHS | CpHS | CpHP
P9O0-1 | P90-2 | P90-3 | P90-4 | P90-5 | P90-6 | P90-7 | P90-1 | P90-2 | P90-3 | S90-4

AtHS

P90-1

AtHS | 87.82

P90-2

AtHS | 87.68 | 99.14

P90-3

AtHS | 86.82 | 97.42 | 97.71

P90-4

AtHS | 46.79 | 46.19 | 46.04 | 46.04

P90-5

AtHS | 45.18 | 44.06 | 44.06 | 44.20 | 64.25

P90-6

AtHS | 51.43 | 50.29 | 50.14 | 50.29 | 43.50 | 42.89

P90-7
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CpHS | 93.03 | 86.80 | 86.66 | 85.51 | 45.92 | 44.52 | 50.57
Cpizcl:é 88.09 | 93.27 | 92.98 | 91.55 | 45.89 | 44.64 | 51.23 | 89.37
(F;?)(:é 44.24 | 42.81 | 42.81 | 42.66 | 64.65 | 75.93 | 41.14 | 43.38 | 42.81
CPl?)(I:g 90.47 | 8293 | 82.78 | 82.78 | 46.06 | 44.81 | 51.29 | 90.04 | 85.92 | 43.54
CEZ)E—% 46.68 | 46.37 | 46.22 | 46.22 | 86.63 | 62.93 | 43.98 | 4581 | 46.08 | 65.36 | 46.53

2.3.4 Modelado tridimensional de proteinas seleccionadas para cada familia HSP de
C.papaya

A partir del andlisis de los arboles filogenéticos para cada familia HSP, se realiz6é el modelado de
proteinas a las secuencias seleccionadas para HSP17.8, HSP70 y HSP90, asi como, de las
proteinas HSP moldes de Arabidopsis reportadas como inducibles por altas temperaturas. En el
caso de HSP17.8 también se realiz6 el modelado para PtHSP17.8.

La estructura tridimensional de HSP17.8 de C. papaya y A. thaliana mostré la arquitectura
tetraédrica caracteristica de las sHSP en su forma nativa. Las proteinas escogidas mostraron
sus laminas B-plegadas localizadas en el dominio a-cristalino (figura 2.10). A pesar de que las
sHSP son mondémeros relativamente pequefios, en su estado nativo, la mayoria existe como
oligbmeros de multiples subunidades. Los monémeros de las sHSP se dimerizan incorporando
una hoja plegada 6 de un mondmero en la regién “B sanduche” del dominio a-cristalino, de sus
siglas en inglés ACD. El dodecamero finalmente se ensambla en una arquitectura tetraédrica con

cada dimero formando un borde del tetraedro (Waters et al., 2021).

Por otra parte, la estructura tridimensional de HSP70 de C. papaya y A. thaliana mostro su
estructura secundaria con a-hélices en la posicion 516-609 correspondiente al dominio C-
terminal, mientras que el dominio de unién al sustrato en la posicion 417-550 present6 laminas
B-plegadas. Todas las estructuras CpHSP70 mostraron el mismo modelo tridimensional a las
proteinas AtHSP70, evidenciando la alta conservacién de estas proteinas entre diferentes

especies de plantas y reinos.

Las proteinas HSP90 son dimeros cuyos protdmeros estan unidos entre si a través de los
extremos C-terminales. El dominio N-terminal esta formado de una lamina B-plegadas en un
extremo con un grupo de a-hélices en el otro, delimitando el sitio de unién al ATP (posicién 26-
200). Por su parte el dominio intermedio presenta una conformacion a-f3-a entre los residuos 273-

409. El dominio C-terminal esta constituido por una lamina B-plegada, seguida de a-hélices. Al
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igual que HSP70, las estructuras tridimensionales predichas para CpHSP90 presentaron el

mismo modelo que las proteinas AtHSP9O.

A@@r é‘&” m é} g»

AtHSP17.8 PtHSP17 8

CpHSP17.8-4 CpHSP17.8-5

b)

CpHSP70-1 - CpHSP70-7 CpHSP70-8

CpHSP90-1 CpHSP90 4

Figura 2.10. Modelado tridimensional de proteinas seleccionadas. a) CpHSP17.8, b) CpHSP70 y c)
CpHSP90, con el programa en linea Swiss-Model: https://swissmodel.expasy.org/.

2.3.5 Disefio de oligonucleotidos para genes Cphspl17.8, Cphsp70y Cphsp90.

Se realizé el disefio de oligonucledtidos de 8 genes: 2 Cphspl7.8; 4 Cphsp70 y 2 Cphsp90. La
secuencia, la longitud, el porcentaje de Guanina:Citocina y el tamafio del amplicon se detallan
en la tabla 2.13.

Tabla 2.13. Disefio de oligonucledtidos para genes Cphspl17.8, Cphsp70 y Cphsp90.

Gen Secuencia Longitud Tm®° %C Amplico
(pb) C G n
(pb)
Cphspl17.8- | Forwar | GGAGGAGGAGGAGAAGAACG 20 62 60
2 d
Revers | CAGTGAGCACCCCATTTTCC 20 62 55 e
e
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Cphspl17.8- | Forwar | TCCCCTTCTCTTCCTCGTCA 20 62 55
: gevers AGATCCGCCTTGAAGACGTG 20 62 55 103
Cphsp70-1 Ie:orwar ACCGTCTTACGTCGCCTTCAC 21 62 | 57.1
(Fj{evers CGCTGAATCTCCGACCAATC 20 62 55 125
Cphsp70-6 Iiorwar GGAGAGGGTCCTGCTATTGG 20 62 60
(Fj{evers CGTATGACGGCGTAGTCCTG 20 62 60 121
Cphsp70-7 Iiorwar AGGAACCAGTTGGCAGAAGTT 22 61 50
(Fj{evers SCATAGGCGGCACATCAGTA 20 61 55 115
Cphsp70-8 I(iorwar CGGACTACTCCCTCTTATGT 20 62 50
gevers CAGAGAAGCGTCTTCCAATC 20 62 50 133
Cphsp90-1 Ie:orwar ACCAAGAGTGGAGACGAATG 21 62 | 524
gevers gTCG CTCCAAGAATGGTGAGT 21 62 | 52.4 130
Cphsp90-4 Iiorwar GCCTGAGGAGATTTCAAAGGA 20 62 50
gevers ATGGCCTGGAACTCAAGCTG 18 62 50 119
e
2.4 DISCUSION

En plantas, las Heat Shock Proteins han sido reportadas como chaperonas moleculares que se
unen a proteinas mal plegadas, previenen la formacién de agregados, inducen un correcto
plegamiento y finalmente, facilitan un correcto funcionamiento celular bajo condiciones de estrés.
Adicionalmente, entender la respuesta de las plantas ante alta temperatura es de vital
importancia para su desarrollo. Por lo tanto, es necesario identificar genes involucrados en

respuesta al choque térmico en plantas.

Una de las sHSP reportadas como inducible por alta temperatura es HSP17.8. Al no existir una
base de datos que reporte una clasificacién detalla de miembros de cada familia HSP de C.
papaya var SunUp, se tomé como referencia la HSP17.8 de P. trichocarpa reportada como
inducible durante estrés por calor, adicional ala HSP17.8 del modelo de planta A. thaliana. Segun
Ming., (2008) a pesar de que C. papaya posee una relacion evolutiva mas estrecha con
Arabidopsis, comparte un mayor numero de genes P. trichocarpa, relacionados con la expansion
celular o sintesis de lignina, lo que es consistente con el tamafio de la planta y la evolucion

convergente del habito arboreo respectivamente.
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Las plantas poseen diferente nimero de genes que codifican sHSP dirigidas a diferentes
compartimientos celulares. Bajo esta caracteristica existen 11 subclases para sHSP en
angiospermas: citosol I, Il, 11, 1V, V; reticulo endoplasmético, mitocondria y cloroplasto. A partir
de secuencias HSP17.8 moldes ubicadas en el citoplasma, se obtuvo que la localizacion
subcelular predicha para las proteinas HSP17.8 de papaya correspondian a este mismo
compartimiento. Asi mismo, el peso molecular predicho entre 17.55 (CpHSP17.8-5)-17.68
(CpHSP17.8-3) kDa y pl entre 5.74 (CpHSP17.8-1) y 6.14 (CpHSP17.8-2) corresponde con lo
reportado por Li et al., (2016) para HSP17.8 de P. trichocarpa.

Adicionalmente, el analisis de dominios mostr6 el motivo conservado para la subclase citosdlica
| (CI). Las sHSP Cl y RE de diferentes mono y dicotiledéneas presentan un motivo conservado
entre 10 y 13 aminodcidos. El dominio a-cristalino consiste en ~90 aminoacidos que comprenden
un sandwich de siete B-hebras compactas que forman el nlcleo estructural de todas las sHSP.
El dominio N-terminal, al inicio de las secuencias posee una longitud variable <85 aminoacidos.
Por otro lado, la regién C-terminal, seguida del dominio a-cristalino es pequefa, entre 13-18
aminoacidos (Li et al., 2016; Waters et al., 2021). Los resultados obtenidos, indican que
CpHSP17.8 de papaya se conserva estructuralmente y podria tener funciones celulares similares
a los miembros sHSP citosol | de otras especies.

La arquitectura del dodecamero encontrada en modelaje tridimensional de proteinas HSP17.8
de papaya, Arabidopsis y Populus ha sido documentada anteriormente para cuatro subclases de
SHSP, citosdlica I: Hsp16.9 de trigo (CAA45902), HSP18.1 de guisante (P19243), HSP17.6 de
Arabidopsis (At1g53540) y citosodlica Il: HSP17.8 de trigo (AF350423), HSP 17.7 de guisante
(AAA33670) y HSP17.7 de Arabidopsis (At5g12030) lo que confirma la alta similitud en los
residuos de aminoacidos entre proteinas sHSP de diferentes especies (Waters et al., 2021;
Pandey et al., 2015).

La identificacién de genes hsp70 se considera importante debido a que estas proteinas juegan
un papel crucial tanto, en procesos de desarrollo de la planta como, en condiciones de estrés
biotico o abidtico. Varios miembros HSP70 han sido identificados en diferentes especies de
plantas como: Arabidopsis (Lin et al., 2001), arroz (Sarkar et al., 2012), tomate (Li et al., 1999) o
platano (Vanhove et al., 2015). Sin embargo, se desconoce cuantos miembros Hsp70 existen en

C. papaya.
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Los genes hsp70 reportados para la planta modelo Arabidopsis se utilizaron como molde (query)
para encontrar genes hsp70 en C. papaya var Sun up. Un total de 10 genes Cphsp70 a partir de
18 genes AtHsp70 fueron identificadas en este estudio. Si bien, el genoma de C. papaya var Sun
up es tres veces mas grande que el de Arabidopsis, este contiene menor nimero de genes
funcionales, que puede ser debido a una falta de duplicacion genémica reciente (Ming at al,
2008). Esto explicaria el menor numero de genes encontrados para hsp70 y hsp90. Resultados
similares se han encontrado en trabajos previos dentro del grupo de investigacién (Giron., 2015;
Idrovo., 2013)

Segun el andlisis filogenético y localizaciéon subcelular predicha realizada en este estudio se
encontraron 6 genes codificantes para HSP70 de papaya ubicadas en el citoplasma (CpHSP70-
1, 6, 7y 8), 2 proteinas pertenecientes a la subfamilia HSP110 (CpHSP70-4 y 9), una proteina
con localizacién en el reticulo endoplasmatico (CpHSP70-3), una proteina ubicada en el
cloroplasto (CpHSP70-2) y 2 proteinas dentro de la mitocondria (CpHSP70-5y 10). Las proteinas
CpHSP70 que comparten misma localizacién celular presentaron mayor relacion evolutiva (% de
identidad), lo que es consistente con la nocion de que genes ortélogos hsp70 de diferentes
compartimientos celulares estan mas conservados que los genes paralogos en los genomas
respectivos (Guo et al., 2016). De la misma manera, el andlisis de motivos indic6 que la
distribucion de motivos similares en cada gen esta estrechamente relacionada con su ubicacién
celular, lo que sugiere que estos podrian tener la misma funcién dentro de una subfamilia
(Rehman et al., 2020)

Las proteinas HSP110 se incluyen dentro de la familia HSP70 por su alta homologia de
secuencia. Su mayor tamafio y peso molecular se debe a la region acidica insertada en el dominio
de union al sustrato o una extension en el dominio C-terminal (Guo et al., 2016). Por otro lado, la
divergencia filogenética entre miembros HSP70, asi como sus roles caracteristicos pueden estar

estrechamente relacionados con su ubicacion en diferentes compartimientos celulares.

Si bien la proteina AtHSP70.8 tiene su localizacién en el cloroplasto, existe una gran variacion
en su secuencia ya que esta no presentd el motivo conservado correspondiente a este
compartimiento celular en el alineamiento proteico. Asi mismo, segun el arbol filogenético
publicado por Lin et al., (2001), esta proteina no se agrupa con las demas proteinas de esta
localizacion celular, por lo que el autor describe a este gen como el més alejado entre todos los
miembros de la familia de genes que es solo ~25% similar a la mayoria de los otros AtHSP70.

Lo publicado por el autor, concuerda con los resultados encontrados en este trabajo, ya que,

56



CAPITULO Il

segun la tabla de divergencia, AtHSP70 posee un porcentaje de identidad <32% con respecto a
las demas proteinas HSP70 de A. thaliana y C. papaya, al igual que su ubicacion fuera del grupo
de proteinas AtHSP70-6y 7.

Por otro lado, se ha reportado que las proteinas HSP90 estan involucradas en el correcto
plegamiento de quinasas, factores de transcripcion, transduccion de sefiales de estrés y
reparacion del ADN (Song et al., 2019). A pesar de que se han identificado varios miembros

HSP90 de diferentes especies de plantas, no existe estudios de HSP90 en C. papaya.

En el presente estudio se identificd 5 genes hsp90 en C. papaya a partir de 7 genes hsp90
reportadas en la planta modelo A. thaliana. A partir del arbol filogenético junto con el andlisis de
localizacién predicha, 3 proteinas (CpHSP90-1, 2 y 4) se ubicaron en el citoplasma, una proteina
(CpHSP90-5) se localiz6 en el cloroplasto y una proteina (CpHSP90-3) con localizacion en la
mitocondria. Adicionalmente, el pl de CpHSP90 estuvo entre 4.9 (CpHSP90-5) y 5.65 (CpHSP90-
3) sugiriendo proteinas acidas, lo que es consistente con los resultados para A. thaliana, tomate
y tabaco (Krishna et al., 2001; Song et al., 2019).

Dentro de las funciones que cumple HSP90 al ser una chaperona destaca: permitir el
plegamiento y activacion, facilitar la unién especifica entre una proteina diana y su ligando, y
favorece el ensamblaje. En su conformacién nativa, el dominio N-terminal posee un segmento
en forma de tapa que, durante el cambio conformacional, la estructura de la proteina pasa de
estado abierto (unida al ADP) ha cerrado (unida al ATP), influyendo en la afinidad de Hsp90 por
las proteinas sustrato. En el dominio intermedio, existe una region o lazo anfipatico entre los

residuos 329-339 que esta implicado en la interaccion con la proteina diana (Ali., et al 2006).

El mecanismo de accién de esta proteina se basa en los cambios conformacionales de su
estructura terciaria debido a la unién con ATP y la actividad ATPasa. En su forma inactiva, los
dominios N-terminal poseen una conformacion abierta sin interaccionar, a manera de “pinza”.
Cuando se une al ATP, la proteina sustrato se une a su vez al dominio intermedio y los
mondmeros se aproximan y se enrollan entre si, alcanzando su conformacion cerrada. Después
de la hidrdlisis, los dominios N se separan, retomando la conformacion abierta, liberando el
sustrato activado junto con ADP + Pi y estableciendo un ciclo de hidrdlisis del ATP (Ali., et al
2006).

HSP90 forma distintos complejos proteicos que actian como reguladores de los cambios

conformacionales que favorecen o impiden el proceso. Uno de ellos descritos por Bourgine &
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Guihur., (2021) establece la interaccion con HSP70 cuando existe estimulo de estrés por alta
temperatura. Sin embargo, aun se desconoce el mecanismo de regulacion de esta proteina
debido a que no esta elucidado como se produce la asociacion con otras proteinas para formar

complejos y qué le aporta, en concreto, al mecanismo de accion.

Los resultados respaldan que los genes identificados en este trabajo constituyen un importante
recurso genético que codifican HSP involucradas en el correcto plegamiento de proteinas en

condiciones normales y bajo condiciones de estrés.

2.5 CONCLUSIONES

En el presente trabajo se identificaron y caracterizaron por primera vez de manera in silico genes
gue codifican para la proteina CpHSP17.8, y las familias CpHSP70 y CpHSP90 en C. papaya a

partir de los genes ortélogos descritos para A. thaliana.

Carica papaya contiene al menos 5, 10 y 5 genes que codifican para la familia CpHSP17.8,
CpHSP70 y CpHSP90, respectivamente, cuyas proteinas estan ubicadas en diferentes

compartimientos celulares, lo que sugiere distintos roles funcionales in vivo.

El alineamiento de secuencias para cada CpHSP17.8 indic6 el dominio a-cristalino caracteristico
de las small heat shock proteins con las regiones consenso | y Il, asi como el motivo
perteneciente a la clase citosdlica | (NTD CI). Por su parte, para la familia CpHSP70 se identifico
los 3 dominios funcionales (dominio de unién ATPasa, dominio de unién al sustrato y dominio C-
terminal) al igual que las 3 firmas caracteristicas de la familia. Cada proteina present6 los mismos
motivos conservados segun su ubicacion subcelular. Finalmente, se encontr6 el dominio de unién
ATPsay la region péptido sefial para la familia CpHSP90, asi como, los motivos caracteristicos
de su localizacioén (Citoplasma, MEEVD; Reticulo Endoplasmatico, KDEL).

El modelamiento de proteinas comprob6 que las CpHSP17.8 mostraban laminas B-plegadas
localizadas en el dominio a-cristalino. Por su parte, la familia CpHSP70 presentd a-hélices en
correspondientes al dominio C-terminal y laminas B-plegadas del dominio de unién al sustrato.
Los miembros de la familia CpHSP90 presentaron las laminas B-plegadas en un extremo con un
grupo de a-hélices en el otro correspondiente al dominio N-terminal. Por su parte el dominio
intermedio present6 una conformacion a-f-a y el dominio C-terminal estuvo constituido por una

lamina B-plegada, seguida de a-hélices. Al igual que las demas CpHSP, las estructuras
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tridimensionales predichas para cada CpHSP (HSP17.8, HSP70 y HSP90) presentaron el mismo
modelo estructural que las proteinas moldes de A. thaliana, AtHSP (HSP17.8, HSP70 y HSP90).
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CAPITULO IIl. RESPUESTA FISIOLOGICA DE C. papaya cv Maradol y Silvestre
ANTE ESTRES POR ALTA TEMPERATURA

3.1 INTRODUCCION

Debido al calentamiento global las plantas, intentan minimizar los efectos de la alta temperatura
al activar mecanismos de respuesta para tratar de defenderse de los dafios causados por el
incremento de calor como, por ejemplo: dafio en la membrana celular y conformacién de las
proteinas, estrés oxidativo debido a la acumulacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) y/o
cambios en la organizacion de estructuras celulares. Adicionalmente, el aparato fotosintético
sufre dafos, la tasa de transpiracion y conductancia disminuyen debido al cierre de estomas para
evitar la pérdida de agua, inhibicién de enzimas fotosintéticas, reduccion en la expansion de las
hojas, pérdida de turgencia y aceleracion de la senescencia. Por lo que, para mitigar tales
efectos, se altera el metabolismo y fisiologia de la planta. Una de las respuestas es la
acumulacion de azUcares, metabolitos y enzimas antioxidantes como: superdxido dismutasa
(SOD), peroxidasa (POT) y catalasa (CAT) para sobrevivir a periodos de estrés y evitar dafios

mayores (dos Santos et al., 2022).

Los procesos fisiolégicos en las plantas como: la germinacién, crecimiento, respiracion,
fotosintesis, transporte, tropismo, entre otros, también se ven afectados ante diversos factores o
condiciones desfavorables. Por lo que, distintos parametros fisiolégicos se han utilizado como
indicadores cuantitativos del estado de las plantas bajo estrés bi6tico o abiético, en los que se
incluyen: eficiencia maxima del fotosistema I, medido como F./Fr, indice de rendimiento Plaps,
intercambio gaseoso o relaciones hidricas, la mayoria de estos son no destructivos y pueden ser
medidos varias veces durante fases experimentales (Meetam et al., 2020; Fuzy et al., 2019). Sin
embargo, organismos mejor adaptados o tolerantes, por razones evolutivas, a condiciones
desfavorables, son capaces de modular los mecanismos de respuesta a favor de su defensa
para superar las condiciones de estrés y volver a su metabolismo basal. Estos mecanismos de
respuesta fisiolégica inician con la percepcion del estrés que desencadenara una cascada de
sefiales moleculares que terminan en cambios a nivel fisiol6gico, bioquimico y de desarrollo (dos
Santos et al., 2022).

El dafio causado a la cadena de transporte de electrones del fotosistema | y Il se puede evaluar
a través de la medicion de la fluorescencia rapida de la clorofila a, la fluorescencia retardada de

la clorofila a y la reflexion modulada de 820nm. La cinética de la fluorescencia rapida y retardada
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dependen directamente del estado redox del PSII (P680), mientras que la reflexion modulada es
una funcién del estado redox del PSI (P700). Al funcionar PSI y PSII de forma coordinada con
una serie de transportadores de electrones de la cadena de transporte de electrones, cualquier
fluctuacion dentro de sus componentes pude alterar de forma directa o indirecta la cinética de
fluorescencia. Por lo tanto, se obtiene informacién sobre toda la cadena de transporte de
electrones: lado donante del PSII, transferencia de e entre PSIl y PSl y el lado aceptor del PSI
(Chen et al., 2021).

En plantas, la emisién de fluorescencia esté a cargo de las moléculas de clorofila a asociadas a
los fotosistemas | y Il (PSI y PSII). Por lo tanto, la medicién del rendimiento de la fluorescencia
de la clorofila puede utilizarse para obtener informacion acerca de la eficiencia fotoquimica y la

disipacion de la energia absorbida en forma de foton (Moreno et al., 2008).

El indice de rendimiento (PI) provee informacidn acerca del estado general de las plantas y su
vitalidad. De manera especifica, es el producto de la concentracion de centros de reaccion por
clorofila, un parametro relacionado con fotoquimica primaria y otro relacionado con transporte de
electrones. Por lo tanto, Pl brinda informacion acerca de cambios en las propiedades de antena,
eficiencia de la captura o transporte de electrones que van mas alla de la plastoquinona primaria
Qa (Kalaji et al., 2016)

Por otro lado, la fuga de electrolitos es un indicador de estabilidad de la membrana celular, asi
como, de la condicidn y resiliencia potencial de las células vegetales (Fuzy et al., 2019). Durante
estrés abidtico, las membranas celulares es una de las primeras y principales estructuras
afectadas, por lo que mantener su integridad y estabilidad bajo estas condiciones es considerado
como mecanismo de tolerancia en plantas (Bajji et al., 2001). Los primeros estudios realizados
en medir la fuga de electrolitos sugirieron que este estaba relacionado con el dafio a la membrana
celular por degradacion oxidativa de la bicapa de lipidos o defectos mecanicos. Por lo que resulta
en un parametro fisioldgico que puede inducir respuestas de defensa ante condiciones

ambientales (Bajji et al., 2001)

De la misma manera, el agua, es el recurso mas importante para el crecimiento y funcionamiento
de las plantas, y, al mismo tiempo, la mayor limitante de la produccién agricola (Taiz & Zeiger
2002). El potencial hidrico (Ww) es una medida de la energia libre del agua por unidad de volumen

(J/m3) equivalente a unidades de presién como el pascal o mega Pascal (MPa). Al ser una medida
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influenciada por factores de concentracion, presion y gravedad, resulta un buen indicador del
estado general de la planta (Taiz & Zeiger 2002).

Durante condiciones de estrés, las plantas acumulan diferentes osmolitos, como: L-prolina,
glicina betaina, manitol, glicerol, sorbitol, entre otros (Sharma et al., 2019). Estos osmolitos
contribuyen con la eliminacién de especies reactivas del oxigeno (ROS), asi como, cambian la
presién osmética de la célula al mantener el agua sin comprometer el metabolismo normal,
actuando como osmoprotectores (Sharma et al., 2019). Ademas de su papel como osmolito, la
prolina, es un aminoacido esencial para el metabolismo primario, su acumulacién en el
citoplasma hace que actlle como chaperona molecular al amortiguar el pH citosdlico y mantener
el estado redox de la célula. Por lo que, diversos estudios sefialan su papel para estimular la

tolerancia ante estrés abidtico en plantas (Meena et al., 2019; Sharma et al., 2019).

De manera que en el presente capitulo se evalué el efecto de estrés por alta temperatura en las
respuestas fenotipicas y en una bateria de parametros fisiolégicas que incluyeron: pardmetros
fotosintéticos, de fluorescencia, integridad de membrana, potencial hidrico y contenido de prolina,

gue permitieran definir el grado de termo tolerancia de plantas de papaya comercial y silvestre.

3.2.1 Material vegetal

Las semillas del genotipo Maradol fueron adquiridas de la casa comercial Semillas del Caribe.
Por otro lado, las semillas del genotipo silvestre se obtuvieron a partir de una recoleccion previa
de frutos de poblaciones silvestres nativas encontradas en sitios poco perturbados de diferentes
localidades del Estado de Yucatéan (Bautista, 2020).

3.2.1.1 Tratamiento pre-germinativo

Un total de 50 semillas de cada genotipo fueron sometidas a un tratamiento pre germinativo
segun el protocolo reportado por Mufiozcano y Martinez (2008), con modificaciones realizadas
por el Laboratorio de Fisiologia Vegetal Molecular. Las semillas fueron remojadas en agua
destilada durante 15min a temperatura ambiente. Posteriormente, se lavaron con solucion KNOs
(50g L) por 48h a 30°C con agitacion constante, la decantacion de la solucién se realizé cada
24h. Una vez finalizado los lavados, se procedio a colocar las semillas en acido giberélico
(400ppm) por 3h a 35°C.
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3.2.1.2 Germinacion de semillas C. papaya cv Maradol y Silvestre

Las semillas, con tratamiento pre germinativo, se pasaron a compartimientos cerrados dentro de
franelas estériles a 35°C (dentro del invernadero). Al cabo de 4 dias se observé que las semillas
comienzan a romper la testa. Finalmente, después de 6 dias, semillas con una radicula de mas
de 0.5mm se pasaron a charolas de plastico con 50 cavidades que contenian sustrato estéril
(Peat moss y Agrolita en relaciéon 1:1) humedecido previamente con fungicida Carbendazim (5mL
L) para prevenir posibles plagas. Durante la etapa en charolas el riego consistié en 10mL de
agua por cavidad cada 24h durante 45 dias.

3.2.1.3 Aclimatacion de plantas C. papaya

Al cumplir los 45 dias de edad, las plantulas se transfirieron a bolsas negras de invernadero con
sustrato (tierra, peat moss y agrolita en relacién 1:1:1). El riego de las plantas se mantuvo cada
24h con 50mL de agua a temperatura promedio de 28 + 2°C durante 70 dias y fotoperiodo de
13h luz y 11h obscuridad.

3.2.2 Ensayo de estrés por alta temperatura

Se seleccionaron plantas jévenes Maradol y silvestre de 115 dias de edad con morfologia similar
(altura y numero de hojas). Para el ensayo térmico, descrito en la figura 7, se utiliz6 una camara
térmica de 91.5cm de largo con 41.5cm de ancho y 61cm de profundidad, disefiada en el
laboratorio de Fisiologia Vegetal Molecular (Bautista, 2020). Los tratamientos control consistieron
en; un grupo de plantas en condiciones de invernadero (28 + 2°C), un grupo control de la camara
térmica sometido a 25°C por 2h y su recuperacion después de 168h a 28 + 2°C en invernadero
con riego constante (50mL de agua cada 24h). El tratamiento de estrés térmico se realizé a 50°C
por 2h dentro de la cAmara térmica y su recuperacion se evalué después de 168h a 28 + 2°C en

invernadero con riego constante.

3.2.3 PARAMETROS FISIOLOGICOS

3.2.3.1 Fluorescencia de clorofila

Como indicadores del rendimiento fotosintético de la planta, los pardmetros de fluorescencia
variable y fluorescencia maxima (Fv/Fm), asi como, el indice de rendimiento (potencial) Plass Se
midieron con el equipo M-PEA, de sus siglas en inglés (Multifunctional plant efficiency analysis),

Hansatech Instruments Ltd, Norfolk, UK.
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Para la medicién, una hoja seleccionada de cada repeticién se adapt6 a la obscuridad utilizando
un clip especial de hoja por 20 minutos. Una vez transcurrido el tiempo en obscuridad, el sensor
Optico se adapt6 a la region del clip ubicado en la parte adaxial de la hoja para iniciar la medida.
Adicionalmente, la cinética de la fluorescencia de la clorofila o curvas OJIP se realizaron a traves
del programa SigmaPlot 11.0 con los valores de fluorescencia a través del tiempo con la finalidad

de evaluar el comportamiento de los fotosistemas PSIl y PSI.

3.2.3.2 Intercambio gaseoso

La tasa fotosintética de las hojas se determiné a través de un analizador de gases en el espectro
infrarrojo, IRGA (LI-6400XT portatil LI-COR, Nebraska, USA). Para las mediciones, una hoja de
cada repeticion se colocé dentro de la cAmara con un area de 6 cm?, bajo un flujo constante de
CO; de 350 pmolCO.molt. Los parametros del programa precargado en el equipo se
mantuvieron iguales, a excepcion de la temperatura del bloque, misma que se modificé a 30°C
en condiciones de invernadero. Una vez iniciada la medida se esperaron unos segundos para
que la misma pueda estabilizarse e iniciar las lecturas de: fotosintesis (umolCO.m?s™),

conductancia (molH,Om2s™?), transpiraciéon (mmolH.Om2st) y CO; intercelular (umolCO.mol?).

3.2.3.3 Potencial hidrico

El potencial hidrico (W) se midio con el equipo WP4C, potenciometro de punto de rocio, (Decagon
Devices, USA). Se tom6 una muestra de hoja de 4cm de didmetro con ayuda de un sacabocado
por cada repeticion, estas se midieron una por una dentro de la camara sellada del equipo a
25°C.

3.2.3.4 Porcentaje de pérdida de electrolitos

La integridad de la membrana plasmatica puede estimarse a través de la fuga de electrolitos.
Para determinar el porcentaje de pérdida de electrolitos se realizaron 3 cortes en forma de disco
de 0.7mm de didametro a una hoja seleccionada por cada repeticién. A continuacion, los discos
se colocaron en frascos de vidrio con 30mL de agua destilada. La conductividad inicial C;
(uS/cm), generada por los electrolitos liberados se midié con el potenciometro (ORION modelo
162, USA). Posteriormente, los discos fueron autoclavados para generar el dafio total de la
membrana plasmatica. Después de que los frascos estuvieran frios, se tomé la medicion final C..
Finalmente, el porcentaje de electrolitos se evalud con la siguiente férmula: % fuga de electrolitos
= (C4/C2) * 100.

65



CAPITULO Il

3.2.4 Contenido de Prolina

El contenido de prolina se realiz6 a través de espectrofotometria segun el protocolo de (Bates el
al., 1973) con modificaciones. Se pesaron 120mg de hoja y se pulverizaron con nitrégeno liquido
y se homogenizaron con 5mL de acido sulfosalicilico al 3% para después centrifugar a 13000
rpm por 15 minutos. Un mililitro de sobrenadante se incub6 con 1mL ninhidrina &cida y 1mL de
acido acético glacial a 96°C por 1h. La reaccion se detuvo con bafio de hielo por 5 minutos,
después de este tiempo se afadieron 2mL de tolueno para, seguido, realizar vortex por 20
segundos. Los tubos se dejaron reposar por 5 minutos para que las fases puedan separarse.
Finalmente, se toma la fase organica de cada muestra y se midié a 520nm utilizando como blanco
1mL de tolueno. Para la cuantificacién de prolina se realiz6 una curva estandar con L-Prolina en

concentraciones de 0.025 a 0.4 uM.

3.2.5 Evaluacion estadistica

Los datos obtenidos de cada prueba fisioldgica y cuantificacion del contenido de prolina se
analizaron a través del software R con el paquete R commander. La normalidad de los datos se
comprobé con la prueba de Shapiro-Wilk. De acuerdo con la distribucién normal de los datos, se
aplicé un analisis de varianza (ANOVA P<0.05) o un Modelo Lineal Generalizado (GLM p<0.05)
para determinar diferencias significativas entre tratamientos. Como prueba de comparacién de
medias se empled la prueba de Duncan. De esta forma, con cada prueba fisiolégica la hipétesis
alternativa planteada fue que, existian diferencias significativas entre tratamientos, para cada
genotipo Maradol y silvestre: temperatura de invernadero (28 + 2°C), camara térmica (25°C),
postratamiento o recuperacion (28 + 2°C), o que, por el contrario, las medias de los tratamientos

no presentaban diferencias, considerada como la hipotesis nula.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 RESPUESTA FENOTIPICA DE C. papaya ANTE ESTRES POR ALTA TEMPERATURA

Para los ensayos de estrés térmico se utilizaron plantas jovenes (115 dias) de C. papaya cv
Maradol y silvestre que fueron sometidas a 50°C por 2 horas dentro de una cdmara térmica. La
temperatura problema ha sido evaluada previamente en el laboratorio de Fisiologia Vegetal
Molecular (Bautista, 2020; Alcocer, 2013).
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Figura 3.1. Respuesta fenotipica en plantas jovenes de C. papaya Maradol y Silvestre ante estrés por alta
temperatura a tiempo TO (25°C), tiempo de exposicion T1 de 2h (50 °C) y tiempo de recuperacion T2 de
168h (25°C).

Como se observa en la figura 3.1 T; las plantas jovenes después de 2h de estrés térmico (50°C)
presentaron notables alteraciones en su estado fenotipico. Las hojas de ambos genotipos
mostraron pérdida de turgencia, enrollamiento y en el caso del genotipo Maradol, marchitamiento
del tejido en comparacién con el grupo control (figura 3.1 To). Sin embargo, estos cambios
morfolégicos fueron mas evidentes en el genotipo Maradol a diferencia del genotipo silvestre
(figura 3.1 ay b). Después de 168h de recuperacion a 28 + 2°C en invernadero y riego constante
se evidencid que existe mejor recuperacion de la turgencia en las hojas del genotipo silvestre a
diferencia del genotipo Maradol, cuyas hojas presentaban mayor decaimiento y menor

recuperacion de turgencia que el genotipo silvestre.
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3.3.3 RESPUESTA FISIOLOGICA DE C. papaya cv Maradol y silvestre ANTE ESTRES POR
ALTA TEMPERATURA.

3.3.3.1 Eficiencia méxima del fotosistema ll e indice del rendimiento Plaps

La eficiencia méaxima del fotosistema Il, medido como F./Fm, e indice de rendimiento Plas son
indicadores indirectos del rendimiento cuantico del fotosistema Il. Ante esto, al realizar el andlisis
de estadistico para la relacion Fv/Fm, la prueba de andlisis de datos (p<0.05) sefial6 que
existieron diferencias significativas entre distintos tratamientos (figura 3.2 a). La prueba de
diferencia de medias de Duncan sefial6 que el grupo control en invernadero (28 + 2°C) y caja
(25°C) asi como la recuperacion (28 + 2°C) para ambos genotipos se mantuvo con medias
superiores a 0.74 sin presentar diferencia entre ellos. Sin embargo, después de 2h a 50°C, se
observé una disminucién en la emision de fluorescencia siendo 0.56 para el genotipo Maradol y
0.64 para el genotipo silvestre, ambos estadisticamente igual pero diferentes a sus controles (p
= 0.00345).

Fv/Fm Plos
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0.75 4 10 4
a
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c P bc
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Oh (28 £2°C) 2h (25°C, 50°C) 168h (28 +2°C) Oh (28 £ 2°C) 2h (25°C, 50°C) 168h (28 +2°C)
—@— Maradol 25°C —8— Maradol 25°C
—O— Maradol Tratamiento —O— Maradol Tratamiento
—v— Silvestre 25°C —w— Silvestre 25°C
—A— Silvestre Tratamiento —A— Silvestre Tratamiento

Figura 3.2. Eficiencia fotoquimica del fotosistema Il (Fv/Fm) e indice rendimiento Plass en plantas de C.
papaya Maradol y Silvestre ante estrés por alta temperatura a tiempo 0 (28 + 2°C), tiempo de exposicidon
2h (25°C y 50 °C) y tiempo de recuperacion 168h (28 + 2°C). Las barras en los puntos corresponden a la
media +/- la desviacion estandar. Diferentes letras mindsculas indican diferencias significativas (p<0.05)
encontradas entre la media de los tratamientos.

Por otro lado, el andlisis de datos para el indice de rendimiento Plassindicd que existen diferencias
significativas entre los tratamientos (p<0.05) con p = 0.000000755. Para el grupo control de
invernadero se obtuvieron valores iniciales de indice Plas de 10.79 y 8.38 Maradol vy silvestre,

respectivamente. Durante su exposicion a 25°C en la camara térmica se observé que este valor
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disminuy6 para ambos genotipos (5.67 Maradol y 5.16 silvestre). Sin embargo, después del
estrés a 50°C estos valores disminuyeron notablemente para ambos genotipos, siendo de 0.50
para Maradol y 1.01 para silvestre. Durante el periodo de recuperacion se observo que el grupo
control de la camara recupera sus valores de indice Plas (8.95 Maradol y 8.26 silvestre). Por otro
lado, el genotipo Maradol no present6 incremento del rendimiento de su fotosistema (Plabs 0.92)
siendo igual al periodo de estrés, mientras que el genotipo silvestre incrementé su rendimiento
después de 168h a 5.07, siendo diferente significativamente que su variedad comercial (figura
3.2 b).

3.3.3.2 Cuantificacion del rendimiento del fotosistema Il a través de curvas O-J-I-P
Al exponer a la luz una muestra fotosintética adaptada a la obscuridad permite obtener una curva

de induccion de fluorescencia de clorofila polifasica (O-J-1-P transitoria) que provee informacion
de la actividad fotosintética del PSIl y la reduccién de la plastoquinona. El incremento de la
fluorescencia de la clorofila presenta cuatro inflexiones: O, corresponde al valor minimo de
fluorescencia (FO) en este momento todos los centros de reaccién estan oxidados. J, que ocurre
alos 2ms (F2ms), se relaciona con la reduccion parcial de QA. |, se desarrolla a los 20ms (F20ms)
y re relaciona con la reduccion parcial de QA y QB. Por dltimo, P, representa el valor maximo de

fluorescencia (Fm) donde todos los centros de reaccion estan reducidos. Piaps
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Figura 3.3. Curva de induccién de fluorescencia de clorofila polifasica (O-J-I-P transitoria) en plantas de
C. papaya Maradol y Silvestre ante estrés por alta temperatura. a) tiempo 0 (28 + 2°C) y exposicion de 2h
a 25°C, b) tiempo de exposicién 2h a 50°C, c) tiempo de recuperacién 2h a 25°C + 168h (28 £ 2°C) y d)
tiempo de recuperacion 2h a 50°C + 168h (28 + 2°C). Diferentes letras minUsculas corresponden a
diferencias significativas (p<0.05) encontradas entre la media de los tratamientos.

Al realizar el andlisis de datos (p<0.05) se observé que los grupos control a temperatura de
invernadero (28 + 2°C) y camara térmica (25°C) no presentaron diferencias en sus curvas O-J-I-
P (figura 3.3 a). Sin embargo, después del tratamiento a 50°C, si bien, la emision de fluorescencia
se ve afectada para ambos genotipos, el genotipo silvestre presenté menor afectacion en su PSlI,

con una media de 16003.18 a diferencia del genotipo Maradol con una media de 13876.45
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(p=3.11eY) (figura 3.3 b). Después del periodo de recuperacion a 28 + 2°C, los valores del grupo
control se mantienen dentro de lo normal, con medias de 22982.55 para silvestre y de 18323.08
Maradol, sin presentar diferencias con los grupos control a temperatura de invernadero y cAmara
térmica (Figura 3.3 a 'y c), cabe mencionar que el genotipo silvestre presenté mejores niveles de
fluorescencia que su variedad comercial. Por otro lado, al finalizar el periodo de recuperacion
para los tratamientos a 50°C, se observoé que existen diferencias significativas (p=1.99e4) entre
genotipos. Silvestre presentd mejor recuperacion de la actividad del PSII con media de 25554.02

en relacion con el genotipo Maradol, con una media de 21298.06 (Figura 3.3 d).

3.3.3.3 Fotosintesis, conductancia estomética (gs), transpiracion y CO; intercelular (Ci)

Después de realizar el analisis de datos (p<0.05), los resultados obtenidos para fotosintesis
indicaron que los grupos control a temperatura de invernadero (28 + 2°C) y camara (25°C) se
mantuvieron sin diferencias significativas entre genotipos con medias superiores a 9.73
umolCO.-m2s? (figura 3.4. a). Sin embargo, después del periodo de estrés, la fotosintesis del
genotipo Maradol decae significativamente con respecto a su control y al genotipo silvestre (p =
2.09e%") presentando valores de 0.18 y 3.94 umolCO.m2s? respectivamente. Después del
periodo de recuperacion se evidencié que existe diferencia significativa entre genotipos (2.97
umolCO.m2s! Maradol y 6.38 pmolCO.ms* silvestre). Se pudo observar que la fotosintesis
para ambos genotipos se vio afectada, debido a que, aunque exista un incremento después del

periodo de recuperacion esta no regresé a niveles control.

Por otra parte, al realizar el andlisis de datos (p<0.05) se observo que los valores de conductancia
se mantienen a niveles similares entre los genotipos Maradol y silvestre en los grupos control
presentando medias igual a 0.48 molH.Om2s! y 0.38 molH,Om2s? respectivamente en
invernadero y de 0.45 molH,Om2s? y 0.40 molH,Om2s™* respectivamente dentro de la cAmara a
25°C (figura 3.4 b). Después del periodo de estrés, se observé que la conductancia del genotipo
silvestre incrementa a 1.41 molH.Om2s? siendo significativamente diferente a los demas
tratamientos. Al finalizar el periodo de recuperacion, se observoé que ambos genotipos retoman
niveles de conductancia iguales a los niveles control. Maradol presenté una media de 0.067

molH,Om2s?y silvestre de 0.128 molH,Om2s! sin presentar diferencias entre ambos.
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Figura 3.4. a) Fotosintesis (umolCO2m-s1), b) conductancia estomatica (molH20m-s1), ¢) transpiracion
(mmolH20m-2s1) y d) COz2 Intercelular (umolCO2mol?) en plantas de C. papaya Maradol y Silvestre ante
estrés por alta temperatura a tiempo 0 (28 + 2°C), tiempo de exposicién 2h (25°C y 50 °C) y tiempo de
recuperacion 168h (28 + 2°C). Las barras en los puntos corresponden a la media +/- la desviacion estandar.
Diferentes letras minusculas indican diferencias significativas (p<0.05) encontradas entre la media de los
tratamientos.

La tasa de transpiracion en hojas del genotipo Maradol y silvestre comenzaron con medias de
7.24 mmolH,Om2st y 6.05 mmolH,Om2s?, respectivamente a temperatura de invernadero (28
+ 2°C), mismas que se mantuvieron en camara a 25°C con medias de 6.73 mmolH.Om2s'y 6.39
mmolH.Om2s?, respectivamente sin presentar diferencias entre genotipos (GLM p<0.05). Al

finalizar el tiempo de estrés, la transpiracion en el genotipo silvestre (14.73 mmolH,Om=2s)

aumentd significativamente (p=0.000016) en relacion con sus controles, mientras que, la
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transpiracion en el genotipo Maradol (1.38 mmolH,Om2s™) disminuyé significativamente (p=
0.00105) siendo diferente entre tratamientos. Después de 168h de recuperacion con riego
constante, ambos genotipos presentaron disminucién en su transpiracion (1.16 mmolH.Om2s?
Maradol y 1.96 1.38 mmolH,Om=2s? silvestre) siendo diferente en relaciéon con sus controles
(figura 3.4 c).

Adicionalmente, el analisis de datos (p<0.05) para el flujo de CO; intercelular (Ci) present6 que
los valores de Ci se mantienen constates a temperatura de invernadero (28 + 2°C) y camara
térmica (25°C) con medias sobre 343.29 umolCO;mol* para el genotipo Maradol y 341.27 para
el genotipo silvestre. Después de 2h de estrés a 50°C, los datos indicaron un incremento de Ci,
sin embargo, no existieron diferencias entre genotipos y controles (371.52 pmolCO.mol* Maradol
y 383.18 umolCO.mol?* silvestre). Finalmente, después de 168h de recuperacién a temperatura
de invernadero, el grupo control no presenté diferencias entre genotipos con valores de 359.02
para Maradol y 344.42 para silvestre. De igual manera, los tratamientos a 50°C no presentaron

diferencias entre genotipos con relacion a sus controles (figura 3.4 d).

3.3.3.4 Potencial hidrico de hojas C. papaya cv Maradol y silvestre

El movimiento de agua en las plantas, medido como potencial hidrico, se mantuvo sin diferencias
significativas (p<0.05) para los grupos control a temperatura de invernadero (28 + 2°C), camara
térmica (25°C) y recuperacion (28 + 2°C) con valores mayores a -0.84 MPa (figura 3.5). Después
de 2h a 50°C, se observé que el potencial hidrico del genotipo Maradol disminuy6 a -1.22 MPa,
siendo significativamente diferente (p=0.017) al genotipo silvestre con -0.80Mpa. Es importante
destacar que, durante el estrés por calor, el genotipo silvestre mantuvo un potencial hidrico

similar al grupo control (0.79 MPa) sin presentar diferencias significativas.
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Figura 3.5. Potencial Hidrico (MPa) en plantas de C. papaya Maradol y Silvestre ante estrés por alta
temperatura (Anova p<0.5) a tiempo 0 (28 + 2°C), tiempo de exposicién 2h (25°C y 50 °C) y tiempo de
recuperacion 168h (28 + 2°C). Las barras en los puntos corresponden a la media +/- la desviacion
estandar. Diferentes letras minusculas indican diferencias significativas (p<0.05) encontradas entre la
media de los tratamientos.

3.3.3.5 Porcentaje de fuga de electrolitos en hoja de C. papaya cv Maradol y silvestre.

La estabilidad e integridad de la membrana celular se pueden evaluar a través de la pérdida de
electrolitos. Ante esto, el analisis de datos (p<0.05) indic6 que no existen diferencias significativas
entre genotipos a temperatura de invernadero (28 + 2°C) y camara térmica (25°C) con medias
mayores a 16.95 para el genotipo Maradol y de 15.05 para el genotipo silvestre. Después del
tratamiento de estrés a 50°C, se observé que el porcentaje de fuga de electrolitos se incrementé
para ambos genotipos, sin embargo, el genotipo Maradol presenté mayor pérdida de electrolitos
(44.43) que el genotipo silvestre (29.85) con p=0.0000211. Posterior al periodo de recuperacion,
se observd que ambos genotipos disminuyen la pérdida de electrolitos en hojas, sin presentar

diferencias con relacién al grupo control (figura 3.6).
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Figura 3.6. Pérdida de electrolitos (%) en plantas de C. papaya Maradol y Silvestre ante estrés por alta
temperatura a tiempo 0 (28 + 2°C), tiempo de exposicion 2h (25°C y 50 °C) y tiempo de recuperacion 168h
(28 + 2°C). Las barras en los puntos corresponden a la media +/- la desviacion estandar. Diferentes letras
mindsculas indican diferencias significativas (p<0.05) encontradas entre la media de los tratamientos.

3.3.3.6 Contenido de prolina libre en hojas de C. papaya cv Maradol y silvestre

La prolina presenta un caracter zwitterion o ion dipolar, que, bajo condiciones de estrés, se
acumula en el citoplasma de las células sin interferir con la estructura celular o el metabolismo.
Atemperatura de invernadero (28 £ 2°C), los genotipos Maradol y silvestre presentaron contenido
de prolina con medias de 11.52 mg/g y 14.87 mg/g respectivamente, durante el periodo en
camara térmica a 25°C y su recuperacion después de 168h se observé que los valores se
mantenian, sin presentar diferencias significativas (Figura 3.7). Posterior al tratamiento de 50°C
se observo que ambos genotipos acumulan prolina durante el periodo de estrés siendo de 26.11
mg/g para Maradol y de 25.11 mg/g para silvestre. De igual manera, se observé que después del
periodo de recuperacién a 28 + 2°C, ambos genotipos continuaban acumulando prolina con
medias de 23.25 mg/g Maradol y 22.60 silvestre, a diferencia de sus controles (9.61 mg/g Maradol

y 11.60 mg/g silvestre).

74



CAPITULO Il

Prolina

30

25 4

20 1

15 A

Contenido (mg g-l) peso fresco

10 A

5 T T T
Oh (28 £ 2°C) 2h (25°C, 50°C) 168h (28 £2°C)

—@— Maradol 25°C
—O— Maradol Tratamiento
—w— Silvestre 25°C
—&— Silvestre Tratamiento

Figura 3.7. Contenido relativo de prolina (mg/g peso fresco) en plantas de C. papaya Maradol y Silvestre
ante estrés por alta temperatura a tiempo 0 (28 + 2°C), tiempo de exposicion 2h (25°C y 50 °C) y tiempo
de recuperacion 168h (28 + 2°C). Las barras en los puntos corresponden a la media +/- la desviacion
estandar. Diferentes letras mindsculas indican diferencias significativas (p<0.05) encontradas entre la
media de los tratamientos.

3.4 DISCUSION

Dentro de su ambiente fisico, las plantas enfrentan diversos tipos de condiciones climaticas
adversas, que, debido a ser organismos sésiles, dependen de sus procesos internos para
sobrevivir a los cambios en el entorno externo (Yadav et al., 2020). Ante temperaturas elevadas
se presentan distintos dafios fenotipicos, como: quemaduras de hojas y tallos, abscision y
senescencia de hojas, inhibicion del crecimiento de nuevos brotes, asi como, de raices, dafio de

frutos o aborto floral, lo que resultara en bajos rendimientos del cultivo (Bita & Gerats., 2013).

Por los resultados obtenidos después del tratamiento a 50°C (figura 3.1 a y b), se observo que
los genotipos Maradol y silvestre presentaban un dafio morfoldgico de sus hojas y tallos, que
incluia pérdida de turgencia y quemadura de hojas. Sin embargo, este dafio fenotipico fue mas
evidente en el genotipo Maradol en relacion con el genotipo silvestre. Asi mismo, después de
168h de recuperacion y riego constante se evidencié que las hojas de Maradol presentaban
pérdida de clorofila con poca recuperacion de turgencia, mientras que, en el genotipo silvestre
estas mantenian el color verde y mayor turgencia de hojas. En plantas con flores, temperaturas

entre 40°C a 65°C se consideran causales de muerte (Binelli & Mascarenhas, 1990). Por su
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parte, dentro del grupo de investigacion, Bautista (2020) observé caracteristicas similares
despues de 2h a 50°C que fueron: enrollamiento de hojas y pérdida de turgencia con un menor
efecto en el genotipo silvestre. Durante la etapa de recuperacion observé crecimiento de nuevos
brotes y recuperacion de turgencia para ambos genotipos. Asi mismo, Alcocer (2013), quien
trabajo con el genotipo Maradol, observd que plantas perdian turgencia después de 4h a 50°C.
Al cabo de una semana de recuperacion las hojas presentaron pérdida de coloracién y absicion.
En ese mismo ensayo, observé que plantas expuestas 8h a 50°C presentaron perdida de
turgencia y quemadura de hojas, después de 2 semanas de recuperacion las plantas no
presentaron signos de mejoria, las hojas y peciolos se deshidrataron y observé pudriciéon de la
raiz principal y ausencia de raices secundarias. Estos resultados respaldan las observaciones
fenotipicas realizadas en este trabajo de tesis, donde el incremento de temperatura provoco

dafios a nivel molecular que se manifestaron a nivel fenotipico.

Por otro lado, la temperatura media anual de crecimiento para Carica papaya es de 25°C, con
extremos desde 21°C a 33°C, por lo que su rendimiento se ve afectado fuera de estos rangos
(CONABIO, 2008). Sin embargo, uno de los 3 centros de origen de esta especie es la region del
sureste de México (Fuentes & Santamaria, 2014), que incluye el estado de Yucatan, donde el
85.5% de su superficie posee clima calido subhimedo y el 14.5% restante presenta clima seco
y semiseco. Adicionalmente, en lo que va del afio 2023, en el mes de marzo, se registrd

temperaturas sobre los 34°C (Servicio Meteoroldgico Nacional, 2023).

Por lo tanto, si bien es cierto que los dos genotipos presentaron estrés por alta temperatura, es
necesario mencionar que, las plantas jovenes de silvestre mostraron mejor resistencia, al menos
fenotipicamente, que las plantas jévenes de Maradol. Esto podria relacionarse a las ventajas
evolutivas de C. papaya silvestre, que, al no ser domesticada, puede crecer en condiciones

climaticas adversas, como lo es la alta temperatura en el estado de Yucatan.

En la fotosintesis, las reacciones dependientes de la luz que tienen lugar en el tilacoide, asi como,
el metabolismo del carbono son los principales centros de dafio cuando existe estrés por altas
temperaturas. El fotosistema Il (PSIl) es extremadamente sensible a la temperatura,
disminuyendo parcialmente o cesando por completo su actividad ante el incremento de
temperatura. Cuando existen temperaturas altas, las proteinas D1 y D2 pueden sufrir

desnaturalizacion (Yadav et al., 2020).

Valores de Fv/Fm <0.75 se asocian con dafio sustancial al PSIlI (Nankishore & Farrell., 2016).

Los resultados de este estudio mostraron que ambos genotipos presentaron dafio en su PSlI, sin
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embargo, el dafio fue significativamente mayor en el genotipo Maradol en comparacion con
silvestre. Resultados similares fueron reportados por Filacek (2022), en diferentes genotipos de
trigo (Triticum sp. L.) expuestos a estrés por calor (45°C por 12h). En todos los genotipos
evidenciaron una disminucién de Fv/Fm a lo que atribuyen: cambios estructurales del PSIl que
impiden la transferencia de energia del complejo captador de luz al centro de reaccion del PSII,
inactivacion del complejo generador de oxigeno, separacion de antenas periféricas de los centros
de reaccién del PSllI o la inhibicion de la cadena de transporte de electrones (Filacek et al., 2022).
De acuerdo con lo observado por Bautista (2020), la relacion de Fv/Fm para el genotipo Maradol
y silvestre después de 2h a 50°C fue de 0.6 y 0.8, respectivamente. Los valores regresan a
niveles control al finalizar la etapa de recuperacion para ambos genotipos. Por su parte, Alcocer
(2013) observo que, con el incremento de temperatura el valor de Fv/Fm disminuye a 0.7 en el
genotipo Maradol después de 2h a 50°C. Adicionalmente, al incrementar el tiempo de estrés a
4h y 8h el valor de Fv/Fm disminuye a 0.6 y 0.0 respectivamente. La tendencia de mayor
resistencia del genotipo silvestre se ha evidenciado en trabajos previos dentro del grupo de

investigacion.

La medicién de fluorescencia de la clorofila junto con las curvas de induccién de fluorescencia
(JIP-test) es uno de los métodos mas rapidos para deteccion de genotipos con mayor tolerancia
a estrés abidtico y hidtico. La reduccion de la plastoquinona Qa a Qg provoca un aumento desde
el paso O al J, que estd asociado con las reacciones fotoquimicas primarias del PSII.
Adicionalmente, los centros de plastoquinona que disminuyen rapida y lentamente se indican en

las fases ascendentes J-I e I-P (Filacek et al., 2022).

A partir de las curvas OJIP obtenidas, fue evidente que existe una disminucion de la amplitud de
la sefal de fluorescencia después del tratamiento por calor. Sin embargo, el genotipo Maradol
mostré una sensibilidad diferencialmente mas fuerte que el genotipo silvestre, el cual indicé un
comportamiento mas termoestable. De igual forma, segun lo obtenido para el indice de
rendimiento Plas, 2 horas son suficientes para afectar la cadena de electrones del PSIl en
Maradol, sin lograr que este se recupere, mientras que, segun los resultados obtenidos en
silvestre, los efectos inducidos por alta temperatura pueden ser reversibles, con mejor
recuperacion que su variedad comercial. Este comportamiento también se evidencié después de
168h de recuperacion del tratamiento con calor, donde el genotipo silvestre presentd mayores
puntos de inflexion OJIP que el genotipo Maradol. Por su parte, Bautista (2020), encontrd una
disminucion en los puntos de inflexion para ambos genotipos de C. papaya después de 2h a

50°C. Sin embargo, al finalizar el tiempo de recuperacion, el genotipo silvestre presento un patrén

77



CAPITULO Il

de recuperacién mas alto que el genotipo Maradol. Estos resultados sustentan lo observado en
este trabajo, debido a que, el genotipo silvestre percibe menor dafio en su cadena de

transferencia de electrones a diferencia del genotipo Maradol.

Regular la conductancia estomatica en las hojas resulta vital para prevenir la desecacion en toda
la planta, lo que, a su vez, se relaciona con adquirir CO; para la fotosintesis. Cuando existe estrés
por sequia los estomas se cierran para evitar la pérdida de agua (Girén-Ramirez et al., 2021).
Ante altas temperaturas, estos pueden permanecer abiertos para permitir el enfriamiento
evaporativo de las hojas y mantener el dosel mas fresco (Feller & Vaseva., 2014; Bheemanahalli
et al., 2022). En un estudio realizado por Nankishore y Farrell (2016) en tres genotipos de tomate
(S. lycopersicum L.) el grupo con tratamiento de calor (25-42°C, con riego al 100% por 15 dias)
presentd la mayor conductancia estomatica (gs>1500 mmol m2s?). De igual forma, la
temperatura de las hojas era menor a la temperatura del aire, haciendo énfasis al efecto de
enfriamiento por evaporacion cuando las plantas no tenian restriccién de agua. Sin embargo, al
aplicar estrés por sequia y estrés combinado (sequia mas calor) este efecto fue contrarrestado
por el cierre de estomas al inducir un déficit de agua. Asi mismo, la temperatura de las hojas
incrementd significativamente en condiciones de sequia y estrés combinado (Nankishore &
Farrell., 2016). Para una hoja, casi la mitad de la entrada de calor de la luz solar se disipa por
transpiracion (Taiz & Zeiger 2002). En plantas con poca capacidad de disipar el calor de las
hojas, estas pueden llegar a calentarse hasta 15°C por encima de la temperatura del aire, por lo
gue hojas con baja tasa de transpiracion estan sujetas a altas temperaturas (dos Santos et al.,
2022).

La transpiracién resulta un medio importante para la disipacion de calor. El calor se disipa, debido
a que las moléculas de agua liberadas a la atmésfera tienen una energia superior a la media, lo
gue provoca la ruptura de enlaces que mantiene las moléculas en el liquido, dejando atras una
masa de moléculas con una energia inferior a la media, que es, por lo tanto, un cuerpo de agua
mas frio (Taiz & Zeiger 2002). En un estudio realizado por Bheemanahalli (2022), entre 2
genotipos de maiz, B73y Mol17 (Z. mays L.) encontraron que la conductancia y transpiracion fue
mayor en el tratamiento por calor (38°C, con riego al 100% por 15 dias) en comparacion con los
tratamientos de estrés por sequia y combinado (calor mas sequia). A pesar de no presentar
diferencias significativas con los grupos control, el genotipo Mo17 transpiraba 19% mas que el
control, por lo que, los autores sugieren que el estrés por calor desencadena la apertura de
estomas para permitir que las hojas se enfrien por medio de la transpiracion. Adicionalmente,

una baja transpiracion en el tratamiento combinado se asocié con una temperatura en la hoja
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5.7°C mas alta que el grupo control. Asi mismo, al evaluar su efecto en rendimiento del grano
(numero y peso de granos), Mol17, mostré mejor tolerancia en todos los tratamientos de estrés
(Bheemanahalli et al., 2022).

La fotosintesis y transpiracién estan reguladas por la conductancia estomatica y se afectan
mutuamente. Se sabe muy poco sobre el efecto directo de la temperatura en la conductancia
estomética, varios estudios de respuesta ante elevada temperatura incluyen: apertura
estomética, respuesta no significativa, cierre de estomas, respuesta maxima de conductancia a
temperaturas Optimas para la fotosintesis y respuestas ain mas complejas (Urban et al., 2017).
Una de las respuestas ante estos resultados puede ser debido a que, para aislar el efecto directo
de la temperatura sobre la conductancia se requiere de un entorno totalmente controlado, sobre
todo, con respecto al déficit de presion de vapor que, suele ser dificil de lograr (Urban et al.,
2017). En un estudio realizado por Urban (2017) en alamo (Populus deltoides x nigra) y pino
(Pinus taeda) con temperaturas de 20-49°C y de 0-10kPa respectivamente, encontraron que la
conductancia aumentaba con el incremento de temperatura. Cuando la temperatura de la hoja
incrementaba de 30 a 40°C, la conductancia increment6 42% en alamo y 40% en pino. Con suelo
hamedo, las hojas de alamo con mayor transpiracion eran hasta 9°C mas frias que aquellas que
no transpiraban, lo que mantuvo tasas positivas de fotosintesis. Por otro lado, el pino, con tasas
bajas de transpiracion present6 solo 1°C de diferencia de temperatura. Adicionalmente, los
autores sefalan que el efecto de enfriamiento en ambas especies fue menor cuando el suelo

estaba seco (Urban et al., 2017).

Una posible respuesta ante la apertura de estomas puede explicarse por un cambio en la
conductividad hidrulica del camino a los sitios de evaporacion. Cuando se eleva la temperatura
en el ambiente, la viscosidad del agua disminuye 20% por cada 10°C, al mismo tiempo, aumenta
la conductancia del mesoéfilo, lo que podria mejorar el suministro de agua a los sitios de
evaporacion y, con esto, aumentar la turgencia de las células guarda y la apertura de estomas.
Asi mismo, la resistencia al vapor de agua y la transferencia de calor entre los sitios de
evaporacion y las células guarda también pueden regular la apertura de estomas en respuesta a

la transpiracion y temperatura de la hoja (Urban et al., 2017)

Diversos estudios (Nankishore & Farrell., 2016; Urban et al.,, 2017; dos Santos et al., 2022;
Bheemanahalli et al., 2022) demuestran el incremento de conductancia y transpiracion para
inducir enfriamiento en hojas a medida que incrementa la temperatura del aire, siempre y cuando,

el suelo permanezca bien regado. El manejo del agua llega a ser una operacion critica conforme
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aumenta la temperatura. Por lo tanto, a medida que las plantas puedan transpirar libremente,
podrian hacer frente a las altas temperaturas. Si el agua es un factor limitante, las hojas cerraran
sus estomas para conservar agua. Por lo que, plantas con suelos muy calientes y secos pueden
alcanzar facilmente temperaturas criticas que interrumpirdn procesos metabdlicos. Estos
resultados permiten sustentar los obtenidos en este ensayo experimental en respuesta al
genotipo silvestre y Maradol. Es necesario mencionar que las plantas, de ambos genotipos,
mantenian un riego del 100% con la finalidad de evitar estrés por déficit hidrico. Por lo tanto, se
puede asociar este comportamiento como una respuesta de C. papaya silvestre para adquirir
termo tolerancia ante olas cortas de calor. Sin embargo, si este suministro llegara a agotarse,
existen reportes de cierre de estomas ante estrés por sequia en C. papaya silvestre (Girén-
Ramirez et al., 2021).

Por otra parte, el estado reducido de rubisco, limita la fotosintesis. La enzima ribulosa 1,5
bifosfato carboxilasa/oxigenasa (rubisco) funciona de manera eficiente con temperaturas entre
20 y 30°C, por encima de estas condiciones la tasa fotosintética tiende a reducirse. De este
modo, a medida que aumenta la temperatura en las hojas, las tasas de fotorrespiracion
incrementan, esto debido a que la especificidad de rubisco para CO; vs O, disminuye, lo que
hace mas probable que ocurra una reaccién de oxigenacién. Adicionalmente, la solubilidad del
O, es menor a la solubilidad de CO; en condiciones de alta temperatura, por lo que, existe mayor
disponibilidad de O, para reaccionar con rubisco en condiciones célidas, limitando el aumento de
la velocidad neta de la fotosintesis (Yadav et al., 2020). A pesar no encontrar diferencias entre
el CO; intercelular (Ci), el aumento de Ci después del tratamiento de calor (50°C) podria

explicarse por la afinidad de rubisco hacia O, cuando incrementa la temperatura.

Adicionalmente, la pérdida de electrolitos, causada principalmente por la salida de K* de las
células, asi como de: CI, HPO4*, NOg’, citrato®, malato® que se mueven para equilibrar la salida
de iones K con carga positiva, es un sello distintivo de la respuesta de las plantas ante diversos
tipos de estrés y como medida de tolerancia relacionada con la estabilidad de la membrana
celular (Demidchik et al., 2014). Segun un estudio realizado por Wassie (2019) en diferentes
cultivares de alfalfa (M. sativa L.) sometidos a 38°C por 7 dias, encontraron que existe menor
porcentaje de pérdida de electrolitos (24.07%) en el cultivar Bara310SC en comparacién con el
cultivar WL712 que tuvo una pérdida del 53.20% con respecto a los controles. Lo que indica que,
aquellos cultivares con menor pérdida de electrolitos podrian mantener la integridad de la
membrana bajo estrés térmico, indicando un comportamiento tolerante, lo cual es esencial para

el rendimiento fotosintético. De igual forma, en un estudio realizado por Wang (2015) en semillas
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de Z. mays tratadas a 45°C por 6 dias, encontraron que el porcentaje de iones aumentaba
conforme pasaba el tiempo de estrés por calor, especialmente a partir del tercer dia de
tratamiento térmico (~70%), que fue el comienzo de la muerte celular programada. Estos estudios
corroboran los resultados de este trabajo de tesis, en el cual el genotipo silvestre presenté menor
porcentaje de pérdida de iones en comparacion con el genotipo Maradol, destacando la
importancia de la tolerancia al estrés por alta temperatura en plantas. Asi mismo, estos
resultados contribuyen a comprender los mecanismos de respuesta de las plantas ante estrés

térmico.

De igual manera, el potencial hidrico Wy es una medida del estado de hidratacion y disponibilidad
de agua en las plantas. Una disminucion en el potencial hidrico indica una menor disponibilidad
de agua o una mayor dificultad para el movimiento de agua en los tejidos de la planta. En este
caso, los resultados sugieren que el genotipo Maradol experimentd una mayor alteraciéon en el
movimiento de agua y una mayor disminucion en su potencial hidrico después de la exposicion
a 50°C, en comparacion con el genotipo silvestre. Con lo mencionado anteriormente, se podria
explicar que silvestre es capaz de mantener la temperatura de sus hojas y Wu estable mientras

el suelo permanezca con riego al 100% y el agua no sea un factor limitante.

Por otra parte, la acumulacion de prolina bajo estrés por alta temperatura y sequia ha sido
reportada por diferentes autores (Rivero et al., 2014; Tonhati et al., 2020; Kishor et al., 2022;). La
prolina, es un osmolito que puede estabilizar y proteger la estructura de las proteinas, asi como,
actuar como antioxidante no enzimatico, capaz de eliminar OH*. Su caracter zwitterion o i6n
dipolar hace que pueda acumularse en el citoplasma de las células sin interferir con la estructura
0 metabolismo celular (Sattar et al., 2020). En el presente estudio, se observé que los dos
genotipos acumulaban prolina después del tratamiento con temperatura y durante su
recuperacion. Por lo tanto, esto puede deberse a sus caracteristicas osmoprotectoras, asi como,

chaperona para mantener la estabilidad de la membrana celular.

Estos hallazgos tienen implicaciones importantes para comprender la respuesta entre diferentes
genotipos de la misma especie de planta a condiciones ambientales adversas que pueden ser
Utiles para el desarrollo de estrategias de manejo y mejoramiento de cultivos mas resistentes al

estrés térmico.
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3.5 CONCLUSIONES

Ante estrés por incremento de temperatura los genotipos Maradol y silvestre presentaron
disminucion en la eficiencia fotosintética (Fv/Fm). Sin embargo, el cultivar Maradol presenté una
disminucion del 9.75% mas que el genotipo silvestre. Al finalizar la etapa de recuperacion
silvestre se recupero al 100% mientras que Maradol al 90%. Asi mismo, si bien los dos genotipos
disminuyen el indice de rendimiento PI as, Silvestre se recuper6 un 52.10% mas que Maradol.

El genotipo Maradol presenté una disminucion 38.68% mas que el genotipo silvestre en su
actividad fotosintética. Adicionalmente, el genotipo silvestre, mostré6 ser mas tolerante al
recuperarse 36.28% mas que el cultivar Maradol, lo que respalda la mayor tolerancia este

genotipo en comparacién con su cultivar comercial.

El genotipo silvestre presentdé 175.86% y 62.75% mas en valores de conductancia y
transpiracion, respectivamente, en comparacion con el genotipo Maradol. Lo que esta asociado
con el enfriamiento de las hojas que puede ayudarlo a sobrevivir olas de calor cortas cuando
existe suficiente agua en el suelo. Por lo que, podria relacionarse con una mayor tolerancia de

este genotipo al estrés térmico a diferencia de la variedad comercial.

El movimiento y disponibilidad de agua, medido como potencial hidrico Wy, se mantuvo similar
al grupo control en el genotipo silvestre en comparacion con el genotipo Maradol, que
experimenté una mayor alteracion y disminucion en el movimiento de agua y potencial hidrico,
durante el tratamiento con temperatura. Esta diferencia entre genotipos puede estar relacionada
con las respuestas fisiolégicas y morfologicas, previamente descritas, especificas de cada

genotipo ante el estrés térmico.

De igual forma, se encontré que la estabilidad de la membrana, medido como porcentaje de fuga
de iones fue menor en el genotipo silvestre (29.85%) en comparacion con el genotipo Maradol
(44.43%) durante el tratamiento con alta temperatura. Esta diferencia sugiere que el genotipo
silvestre podria presentar mayor tolerancia ante estrés térmico. Una mayor estabilidad de la
membrana es un indicador de una menor disrupcién de la membrana celular y una mejor

capacidad de mantener su integridad en condiciones de estrés.

Ante los resultados obtenidos, es importante sefialar que no existe una respuesta del porqué
estos genotipos responden de manera diferente, por lo que existen varios mecanismos posibles
detras de estas respuestas fisiologicas. Es posible que, debido a la falta de domesticacién del

genotipo silvestre, este pueda presentar rasgos de tolerancia ante alta temperatura que cultivares
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comerciales han perdido. Uno de ellos es el aumento de la estabilidad de proteinas de membrana
y de aquellas involucradas en la fotosintesis (D1 y D). Por lo tanto, este capitulo abre un margen
para analisis bioguimicos y moleculares que permitan explicar las diferencias en el grado de

termo tolerancia observados entre los genotipos.
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CAPITULO IV. ANALISIS DE EXPRESION DE GENES HSP EN C. papaya cv
Maradol y Silvestre ANTE ESTRES POR ALTA TEMPERATURA

4.1 INTRODUCCION
El panel intergubernamental de cambio climatico estima un aumento de 0.3°C por década, lo

gue, compromete la seguridad alimentaria. Es por esto por lo que, los fitomejoradores, intentan
entender como las especies silvestres han sido capaces de sobrevivir y adaptarse a condiciones
ambientales hostiles al mejorar sus mecanismos moleculares existentes para proteger las

macromoléculas termolabiles durante estrés por altas temperaturas (Guihur et al., 2022).

El estrés por alta temperatura reduce el crecimiento y productividad de los cultivos, lo que,
eventualmente, conducira a la muerte de las plantas (Jespersen., 2020). La respuesta ante el
choque térmico, HSR (de sus siglas en inglés Heat Shock Response) involucra una serie de
sefiales moleculares, incluyendo la transcripcion y traduccion de HSP, cuya acumulacion se ha
asociado con la capacidad que tienen las plantas para sobrevivir a temperaturas altas no letales
(Bourgine & Guihur 2021).

Las plantas han desarrollado mecanismos eficientes para sentir la temperatura a través de
sensores ubicados en la membrana plasmatica, ndcleo, reticulo endoplasmético, mitocondrias y
cloroplastos. Sin embargo, varios estudios han demostrado que el sensor de calor primario se
ubica en la membrana plasmética (Bourgine & Guihur 2021). En P. patens la acumulacién de
Ca?* ocurre dentro de los primeros 10 minutos a 38°C (Saidi et al., 2009). Efectos similares se
han reportado para distintas especies, como: tabaco, maiz y arroz (Bourgine & Guihur 2021). La
membrana plasmatica contiene canales cationicos CNGCs, que modulan la entrada de iones
como, Ca?'. Estos canales se ensamblan como complejos homotetraméricos o
heterotetraméricos, formando una gran variedad de sensores que pueden responder a diferentes
intensidades de sefiales ambientales (Bourgine & Guihur 2021). Por su parte, los HSFs (Heat
stress transcription factors) son responsables de la regulacién en la expresién de genes de
respuesta a calor. Sin embargo, puede existir mas de una via como: metilacion del ADN o splicing
alternativo que alterard la respuesta de la planta en condiciones futuras de estrés (Jespersen.,
2020). Asimismo, la acumulacion de hormonas, osmoprotectores, y especies reactivas de
oxigeno (ROS) se han asociado con la capacidad que tiene una planta para adquirir
termotolerancia (Jespersen., 2020). A pesar de los estudios antes mencionados muy poco se
sabe sobre la interaccion que existe entre las vias de sefializacion ante un estimulo por estrés

abiotico. Existe variaciones considerables en la expresion de HSP entre especies, incluso entre
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genotipos dentro de las especies (Bita & Gerats, 2013). Por lo que, en el presente capitulo se
evaluaron los perfiles de expresion semicuantitativa (RT-PCR) y cuantitativa (QRT-PCR) de
algunas Cphsp seleccionadas en el genotipo comercial y silvestre de C. papaya, bajo condiciones
de temperatura control (28 + 2°C) vs estrés por alta temperatura (2h a 50°C) y durante el periodo
de recuperacién 2h a 50°C + 168h (28 + 2°C).

4.2 MATERIALES Y METODOS

4.2.1 Extraccion de acidos nucleicos, ARN

La extraccion de ARN de hojay raiz se realizé a partir de muestras vegetales (Maradol y silvestre)
recolectadas durante el ensayo de estrés térmico de este trabajo de tesis (apartado 3.2.2). Los
tratamientos utilizados fueron: tiempo Oh o control (28 + 2°C), tiempo de exposiciéon 2h a 50°C y
tiempo de recuperacion 2h a 50°C + 168h (28 + 2°C). El ARN total de las muestras se aislé
mediante el buffer de extraccibn CTAB, a partir del protocolo previamente establecido en el
Laboratorio de Fisiologia Vegetal Molecular de la Unidad de Biotecnologia. Para ello se utilizé un
peso aproximado de 100 mg de peso fresco de hoja y 200 mg de peso fresco de raiz molidos
con nitrégeno liquido.

El tratamiento con ADNasa se realizd6 con el kit de invittogen TURBO DNA-free™ para la
digestion completa de ADN residual que pueda generar un falso positivo durante la RT-PCR,
siguiendo las instrucciones del fabricante. Adicionalmente, la cuantificacion y calidad del ARN de
las muestras se verificé utilizando el equipo Nanodrop™ OneC (Thermo Scientific) con longitud
de onda de 260nm y relacion de pureza Azso/Azg0. La integridad del ARN se comprob6 mediante
electroforesis horizontal en gel de agarosa 1.5% con SYBR® Safe y condiciones de corrida; 90V,

30min y 400mA. El ARN se almacend a -80°C hasta su uso.

4.2.2 Sintesis de ADN complementario (ADNc)
La sintesis de ADNc se realizé a partir de 500ng de ARN tratado con ADNasa. La reaccion se

llevé a cabo utilizando SuperScript™Ill Reverse Transcriptase. Para un volumen final de 20uL
por muestra, la primera reaccion con 9uL de RNA, 1puL de dNTPs (10mM) y 1uL de random
primers se incub6 a 65°C por 5 min. Finalmente, al tubo, se le agreg6 2uL de 5X First-Strand
Buffer, 4uL de MgCl, (25mM), 2uL de DTT y 1uL de SuperScript™IIl RT (200 unidades/uL) bajo
las siguientes condiciones de sintesis: 25°C/5min, 50°C/60min y 70°C/15min. EI ADNc se

almacend a -20°C.
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4.2.3 Reaccion de PCR

Los oligonucleétidos disefiados para el andlisis de expresion de los genes que codifican para las
CpHSP seleccionas se pueden ver en el apartado 2.2.6 del capitulo Il de este trabajo de tesis.
Para la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se utiliz6 la enzima ADN polimerasa Taq,
recombinante (5U/uL), para un volumen final de 50uL por muestra, la misma se armé con; 5uL
de Buffer 10x PCR, 2uL de MgCl, (50mM), 0.8uL de dNTPs (10mM), 0.2uL de enzima, 1L primer
forward, 1pL primer reverse, 38.5uL de H.O libore de ADNasa, y 1.5uL de ADNc bajo las
siguientes condiciones: 1 ciclo de pre-desnaturalizacion 95°C/3min, 35 ciclos de
desnaturalizacion, alineamiento y extension (95°C/30s, 62°C/30s y 72°C/1min respectivamente)
y 1 ciclo de extension final a 72°C/5min. La temperatura de alineamiento dependia de cada juego

de oligonucleétidos utilizados.

La visualizacién del producto de PCR se realiz6 a través de electroforesis horizontal en gel de
agarosa 1.5% con SYBR® Safe y condiciones de corrida; 70V, 70min y 400mA. El marcador de
peso molecular utilizado fue de 100pb (Invitrogen™).

4.2.4 Curva estandar y curva melt de amplificacion para qRT-PCR

La eficiencia de reaccién para los oligonucle6tidos de CpHspl7.8-2 y Cphsp90-4 se valido
mediante una curva estandar con 5 puntos y 3 repeticiones internas. La sintesis de ADNc se
realizé a partir de 300ng de ARN tratado con ADNasa. Cada reaccion de PCR con un volumen
final de 20uL contenia; 0.5uL de primer forward, 0.5uL de primer reverse, 7uL de H2O, 9uL de
SYBR Green y 3uL de ADNc. Finalmente, las condiciones de termociclado a través del software
StepOne™ v2.3 fueron; 1 ciclo de pre-desnaturalizacion 95°C/10min, 40 ciclos de
desnaturalizacion y alineamiento (95°C/15s, 62°C/1min) y 1 ciclo de extension final a 95°C/15s y
59°C/1min.

4.2.4 Cuantificacion de la expresiéon de Cphsp17.8-2 y Cphsp90-4 mediante 2-4ACt

La cuantificacion de la expresion de Cphspl7.8-2 y Cphsp90-4 de Maradol y silvestre se realizd
utilizando como gen de referencia CpEF1a. Los tratamientos utilizados para su analisis fueron:
tiempo Oh (28 + 2°C), tiempo de exposicion 2h (50°C) y tiempo de recuperacion 168h (28 + 2°C).
Cada reaccion de qPCR contenia: 0.5uL de primer forward, 0.5uL de primer reverse, 7uL de H0,
9uL de SYBR Greeny 3uL de ADNCc, bajo las siguientes condiciones de termociclado: 1 ciclo de
pre-desnaturalizacion 95°C/10min, 40 ciclos de desnaturalizacién y alineamiento (95°C/15s,
62°C/1min)
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4.2.5 Evaluacion estadistica

El andlisis estadistico para determinar diferencias en la expresiéon por qRT-PCR de Cphsp17.8-
2 entre C. papaya cv Maradol y silvestre se realizo a través del software R con el paquete R
commander. La normalidad de los datos se comprob6 con la prueba de Shapiro-Wilk. De acuerdo
con la distribucion normal de los datos, se aplicé un andlisis de varianza (ANOVA p<0.05) o un
Modelo Lineal Generalizado (GLM p<0.05) para determinar diferencias significativas entre
tratamientos. Como prueba de comparacion de medias se empled la prueba de Duncan. De esta
forma, la hipotesis alternativa planteada fue que, existian diferencias significativas entre la
expresion del gen, tratamientos y entre genotipos: tiempo Oh (28 + 2°C), tiempo de exposicién 2h
(50°C), postratamiento o recuperacion 2h (50°C) + 168h (28 + 2°C), o que, por el contrario, las

medias de los tratamientos no presentaban diferencias, considerada como la hipétesis nula.

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Andlisis de integridad y pureza de ARN

La concentracion de ARN (ng/pL) correspondiente a hoja y raiz de C. papaya cv Maradol y
silvestre para cada uno de los tratamientos se detalla en la tabla 4.1, asi como su relacion de
pureza 260/280 y 260/230, mismos que para ARN debe ser de 2 y de 2.0-2.4 respectivamente.

Tabla 4.1. Cuantificacion de ARN (ng/pL) y relacién de pureza A260/280 y A260/230 de hoja y raiz de C.
papaya cv Maradol y silvestre en diferentes tratamientos.

Genotipo | Tejido | Tratamiento ng/uL | 260/280 | 260/230 | Rendimiento
Hoja | Oh (28 + 2°C) 1102.4 | 1.96 2.35 8.82
Hoja | 2h (50°C) 865.9 | 1.99 2.36 7.40
S Hoja | 2h(50°C) +168h (28 + 2°C)  714.0 | 1.98 2.33 5.49
§ Raiz | Oh (28 + 2°C) 449.9 | 1.96 2.00 2.14
Raiz | 2h (50°C) 2185 | 1.98 2.16 1.08
Raiz | 2h(50°C)+168h(28 + 2°C) | 232.8 | 1.99 1.96 0.59
Hoja | Oh (28 + 2°C) 861.8 | 1.99 2.37 6.63
Hoja | 2h (50°C) 1021.9 | 1.96 2.38 6.05
% Hoja | 2h(50°C) +168h (28 + 2°C) | 1099.2 | 1.97 2.36 7.58
é’ Raiz | Oh (28 + 2°C) 548.6 | 2.02 2.32 2.47
@ Raiz | 2h (50°C) 2879 | 1.92 | 222 | 138
Raiz | 2h(50°C)+168h(28 + 2°C) | 125.8 | 1.77 2.13 1.07
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Por su parte, la integridad de ARN de cada muestra se ilustra en la figura 4.1. Se observaron 2
bandas correspondientes a las subunidades de ARN ribosomal 28S y 18S. No se observaron

trazas de ADN gendmico después del tratamiento con ADNasa.

28S «— —» 28S
185 +— " > 185
. . 1 '
. o

Figura 4.1. Subunidades de ARN ribosomal correspondientes a C. papaya cv Maradol y silvestre para
cada tratamiento. Gel de agarosa 1.5%, tefiido con SYBR Safe. Ma, Maradol control Oh (28 + 2°C); Mb,
Maradol tiempo de exposiciéon 2h (50°C); Mc, Maradol recuperacién 2h (50°C) + 168h (28 + 2°C); Sa,
silvestre control Oh (28 + 2°C); Sh, silvestre tiempo de exposicion 2h (50°C); Sc, silvestre recuperacién 2h
(50°C) + 168h (28 + 2°C).

4.3.2 Expresion de genes Cphspl7.8-2 y Cphspl17.8-3 en plantas jévenes de C. papaya cv
Maradol y silvestre ante estrés por alta temperatura

A partir del analisis bioinforméatico realizado previamente en este trabajo de tesis (Capitulo I,
seccion 2.3.1 y 2.3.3) se seleccionaron 2 genes que codifican para la proteina CpHSP17.8,
Cphspl17.8-2 y Cphspl17.8-3, reportados como inducibles por alta temperatura en otras especies
vegetales (Li et al., 2016, Jiang et al., 2019; Sewelam et al., 2019).

El efecto de estrés por alta temperatura (2h/50°C) en C. papaya Maradol y silvestre en hoja como
en raiz se analizaron mediante RT-PCR semicuantitativa utilizando oligonucleétidos especificos
para cada gen. Los resultados indicaron que, la expresion de Cphspl7.8-2 en hoja para ambos
genotipos bajo condiciones control: Oh (28 + 2°C) fue baja. Sin embargo, la expresiéon del gen se
induce después del tratamiento con temperatura: 2h (50°C) para Maradol asi como, para
silvestre. Adicionalmente, si bien, la expresién de Cphspl7.8-2 baja en condiciones de
recuperacion: 2h (50°C) + 168h (28 + 2°C) en ambos genotipos, se observa una mayor intensidad
de banda en el genotipo silvestre a diferencia del genotipo Maradol (figura 4.2 A.1). Asi mismo,
en las muestras control de raiz, se observa mayor expresion de Cphspl7.8-2 en el genotipo
Maradol que en el genotipo silvestre. Al igual que en hoja, su expresion se ve inducida por alta
temperatura para ambos genotipos manteniéndose hasta el tiempo de recuperacion. La
acumulacion de Cphsp17.8-2 fue mayor en el tiempo de recuperacion de raiz a diferencia de hoja

para ambos genotipos (figura 4.2 B.1).
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Figura 4.2. Expresion semicuantitativa de: Cphspl17.8-2 y Cphspl17.8-3 en C.papaya cv Maradol y silvestre
bajo 3 tratamientos: control, Oh (28 + 2°C); tiempo de exposicién, 2h (50°C); recuperacién, 2h (50°C) +
168h (28 £ 2°C) en A) hoja y B) raiz. El gel CpEF1a se utilizd como gen de referencia. Gel de agarosa 2%,
tefiido con SYBR Safe. M, Maradol; S, silvestre; PM, peso molecular 100pb; -, control negativo.

Por otro lado, se observé que Cphspl7.8-3 se expresa en hoja bajo condiciones control, Oh (28
+ 2°C), para ambos genotipos. Sin embargo, al igual que su isoforma Cphspl17.8-2, Cphspl17.8-
3 se sobre expresa ante estrés por incremento de temperatura. Esta induccién se ve reducida
cuando las plantas regresan a condiciones normales en C. papaya cv Maradol y silvestre (figura
4.2 A.2). Asi mismo, en raiz, la sobre expresion de Cphsp17.8-3 se induce ante alta temperatura
para ambos genotipos. Sin embargo, a diferencia de la hoja, la acumulacion de transcritos se
mantiene hasta la etapa de recuperacion. Si bien, se observa menor expresion que en la etapa

de estrés, 2h (50°C), esta es mayor que su expresion en condiciones normales (figura 4.2 B.2).

4.3.2 Expresion de genes Cphsp70-1, Cphsp70-6, Cphsp70-7 y Cphsp70-8 en plantas de C.
papaya cv Maradol y silvestre ante estrés por alta temperatura

Para perfilar el patrén de expresion de los genes que codifican para las proteinas HSP70
citosolicas y su posible rol ante estrés por alta temperatura se evalué su expresion
semicuantitativa en hoja y raiz de C. papaya cv Maradol y silvestre. En este trabajo de tesis se
encontraron 10 genes que codifican para CpHSP70, de los cuales se escogieron 4 posibles
genes de respuesta: Cphsp70-1, Cphsp70-1, Cphsp70-1 y Cphsp70-1 ante incremento de
temperatura (apartado 2.3.1y 2.3.3).

Los resultados indicaron que, la expresion de Cphsp70-1 y Cphsp70-6 en hoja, como en raiz, se
mantiene similar en condiciones normales: Oh (28 + 2°C) asi como, durante estrés por alta
temperatura: 2h (50°C) y en la etapa de recuperacion de las plantas 2h (50°C) + 168h (28 + 2°C)
para ambos genotipos (figura 4.3 A.1-A.2, B.1-B.2).
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Figura 4.3. Expresion semicuantitativa de Cphsp70-1, Cphsp70-6, Cphsp70-7 y Cphsp70-8 en C.papaya
cv Maradol y silvestre bajo 3 tratamientos: control, Oh (28 = 2°C); tiempo de exposicion, 2h (50°C);
recuperacion, 2h (50°C) + 168h (28 + 2°C) en A) hoja y B) raiz. El gel CpEF1a se utilizé6 como gen de
referencia. Gel de agarosa 2%, tefiido con SYBR Safe. M, Maradol; S, silvestre; PM, peso molecular 100pb;
-, control negativo.

Por otro lado, se observé que la expresion de Cphsp70-7 es inducible solamente cuando existe
estrés por alta temperatura: 2h (50°C) con baja o casi nula expresion en condiciones control o
de recuperacion para Maradol y silvestre (figura 4.3 A.3). En raiz, no existe expresion de
Cphsp70-7 en ausencia de estrés. Sin embargo, su expresion se induce para ambos genotipos
después de 2h de estrés a 50°C (figura 4.3 B.3) y se mantiene hasta la etapa de recuperacion,
siendo diferente a lo observado en hoja. Asi mismo, los resultados indicaron baja expresion de
Cphsp70-8 en hoja bajo condiciones control de temperatura para C. papaya Maradol y silvestre,
mientras que, al finalizar el tiempo de estrés por alta temperatura se observé un incremento en
el nivel de expresién para ambos genotipos. Durante el periodo de recuperacion se observé que
existe mayor acumulacion de transcritos Cphsp70-8 en el genotipo silvestre, a diferencia del
genotipo Maradol (figura 4.3 A.4). Por su parte, en raiz, no existe expresiéon de Cphsp70-8 en las
muestras control de ambos genotipos. No obstante, la mayor expresion de este gen se observo
después del periodo de estrés, indicando mayor acumulacion de transcritos en este tejido a
diferencia de hoja, para Maradol, asi como, silvestre. La expresion de Cphsp70-8 se reduce
durante la etapa de recuperacion de las plantas. Sin embargo, su expresion es mayor a los

niveles observados en condiciones control para ambos genotipos (figura 4.3 B.4).
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4.3.2 Expresiéon de genes Cphsp90-1y Cphsp90-4 en plantas de C. papaya cv Maradol y
silvestre ante estrés por alta temperatura

A partir de los resultados obtenidos en el analisis bioinformatico (apartado 2.3.3) se eligieron 2
posibles genes Cphsp90 (Cphsp90-1 y Cphsp90-4) cuyo patron de expresion pudiera estar
involucrado en la tolerancia del genotipo silvestre ante incremento de temperatura. Los
resultados indicaron que, la expresion de Cphsp90-1 en el genotipo Maradol no varia entre
condiciones control, estrés o recuperacion. Sin embargo, en el genotipo silveste, se observd un
incremento6 en la expresion de este gen después de 2h a 50°C que se mantuvo hasta la etapa
de recuperacion, aunque con menor expresion (figura 4.4 A.1). Por otro lado, la expresion
semicuantitativa de Cphsp90-1 en raiz se mantuvo igual entre tratamientos y genotipos, sobre

todo en la etapa de estrés por alta temperatura (figura 4.4 B.1).
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Figura 4.4. Expresion semicuantitativa de Cphsp90-1, y Cphsp90-4 en C.papaya cv Maradol y silvestre
bajo 3 tratamientos: control, Oh (28 + 2°C); tiempo de exposicion, 2h (50°C); recuperacién, 2h (50°C) +
168h (28 + 2°C) en A) hoja y B) raiz. El gel CpEF1a se utilizd como gen de referencia. Gel de agarosa 2%,
tefiido con SYBR Safe. M, Maradol; S, silvestre; PM, peso molecular 100pb; -, control negativo.

Por su parte, en condiciones control de crecimiento, Cphsp90-4 indicé un nivel de expresion bajo
para el genotipo Maradol y casi inexistente para el genotipo silvestre en hoja. Sin embargo, es
fuertemente inducido ante estrés por calor en ambos genotipos. La expresion se reduce
nuevamente cuando las plantas regresan a temperatura ambiente en la etapa de recuperacion
(figura 4.4 A.2). Se observé un patron similar en raiz, los niveles de transcritos de Cphsp90-4 en
muestras control se mantienen bajos para ambos genotipos, pero se incrementan rapidamente
en respuesta a alta temperatura, 2h (50°C). En la etapa de recuperacion se observé menor
expresion del gen para Maradol y silvestre en comparacion con el tratamiento de estrés. No
obstante, la expresion es mayor a la observada en condiciones control (figura 4.4 B.2). Es preciso
mencionar que, el nivel de Cphsp90-4 en la etapa de recuperacion es mayor en raiz que en hoja,

patron que se observo también para los genes Cphspl17.8-2, Cphspl17.8-3 y Cphsp70-7.
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4.3.3 Validacion de oligonucle6tidos Cphspl7.8-2 y Cphsp90-4 en C. papaya cv Maradol y
silvestre ante estrés por alta temperatura

Para llevar a cabo un analisis cuantitativo, el andlisis de la curva estandar y curva melt para
Cphspl17.8-2 y Cphsp90-4 se realizdé con la finalidad de determinar la especificidad de los
oligonucleétidos en distintas concentraciones de ADNc durante el ensayo de gRT-PCR. Los
resultados mostraron una eficiencia de reaccién de 88.85%, regresion lineal, R?, de 0.999 y
pendiente de -3.622 para Cphsp17.8-2 y una eficiencia de 92.43% con regresion linea, R?, de
0.996 y pendiente de -3.518 para Cphsp90-4 (figura 4.5 A'y C). Por lo general, se considera una
eficiencia de reaccion aceptable entre 80%-110% y pendiente =-3.6. Una eficiencia del 100%
significa que la cantidad de producto de la reaccion se esta duplicando en cada ciclo. De acuerdo
con la metodologia detallada previamente, cada muestra se corrié por triplicado con control
negativo, utilizando H,O libre de ADNasa.
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Figura 4.5. A) Curva estandar para Cphsp17.8-2 a partir de 300ng de ARN. Los valores de Ct para cada
dilucién hecha por triplicado se indican en la parte izquierda de la figura A, asi como la ecuacién de la recta
y el valor de regresion lineal R2. B) Curva melt de Cphsp17.8-2 con un solo pico de fluorescencia. La linea
roja representa el control negativo de la reaccion. C) Curva estandar para Cphsp90-4 a partir de 300ng de
ARN. Los valores de Ct para cada dilucién hecha por triplicado se indican en la parte izquierda de la figura
A, asi como la ecuacién de la recta y el valor de regresion lineal R2. D) Curva melt de Cphsp90-4 con un
solo pico de fluorescencia. La linea roja representa el control negativo de la reaccion.

Por otro lado, los resultados de la curva melt (figura 4.5 B y D) indicaron un solo pico de
fluorescencia para cada uno de los 5 puntos utilizados en la curva estdndar de Cphspl17.8-2 y
Cphsp90-4, lo que comprobd que existia un solo amplicon o producto de gRT-PCR. Por lo tanto,
se comprobd la especificidad de los oligonucleotidos, validando, de esta forma el ensayo
cuantitativo gRT-PCR para los dos genes hsp.

4.3.4 Cuantificacion del nivel de expresion relativa de Cphsp17.8-2 y Cphsp90-4 en C.
papaya cv Maradol y silvestre ante estrés por alta temperatura

Con la finalidad de analizar el posible mecanismo molecular sobre la respuesta ante incremento
de temperatura mediada por Cphspl7.8-2 y Cphsp90-4 que se observé en el andlisis
semicuantitativo RT-PCR (figura 4.6 A), se cuantificé la expresion de este gen en 3 tratamientos;
control o condiciones normales: Oh (28 + 2°C), tiempo de estrés: 2h (50°C) y etapa de
recuperacion: 2h (50°C) + 168h (28 + 2°C) mediante el método 242,

Los resultados indicaron que existe un nivel de expresion relativa (REL, relative expression level)
<1 en condiciones control para ambos genotipos. Sin embargo, cuando se incrementd la
temperatura, la expresion de Cphspl17.8-2 se induce rapida y significativamente (GLM p<0.05)
en relacion con los controles, alcanzando un REL de 5955 para el genotipo Maradol y un REL de
6295 para el genotipo silvestre. Durante la etapa de recuperacion, la expresion del gen se reduce
significativamente, el REL de Maradol fue de 2.43, mientras que el REL de silvestre fue de 5.43
(figura 4.6). A pesar de que la expresion de Cphsp17.8-2 disminuy0 al regresar a la temperatura
normal, los niveles de expresion seguian siendo considerablemente mas altos que los niveles
basales o de control. La expresion de Cphspl7.8-2 inducible por alta temperatura confirma la

extrema sensibilidad de las small Heat Shock Proteins a la alta temperatura.
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A) Expresion relativa de Cphsp17.8-2 B) Expresion relativa de Cphsp90-4
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Figura 4.6. A) Nivel de expresion relativa de Cphspl7.8-2 de C. papaya cv Maradol y silvestre (p<0.05),
B) Nivel de expresion relativa de Cphsp90-4 bajo 3 tratamientos: control Oh (28 + 2°C), tiempo de estrés:
2h (50°C) y etapa de recuperacion: 2h (50°C) + 168h (28 + 2°C). El gen CpEF1la se utilizé como gen de
referencia y los REL fueron estimados mediante el método 2-24Ct,

Por otra parte, la expresién de Cphsp90-4 también se induce por la alta temperatura en C. papaya
cv Maradol y silvestre. En condiciones control la expresion de Cphsp90-4 es <1. Sin embargo,
después del tratamiento de estrés (2h a 50°C) la expresion de este gen es significativamente
(p<0.05) mayor en el genotipo silvestre, con un REL de 39786, mientras que Maradol presenté
un REL de 12330. Durante la etapa de recuperacion se observé un descenso de la expresion de
Cphsp90-4 en los dos genotipos, siendo de 12 para silvestre y de 20 para el genotipo Maradol.
Al igual que Cphspl7.8-2, el nivel de expresion de Cphsp90-4 en el periodo de recuperacién fue

considerablemente mayor que los niveles control.

Estos resultados sugieren que el gen Cphsp90-4 desempefia un papel importante en la respuesta
de la papaya al estrés por alta temperatura, y que existe una variacién en la magnitud de la

respuesta entre los genotipos Maradol y silvestre.

4.4 DISCUSION

En afos recientes, el entendimiento sobre las HSP y su papel como chaperonas moleculares se
ha ampliado como resultado de andlisis gendmicos y transcriptomicos ante diversos tipos de
estrés abiotico (Guihur et al., 2022). Adicionalmente, este tipo de analisis sugiere que la
expresion de genes que codifican para HSP es regulada por factores ambientales y sefales
internas, lo que contribuye a la plasticidad y adaptabilidad de los organismos frente a distintas

condiciones adversas (Guihur et al., 2022; Qi et al., 2022). Estas proteinas se activan como una
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respuesta adaptativa ante situaciones estresantes y juegan un papel importante en la proteccion
y preservacion de la integridad celular, uniéndose a proteinas que se encuentran en
conformaciones inestables evitando asi, la formacion de agregados (Talalaiev & Korduym., 2014;
Hi et al., 2022).

Las small Heat Shock Protein, sHSP, con un peso molecular entre 12-25kDa, cumplen su rol
como chaperona ATP-dependiente al facilitar el replegamiento de proteinas mal formadas y
mejorar el rendimiento de las plantas para adaptarse ante estrés ambiental (Qi et al., 2022). Si
bien, la mayoria de estas proteinas no estan presentes en condiciones normales se ha registrado
su expresion en varios tipos de estrés bidtico y abidtico (Li et al., 2016; Jiang et al., 2019; Qi et
al., 2022).

Los patrones de expresion de sHSP proporcionan informacion util sobre las funciones de estos
genes ante condiciones de estrés. En un estudio realizado en P. trichocarpa por Li (2016), ante
incremento de temperatura observaron que, el nivel de expresion relativa de Pthspl17.8 en hoja
era >2500 después de 0.5h a 37°C. A medida que el estrés por temperatura se prolongaba (6-
12h), el nivel de ARNm desciende hasta alcanzar un rango de expresion relativa entre 220-230.
Asi mismo, en otro estudio realizado por Jiang (2009), en R. chinensis, los resultados de
expresion semicuantitativa de Rchspl7.8 indicaron que el gen no estaba expresado en hoja ni
raiz en ausencia de estrés. No obstante, su expresion se inducia después de 3h a 38°C.
Adicionalmente, observaron una mayor acumulacién de transcritos de Rchspl7.8 después de
30min a 50°C lo que indica una respuesta de este gen mas rapida y robusta a temperaturas mas

altas y que su expresién es sensible a la magnitud y duracion de la temperatura estresante.

De igual manera, en un estudio realizado por Sewelam (2019) en plantas de Arabidopsis
sometidas a estrés por calor, observaron que los niveles de expresion de hsp17.4Cl aumentaron
drasticamente (~50) luego de 2h a 45°C. Ademas, obtuvieron niveles de expresion similares
cuando el tiempo de estrés fue de 4h y 6h. Los autores sefial el bajo nivel de expresién basal de

este gen en plantas con ausencia de estrés.

Estos resultados sugieren que, al igual que Pthsp17.8, Rchspl7.8 y hsp17.4Cl, la expresion de
Cphspl17.8-2 en hoja de C. papaya cv Maradol y silvestre es altamente inducida en respuesta a
un rapido aumento de temperatura. Sin embargo, la expresién disminuye cuando las condiciones
regresan a temperatura ambiente (etapa de recuperacion). Este patrén sugiere una respuesta

temprana y transitoria de Cphspl17.8-2 en ambos genotipos y es consistente con estudios previos
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gue indican que, en condiciones normales de crecimiento la mayoria de sHSP no se pueden

detectar en tejidos vegetativos.

Por otro lado, si bien, la expresién de Cphspl7.8-2 y Cphspl7.8-3 en raices se ve inducida por
alta temperatura esta se reduce durante la etapa de recuperacién, pero aln se mantiene por
encima de los niveles control. Esto sugiere que la induccién de estos genes en las raices es una
respuesta adaptativa a la alta temperatura y que la planta es capaz de mantener cierta capacidad
de respuesta y adaptacion a futuros eventos de estrés por calor incluso después de que se haya

reestablecido la temperatura normal.

Dentro de la familia HSP, las proteinas HSP70 son responsables del correcto ensamblaje y
plegamiento de proteinas nacientes, replegamiento de proteinas agregadas y mal formadas, y
translocacion de la membrana. Las HSP70 interactdan con las regiones hidrofébicas de las
proteinas mal formadas, replegandolas de manera correcta. Adicionalmente, pueden actuar
como proteinas de limpieza o housekeeping por su papel dentro de las funciones celulares
debido a que controlan y regulan la construccién de componentes para las vias de transduccion
(Rehman et al., 2020).

La amplia gama de funciones de las HSP se logra a través de la interaccion entre proteinas
cochaperonas y chaperonas especificas, como HSP70, para ayudar al correcto plegamiento de
proteinas, prevencion de agregados y proteccion contra el estrés celular. Estos mecanismos
aseguran un funcionamiento celular 6ptimo en condiciones normales o adversas (Rehman et al.,
2020).

En un analisis genémico realizado por Guo (2016), se identificaron 21 miembros pertenecientes
a la familia HSP70 en C. annum L. En condiciones normales (26°C) el analisis semicuantitativo
de estos genes dio como resultado que no todos los miembros de esta familia estaban
expresados en los diferentes tejidos (raiz, tallo, hoja y flores). Sin embargo, la mayoria se inducia
ante alta temperatura (2h/46°C) resaltando el papel de estos genes ante la proteccién y
adaptacion de las células, mejorando la termotolerancia. Cabe destacar que algunos miembros
HSP70 mantuvieron su nivel de expresion a pesar del episodio de estrés, lo que comprueba
también la importancia de estas proteinas en funciones esenciales bajo condiciones normales.
Adicionalmente, dentro de este estudio, la variedad transgénica de Arabidopsis que sobre
expresaba Cahsp70-2 mostré un nivel de expresion de genes Athspl7.6 y Athsp25.3 10 veces

mayor que las plantas control (no transformadas) lo que sugiere que HSP70 podria interactuar
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con sHSP para mitigar la agregacion de proteinas termolabiles y replegar proteinas no nativas,

restaurando su funcién bioldégica como una respuesta temprana ante el choque térmico.

Por otra parte, en un estudio realizado por Yin (2023), en C. lavandulifolium, encontraron 83
miembros pertenecientes a la familia HSP70, 10 de ellos se seleccionaron para su analisis
cuantitativo por gRT-PCR segln sus elementos de respuesta ubicados en las regiones
promotoras de cada gen. Los autores encontraron que después de 1h a 37°C la mayoria de
Clhsp70 era inducible por incremento de temperatura con niveles de expresién >20 en hojas, la
acumulaciéon de ARNm decaia con tiempos prolongados de calor (37°C/6h). Asi mismo, sefialan
gue el aumento de expresion tiene como objetivo mejorar la capacidad de la planta para resistir
el estrés y proteger las estructuras celulares. No obstante, se necesita mas investigacion para
comprender el mecanismo involucrado en su regulacién, lo que incluye investigar vias de
sefializacion, factores de transcripcion involucrados en la transcripcion de genes HSP, asi como,

la interaccién con otras proteinas y cofactores.

Por su parte, Jiang (2020), evalu6 la expresion de Rchsp70 en variedades termotolerantes y no
tolerantes de R. hybrida. Los resultados de la expresién semicuantitativa indicaron que Rchsp70
no estaba presente en ninguna variedad a temperatura control (25°C). Sin embargo, luego de 3h
a 38°C, la expresion de Rchsp70 fue altamente inducible en las variedades resistentes, pero no
en las variedades sensibles. Lo que indica que la expresidon de Rchsp70 esta directamente

relacionada con la tolerancia al calor en las variedades de R. hybrida.

Estos resultados sustentan lo encontrado en este trabajo de tesis, 4 CpHSP70 se eligieron para
evaluar su perfil de expresion bajo condiciones de estrés, 2 de ellas (Cphsp70-1 y Cphsp70-6)
no se inducen ante el incremento de temperatura en hoja o raiz, o que sugiere su papel en
funciones celulares normales que permiten mantener el equilibrio celular. Por otra parte, la
expresion de Cphsp70-7 y Cphsp70-8 se induce ante estrés por calor y regresa a sus valores
normales de expresion cuando la temperatura se ha reestablecido. Sin embargo, en el caso de
las raices, aunque la expresion de estos genes disminuye en comparacién con el pico de
induccioén, aun es significativamente mayor a los niveles de las muestras control sobre todo para
Cphsp70-7. Estos resultados indican que los genes Cphsp70-7 y Cphsp70-8 son regulados de
manera diferencial en distintos tejidos de C. papaya cv Maradol y silvestre en respuesta al choque
térmico. Mientras que, en hoja, los niveles de expresion disminuyen, en raices se mantiene la
expresion elevada, lo que sugiere que estas proteinas junto con sHSP pueden desempefiar un
papel importante en la proteccion de proteinas termolabiles de las raices y, por lo tanto, la

adaptacion de este tejido ante estrés térmico.
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La identificaciébn de mecanismos de regulacién podra brindar nuevos conocimientos sobre como
las células responden ante estrés por calor y, de esta forma, aportar a la mejora de variedades

vegetales para que sean resistentes ante condiciones ambientales adversas (Yin et al., 2023).

En eucariotas las isoformas de HSP90 representan entre 1-2% de las proteinas celulares totales,
cantidad que puede aumentar del 4-6% bajo condiciones de estrés (di Donato & Geisler., 2019).
HSP90 controla diversos procesos celulares a través de la maduracién, estabilidad, actividad y
renovacion de sus sustratos de las llamadas proteinas clientes. Estas proteinas pueden tener
funciones fisioldgicas 0 moleculares que activaran una cascada de sefales constitutivas o de

respuesta a estrés (di Donato & Geisler., 2019).

Cuando existe situaciones de estrés, como estrés por alta temperatura, el requisito de HSP90 se
incrementa significativamente. Por lo que, HSP90 puede ser reclutada por proteinas especificas
comprometidas en el episodio de estrés para mantener su funcionalidad en condiciones
adversas. Se ha propuesto que HSP90 puede actuar como amortiguador fenotipico al ocultar
polimorfismos genéticos que podrian manifestarse en el fenotipo. Cuando HSP90 es reclutada
en episodios de estrés, se libera de su funcién reguladora normal y deja de amortiguar ciertos
polimorfismos genéticos. Esto puede llevar a la expresion fenotipica de caracteristicas que
estaban enmascaradas previamente por HSP90. Si tales caracteristicas representan una ventaja
para el organismo ante condiciones de estrés pueden ser heredadas a la siguiente generacion,
proporcionando una explicacion molecular para el fenbmeno de aparente asimilacion de
caracteristicas adquiridas inducidas por el medio ambiente en plantas y animales. Sin embargo,
la relacion entre HSP90 y la variacién genética fenotipica necesita mas estudio para comprender

los mecanismos de regulacion (Cowen & Lindquist., 2005; di Donato & Geisler., 2019).

Segun un estudio realizado por Xu (2013), en G. max, la expresion de 12 genes Gmhsp90, en
hoja, se induce después de 30min a 42°C, misma que disminuye después de 24h a 42°C. En
particular, los genes Gmhsp90A1 y Gmhsp90A2 se inducen de manera drastica por temperatura,
alcanzado su méxima expresion entre 4000-6000 veces mas después de 1h a 42°C. El nivel de
transcritos disminuyd en tiempos prolongados (24h) de estrés, no obstante, los niveles son
mayores en comparacion con los demas genes Gmhsp90. Asi mismo, en plantas transgénicas
de Arabidopsis que sobre expresaban Gmhsp90 se encontr6 mayor contenido de prolina y
expresion de AtP5CS1, que codifica para la enzima 1-pirrolina-5-carboxilato, responsable de la
biosintesis de prolina. Estos resultados sugirieron una correlacion entre HSP90, P5CS1 y prolina

en condiciones normales.
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Adicionalmente, el estudio de Li (2020), en plantas de S. tuberosum encontré que el nivel de
expresion cuantitativo de 7 genes Sthsp90 en hojas incrementaba durante el episodio de estrés
(35°C/24h) con niveles de expresion entre 10-35 veces mas que las plantas control. En raices la
expresion de Sthsp90.2 se inducia significativamente por temperatura a diferencia de los demés
genes Sthsp90, lo que sugiere que Sthsp90.2 puede desempefiar un papel especifico en la
respuesta al estrés por calor en las raices de papa.

Adicionalmente, en el estudio realizado en N. tabacum por Song (2019), encontraron diferentes
patrones de expresion cuantitativa en 11 genes Nthsp90 ante estrés por calor en hojas. De esta
familia, la expresion de 5 subclases de Nthsp90 no era inducida por calor y se mantenia
constitutiva a pesar del tratamiento con temperatura (42°C), lo que sugiere una regulaciéon
independiente del estrés térmico en N. tabacum. Sin embargo, el resto de los genes evaluados
mostré perfiles de expresion Unicos en respuesta al estrés por calor, respondiendo al estrés
después de 3h de tratamiento a 42°C y con picos maximos de expresion a las 6h y 12h de
tratamiento. Por lo que, la expresion de Nthsp90 se ve modulada de manera temporal durante el

periodo de estrés.

Estos resultados permiten sustentar lo observado en la expresion semicuantitativa de Cphsp90-
1 en donde se observé que existe mayor expresién del gen Cphsp90-1 en hoja en el genotipo
silvestre en comparacion con el genotipo Maradol. Esto indica que Cphsp90-1 podria
desempefiar un papel importante en la respuesta al estrés por alta temperatura en las hojas del
genotipo silvestre. No obstante, la expresion de Cphsp90-1 en raiz se mantiene constitutiva lo
que podria sugerir el papel de este gen en funciones esenciales de este tejido,

independientemente de las condiciones de estrés.

De igual manera, el andlisis de expresion cuantitativa de Cphsp90-4 indicé un mayor nivel de
expresion relativa de este gen en el genotipo silvestre en comparacion con su cultivar Maradol,
lo que puede indicar que el genotipo silvestre tiene una respuesta mas robusta y eficiente para
proteger las proteinas celulares durante el estrés por alta temperatura. Esto puede conferirle una
mayor tolerancia al estrés y, potencialmente, una mejor capacidad para sobrevivir y recuperarse
de condiciones adversas. Este patron de expresion sugiere que Cphsp90-4 desempefia un papel

importante en la respuesta inicial al estrés por temperatura en hojas.

4.5 CONCLUSIONES
En conjunto, estos hallazgos destacan la diversidad de respuesta de los genes que codifican

para CpHSP en C. papaya cv Maradol y silvestre. Con genes que muestran una expresion
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constitutiva (Cphsp70-1, Cphsp70-6 y Cphsp90-1) mientras que otros presentan patrones de
expresion inducidos y temporales en respuesta al estrés térmico (Cphspl7.8-2, Cpl7.8-3,
Cphsp70-7, Cphsp70-8 y Cphsp90-4), lo que proporciona nueva informacion en el contexto de la

respuesta al estrés por alta temperatura en plantas de papaya.

El andlisis de expresion cuantitativa indicO que existe mayor nivel de expresion relativa de
Cphsp90-4 en el genotipo silvestre en comparacion con su cultivar Maradol durante estrés por
alta temperatura (2h a 50°C) lo que podria estar relacionado con una mayor respuesta tolerante
ante estrés térmico en papaya silvestre. Estos hallazgos abren nuevas opciones de mejoramiento
genético para el desarrollo de cultivares tolerantes. Es necesario mencionar que se desconoce
el patron de expresion cuantitativo de hoja y raiz para el resto de los genes estudiados en este
trabajo de tesis, lo que podria brindar méas informacién sobre la respuesta ante incremento de

temperatura en ambos genotipos.

Estos resultados son importantes para comprender la regulacion de los genes Cphsp en
respuesta al estrés por alta temperatura y su papel en la proteccion y adaptacién de las células
ante condiciones ambientales desfavorables (alta temperatura). Asi mismo, permiten la seleccion
de genes que podrian ser utilizados en el mejoramiento genético de C. papaya para aumentar
su tolerancia al estrés térmico, como, por ejemplo: Cphspl7.8-2, Cphsp70-7, Cphsp70-8 y
Cphsp90-4.
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CAPITULO 5. DISCUSION GENERAL

Las plantas enfrentan diversos tipos de estrés ambiental durante su crecimiento y desarrollo,
como: sequia, temperatura, salinidad y metales pesados. Sin embargo, a lo largo de la evolucion
han desarrollado varias redes sofisticadas de transduccién de sefiales que mitigan el estrés de
manera efectiva. A nivel molecular, por ejemplo, los factores de transcripcion de choque térmico
(HSF) regulan las redes de sefializacién e inducen una respuesta al factor estresante mediante
la regulacién de la expresion de proteinas chaperonas, como las HSP, para garantizar la

supervivencia de la planta en entornos dificiles (Chen et al., 2018).

A pesar de que existen estudios sobre HSP en diversas especies de plantas, no se habia llevado
a cabo un estudio especifico de genes que codifican para HSP17.8, HSP70 y HSP90 en C.
papaya. Por lo tanto, para contestar la primera pregunta de investigacion e hipétesis de este
trabajo de tesis que plantea que, existen secuencias homélogas de genes que codifican para
estas HSP de A. thaliana en el genoma de C. papaya debido a que son proteinas altamente
conservadas entre especies, se llevd a cabo un andlisis in silico de estos genes en C. papaya

Sun up.

Los resultados obtenidos indicaron que, efectivamente, existen secuencias homoélogas de estos
genes en el genoma de C. papaya a partir de sus ortélogos de A. thaliana. Especificamente, se
encontraron 5 genes gue codifican para CpHSP17.8, 10 genes que codifican para CopHSP70y 5
genes que codifican para CpHSP90. Adicionalmente, la identificacién de dominios y estructuras
proteicas 3D mostraron que las familias HSP son altamente conservadas entre C. papaya y A.
thaliana. Estudios de todo el genoma en distintas especies de plantas se han enfocado en la
busqueda de genes para las familias HSP. Por ejemplo, para la familia sHSP existen 18 genes
en el genoma de B. distachyon, 44 genes en el genoma de Z. mays y 169 genes en el genoma
de T. aestivum (Li et al., 2021; Qi et al., 2022; Kumar et al., 2020). Un estudio filogenético
realizado por Qi (2022), para explorar las relaciones evolutivas de la familia SHSP entre Z.mays,
A. thaliana, O. sativa y S. tuberosum, obtuvo como resultado que las proteinas se dividian en 11
categorias de acuerdo a su ubicacion subcelular. De esta forma, se localizaban en el citoplasma
y el nucleo (C), subdividido en ClI, ClI, Clll, CV, CVI y CVIII debido a la falta de una sefal de
orientacion especifica, reticulo endoplasmatico (RE), peroxisoma (Po), mitocondria (M) y plasma
(P). De esta forma, la relacion filogenética indico la conservacion y diferencia de las sHSP en la

evolucion de las plantas, asi como, la funcion especifica de las SHSP en cada categoria.
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Asi mismo, un estudio realizado por Kumar (2020), entre la relacién filogenética de 753 HSP
identificadas en trigo, obtuvo como resultado que todas las proteinas TaHSP se agruparon dentro
de sus respectivas subfamilias. De igual manera, segin Yan (2020) las relaciones evolutivas
entre sHSP, HSP70 y HSP90 de A. thaliana, O. sativa, B. distachyon y C. songorica indicaron
qgue las familias se agrupaban segun su respectiva familia y ubicacién subcelular con ciertas
excepciones de la familia sHSP cuyas subclasificaciones fueron especificas para A. thaliana o
gramineas. Esto comprueba los resultados obtenidos en este trabajo, en donde los subclados de
los &rboles filogenéticos de cada familia HSP entre C. papaya y A. thaliana se dividian segun su
ubicacién subcelular. Adicionalmente, las proteinas de cada familia HSP (CpHSP70 y CpHSP90)
compartian los mismos motivos segun su localizacién subcelular, lo que comprueba distintos
roles funcionales in vivo en funcién de su ubicacion. Estos resultados son importantes porque
proporcionan una mayor compresion de la evolucién y funcién de las proteinas HSP en las
plantas. La presencia de motivos conservados asociados a la ubicacion celular indica roles
especificos de las HSP en diferentes partes de la célula que puede desempefiar funciones clave
en la respuesta al estrés y demas procesos celulares como, el plegamiento correcto o

translocacion de proteinas especificas (Qi et al., 2022).

Para responder la segunda pregunta de investigacién y corroborar su hipétesis que establece
gue, existen diferencias en la respuesta fisiol6gica entre C. papaya cv Maradol y silvestre ante
estrés por alta temperatura, se realizé un analisis fisioldgico sobre el efecto del estrés térmico en
dos genotipos de C. papaya cv Maradol y silvestre. Los resultados obtenidos indicaron que,
efectivamente, existen diferencias en la respuesta fisiolégica de estos genotipos ante dicho

estrés.

En condiciones de alta temperatura se producen alteraciones en la actividad fotosintética y el
PSII es uno de los principales componentes afectados por el estrés térmico en el transporte de
electrones, lo que se refleja en cambios en los parametros de la fluorescencia de la clorofila (Zhu
et al.,, 2021). Los resultados indicaron que durante el tratamiento a 50°C la emisiéon de
fluorescencia en el PSII se vio afectada para ambos genotipos. Sin embargo, el genotipo silvestre
presenté una menor afectacion en comparaciéon con el genotipo Maradol. Ademas, durante el
periodo de recuperacion, el genotipo silvestre mostré una mejor recuperacion en la actividad del

PSII en comparacion con su variedad comercial.

De la misma manera, el estrés por alta temperatura afecta negativamente procesos fisioldgicos
como; la fotosintesis, transpiracion, conductancia, termo estabilidad de la membranay regulacion

osmotica (Zhao et al., 2020). Sin embargo, las plantas han desarrollado estrategias adaptativas
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para enfrentar estas situaciones y minimizar los efectos negativos en su crecimiento, desarrollo

y productividad (Jedmowski & Bruggemann., 2015).

A patrtir del andlisis de intercambio gaseoso, se relacion6 que el mayor nivel de conductancia y
transpiracion encontrado en el genotipo silvestre se atribuia al mecanismo de enfriamiento de las
hojas que se activa cuando existe estrés debido a altas temperaturas. Si hay suficiente
disponibilidad de agua, las hojas pueden transpirar libremente y utilizar este mecanismo de
enfriamiento para hacer frente a las condiciones de calor intenso. Este mecanismo permite al
genotipo silvestre enfrentar olas cortas de calor y mantener la homeostasis térmica en las hojas.
En contraste, el genotipo Maradol, al tener una conductancia y transpiracion mas baja, podria
ser mas sensible al estrés por altas temperaturas, ya que no puede enfriar sus hojas de manera

eficiente.

De igual forma, el estrés por alta temperatura puede desencadenar la desestabilizacién de las
membranas celulares, lo que puede resultar en una mayor permeabilidad y pérdida de electrolitos
de las células (Demidchik et al., 2014). Sin embargo, segun los resultados obtenidos, el genotipo
silvestre parece tener una mayor capacidad para mantener la integridad de sus membranas
celulares en condiciones de estrés térmico, lo que resulta en una menor pérdida de electrolitos
en comparacion con el genotipo Maradol. Lo que sugiere que, el genotipo silvestre puede tener
mecanismos adaptativos mas eficientes para proteger y mantener la integridad de sus
membranas celulares frente al estrés por alta temperatura. Estos mecanismaos podrian incluir la
sintesis y acumulacion de compuestos protectores como lipidos, proteinas de choque térmico
(HSP) y antioxidantes, que ayudan a mitigar los efectos negativos del estrés térmico en las
membranas celulares (Alhaithloul., 2019; Niu & Xiang., 2018).

Por otro lado, se ha documentado que el proceso de domesticacion de las plantas cultivadas ha
resultado en una reduccion de la diversidad genética en comparacién con sus parientes
silvestres. Los genotipos silvestres pueden albergar genes que confieren tolerancia a estrés
abidtico o bidtico. Por lo que, son valiosos recursos genéticos que se utilizan en el mejoramiento
vegetal para mejorar los parametros fisioldgicos y fortalecer la resistencia y adaptabilidad de las

plantas cultivadas (Zhang et al., 2017).

Por consiguiente, a partir de la tercera pregunta de investigacion e hip6tesis formuladas en la
presente tesis, se realizé un analisis de expresion de genes que codifican para HSP17.8, HSP70
y HSP90 en C. papaya cv Maradol y silvestre para determinar si el genotipo silvestre, al ser una

especie no domesticada, presentaba mayor expresion de estos genes en comparacion con su
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cultivar comercial, lo que podria indicar una mayor capacidad de tolerancia al estrés térmico y

estar relacionado con una mejor respuesta fisiol6gica ante el estrés.

Los resultados de expresidn cuantitativa indicaron que existe mayor expresion de Cphsp90-4 en
el genotipo silvestre. La mayor expresion de este gen en el genotipo silvestre de papaya podria
indicar una respuesta adaptativa mas robusta al estrés térmico en comparacion con su cultivar
comercial. Asi mismo, estos resultados son consistentes con diversos estudios que han
demostrado la relacién de HSP en la proteccién de otras proteinas en condiciones de estrés,
evitando su desnaturalizacién y promoviendo su correcto plegamiento (Niu & Xiang., 2018; Chen
et al., 2017; Trésch et al., 2015)

Un estudio realizado por Chen (2017), en A. thaliana revel6 que HSP21 tiene la capacidad de
unirse y estabilizar las proteinas D1 y D2 del PSIlI cuando se activa la via de sefalizacion
retrograda asociada a GUNS. Esta via de sefializacion es un mecanismo de comunicacion entre
los cloroplastos y el ndcleo celular, que se activa en respuesta a diversas tensiones ambientales,
incluido el estrés térmico. Cuando se activa la via de sefializacion asociada a GUNS5 se produce
un aumento en la expresion de HSP21, la cual se dirige a los cloroplastos y se une
especificamente a D1 y D2 para protegerlas de la desnaturalizacion y mantener la funcionalidad

del PSII durante el estrés por alta temperatura (Chen et al., 2017).

En un estudio realizado por Tan (2011), en plantas de tabaco, el estrés térmico (43°C por 2h)
provocoé que existiera una disminucién de la tasa de fotosintesis neta, asi como, de la eficiencia
fotoquimica (Fv/Fm) y el indice de rendimiento Plas. Sin embargo, en plantas tratadas
previamente con CaCl, antes del choque térmico, observaron una menor disminuciéon de la
fotosintesis y la relacion de fluorescencia Fv/Fm. De la misma forma el indice Pla,s fue mayor en
plantas tratadas con CaCl, después del tratamiento con calor, que en los tratamientos control.
Adicionalmente, los niveles de proteina HSP70 se incrementaron después del estrés por
temperatura. Sin embargo, la aplicacion de CaCl, incremento la acumulacién de esta proteina
ante alta temperatura. Los autores sefialan que HSP70 puede participar en la fotoproteccion y
reparacion del PSII. De igual forma, HSP70 podria interactuar con secuencias polipeptidicas de
la proteina D1 y otras proteinas de reaccion del PSII, asi como, en la sintesis de novo de estas
proteinas, asegurando su correcta plegacion y ensamble para la formacién de complejos
funcionales y estables durante estrés por alta temperatura. De igual forma, una mayor
acumulacion de HSP70 en plantas tratadas con CaCl. podria promover la disociacién del
complejo HSF-HSP70 para que HSF se una a los elementos de respuesta y activar la

transcripcion de genes hsp y sintesis de proteinas HSP (Tan et al., 2011).
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Por otro lado, existe evidencia de la interaccion de HSP90 con la importacion de proteinas del
cloroplasto (Schweiger et al., 2013). Mas de 2000 proteinas de los cloroplastos son codificadas
por el genoma nuclear (Ticha et al., 2020). Segun un estudio realizado por Schweiger (2013),
con proteinas HSP70 y HSP90 de A. thaliana sobre expresadas en E. coli encontraron que existe
afinidad de unioén con la proteina Toc64 en la envoltura externa de los cloroplastos, que esta
involucrada con la exportacion de proteinas desde el citosol hacia los cloroplastos. HSP70 y
HSP90 pueden interactuar con las preproteinas en el citosol para asegurar su correcto

ensamblaje dentro del organulo.

Asi mismo, HSP90, ha sido implicada en la regulacion de la transferencia de sefiales al nucleo y
desempefia un papel importante en la modulacion de genes relacionados con la fotosintesis y
genes de respuesta a estrés en plantas, o que permite una adaptacién y supervivencia mas
eficiente en situaciones adversas al proporcionar una conexion entre la respuesta al estrés y la

regulacién de procesos clave para la planta (Trésch et al., 2015).

De igual forma, HSP70 del cloroplasto participa en la reparacion del PSIl bajo estrés y se ve
afectada por el estado redox del cloroplasto. En condiciones de estrés oxidativo, el incremento
de ROS afecta a las proteinas y al funcionamiento de organulos. HSP70 responde a estos
cambios como una respuesta adaptativa para proteger y reparar el PSIl dafiado y, mantener la
eficiencia de la fotosintesis en condiciones de estrés (Trésch et al., 2015). En S. tuberosum se
observd que la expresion de genes hsp70 en respuesta a diferentes tipos de estrés abidtico
tendia a ser diferente. Por ejemplo, Sthsp70-7 que respondia a estrés por sequia era regulado a
la baja ante estrés por temperatura y condiciones salinas, lo que indico diferentes vias de
sefializacion, esto a su vez, sustenta la compleja red de regulacion para las vias de sefializacion
HSP (Liu et al., 2018).

Por lo tanto, podria asociarse que la mejor eficiencia fotoquimica y actividad fotosintética del PSl|
en el genotipo silvestre esté relacionada con una mayor expresiéon de sHSP, HSP70 y HSP9O0 al
proteger proteinas, que serdn importadas a la mitocondria o cloroplastos, contra la

desnaturalizacion y agregacion inducidas por el estrés térmico (figura 5.1).

La mayoria de las proteinas de los cloroplastos y las mitocondrias se sintetizan en el citoplasma
a partir de genes nucleares para, posteriormente, importarse a estos organulos. Durante el
proceso de importacion, las proteinas sufren cambios conformacionales y ensamblaje correcto
para adquirir su estructura funcional y ser transportadas a su ubicacién correcta. En este

contexto, las HSP, particularmente HSP70 coopera con otras chaperonas para el correcto
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plegamiento, replegamiento y desagregacion de proteinas. De esta forma, las HSP ayudan a
mantener la calidad y funcionalidad de las proteinas importadas, asegurando que se plieguen
correctamente y evitando su agregacion o inactivacion debido al estrés o condiciones adversas
(Niu & Xiang., 2018). Adicionalmente, HSP70 participa en el mantenimiento de la integridad y
funcién de las proteinas de membrana y existentes en los organulos al eliminar proteinas que

han sido dafiadas o desnaturalizadas (Niu & Xiang., 2018).

Cuando las plantas estan expuestas a altas temperaturas, las proteinas de membrana pueden
sufrir cambios en su estructura tridimensional debido a la denaturacion térmica. La
sobreexpresion de HSP en respuesta al estrés ayudan a prevenir la agregacion y el colapso de
las proteinas de membrana, asi como a facilitar su correcto plegamiento y funcionamiento lo que
ayuda a mantener la funcién celular y la integridad de las estructuras en condiciones de estrés
térmico (Niu & Xiang., 2018).

Una de las funciones clave de las sHSP es estabilizar las bicapas lipidicas de las membranas
celulares, incluyendo la membrana plasmatica. Ante incremento por temperatura, las bicapas
lipidicas tienen a volverse mas fluidas, lo que compromete la integridad y funcion de la
membrana. Las sHSP se unen a las bicapas lipidicas y ayudan a mantener su estructura y rigidez,
evitando asi la pérdida de la integridad de membrana plasmatica. Adicionalmente las sHSP se
asocian con otras chaperonas, proteinas y lipidos para formar complejos multiprotéicos que
pueden actuar como una barrera protectora y participar en la reparacién y replegamiento de
proteinas dafiadas por el estrés térmico (Bourgine & Guihur., 2021; Haslbeck & Vierling., 2015;
Horvath et al., 2008).

Las balsas lipidicas son microdominios de la membrana plasmatica que se interactian con
proteinas implicadas en el transporte vesicular y mecanismos de sefializacion. Se ha sugerido
gue las balsas lipidicas podrian proporcionar un entorno favorable para las interacciones entre
las HSP y otras proteinas de membrana, lo que podria tener un impacto en la regulacién de las
respuestas celulares al estrés térmico (Niu & Xiang., 2018). A pesar de que la mayor parte de la
evidencia de estas interacciones proviene de estudios en mamiferos (Maio & Hightower., 2021),
se ha sugerido que ciertas HSP en plantas podrian tener funciones similares en la membrana
plasmatica, estas funciones podrian incluir el reclutamiento de proteinas de sefalizacion, el
plegamiento de proteinas de membrana, translocacién de polipéptidos y la remodelacion y

proteccion de la membrana plasmatica bajo estrés celular (Niu & Xiang., 2018).
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Por lo tanto, el menor porcentaje de fuga de electrolitos encontrado en el genotipo silvestre podria
estar relacionado con la sobreexpresion de HSP70 y sHSP para prevenir la desnaturalizaciéon y
agregacion de las proteinas de membrana plasmatica. Adicionalmente, las HSP pueden
interactuar con otras proteinas de membrana y participar en la formacién de complejos proteicos
gue ayudan a mantener la integridad de la membrana plasmatica durante estrés por incremento

de temperatura (figura 5.1).

Por otro lado, cuando las plantas se enfrentan a altas temperaturas pueden acumular prolina en
sus tejidos como parte de su mecanismo de adaptacion. Este aminoacido puede actuar como un
osmolito para evitar la pérdida de agua, protector de membranas celulares para preservar la
integridad de las células y como antioxidante no enzimatico al neutralizar ROS y proteger a la

célula del dafo oxidativo (Yan et al., 2020).

En el estudio realizado por Yan (2020), en plantas de C. songorica sometidas a 40°C por 72h se
identificd al metabolismo de la prolina entre las vias de genes expresados diferencialmente
(DEGSs). Adicionalmente, el contenido de prolina fue significativamente mayor en plantas bajo
estrés térmico que en condiciones control. De igual manera, identificaron 84 genes Cshsp entre
sHSP. HSP70 y HSP90, de los cuales el 72.7% estuvieron regulados a la alta bajo estrés por

incremento de temperatura.

Si bien los dos genotipos de C. papaya (Maradol y silvestre) acumularon prolina estos resultados
respaldan la obtenido en este trabajo de tesis en el cual la prolina se acumula significativamente
cuando existe estrés por alta temperatura al actuar como un osmolito compatible y proteger las
estructuras celulares y las proteinas al equilibrar los niveles de agua y regular la presion
osmotica. Adicionalmente, puede neutralizar los radicales libres y proteger a las células del dafio

oxidativo (figura 5.1).

A pesar de que las HSP no estén directamente involucradas en la sintesis de enzimas
antioxidantes u osmolitos, desempefian un papel crucial en la proteccién y estabilizacién de estas
proteinas durante estrés por alta temperatura, al evitar su desnaturalizacion y asegurar su

funcionalidad, lo que es esencial para la supervivencia celular bajo condiciones de estrés térmico.

Finalmente, si bien el perfil de expresion de las familias HSP estudiadas no incluyé HSP
especificas de organelos, resulta interesante evaluar los niveles de expresion de estas HSP ante
incremento de temperatura en C. papaya cv Maradol y silvestre en investigaciones futuras. Esto
permitiria comprender mejor la respuesta adaptativa de las plantas a las condiciones de estrés

térmico y la contribucién de las HSP de cloroplastos en la proteccion y el mantenimiento de la
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fotosintesis eficiente. Adicionalmente, es necesario mencionar que la funcién e interacciones de
HSP en la regulacion de la transferencia de sefiales y la expresion génica en plantas son areas

de investigacién activas.

Silvestre Maradol
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Figura 5.1. Modelo hipotético de la participacion de HSP en el plegamiento correcto de proteinas
desnaturalizadas. El estrés por altas temperatura puede afectar la eficiencia del fotosistema Il y
comprometer la fotosintesis, como resultado el indice de rendimiento Plansy la relacion de fluorescencia
Fv/Fm disminuyen, lo que afecta la capacidad de la planta para realizar la fotosintesis de manera efectiva.
En respuesta al estrés, las plantas pueden desencadenar una serie de respuestas fisioldgicas, asi como
la acumulacion de osmolitos, como la prolina para protegerse y adaptase a las condiciones adversas. De
la misma forma, la alta temperatura puede romper los enlaces no covalentes que mantienen la estructura
tridimensional de las proteinas, los enlaces de hidrégeno y las interacciones hidrofébicas, como resultado
las proteinas se despliegan y pierden su funcion biolégica. Esto es especialmente relevante en proteinas
involucradas en la fotosintesis y en aquellas que se estan importando a los organelos celulares. De esta
forma, las HSP ayudan al correcto plegamiento de proteinas desplegadas o recién sintetizadas al evitar la
formacién de agregados no funcionales proveyendo de cito proteccion a la célula.

Modelo creado con BioRender.com
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5.1 CONCLUSIONES GENERALES

A partir del analisis bioinformatico se identificaron 5 genes Cphspl17.8 (Cphspl17.8-1 al 5),
10 genes Cphsp70 (Cphsp70-1 al 10) y 5 genes Cphsp90 (Cphsp90-1 al 5) con motivos
y dominios caracteristicos de cada familia HSP. Estos hallazgos proporcionan informacion
importante sobre la caracterizacion y distribucién de HSP en C. papaya, lo que podria
tener implicaciones en su respuesta a estrés y en su desarrollo y adaptacion a diferentes
condiciones ambientales.

El analisis fisiologico determind que el genotipo silvestre presenté menor disminucion de
la eficiencia fotosintética (Fv/Fm), tasa de fotosintesis y dafio del PSII (puntos de inflexion
0-J-1-P) durante el tratamiento de estrés por alta temperatura (2h a 50°C) que el genotipo
Maradol. Adicionalmente, el nivel de conductancia y transpiracion fue mayor en el
genotipo silvestre, lo que puede estar asociado con una mejor capacidad para enfriar las
hojas y sobrevivir olas cortas de calor cuando existe suficiente agua en el suelo.

De igual manera el genotipo silvestre presenté menor fuga de iones, lo que indica, una
mayor estabilidad de la membrana en comparacién con el genotipo Maradol durante el
tratamiento con alta temperatura, lo que sugiere una mayor tolerancia al estrés térmico.
El estado hidrico WH de C. papaya cv Maradol y silvestre se mantuvo igual en el genotipo
silvestre durante el incremento de temperatura, mientras que Maradol experiment6 una
mayor alteracion y disminucién en el movimiento del agua.

Los analisis de expresion de genes Cphspl7.8 (Cphspl7.8-2 y Cphspl7.8-2), Cphsp70
(Cphsp70-1, Cphsp70-6, Cphsp70-7 y Cphsp70-8) y Cphsp90 (Cphsp90-1 y Cphsp90-4)
determinaron que existen genes que mantienen una expresion constitutiva independiente
de la temperatura, como: Cphsp70-1, Cphsp70-6 y Cphsp90-1, mientras que otros
presentaron una expresion rapida y transitoria en respuesta al incremento de
temperatura; Cphspl7.8-2, Cp17.8-3, Cphsp70-7, Cphsp70-8 y Cphsp90-4.

Por su parte el analisis cuantitativo indicé mayor expresion de Cphsp90-4 en el genotipo
silvestre que el genotipo Maradol. Esta diferencia en la expresion sugiere que el mayor
nivel de tolerancia observado en el genotipo silvestre podria estar relacionado con la
proteccion y correcto plegamiento de proteinas de membrana, asi como interaccion con
preproteinas del cloraplasto para asegurar su correcta importacion al organulo.

Es posible que durante el proceso de domesticacion el genotipo comercial haya perdido
rasgos de termotolerancia que el genotipo silvestre ain mantiene. La conservacién de la

diversidad genética de los genotipos silvestres es fundamental para su utilizacion en
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programas de mejoramiento genético y desarrollar cultivos mas resistentes y adaptados

a condiciones climaticas adversas, como alta temperatura.

5.2 PERSPECTIVAS

Ante la informacion obtenida en este trabajo de tesis y las diferencias observadas entre C. papaya
cv Maradol y silvestre se generaron nuevas interrogantes para futuras investigaciones. Estas
preguntas pueden brindar nueva informacion acerca de las caracteristicas genéticas y
fisiologicas que subyacen a las diferencias encontradas en la tolerancia a estrés por alta
temperatura entre ambos genotipos para aplicar estrategias de mejoramiento genético en

papaya.

El presente estudio identificd genes que codifican para HSP17.8, HSP70 y HSP90 en C.
papaya. Sin embargo, para realizar un analisis completo de HSP en el genoma de C.
papaya, es hecesario identificar todas las familias HSP presentes en esta especie. Estos
analisis proporcionarian informacién sobre las caracteristicas estructurales y funcionales
de las HSP en C. papaya y podria ayudar a comprender mejor su papel en la respuesta
a condiciones ambientales adversas.

La interaccion entre la fisiologia y la bioquimica de las plantas es fundamental para
mantener la homeostasis y la supervivencia en entornos desafiantes. Por lo tanto, se
puede medir la actividad de enzimas antioxidantes como: superéxido dismutasa, catalasa
y peroxidasa ante condiciones de estrés por alta temperatura en C. papaya Maradol y
silvestre. Adicionalmente, se podrian realizar andlisis para evaluar otros parametros
bioquimicos relacionados con el estrés oxidativo como, los niveles de ROS, niveles de
peroxidacion lipidica y niveles de antioxidantes no enzimaticos, como compuestos
fendlicos. Esto proporcionaria una mejor comprensiéon de las diferencias entre estos
genotipos y proporcionaria informaciéon valiosa para futuras investigaciones vy
mejoramiento genético de papaya en relacién con su tolerancia al estrés.

Una mayor transpiracion del genotipo silvestre se asoci6é con la capacidad que tiene para
hacer frente a las olas cortas de calor, al enfriar sus hojas cuando existe suficiente agua
en el suelo. Por lo tanto, se puede medir la temperatura de las hojas del genotipo Maradol
y silvestre para determinar diferencias en este pardmetro.

Los niveles de expresion de HSP entre los genotipos Maradol y silvestre es una respuesta
ante las diferencias encontradas entre estos genotipos de papaya. Por lo que, evaluar el
nivel de expresion cuantitativa de todas las HSP encontradas en este estudio podria
dilucidar nueva informacion sobre el comportamiento de estos dos genotipos ante estrés

por alta temperatura. De la misma forma, es necesario determinar si existen diferencias
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CAPITULO V

en la regulacién transcripcional o en la estabilidad de las proteinas HSP entre el genotipo
silvestre y Maradol.

Por otra parte, se podria evaluar el contenido especifico de estas proteinas (HSP) a través
de técnicas de inmunodeteccién como, Western Blot, para poder corroborar los datos

obtenidos a nivel molecular.
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