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Introduccion

Por su parte, los factores de transcripcion (FT) son proteinas que actdan como
reguladores maestros de la transcripcion de genes, por lo que son excelentes candidatos
para utilizarlos en la regulacién de mecanismos que le permitan a la planta resistir el
ataque de patoégenos (Century et al., 2008).

Se han descrito varios factores de transcripcién en Arabidopsis y otras plantas, dentro de
esta gama se encuentran los Factores de Respuesta a Etileno (ERF por sus siglas en
inglés), que son factores de transcripcién altamente conservados, presentes en plantas de
diferentes taxa filogenéticos. Dentro de las caracteristicas de este tipo de factores de
transcripcion esta la habilidad de activarse bajo la presencia de factores de estrés, tanto
biéticos como abidticos promoviendo de esta forma la activacion de la expresién de
distintos genes, incluyendo aquellos que tienen que ver con la respuesta a patogénesis
(genes PR). Se han estudiado y caracterizado estos factores en diversas plantas y se ha
comprobado que algunos de ellos al ser sobreexpresados en plantas modelo activan
genes PR que confieren tolerancia a diversos patégenos (Gutterson y Reuber, 2004).

En el presente estudio se utilizaron programas bioinformaticos para identificar genes
homélogos a factores de transcripciéon de la familia ERF en el genoma de la papaya
transgénica SunUp (Ming et al. 2008). Una vez identificados dichos genes, se aislaron y
evaluaron sus patrones de expresion en individuos de una plantacion comercial de
papaya Maradol, también se mapearon y caracterizaron los extremos 5 y 3’ de sus ADN
complementarios (ADNc).
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1.1.2 Biologia y clasificacion taxonémica de papaya

Papaya es una planta arborescente perennifolia de rapido crecimiento, de 2 a 10 m de
altura con un didmetro a la altura del pecho de 6 a 30 cm con un olor acre distintivo. Su
copa es abierta y redondeada, con hojas grandes de peciolo largo, de 0.7 a1 m, con la
famina palmeada de 7 a 9 [6bulos, y éstos a su vez en i6bulos mas pequefios, ligeramente
gruesos y carnosos; las hojas superiores son erectas y extendidas y las inferiores son
colgantes. El tronco es erguido, cilindrico, hueco excepto en los nudos, mas grueso en su
base; sin ramas y con las caracteristicas cicatrices que dejan las hojas al caer.
Crecimiento monopdédico cuando joven, exhibe una fuerte dominancia apical solamente se
ramifica cuando se dafia o se corta el meristemo apical y al madurar. La corteza es lisa,
verde grisacea, con manchas pardas, obscuras, o bien raramente pardo palidas, de forma
irregular, lenticelas pequefias 0 ausentes, cicatrices semicirculares a todo lo largo del
tronco. Exudado blanco. Las flores son pistiladas, estaminadas y bisexuales, con el caliz
tubular de 8 a 10 mm de largo, verdoso; corola tubular de 10 a 20 mm de largo, blancuzca
o amarilla péalida. Flores femeninas solitarias, 5 ¢ 6 juntas en la base de una hoja;
masculinas en paniculas delgadas con 15 a 20 flores o llegando a tener hasta 100
florecillas por inflorescencia. Las flores femeninas son mucho mas grandes que las
masculinas. Los frutos apifiados alrededor del tronco. Bayas elipsoides a esféricas,
tornandose de verdes a anaranjadas en la madurez, pulpa blanda, jugo lechoso. El fruto
silvestre mide de 4 a 6 cm de largo y de 3 a 4.5 cm de ancho. Cada fruto conteniendo de
200 a 400 semillas. El fruto cultivado mide de 10 a 50 ¢cm de largo, dependiendo del
cultivo. Las semillas de 3.7 a 4.5 mm de largo por 2 2 2.8 mm de anchoy 2 a 2.5 mm de
grueso, esféricas, cubiertas por una capa mucilaginosa (sarcotesta); endotesta pardo
negruzca y arrugada. Tiene un sistema radical pivotante. La planta puede ser dioica (mas
comunmente en la papaya silvestre), monoica, hermafrodita o poligama. Ocurren cambios
en la expresion sexual debido a diferentes condiciones ecoldgicas y otras variables. El
sexo de la planta no se puede determinar sino hasta la floracion (Vazquez-Yanes et al.,
1999).
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mercado hawaiano desde los afios 30’s hasta finales de los 60's. De esta variedad se
originaron otras como el Kapoho (tolerante a sequia) y Waimanalo (més grande,
precocidad y tolerancia al quemado de fruta) que dominaron el mercado a partir de los
anos 70’s (Plan Rector del Sistema Nacional Papaya, 2006). En los ultimos afios se han
desarrollado otras variedades hawaianas como “sunset” y sunrise” con pulpa rosada que
las hace mas aceptadas en el mercado mundial. Las variedades Rainbow y SunUp fueron
desarrollas exitosamente en Hawaii a mediados de los 90’'s mediante técnicas
biotecnolégicas de ADN recombinate para generar individuos tolerantes al Virus de la
mancha anular de papaya (PRSV) (Gonsalves, 1998). En Taiwan desarrollaron la
variedad Tainung (lugar donde se desarroll6 la variedad) que a partir de progenitores de la
variedad Cari-flora, le otorgaron caracteristicas que le permitian resistir al PRSV, al frio.

El agricultor cubano Adolfo Rodriguez Rivera, a través de selecciones realizadas durante
11 afios, obtuvo como resultado las variedades Maradol roja y Maradol amarilla, una fruta
de sabor dulce y consistencia relativamente dura (Plan Rector del Sistema Nacional,
2006). El nombre Maradol se forma de los nombres Maria y Adolfo. El sefior Adolfo
Rodriguez Rivera, compuso el nombre de la variedad juntando el nombre de su esposa y
el suyo. Esta variedad de origen cubano, se clasifica por su tamafio en semienana;
desarrolla un tronco grueso, exuberante follaje y entrenudos cortos. Se caracteriza por
presentar descendencia compuesta por plantas hermafroditas para frutas alargadas y
plantas femeninas para frutas redondas. La semilla certificada presenta un 66% de
plantas hermafroditas y 33% de plantas hembras. El 1% corresponde a plantas
hermafroditas pentandrias, intermedias, estériles y machos. Es una planta de porte bajo
con floraciones vy fructificaciones tempranas. Con buen manejo, el primer corte se realiza
de 130 a 150 dias después del transplante. Esta variedad tiene la desventaja de ser muy
susceptible al virus PRSV, pero con manejo de productos de tecnhologia actualizada, de
sistemas de inmunidad y de resistencia sistémica adquirida se puede convivir con el virus
y disminuir su efecto total. El color externo es amarillo-naranja-brillante y presenta un
intenso color interior rojo-salmén que la hace muy apreciable al consumidor. Su sabor
exquisito y la consistencia agradable de su pulpa la distingue del resto con una
concentraciéon de 12% brix. En la papaya Maradol certificada prevalecen las frutas
alargadas y su peso oscila entre 1.5 a 2.6 kgs (3.3 a 5.7 libras por fruta). Por su
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1.1.4 Produccion de papaya a nivel mundial

Segun datos de la FAO, hasta el afio 2008 en el mundo existen 386,379 Ha dedicadas al
cultivo de papaya. El 70% de estas tierras se concentran en paises en vias de desarrollo
en regiones tropicales y subtropicales. Nigeria e India dedican 92,500 y 80,300 Ha
respectivamente al cultivo de este producto, le siguen Brasil (36,750 Ha), Bangladesh
(19,919 Ha), México (16,084 Ha), Republica Democratica del Congo (13,500 Ha) y Etiopia
(12,500 Ha).

La produccién mundial de este cultivo ha aumentado de 7 millones de toneladas en el afio
2000 hasta poco mas de 9 millones en 2008. En este apartado India y Brasil son los
mayores productores (2,685,900 y 1,900,000 T respectivamente) les siguen Nigeria
(765,000 T), Indonesia (653,276 T), México (638,237 T), Congo (223,770 T) y Bangladesh
(103,609 T).

En las exportaciones, a pesar del area dedicada al cultivo, y la cantidad de toneladas
producidas, se presenta Meéxico como el principal exportador con 101,306 Toneladas;
Belice (33,341 T), Brasil (32,267 T), Malasia (26,938 T) India y China (10,000 T)
completan la lista de los principales exportadores. México también cuenta con el mayor
valor de exportaciones de papaya (US$ 55 millones; Figura 1.3) casi el doble de Brasil
que ocupa el segundo lugar a pesar de que México solo cuenta con un tercio de la
produccién total de Brasil. Esto puede deberse a la cercania que tiene México con
Estados Unidos que es el principal importador mundial (138,115 T).

14
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reniformis que causa dafios mecanicos y susceptibilidad a ataques por hongos;
enfermedades bacteriales causadas por bacterias del género Pseudomonas y Erwinia que
causan clorosis en hojas y las enfermedades fungicas originadas por especies como
Alternaria alterate, Mycosphaerella sp. Cercospora papayae Hansf, Fusarium solani
(Mart.) Sacc. Cladosporium sp. etc (Poghosyan et al., 2005).

Dentro de las mas importantes se encuentra la enfermedad de la antracnosis causada por
el hongo hemibiétrofo Colletotrichum gloeosporioides (Poghosyan et al. 2005, Tapia-
Tussell, 2008) y que es la principal ¢ érdida a nivel post-cosecha. Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Sacc., es la mayor causa de pérdidas por antracnosis en diversos
frutos tropicales, como aguacate, citricos, mangos etc. En papaya no se han generado
variedades tolerantes a este patégeno pero existen algunas alternativas empleadas en el
control de esta enfermedad de post-cosecha que incluyen tratamientos fisicos y quimicos,
éstos ultimos implican el uso constante de productos agroquimicos que pueden originar
resistencia en el patégeno y algunos incluso pueden causar dafios a la salud y/o al medio
ambiente, deteriorando en ocasiones la calidad del producto con manchas, olores y
sabores desagradables (Gonzalez-Aguilar, et al. 2007).

1.1.7 Biotecnologia aplicada en papaya

La papaya se ha convertido en un modelo para otros cultivos frutales con respecto a usos
de la biotecnologia. Esto se debe en gran parte al excelente desarrollo del cultivo in vitro
ganado durante tres décadas de investigacién. La micropropagaciéon de Carica papaya ha
sido altamente desarrollada en regiones subtropicales para estabilizar y propagar
genotipos seleccionados. Técnicas de rescate de embriones se han desarrollado
eficientemente de varias clases de tejidos inmaduros en presencia de auxinas (Manshardt
y Drew 1998).

La facilidad que tiene el género Carica para la produccién de hibridos interespecificos
mediante el aislamiento de embriones y 6vulos ha permitido que se realicen estudios que
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servir como referencia para detectar genes de interés biotecnolégico en el genoma de

papaya.

1.1.8 Mecanismos moleculares de resistencia de las plantas en respuesta al
ataque de patégenos.

Las plantas son organismos sésiles, por lo que estan en contacto con un sin nimero de
condiciones ambientales para las cuales deben tener adaptaciones que les permitan
sobrevivir en condiciones de estrés, incluyendo los ataques por patdgenos. En el siglo
pasado, el modelo de respuesta “gen por gen” proponia una explicacién basada en la
existencia de una proteina de resistencia por cada uno de los microorganismos que
atacaban a las plantas; sin embargo, el tamafio del genoma requerido para albergar tal
cantidad de genes fue la principal causa para buscar explicaciones mas robustas que
permitieran elucidar un mejor modelo de respuesta de las plantas al ser infectadas por
organismos patégenos. Fue asi como se empez6 a desarrollar el modelo del “sistema
inmune” en plantas (Bent y Mackey, 2007; Boller y Yang He, 2009).

En mamiferos, el sistema inmune se basa en el establecimiento de la denominada
memoria inmunoldgica, donde cada patégeno es “recordado” por un antigeno
caracteristico y propio de ese patégeno en particular. Si un patégeno infecta a un
organismo mas de una vez, estas células de memoria desencadenan una respuesta
especifica para ese patégeno que han reconocido, con el fin de eliminarlo rapidamente.
En contraste, el sistema inmune de las plantas se caracteriza por activar una respuesta
basal contra patégenos, resultado del reconocimiento de patrones moleculares asociados
a microorganismos (MAMPs o PAMPs-patrones moleculares asociados a patégenos) que
se encuentran conservados en una extensa variedad de organismos y permite de esta
manera generar una respuesta de defensa de amplio espectro. Los MAMP's también
llamados elicitores, al ser reconocidos por moléculas receptoras del hospedero,
desencadenan una cascada de sefializaciéon de proteinas cinasas que conllevan hacia la
activacién de genes de resistencia que pemiten la llamada inmunidad activada por
PAMP's (PTI; figura 1.6 a) (Bent y Mackey, 2007; Boller y Yang He, 2009 ).
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jasmonico y el etileno (Bowles, 1990; Van Verk et al., 2009). El acido salicilico cambia el
potencial redox del citoplasma permitiendo asi la monomerizacién de NPR1 y facilitando
su entrada al nucleo donde interactua con factores de transcripcion TGA para incrementar
los niveles de expresién de varios genes PR (Durrant y Dong. 2004). Este sistema de
defensa nombrado Respuesta Sistémica Adquirida (SAR), se caracteriza por ser una
respuesta de amplio espectro que se activa a través de todos los tejidos de la planta y que
incluso puede llegar a activar el sistema de respuesta en plantas vecinas mediante
moléculas sefalizadoras volatiles. La respuesta hipersensible pemite la activacion rapida
del SAR, provocando una muerte programada de la célula y evitando que el patégeno
pueda alimentarse de ella, sin embargo esta respuesta solo es funcional para aquellos
patégenos que se alimentan de tejido vivo (biétrofos) pero no funciona en el caso de los

patogenos necrétrofos (Durrant y Dong. 2004).

Para el caso de estos organismos necrétrofos se prenden dos rutas que actian de
manera sinergistica activando genes PR que codifican para proteinas f8-1,3-glucanasas
(PR-2), quitinasas basicas (PR-3), proteinas tipo Hevein (PR-4), o bien los PDF's (plant
defensis) que ayudan a las plantas a defenderse de organismos fungicos. Dichas rutas,
activadas por sefiales de etileno y acido jasmoénico actian de manera antagonica con la
ruta del acido salicilico, por lo que existen mecanismos de regulacién que permiten la

conexién entre ambas rutas (figura 1.8).
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desarrollo, diferenciacion y crecimiento celular y al estar implic * en la activacién y
represion de la transcripcion de los genes; son los principales reg.....re. e la expresion
genética (Paez-Redondo et al., 1992).

La biotecnolégica de los FT se vislumbra como el futuro para desarrollar nuevas
variedades de plantas, estos FT han jugadc papel muy importante en el origen de la
domesticacion de muchos cultivos (Doebley ef al. 2006). De est nanera, cambios en los
patrones de expresiéon de diversos FT han redituado en la generacién de importantes
caracteristicas fenotipicas en diversos cultivos de interés (Century et al., 2008;) como el
gen shattering4 (sh4) que codifica para un factor de transcripcion que en estado silvestre
permite que las semillas caigan al suelo, mientras que las mutaciones de este gen en las
plantas domesticadas pemiten que la semilla se quede en la planta (Doebley et al.,
2006).

Dentro de las plantas, algunos genes se expresan todo el tiempo (expresion constitutiva),
mientras que otros s6lo se expresan al responder a estimulos especificos (expresion
inducible). Ambos patrones dependen de la interaccion de FT con elementos cis de las
regiones promotoras y/o de la interaccion con otros FT para regular la expresion o
represion de un gen determinado (Liu, et al., 1999). Por tanto, la alteracién en los niveles
de expresion de los genes que codifican para FT resulta en un cambio dramatico en el
fenotipo de la planta y los cambios estructurales representan una gran fuerza evolutiva

dentro de estas proteinas (Liu, et al., 1999).

El sistema inmune de plantas consiste de una multitud de reacciones fisiolégicas
inducidas por el reconocimiento del patégeno. Algunas de estas reacciones conllevan a la
muerte celular programada (respuesta hipersensible), modificaciones de la pared celular o
bien produccién de proteinas antibiéticas y metabolitos téxicos para los microbios. La
mayor parte de estas reacciones estan asociadas con la regulacién de la expresion de los
genes (PR). En plantas se han descubierto varios tipos de FT que estan implicados en la
resistencia a enfermedades (cuadro 1.1). Estos pueden responder a estimulos directos de
un patégeno por medio del reconocimiento de elicitores, o bien, por medio de moléculas
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exhibe un incremento en los niveles de transcripcion, después de una infeccién por
patégenos o bien por tratamientos con elicitores. (Eulgem, 2005). Se ha visto también que
la sobreexpresién o silenciamiento de algunos de ellos, afecta de manera considerable la
resistencia o susceptibilidad de la planta (Gutterson y Reuben, 2004; Eulgem, 2005)

Los factores de transcripcién han sido estudiados por métodos de cristalografia y
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN). En plantas, la mayor parte de
los andlisis se basan en los estudios de las secuencias de aminoacidos. De esta manera
se ha observado que en general, la mayor parte de los FT de plantas contienen regiones
de unién al ADN, sitios de oligomerizacién, dominios de regulacion de la transcripcion y
sitios de localizacion nuclear (NLS). Los factores de transcripcién ERF (Ethylene
Response Factors) pertenecen a una familia de proteinas exclusiva de plantas, que
contienen el dominio AP2/ERF de unién a ADN. Dicho dominio consta de una secuencia
altamente conservada de 59 aminoacidos que forman una estructura terciaria Unica
(Ohme-Takagi y Shinshi, 1995). El alineamiento del dominio AP2/ERF de las 122
secuencias de Arabidopsis mostré que los aminoacidos Gly-4, Arg-6, Glu-16, Trp-28, Leu-
29, Gly-30 y Ala-38 (los numeros corresponden a los aminoacidos del dominio AP2/ERF
partiendo del 1 en el extremo amino hasta el 59 en el extremo carboxilo) son
completamente conservados en las 122 secuencias, ademas, mas del 95% de las
secuencias contienen los residuos Arg-8, Gly-11, lle-17, Arg-18, Arg-26, Ala-39, Asp-43, y
Asn-57 (Nakano, et al. 2006). El arreglo tridimensional del dominio AP2/ERF consta de
tres estructuras B-plegada en la regién amino terminal y una estructura de a-hélice en el
extremo carboxilo terminal (figura 1.9) (Allen, et al. 1998). A diferencia de otras familias de
factores de transcripcion que por lo general se unen al ADN por medio de a-hélices, los
FTs de la familia ERF se unen al ADN por medio de residuos de triptéfano y arginina (Arg-
6, Arg-8, Trp-10, Glu-16, Arg-18, Arg-26 y Trp-28) localizados en las estructuras B-
plegadas del dominio AP2/ERF a través de diversos puentes de hidrégeno que se dan
entre los aminoacidos con el esqueleto y bases del ADN (Allen, et al. 1998; Hao, et al.,
1998).
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La superfamilia de proteinas AP2/ERF fue agrupada por primera vez por Riechman et al.
(2000), quienes encontraron 144 secuencias en Arabidopsis con el dominio AP2/ERF que
dividieron en tres subfamilias: AP2 (14 miembros; contiene dos repeticiones del domino
AP2/ERF), EREBP (124 miembros; un solo dominio AP2/ERF) y RAV (6 miembros;
contienen un dominio AP2/ERF y un dominio B3), mas tarde Sakuma et al.(2002) las
clasificé dentro de una familia subdividida en 5 clases basadas en la similitud del domino
AP2/ERF: subfamilia AP2 (14 genes), subfamilia RAV (6 genes), subfamilia DREB (55
genes; grupo A; interactian con elementos cis del tipo CRT/DRE), subfamilia ERF (65
genes; grupo B; interactian con elementos cis del tipo GCC box) y otras cuatro
secuencias que no entraron en ninguna de las clases anteriores.

Una clasificacién méas detallada y complk le las proteinas que contienen el dominio
AP2/ERF y més especfifico en la familia ERF fue realizada en 2006 por Nakano et al.

quiene analizando nuey 1ente estas proteinas, identificaron 14 1es que se agruparon

dentro de una superfamilia (AP2/ERF). En el analisis filogenético que ellos realizaron no
solo tomaron en cuenta las diferencias en el dominio de unién al ADN, sino que
consideraron la presencia de intrones/exones, asi como también el andlisis de diferentes
motivos estructurales presentes en las oroteinas. De esta manera, se organizaron tres
familias y un gen aislado sin clasmcacion: AP2 (18 genes), RAV (6 genes), el gen
At4g13040 y los grupos DREB (Grupo A) y ERF (Grupo B) quedaron dentro de una sola
familia (Familia ERF) dividida en 10 clados donde los grupos |, Il, lil y IV corresponden al
grupo DREB que interactua con elementos cis del tipo CRT/DRE; y los grupos V, VI, VI
VI, IX y X corresponden al grupo R F que interactia con elementos cis del tipo Caja

GCC (figura1.12).

Finamente, una Ultima clasificaciéon fue realizada utilizando inferencia bayesiana
(Goremykin y Moser, 2009). En la cual se confirman aspectos reportados por Nakano et
al. (2006) y Sakuma et al. (2002), sin embargo le dan mayor resolucién al arbol ya que a
diferencia de los autores anteriores, toman la secuencia codificante completa que incluye
en su analisis las sustituciones sinénimas. Goremykin y Moser (2009) confirman la
mayoria de los grupos sefalados por Nakano et al. (2006) y agrega dos grupos mas, el Xi
y XII que no habian sido resueltos en los estudios anteriores.
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1.1.11 Sobreexpresién de Factores de transcripcion ERF en plantas
transgénicas y su efecto en la resistencia contra patégenos.

Como hemos visto los FTs ERF son una familia grande de proteinas dentro de los
genomas de las plantas. En los Ultimos afios se han ido estudiando sus implicaciones en
diversos procesos bioldgicos que incluyen cuestiones de desarrollo, asi como cuestiones
de tolerancia a estrés abibtico y bidtico. Este Ultimo es de especial interés ya que al
interactuar con elementos cis del tipo GCC box regulan la expresion de genes PR lo que
los hace atractivos para regular los mecanismos de resistencia a patégenos. También se
han hecho estudios que muestran la activacion de su expresién por diversas hormonas
sefalizadoras como el acido salicilico, acido jasménico y etileno (Gu, et al., 2000; Lorenzo
et al., 2003) y se han generado evidencias de como estos FT’'s pueden llegar a generar
tolerancia a patdégeno. En los ultimos 13 afios se han caracterizado este tipo de FT en
diferentes especies vegetales. El primero en ser estudiado fue el gen Pti4 de tomate, el
cual fue descubierto al investigar proteinas que interactian con la proteina de resistencia
Pto para conferir resistencia al ataque de la bacteria Pseudomonas syringae (Zhou et al.,
1997), al interactuar con la cinasa Pto, la proteina Pti4 aumenta su afinidad a los
elementos GCC para activar la transcripcion de genes PR y generar resistencia (Figura
10.10b) (Wu et af., 2002). Pti4 es el factor de transcripcion tipo ERF mas estudiado y se
ha visto involucrado también como parte del represoma que regula negativamente la
transcripcion del gen PR10 en papa (Gonzalez-Lamothe et al., 2008) por lo que este gen
resulta muy interesante en cuestién de regulacién de diversos genes PR ya que parece
actuar como un gen pivotante que puede regular positiva y negativamente estos genes.
Otro de los primeros genes en ser descubiertos fue el gen ERF1 de Arabidopsis thaliana
(Solano et al., 1998) cuya proteina forma parte de la via de sefializacion dependiente de
etileno y que se encuentra involucrada en la resistencia contra patégenos necrotrofos,
pero también funciona como una ruta que modula el antagonismo entre las rutas de
sefalizacion dependientes de acido salicilico y la ruta dependiente de acido jasmonico
(Figura 10.10b) (Van Verk et al, 2009). El gen de soya GmERF3 fue recientemente
descrito (Zhang et al., 2009) y forma parte del grupo VIl de factores tipo ERF descrito por
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Cuadro 1.2 Factores de transcripcion de la subfamilia ERF que han generado tolerancia a
patégenos cuando son sobreexpresados en plantas de Arabidopsis o tabaco

Factor de

) PLANTA PATOGENO Cita
transcripcién
Erysiphe orontii Zhou et al., 1997,
. ) ) Solanum
Pti4, Pti5 y Pti6 Pseudomonas Gu et al., 2000;
lycopersicum .
synngae Gu, et al., 2002
] Nicotiana Pseudomonas
Tsi1 Park, et al., 2001
tabacum syrnngae
Phytophthora
. parasitica
OsEREBP1 Onza sativa Cheong, et al., 2003
Pseudomonas
syringae
Capsicum ~seudomonas
CaERFLP1 ) Lee, et al., 2004
annuum syringae
Capsicum Xanthomonas Yi, et al., 2004
CaPF1
annuum axonopodis Tang, et al., 2005
Botrytis cinérea
Solano et al., 1998
) Plectosphaerella
Arabidopsis Berrocal-Lobo ef al., 2002
ERF1 cucumernina. .
thaliana Berrocal-Lobo y Molina; 2004
Fusarium
oxysporum
Solanum Ralstonia
TSRF1 . Zhang et al., 2004
lycopersicum Ssolanacearum
Nicotiana Tobacco mosaic .
NtERF5 Fischer y Droge-Laser, 2004
tabacum virus
Pseudomonas
Nicotiana syringae
OPBP1 Guo, et al., 2004
tabacum Phytophthora
parasitica
Ralstonia
HVRAF Hordeum vulgare Jung, et al., 2007
solanacearum
JcEl Jatropha curcas Etileno Tang, et al., 2007
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1.2 HIPOTESIS

Homoélogos de los genes Ptid, Tsi1l, GmERF3, ERF1 y JcERF de la familia ERF
probablemente se encuentran presentes en el genoma de Carica papaya vy

se expresan en diferentes tejidos de esta planta.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 General

Caracterizar la estructura y expresion de genes homologos a factores de transcripcion
de la familia ERF en Carica papaya.

1.3.2 Particulares

a) Caracterizar in silico la estructura de genes homologos a los factores de
transcripcion Pti4, Tsi1, GmERF3, ERF1 y JCERF en el genoma de la papaya
transgénica var. SunUp.

b) Evaluar los patrones de expresion de genes homologos a los factores de
transcripcién Pti4, Tsi1, GmERF3, ERF1 y JcERF en diferentes tejidos de
papaya var. Maradol

¢) Mapear los extremos 5’y 3' de los ADNc de los genes homélogos tipo ERF de
papaya var. Maradol.
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Linnaeus, lo que convierte a este importante cultivo en la primera fruta tropical en ser
secuenciada (Genbank Accession no. ABIMO0000000).

La secuenciacién de genomas completos como el de Arabidopsis ha ayudado mucho en
la busqueda de genes que generen tolerancia a patégenos, dentro de los cuales se
destacan los factores de transcripcion de la familia ERF, que se han caracterizando en
diferentes especies en los ultimos afios y que por su naturaleza pueden encender genes
relacionados con la patogénesis (PR) (Gutterson y Reuber, 2004). Las proteinas ERF son
factores de transcripcion exclusivos del reino vegetal, se encuentran tanto en plantas
monocotiledoneas como dicotiledéneas. Son proteinas que cuentan con un dominio muy
conservado llamado AP2/ERF el cual consta de 59 aminoacidos que adquieren un arreglo
tridimensional muy caracteristico formado por tres estructuras B-plegadas en su extremo
amino terminal y una a-hélice en su extremo carboxilo. El dominio AP2/ERF es un dominio
de unién a ADN que reconoce elementos regulatorios que actuan en cis en las regiones
promotoras de genes PR y permiten a la planta defenderse contra el ataque de patégenos
biétrofos o necrétrofos (Gutterson y Reuber, 2004; Ohme-Takagi y Shinshi, 1995). Los
factores de transcripcion ERF responden al atague de patégenos o a la aplicacion
exdgena de hormonas relacionadas con la defensa de plantas como el 4cido salicilico o el
etileno (Xu et al., 2008). A fines de los afios noventa varios genes del tipo ERF fueron
clonados y caracterizados, tal es el caso de los genes Pti4/5/6 de tomate(Zhou et al.,
1997), los cuales interactian con la proteina de resistencia Pto para activar genes PR que
permiten a la planta resistir al ataque la bacteria Pseudomonas syringae. Otro gene
identificado fue el gen ERF1 de Arabidopsis thaliana (Solano et al., 1998) cuya proteina
forma parte de la via de sefalizacién dependiente de etileno y que se encuentra
involucrada en la resistencia contra patégenos necrétrofos, pero también funciona como
una ruta que modula el antagonismo entre las rutas de sefalizacion dependientes de
acido salicilico y la ruta dependiente de acido jasménico (Van Verk et al., 2009). A partir
de entonces, en la Ultima década se han descrito diversos genes que codifican para
factores de transcripcion tipo ERF que responden a condiciones de estrés. Se han
identificado los genes TaERF1 de trigo, OSEREBP1 de arroz, CaPF1y CaERFLP1 de
chile y GmERF3 de soya que pertenecen a un grupo de factores tipo ERF cuya
caracteristica estructural es la presencia de un intrén anterior al dominio AP2/ERF y los
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2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Identificacién de secuencias homoélogas a FT-ERF en papaya.

Para identificar probables genes en papaya que codifiguen para FT-ERF que pudieran
estar implicados en conferir resistencia a patégenos, se realizé una busqueda bibliografica
de FT-ERF previamente caracterizados en otras especies; el criterio para elegir las
secuencias fue que se haya comprobado por medio de la sobreexpresion de las mismas,
que confirieran resistencia a patdégenos y/o demostraran una mayor expresion al ser
inducidas por un patégeno, acido salicilico o etileno. De 17 genes involucrados en
mecanismos de resistencia a patdégenos (Cuadro 1.2), se eligieron cinco secuencias de
diferentes especies, con caracteristicas distintivas entre ellas y que tuvieran mayor
informacién bibliografica sobre su estructura y funcién. Las secuencias de aminoacidos de
Pti4 de tomate (AAC50047), Tsi1 de tabaco (AAC14323), GmERF3 de soya (ACD47129),
ERF1 de Arabidopsis (NP_188965) y JcERF de Jatropha curcas (AAZ14831) se
sometieron como secuencias de referencia (query) en el programa TBLASTN (Gertz et al.
2006) del sitio web del National Center for Biotechnology Information (NCBI) con la
finalidad de encontrar secuencias homdlogas en el genoma de la papaya transgénica
“SunUp”. Para la busqueda se utilizaron los parametros preestablecidos por TBLASTN.
Para cada gen de referencia se analizaron las secuencias con mayor puntaje (Score),
menor valor E (probabilidad de que el alineamiento BLAST no haya ocurrido al azar) y un
porcentaje de identidad (niUmero de nucleétidos iguales) y porcentaje de similitud (nimero
de aminodcidos similares) relativamente altos para cada una de las secuencias de

estudio.

2.2.2 Obtencion de los marcos de lectura abierta y medicién del porcentaje
de identidad

A partir de estas secuencias obtenidas mediante el analisis BLAST, se determinaron los

posibles marcos de lectura abierta (ORF por sus siglas en inglés) mediante el uso del
programa FGENESH (Salamov y Solovyev, 2000). Estas secuencias de ADN fueron
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estructura tridimensional de las secuencias ERF de papaya utilizando el programa Swiss-
Model (Arnold et al., 2006) desarrollado por el instituto suizo de bicinformatica. Dicho
programa desarrolia una prediccion del modelo tridimensional basandose en la homologia
encontrada por el alineamiento entre la secuencia sometida al programa y la base de
datos del “Protein Data Bank”, el cual contiene la estructura tridimensional de miles de
proteinas que se han modelado por métodos experimentales de espectrofotometria o de
resonancia magnética nuclear (Bordoli et al., 2009). Se utilizaron los pardmetros
predeterminados por el programa.

2.2.5 Analisis filogenético.

Para realizar el analisis filogenético se utilizaron 119 secuencias de aminoacidos de la
familia ERF de Arabidopsis reportadas por Nakano et al. (2006) y recopiladas en el sitio
web del "The Arabidospsis Information Resource” (TAIR). Al analisis filogenético se
agregaron las 17 secuencias del cuadro 1.2 que corresponden a las secuencias
previamente caracterizadas en otras especies y se incluyeron los marcos de lectura
abierta de las 5 secuencias de papaya identificadas con el programa TBLASTN. La
historia evolutiva fue inferida usando el método de Neighbor-Joining (Saitou y Nei, 1987).
El arbol filogenético fue linearizado asumiendo una misma tasa evolutiva para todos los
linajes (Takezaki et al., 2004). El arbol fue elaborado a escala, l0 que indica que la
longitud de las ramas es similar a la distancia evolutiva utilizada para inferir el arbol
filogenético. Las distancias evolutivas fueron calculadas utilizando el método de
correccién de Poisson (Zuckerkand! y Pauling, 1965) y fueron calculadas en base a las
unidades del nimero de sustituciones de aminoacidos por sitio. Este analisis filogenético
fue realizado utilizando el software MEGA v. 4 (Tamura et al., 2007; Kimura et al., 2008)
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 Identificacion de secuencias homélogas a FT-ERF en papaya.

El analisis BLAST realizado a partir de las 17 secuencias de referencia presento
resultados semejantes para algunas de ellas, o que nos permitié identificar 5 contigs
(fragmentos secuenciados por el método shutgun) de papaya que presentaban alta
similitud con las secuencias de estudio. De esta manera, las secuencias Pti4, Pti5 y
GmEREBP1 mostraron similitud con el contig ABIM01004358; las proteinas Pti6 y TS
presentaron similitud con el contig ABIM01001349; las secuencias TaERF1, OsEREBP1,
CaPF1, CaERFLP1, GmERF3, HYRAF y GBERF2 presentaban mayor similitud con el
contig ABIM01025280; La secuencia de ERF1 junto con TSRF1, OPBP1 y NtERF5
exhibieron semejanzas con ABIM01010943 y finalmente solo JCERF mostré semejanza
con el contig ABIM01009477. Debido a esta redundancia, de aqui en adelante se
presentan los resultados en base a Pti4, TSI1, GmERF3, ERF1 y JcERF, ya que estos
genes son los que presentan mayor descripcién de su estructura y funcién en la literatura.

Los cuadros 2.1 a 2.5 muestran los resultados del BLAST para las secuencias Pti4, TSI1,
GmERF3, ERF1y JcERF respectivamente; en ellos se observan los 5 contigs del genoma
secuenciado de papaya que presentaron mayor puntaje (Score), menor valor E, mayor
porcentaje de identidad y similitud.

Los resultados del analisis en Pti4, ERF1 y JCERF (cuadros 2.1, 2.4 y 2.5) muestran
resultados con valores de “Score” mayores de 200 indicando que en dichos contigs se
encuentran secuencias similares a las estudiadas. La secuencia de Jatropha curcas es la
unica que genera dos secuencias con valores de score por arriba de 200 y genera la
secuencia mas similar en papaya, tal es el caso de “ABIM01009477" con porcentaje de
identidad de 68%, de similitud de 76%, un “valor E” de solo 2e® y un valor score de 298
(ver cuadro 2.5). En el caso de los resultados para TSi1 y GmERF3 (Cuadro 2.2 y Cuadro
2.3) no arrojan resultados de score superiores a 200, pero si arrojan resultados entre 80 y
200 que segun las caracteristicas del alineamiento BLAST significan secuencias que

56






Capitulo I1

Cuadro 2.3 Resultacos de la busqueda de secuencias homoélogas a GmERF3 en el
genoma de C. papaya cv. SunUp, utilizando el programa TBLASTN. Se Reportan los

primeros cinco resultados.

Numero de Longitud del % de % de Valor E Score
accesibn del alineamiento identidad similitud
GenBank TBLASN
ABIMO1025280 159 o1 62 4e ™ 142
ABIM01020836 67 83 95 1e 123
ABIM01030463 66 77 87 4™ 112
ABIMOT020832 68 73 88 Te™ 107
ABIM01020835 76 68 81 4e* 105

Cuadro 2.4 Resultados ae 1a pusqueda de secuencias homoélogas a ERF1 en el
genoma de C. papaya cv. SunUp, utilizando el programa TBLASTN. Se Reportan los

primeros cinco resultados.

Numero de Longitud del % de % de Valor E Score
accesion del alineamiento identidad similitud
GenBank TBLASN
ABIM01010943 209 65 77 2e 238
IMO1021369 222 48 63 5e ™ 170
T ABIMOT0 1 112 73 84 93 3e” 108
ABIM01004358 93 52 68 2e” 105
ABIMO1002668 6 63 18 Y9e ™ 103

Cuadro 2.5 Resultados de la busqueda de secuencias homélogas a JCERF en el
genoma de C. papaya cv. SunUp, utilizando el programa TBLASTN. Se Reportan los

primeros cinco resultados.

Nimeiv ue Longitud del % de % de Valor E Score
accesién del alineamiento identidad similitud
GenBank TBLASN

ABIMO1009477 230 68 /6 e 298
ABIM01027225 233 56 70 5e™ 233
ABIM01009128 64 82 92 4™ 121
ABIMO1015249 127 55 70 5e ™ 120
ABIM01014330 123 49 65 1 96.7
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1 atg gcc gta gag tat cac ttt cct cat cat cga agc tca agc ttt 45
1 M A v E Y H F P H H R S S S F 15
46 acc agt ctc atc cct tgt ttg aca gag aac tgg ggt gcc ctg ccg 90
16 T S L I P C L T E N W G A L P 30
91 tta aaa gtt gac gac tct gag gac atg atc ata tac aac tcc ctc 135
31 L K v D D S E D M I I Y N S L 45
136 cgt gac gct ctt cat ttt gga tgg tct ccg tta gat ttg aca gaa 180
46 R D A L H F G W S P L D L T E 60
181 agg aca gtc aaa gcc gag ccc acc gat gag ttg gag atc acg gct 225
61 R T v K A E P T D E L E I T A 75
226 ccg gtc aaa caa gga ata aat cag caa ctt gaa agc gcg tat gtt 270
76 P v K Q G I N Q Q L E S A Y Y 90

271 gct cca aag agt gaa aac gga agt gtt tct tca ccg gag aga caa 315
G S v S S P E R Q 105

316 gaa aag atc tta cag aag cca aga gga agg cat tat cga ggt gtc 360
G R a Y R G YA 120

361 agg caa cgg ccg tgg ggg aag ttc gect gct gag att cga gac ccg 405

121 R__Q R P W G K FE__A A E I R__D P 135
406 gct aaa aac ggc gcg agg gta tgg ctc gga acg tac gaa acg gct 450
136 A K N G A R vV W T G T Y E_T A 150

451 gag gaa gcg gct ttc gcg tat gac cga gcg gct tat cga atg cga 495
151 E )N A A E -\ Y D R A A X R Mo R 165
496 ggc tcg aaa gca ttg ctt aat ttc ccc cac cgg ctt ggc tct aac 540
el S K A L L N E P H R L G S N 180
541 gag cct gag ccg gtt aga atc act gcg aaa cgc cga gaa ccg gag 585
181 E P E P Y R I T A K R R E P E 185
586 ccc agc acc aga ttg gcc tct gat agt gac ttg gct aag agg ctg 630
196 P S T R L A S D S D L A K R L 210
631 aaa gcg tcg gcg tcg gect aag gaa gct gag ttg gat atg gaa aga 675
211 K A S A S A K E A E L D M E R 225
676 gtg aat aca ctt caa ttt caa tat cgg atg ggt tat gtg cca gtt 720
226 Y N T L Q F Q Y R M G Y v P Y 240
721 ggc gag caa tta ttg gtt aga tag 744
241 G E Q L L v R *

Figura 2.1 Marco de lectura abierta de la secuencia CpERF1 situada en el contig
ABIM01004358 de papaya var. SunUp. Esta secuencia presenté homologia con el gen que
codifica para el factor de transcripcién Pti4 de tomate. Se subraya el dominio de unién a ADN.
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1 atg tgt gga ggt gct ata atc tcc gat ttc ata ccc acc gct act 45
1 M C G G A I I S D F I P T A T 15
46 act c¢cgg tcg tgc aag aat agg aag tct aag aag agc tcc aag agg 90
16 T R S C K N R K S K K S S K R 30
91 tct gag gtt gtc gac ttg gac gat gac ttc gag gct gat ttc cag 135
31 S E \Y \Y D L D D D F E A D F Q 45

136 ggc ttc aag gac gac gaa tcc gat att gac gtc gac gaa gat ctc 180
G

46 F K D D E S D I D v D E D L 60
181 gac gat att gat gct gtc ttc tct gat att aag ccec ttt gec tte 225
61 D D I D A v F S D I K P F A F 75
226 tct gca act cct ctt cec cge aaa acc aca gcoc tet get cte tee 270
76 S A T P L P R K T T A S A L S 90
271 aat gga tca aag cct gtg aaa gct gtg gaa ttc aat ggg ctg gca 315
91 N G S K P \Y K A v E F N G L A 105

316 gag aaa tct gca aaa aga aag agg aag aac caa tac agg gga atc 360

106 E K S A K R K R G

361 agg caa cgc cct tgg ggc aaa tgg gct gct gaa atc cgt gac cca 405
R,

121 Q R, D N G K i A A E L R D ) 135
406 agg aag ggg gtc agg gtc tgg tta ggt act ttt aac act gct gaa 450
136 R__XK G vV R__V W LG T F N T A FE 150
451 gaa gct gca aga gct tat gat gct gag gca ¢gg aga att cgt ggc 495
151 E A A R A Y D A E A R R L R G 165

496 aag aaa gcc aag gtg aac ttc cca gat gaa tct cca cgt gcg tct 540
166 K K A K AV N E P D E S P R A S 180
541 cca aag cgt gcc gtg aac tca atg aaa cca gtt gcc aag gca atc 585
181 P K R A \Y N S M K P \Y A K A I 195
586 ctg aat tca gca cag cca aat ctg agt cag aat gtt aat tac ttc 630
196 L N S A Q P N L S Q N \Y N Y F 210
631 aac aac ctt ggt cag gat tac tac aat aca atg gtt ttt gtt gat 675
211 N N L G Q D Y Y N T M v F \Y D 225
676 gag aaa cca caa atg aat cag ttt gca tca atg aat tca ttt cct 720
226 E K P Q M N Q F A S M N S F P 240
721 gca agt gga aat gct gga gtt aaa ccc ttt gtc cct agt gac aac 765
241 A S G N A G v K P F \Y P S D N 255
766 acc cat 771

256 T H 257

Figura 2.3 Marco de lectura abierta de la secuencia CpERF3 situada en el contig
ABIM01025280 de papaya var. sunUp. Esta secuencia presentd homologia con el gen que
codifica para el factor de transcripcion TaERF1 de trigo a pesar de presentarse incompleta en su
region 3. Se subraya el dominio de union a ADN.
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1 atg gca gct acc atg gat ttt tgc agt agc aga cca gtt caa gca 45
1 M A A T M D F c S S R P Y Q A 15
46 ggt ccc ttc ggg gac gag ctt atg gaa gca ctt gag cct ttt att 90
16 G P F G D E L M E A L E P F I 30
91 aaa agt gct tta tct tct tct cct tct cct cct ctec tec tca tcet 135
31 K S A L S S S P S P P L S S S 45
136 tac cag att cca tct tgt act tcc tcc tct agt tat tct tct gec 180
46 Y Q I P s Cc T S s S S Y S S a 60
181 aat gac atc tct ttc tgc cct tca ttt tct acc aac aca aca caa 225
61 N D I S F c P S F S T N T T Q 75

226 ccc agt cta tac tcg ggt gat tgc tgt acc acc tct atg cct caa 270
76 P S L Y S G

271 cct att tca aac gcg cac tcg gtt cat gat ccg tcg gct ctc cag 315
91 P I S N A H S v H D P S A L Q 105
316 caa tcg ggg tcg atc ggg ctg aat cac ctc act cgg tct cag atg 360
106 Q s G S I G

361 aac cag atc cag tcg caa ttt cac ctc cag agt caa caa agc ccg 405
121 N Q I Q S Q F H L Q S Q Q S P 135
406 tct tta ctg tac caa tat tat cct caa cag cag cat gcc ttt cag 450
136 S L L Y Q Y Y P Q Q Q H A F Q 150
451 ttc ctc agc cca aag cct gtt cca atg aag caa gtt ggt tcc ccc 495
151 F L S P K P v P M K Q v G

496 cca aag CCC acc aag ctc tac agg ggt gtg agg cag cgg cat tgg 540
166 P K P T K L X R G R

541 ggc aag tgg gtc gcc gag atc cgc ctg ccg aag aac cgg acc cgg 585
181 G K__W Y A__E I R__L P_X N R R

586 ctt tgg ctc ggc acc ttc gat acg gcc gag gaa gca gcc tta gcet 630
196 i B L G T L D I A E ) A A L A 210
631 tac gac aag gca gct tac aag ctc cga ggt gac ttc gct cgg ctc 675
211 Y D K A A X X L R G D E A R L 225
676 aac ttc ccc aat ctc cgc cac cgg gga tcc cac atc gac ggc gag 720
226 N F P N L R H R G G

721 ttc ggc cag tac aag ccc ctt cat tecc tca gtg gac gca aag ctt 765
241 F G Q Y K P L H S S v D A K L 255
766 gat gct atc tgt gaa agt tta gca gag tcg cag aag cag ggg aaa 810
256 D A I Cc E S L A E S Q K Q G K 270
811 gtg ggg aag caa cat gtt ggc tcc ggc aag aag cga gcc agg cct 855
271 vV 6 K Q H V G G R

856 cct cgt atg gag cca gag gtt gag cca ccg cag gct ata caa ggt 900
286 P R M E P E v E P P Q A I Q G 300
901 tca gat tcg aga acg tta gag acg gtt aag ggc gag aag aat tcc 945
301 S D S R T L E T v K G E K N S 315
946 tcc ccg tcg ccg gtg atg acc gag agc gat ggg tct gca gga tct 990
316 S P S P v M T E S D G S A G S 330
991 tca cct tta tcc gag atc acg ttc ggt gaa atg gac aac gag ccg 1035
331 S P L S E I T F G

1036 cag tgg agt att gtg ccg gag aac ttc atg ttg cag aag tac cct 1080
346 Q w S I v P E N F M L Q K Y P 360
1081 tca tac gag atc gat tgg gcc tcc ata ttg tca tga 1116

361 S Y E I D w A S I L S * 381

Figura 2.5 Marco de lectura abierta de la secuencia CpERF5 situada en el contig
ABIM01009477 de papaya var. SunUp. Esta secuencia presenté homolgia con el gen que
codifica para el factor de transcripcién JcERF de Jatropha curcas. Se subraya el dominio de
unién a ADN.
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2.4.1 CpERF1: un gen homélogo a Pti4 posible mente implicado en la interaccién
con una proteina R del tipo PTO

El gen que codifica para el factor de transcripcion Pti4 de tomate fue el primer gen de la
familia ERF cuya funcién fue relacionada con la resistencia de las plantas a estrés biético,
ya que esta proteina es fosforilada por la proteina cinasa Pto que actia como proteina R
(Zhou et al., 1997). La fosforilacién de Pti4 aumenta su afinidad de union a promotores de
de genes de defensa activados en la ruta del acido salicilico. Desde entonces este gen se
ha convertido en un modelo de estudio para elucidar la funcién de factores de
transcripcién tipo ERF en la defensa de las plantas contra patdgenos (Xu et al., 2008). El
gen de papaya nombrado en este estudio como CpERF1 pertenece junto con el gen Pti4
al grupo [Xa de la clasificacién de los factores de transcripcion ERF propuesta por Nakano
et al. (2006). Cuenta con el motivo CMIX-3, que es una regién de 33 aminoacidos anterior
al dominio AP2/ERF (Nakano et al., 2006) que en el caso de CpERF1 comienza en el
aminoacido 21. Dicho motivo ha sido identificado como una regién acida en Pti4 (Zhou et
al., 1997) que podria funcionar como un posible dominio de transactivacion al ser
fosforilado por Pto, por lo que este motivo CMIX-3 de CpERF1 podria ser fosforilado por
un homologo de Pto de papaya (Gu et al., 2000). El domino AP2/ERF de CpERF1 sélo
varia en tres aminoacidos con respecto al dominio de union a ADN de Pti4. Dichas
variaciones no se encuentran en los aminoacidos que hacen contacto con elementos Cis
del tipo GCC de los genes PR (Allen et al., 1998) por lo que se esperaria que el gen
CpERF1 mantuviera esta cualidad. Asi mismo, la secuencia CpERF1 cuenta con dos
regiones (aa 178-180; aa 196-200) ricas en argininias y lisinas las cuales pueden
funcionar como sitios de localizacién nuclear para esta proteina (Dingwall y Laskey, 1991,
Christophe et al., 2000).

En el andlisis de identidad realizado con el programa MegAlign se obtiene un 58.7% de
identidad, entre la secuencia completa de aminoacidos de la proteina Pti4 y la secuencia
completa de papaya CpERF1. Dicho porcentaje se incrementa a un 80% en el motivo
CMIX-3 descrito por Nakano y a un 95% en el dominio de unién a ADN AP2/ERF. Este
alto porcentaje de identidad entre los motivos de estas secuencias sugiere que la
secuencia de papaya CpERF1 mantiene las mismas funciones biogquimicas que la
proteina Pti4, ya que en diferentes estudios se ha mostrado que la tasa de evolucion
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funciona como sitio de localizacion nuclear en Tsi1 (Park, ef al., 2001). Dicho motivo esta

conservado en un 100% en CpERF2 con respecto a Pti6 y a Tsi1.

En un principio se habia reportado que los ultimos 15 aminoacidos de la proteina Tsi1
podrian servir como un sitio de activacién transcripcional al unirse con otra proteina (Park,
et al., 2001). Sin embargo, al reportarse la proteina Tsip1 que es un dedo de zinc del tipo
DnaJd y que sirve como activador transcipcional de Tsi1, se observd que si bien esos 15
aminoacidos no eran necesarios para la unién de Tsi1 con Tsip1, el sitio de unién entre
ambas proteinas se encuentra en la region carboxilo posterior al dominio AP2/ERF (Ham
et al., 2006). En el 2006 al hacer un estudio mas detallado de los motivos conservados de
los diferentes grupos de la familia ERF; Nakano et al. (2006) reportan el motivo CMVI-3 en
la regién carboxilo del grupo VI, que en el caso de CpERF2 consta de la secuencia
“SPTSVLRY" que se encuentra a partir del aminoéacido 200 y que esta conservado en un
87% con respecto a la secuencia Tsi1 y en un 75% con respecto a la secuencia de Pti6.
Dicho motivo CMVI-3, al estar tan conservado en este grupo, podria ser la secuencia que
interactGa con la proteina Tsip1.

2.4.3 El gen CpERF3 homologo al grupo VIl y su posible interaccién con
proteinas cinasas en la generacion de resistencia a estrés biético y abiético

El grupo VIl es uno de los grupos mas interesantes en cuestiones de estrés bidtico. La
mayor cantidad de genes tipo ERF, que al ser sobreexpresados en plantas de Arabidopsis
o tabaco generan resistencia a patégenos, se encuentran dentro de este clado. El marco
de lectura abierta de CpERF3 presenta el dominio AP2/ERF 100% idéntico al dominio del
factor de soya GmERF3. También cuenta con el motivo MCGGAI(I/L), caracteristico de
todos los Factores de transcripcion ERF del grupo VIl (Tournier et al., 2003; Nakano et al.,
2006; Xu et al., 2008). El marco de lectura abierta se muestra incompleto debido a que el
ORF se encuentra en el extremo del contig de papaya con numero de acceso
ABIM01025280, por lo que no fue posible por métodos bioinformaticos averiguar la
secuencia de la regién carboxilo terminal. Sin embargo, la regién amino esta altamente
conservada y no solo mantiene el dominio AP2/ERF y el motivo MCGGAI(IL) sino que
también cuenta con el motivo CMVII-3 el cual contiene residuos de lisina y arginina
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Sin embargo a diferencia de Pti4 que es parte de una ruta que va desde el reconocimiento
de una proteina efectora por parte de la proteina cinasa Pto que fosforila a Pti4 para
aumentar su afinidad por las regiones GCC de algunos genes PR (Zhou et al., 1997), el
factor de transcripcién ERF1 se ha visto que actla en la ruta de sefializacion del etileno y
que su activacion esta mediada por la dimerizacién de EIN3 que actia como factor de
transcripcion de ERF1 y este a su vez se une a las cajas GCC de algunos genes PR
(Solano et al., 1998). Al analizar el genoma de papaya mediante BLAST se pudo localizar
la secuencia de CpERF4, cuyo marco de lectura abierta mantiene una identidad con
ERF1 de 68%. Ambas secuencias foorman parte del grupo |Xc descrito por Nakano y
colaboradores (2006) y se agrupan dentro del andlisis filogenético junto con los factores
OPBP1 de tabaco y TSRF1 de tomate, a los que también se ha comprobado su actividad
contra patégenos (Guo et al., 2004; Zhang et al., 2004). El dominio de unién AP2/ERF
presenta 85% de identidad entre todas las secuencias del alineamiento y mantiene en
CpERF4 los siete aminoacidos que hacen contacto con los elementos GCC por lo que se
esperaria que el homélogo de papaya también activara genes PR. Los miembros del
grupo IXc contienen en su regién carboxilo terminal un motivo de 22 aminoéacidos Ilamado
CMIX-1 (Nakano et al., 2006) que en el caso de la secuencia de papaya comienza en el
aminoacido 180. El motivo CMIX-1 de CpERF4 posee 72% de identidad con ERF1, 90%
con OPBP1y 95% con TSRF1, y a pesar de no haberse estudiado, el alto grado de
conservacion de este motivo dentro del grupo IXc, supone que posiblemente genera
alguna interaccién con otra proteina. Asi mismo, en el alineamiento se pueden identificar
otras regiones conservadas; el motivo CMIX-3 que comienza en el aminoacido 20 de la
secuencia de CpERF4, mantiene un 60% de identidad con las secuencias del
alineamiento. Este motivo no se ha estudiado tampoco pero se piensa que funciona como
un sitio de transactivacion (Gutterson y Reuber, 2004); el motivo CMIX-4 descrito por
Nakano et al., (2006) contiene residuos de arginina y lisina que tanto en TSRF1 como en
OPBP1 confieren localizacion nuclear. Por todas estas evidencias podemos suponer que
al realizarse estudios de funcionalidad de CpERF4, este gen mostrara caracteristicas
funcionales similares a la de los factores ERF1, TSRF1y OPBP1.
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suponer que tanto JCERF como su homélogo en papaya CpERF5 puedan tener la
habilidad dual de conferir resistencia tanto a estés biético como abiético.

2.4.6 Posible regulacién de la expresion de los factores CpERF1-5

Existen pocos estudios en cuanto a la regulacion transcripcional de los factores de
transcripcién ERF. En el analisis realizado por PLACE se observé que los 5 genes de
papaya cuentan en sus regiones promotoras con elementos regulatorios del tipo W BOX
(TYT)TGAC(C/T). Se ha visto que dichos elementos son el sitio de unién de factores de
transcripcién del tipo WRKY (Ishiguro y Nakamura, 1994; Eugelm et al.,, 2000; Li et al.,
2004). En algunos estudios se ha visto que existen este tipo de elementos W BOX en las
regiones promotoras de factores de transcripcién de la familia ERF, tal es el caso de
AtERF4 que se piensa podria estar regulado por factores de transcripcion WRKY
(McGrath et al, 2005), también se ha visto un tipo de regulaciéon positiva de la
transcripcién de la proteina ERF3 llevada a cabo por induccion por heridas o dafio
mecanico que conllevan a la expresion de factores tipo WRKY que finalmente regulan la
transcripcién de ERF3 (Nishiuchi et al., 2004). En el mismo estudio se observd que las W
boxes mas préximas al codon de inicié son mas activas que las distantes (Nishiuchi et al.,
2004), por lo que se esperaria que CpERF1 y CpERF4 pudieran tener una mayor
regulacién por estos factores ya que cuentan con varias secuencias W box en las
regiones proximas al codén de inicio con respecto a las secuencias CpERF2, CpERF3 y
CpERF5 que las tienen en posiciones mas distantes.

Otros elementos cis conservados en las regiones promotoras de los cinco genes de
papaya son los elementos GT. Los elementos GT generalmente se encuentran en tandem
y se encuentran en las regiones promotoras de genes que codifican para proteinas de
diversas funciones (Zhou et al., 1999). Como podemos apreciar en la figura 2.13 varios de
los elementos GT encontrados en las regiones de los genes CpERF1-5 se encuentran en
tandem. Lo que podria explicarse por el hecho de que algunos factores GT se unen al
ADN como dimeros o bien porque se pegan en diferentes sitios al mismo tiempo (Zhou et
al., 1999). Se ha visto que los elementos GT se encuentran en la regién promotora del
gen PR-1a de tabaco contribuyendo a la expresion basal de este gen (Buchell et al,
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2.5 CONCLUSIONES

1. Los analisis bioinformaticos mostraron que las cinco secuencias encontradas dentro del
genoma de la variedad SunUp de papaya nombradas en este estudio como CpERF1-
CpERFS presentan una estructura primaria, secundaria y terciaria muy similar a la de
factores de transcripcién ERF funcionalmente caracterizados. El dominio de unién a ADN
(AP2/ERF), algunos motivos que generan interaccién con otras proteinas y los motivos
de localizaciéon nuclear se encuentran altamente conservados en las secuencias de
papaya, incluyendo los sitios de interaccion dei dominio AP2/ERF con elementos
regulatorios GCC que inducen Ja expresién de genes PR.

2. El analisis filogenético confirmd que los genes CpERF1-CpERFS de papaya son
homologos a los genes descritos en estudios previos, lo que hace suponer que estos
genes codifican para factores de transcripcion tipo ERF que estan regulados por las rutas
de sefalizacién de defensa dependientes de acido salicilico y/o etileno.

3. Las regiones promotoras putativas de los genes CpERF1-CpERFS5 tienen varios tipos
de elementos regulatorios implicados de alguna manera con mecanismos de defensa en
plantas. Lo anterior indica que dichos genes posiblemente estén regulados por rutas
bioguimicas inducidas por estrés bidtico.
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esta familia aumentan sus niveles de expresion cuando las plantas son sometidas a
estimulos de estrés bidtico, ya sea por el ataque de un patégeno (Gutterson y Reuber,
2004) o por la aplicacién exogena de hormonas involucradas en la resistencia acido
salicilico, &cido jasménico o etileno. Este aumento en los niveles de expresién conlleva al
aumento de la expresion de genes PR que a su vez permiten a la planta resistir el ataque
de un patégeno (Gutterson y Reuber, 2004; Van Verk et al., 2009).

Para el reconocimiento de patégenos, el sistema inmune de plantas mantiene activada
una vasta red de proteinas implicadas en el reconocimiento del patégeno o en la
activacién de proteinas de defensa que en su conjunto permiten a la planta defenderse de
la mayor parte de microorganismos con los que estd en contacto (interaccion
incompatible). Sin embargo, cuando los patégenos logran evadir esta respuesta basal y
Su presencia no es reconocida por los mecanismos moleculares de la planta se produce la
enfermedad (interaccion compatibie). En los ultimos afios se ha observado que en las
interacciones planta-patégeno tanto compatibles como incompatibles se ejerce una serie
de regulaciones tanto positivas como negativas de diversos genes implicados en estas
interacciones. En muchos casos la diferencia entre la susceptibilidad o resistencia a un
patégeno se encuentra asociado con las diferencias en tiempo y magnitud en que ocurren
los cambios de expresion de estos genes. Por lo que una respuesta rapida en la
regulacion de estos genes provoca un aumento en la resistencia al patégeno (Maleck et
al., 2000; Van Loon et al., 2006).

En el capitulo anterior se pudieron identificar 5 genes del genoma de la papaya SunUp,
que mostraron homologia con secuencias tipo ERF que al ser sobre-expresadas en
plantas transgénicas generan resistencia a patégenos (cuadro 1.2). Estas secuencias
nombradas como CpERF1-CpERFS conservan el dominio AP2/ERF que hace contacto
con elementos GCC de las regiones promotoras de genes PR. También mostraron
motivos que podrian funcionar como sitios de localizacién nuclear, y otros motivos que
podrian estar implicados en la interaccion con otras proteinas incluyendo proteinas de
resistencia (R) del tipo cinasa.
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— 40U/4l; Invitrogen). La muestra se incubé con la enzima durante 30 minutos a 37°C.
Posteriormente, la DNasa fue retrada mediante un lavado agregando 700 ul del
detergente SSTE y 700 pl de Cloroformo-Alcohol isoamilico (24:1), se separaron las fases
centrifugando 5 min a 14000 rpm y se transfiri6 el sobrenadante a un tubo nuevo,
seguidamente se precipitdé el ARN agregando isopropanol frio y se incubé en hielo la
muestra por 5 minutos. La pastilla fue lavada con etanol al 70% 2 veces, se retiré el
sobrenadante y la pastilla se dejé secar a temperatura laboratorio (24°C). Finalmente se
resuspendié en 60 ul de H,O ultra pura (Invitrogen).

3.2.3 Cuantificacion de acidos nucleicos mediante espectrofotometria

Para estimar la concentraciéon y el nivel de pureza del ARN extraido se utilizé un
espectrofotometro SmartSpect plus de BioRad. Se tomaron 5ul de muestra mas 95ul de
UPH,O (dilucién 1:20) para cuantificar la concentracién y 5ul de muestra mas 95ul de Tris
HC! 10mM pH 7.5 para estimar la pureza (radio A260/A280) (Quiagen, 2001).

3.2.4 Sintesis de ADN complementario

La sintesis de ADNc partié de una muestra de 5 ug de ARN total, se agregaron 1 pl (50
pM) de oligo dT primer y la cantidad de agua necesaria para llegar a un volumen de 20 l,
se calenté la muestra a 75°C por 5 minutos para linearizar los ARN mensajeros y se enfrié
la muestra en hielo por 3 minutos. A los 20 ul se agregaron 8 ul de buffer de la enzima
transcriptasa reversa (5 X first strand buffer), 4 yl 0.01M de DTT (0.1M), 2 pl de dNTP’s
(10 mM) y 2 ul de inhibidor de RNasas (RNase OUT 40U/ul. Invitrogen). Los 38 ul de
reaccién se dividieron en dos tubos diferentes con 19 ul cada uno. En el primer tubo se
agregé 1 ul de enzima reversa transcriptasa (Super Script 11l 200 U/ pl. Invitrogen) y en el
segundo tubo se agregd 1 ul de agua ultra pura como control negativo para descartar
contaminacién por ADN genémico. La reaccion se incubé por 90 minutos a 50°C, después
se inactivé la enzima incubando la muestra a 75°C por 15 min. Seguidamente se
agregaron 2 ul de RNasa A (10mg/ml) para degradar el ARN remanente incubando la
muestra a 37°C por 30 min. Finalmente, se diluy6 la muestra 1:5 ajustando la reaccion a

un volumen final de 100 pl.
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5 y 3 del inicio y término de los marcos de lectura abierta, asi como las regiones no
traducibles (UTRs) (Figura 3.1). En el caso de la amplificacién del producto dei 3'RACE,
los oligos universales “3'RACE” y “3'RACE anidado” se alinean a una secuencia universal
del oligo dT utilizado en la sintesis de ADNc, mientras que para el caso del 5RACE es
necesario aplicar una variante del RACE llamada RLM-RACE (RACE mediada por
ligacion del ARN) en la cual es necesario quitar la 7-metil guanosina que sirve como
caperusa del extremo 5' del ARNm y luego ligar un oligo conocido al extremo 5 fosfatado
de todos los ARNm, es este oligo en el que se alinean los oligos universales “5’RACE” y
“5’RACE anidado”. Para la realizacién de! 5’RACE y 3'RACE de los factores de
transcripcion ERF de papaya Maradol se utilizé ADNc de tejido de hoja y el estuche
comercial GenRacer de Invitrogen (Num. Cat: L1500-01). Para el RACE se utilizaron las
mismas condiciones descritas en el RT-PCR. Para la primera amplificacién de los
extremos 5 RACE se usaron como oligos especificos los oligos antisentido del RT-PCR
(cuadro 3.2) y los oligos universales “GenRacer 5’ " del Kit. La PCR anidada 5 RACE fue
realizada mediante los oligos “5’ Antisentido RACE” indicados en el cuadro 3.3 y los oligos
universales “GeneRacer & Nested” del Kit. La primera amplificacién de los extremos 3’
RACE se realiz6 con los oligos “Sentido” de la RT-PCR (cuadro 3.2) y los oligos
universales “GenRacer 3' " del kit. Finalmente la PCR anidada para el 3 RACE fue
realizada con los oligos “3' Sentido RACE” indicados en el cuadro 3.3 y los oligos
universales “GeneRacer 3' Nested” del kit.

Figura 3.1 Estructura tipica de un ARN mensajero incluyendo 1a region coaincante y 1as regiuries 1o
traduciblescodificantes (UTR)
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Se tomarén 3 ul de la reaccién de ligacién para transformaron células competentes de

Escherichia coli mediante choque térmico a 42°C por 50 s. Las bacterias se crecieron en
medio LB sélido (Luria Agar) conteniendo ampicilina (100mg/l) como antibiético de
seleccion, IPTG (0.5 mM) como inductor de la expresién del gen lacZ y XGAL (80 mg/l)
como substrato de la B-galactosidasa para indicar la expresién de la misma enzima
mediante el monitoreo de colonias azules y blancas.

Las colonias blancas, que indican la falta de expresién de la enzima f-galactosidasa
debido a la interrupcién del gen lacZ por la inserciéon del fragmento de interés (ver figura
3.2) fueron seleccionadas y cultivadas en 5 mi de medio LB liquido con ampicilina
(100mg/l) a 37°C y 220 rpm durante toda la noche.

Una vez multiplicado el plasmido recombinante, se procedié a tomar 4 m! del cultivo para
extraer el plasmido con el protocolo de lisis alcalina (Sambrook y Rusell, 2001). EI cultivo
bacteriano fue sedimentado por centrifugacién (14000 rpm) para remover todo el medio
LB y lavado con 1 ml de amortiguador STE frio (10mM Tris-HCI pH 8.0, 1mM EDTA pH
8.0 y 100mM NaCl). Una vez retirado el amortiguador STE (14000 rpm por 1min) se
resuspendié la pastilla en 100ul de “Solucion I' (50mM glucosa, 25 mM Tris-HCI pH 8.0,
10 MM EDTA) y se agregaron 200 ul de “Solucién II' (0.2N NaOH, 1% SDS) para lograr 1a
lisis de las células incubando 3 min a temperatura ambiente. Se afnadieron 150 ul de
“Solucién III" (3M KOAc, 5M AcOH) incubando en hielo por 5 min. Se centrifugé a 14000
rpm por 5 min y el sobrenadante fue mezclado con 900 ul de etanol 100% con 0.1 vol de
NaAc 3M para precipitar los acidos nucleicos. Al protocolo se le agregd un paso de
purificacion final agregando 600 ul del detergente SSTE e incubando 5 minutos a 70°C,
después se agregaron 700 ul de Cloroformo-Alcohol isoamilico (24:1), se separaron las
fases centrifugando 5 min a 14000 rpm y el sobrenadante fue transferido a un tubo nuevo
para precipitar los acidos nucleicos agregando un volumen de etanol al 100% frio y 0.1
volumen de acetato de sodio 3M pH 7.0. La muestra se incubd en hielo por 5 minutos, se
centrifugd y la pastilla obtenida se lavé con etanol al 70%. Finalmente se retiré el
sobrenadante y la pastilla se dejé6 secar a temperatura laboratorio. La pastilla se
resuspendio en 50 yl de Tris-HCI pH 7.5 y se agregd 2 ul de RNasa A (10mg/ml).
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3.2.9 Andlisis Bioinformatico

Los cromatogramas obtenidos tanto sentido como antisentido de cada secuencia de
estudio fueron ensamblados con el programa SeqMan (DNASTAR Lasergene v. 7.2.1)
con la finalidad de obtener la lectura final de la secuencia sentido-antisentido. Solo los
cromatogramas que presentaran una lectura clara de fa separacion capilar fueron
tomados en cuenta para el estudio. Una vez identificada la secuencia de los oligos
utilizados en la amplificacion anidada del RACE, se realizé un alineamiento entre la
secuencia de ADNc de papaya Maradol obtenida in vitro (RACE) y la secuencia de la
prediccion in silico del marco de lectura abierta obtenido por FGENESH para los genes
tipo ERF de estudio de la papaya transgénica SunUp. Este alineamiento se realizé con la
finalidad de verificar el inicio y término de los ORFs de estudio.
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3.3.3 Amplificacion de los extremos 5’ y 3’ de los ADNc de CpERF1-CpERF5

La ampilificacién de los extremos 5’y 3’ de los ADNc de CpERF1-CpERFS se muestran en
las figuras 3.5 y 3.6 respectivamente. El tamafio de los amplicones 5' RACE vari6 de 150
pb en CpERF4 hasta 750 pb en CpERF2 (figura 3.5). En el caso de los genes CpERF2 y
CpERFS5 se utilizé la enzima “Expand” de Roche en lugar de Taq polimerasa para poder
generar un amplicén de mejor calidad. El tamafio de los amplicones 3'RACE vari6 de 150
pb en el fragmento de CpERF4 hasta los 750 pb en CpERF3 (Figura 3.6). En la figura 3.6
se muestran dos bandas nitidas en las regiones del extremo 3’ de los genes CpERF1 y
CpERF2.

MPM  CpERFL  CpERF2  CpERF3  CpERF4  CpERFS  CpEFia  MPM

1000 pb >
800 pb =
700 pb >

600 pb >
500 pb=>

400 pb >
300 pb >

200 pb >

100 pb=>

Figura 3.5 Productos del 5 RACE de los factores de transcripcion ERF de papaya. Los
amplicones se fraccionaron por electroforesis en gel de agarosa al 2% teflido con bromuro de
etidio. Como control positivo se utilizaron oligos para el gen EF1a de papaya.

106












Capitulo 111

5 RACE

5 RACE
ORF in

5 RACE
ORF in

ORF in
ORF in
ORF in
ORF in
ORF in
ORF in

ORF 1n
3 RACE

ORF in
3 RACE

ORF in
3 RACE

ORF in
3 RACE

ORF in
3 RACE

ORF in
RACE

w

RACE
RACE
RACE
RACE

w Wwww

silico
silico
silico
silico
silico
silico
silico
silico
silico
silico
silico
silico

silico

silico

98
61

119
179
239
299
359
419

425

485
61

545
121

605
181

659
241

719
301

327
387
447

507

CACCTCCCGAAGCTTCAGTTTATATAARATGAATGAA 37

TCATATACAACTCCCTCCGTGACGCTCTTCATT TTGGATGGTCTCCGTTAGATTTGACAG 178
AMAGGACAGTCAAAGCCGAGCCCACCGATGAGTTGGAGATCACGGCTCCGGTCAAACAAG 238
GAATARATCAGCAACTTGAAAGC GCGTATGTTGCTC CAAAGAGTGAAAACGGAAGTGTTT 288
CTTCACCGGAGAGACAAGAAARGATC TTACAGAAGC CAAGAGGAAGGCATTATCGAGGTG 358
TCAGGCAACGGCCGTGGGGGAAGTTC GCTGCTGAGATTCGAGACCCGGCTARARACGGCG 418
CGAGGG 424

744
326

GTAGITTCCTAAGTTGTGGAT TG TATAACAAGGTARGAATGAAGTGATGGTTTGATTATT 386
GTATGGAGTGAATAGGAAACT TG TTGGG TTGAATGCAGACTACAGATGTTGGGTTGAATG 446
CATACTCCATATAATTCGGTGAAARAGC ARAAGCCAGARAATTG GGTTTGTARATTTCTGA 506
ARATGATGGGGTT CGGCTARATARAT TCGGGTT TAT GT TATCITAAAAAARAARAAARARR 566

Figura 3.9 Alineamiento del ORF de CpERF1 predicho in silico de papaya SunUp y los productos
5'RACE y 3'RACE de papaya Maradol. El producto 5’RACE muestra la regién 5UTR (1-37 pb) y
sombreado en negro muestra el alineamiento de la regién 5 de los ORFs de Maradol y el predicho
de SunUp. El productoc 3'RACE muestra la regién 3'UTR (327-549 pb) y sombreado en negro el
alineamiento de la regién 3' de los ORFs de Maradol y el predicho de SunUp. En laregiéon 3'UTR se
remarca con rectangulos los posibles sitios de poliadenilacién (Near Upstream Elements) y el sitio de

anclaje para la polimerizacién de la cola poli-A
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seria muy precipitado saber que factor o factores estan involucrados en los niveles de
expresion de los genes de papaya de estudio, pero podriamos suponer que al estar
expresados constitutivamente y estar disponibles para la célula, podria haber una
respuesta bioquimica mas rapida hacia cualquier factor inductivo ya sea bidtico o abiético.

E! gen CpERF4 no mostrd una expresion basal bajo las mismas condiciones de
amplificacion que el resto de los genes, sin embargo fue posible determinar que cuenta
con una muy baja expresion ya que con los andlisis llevados a cabo por RACE, que
cuentan con una doble amplificacién debido al PCR anidado dentro de la técnica, fue
posible amplificar los extremos 5 y 3’ del ADNc indicandonos con esto, que el gen si se
encuentra dentro del transcriptoma de la planta, aunque en una condicién tan baja que no
fue posible ver su expresiéon en condiciones estandar de PCR. Estos datos concuerdan
con un estudio realizado en tomate en el cual no se pudo comprobar la expresiéon basal
del factor de transcripcion TSRF1 en tejidos de hoja, tallo, flor y raiz de tomate (Zhang et
al., 2004). Como vimos en el capitulo anterior, el factor de transcripcién TSRF1 presenta
homologia con CpERF4 y es posible que ambos genes se comporten de la misma manera
en términos de expresiéon. Zhang y colaboradores comprobaron en su estudio que el gen
TSRF1 es inducible y su nivel de expresién aumenta considerablemente al ser sometida
la planta a tratamientos con acido salicilico, etileno y patdégenos, por lo que podriamos
esperar que el gen CpERF4 esté regulado por las mismas hormonas.

3.4.2 Mapeo de los extremos terminales del ADNc de CpERF1-CpERF5

El andlisis de RACE permitié identificar el inicio y término de la transcripcién para cada
gen y confirmar el marco de lectura abierta para cada secuencia estudiada. Las regiones
no traducibles (UTR) 5’ de los genes CpERF1-CpERFS5 variaron en un rango de longitud
de 37 pb en CpERF1 hasta 514 en CpERF2, mientras que las regiones no traducibles 3’
variaron de 38 pb en CpERF4 hasta 371 pb en CpERF2.

Para el caso del gen CpERF1, el analisis RACE de sus extremos teminales del ADNc
mostré variantes con respecto al marco de lectura abierta predicho en el genoma de la
variedad SunUp de papaya. En la secuencia de la regién 5 de CpERF1 del cultivar
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miembros del grupo VIl (Cheong, et al., 2003; Nakano et al., 2006; Xu, et al., 2007; Zhang
et al., 2009). El fragmento 5 RACE tiene 100% de identidad con una regiéon del contig
ABIM01025280 de papaya SunUp, lo que indica que no hay variacién entre los dos
cultivares en esta regién. El analisis 3' RACE permitié conocer el marco de lectura abierta
completo que consta de una secuencia de 395 aa y cuenta con 60% de identidad con el
gen GmMERF3 de soya (Zhang et al., 2009) y 41% de identidad con e} gen TaERF1 de
trigo (Xu et al., 2007). Se observé también el codén de paro y la presencia del motivo de
fosforilaciéon TPD/EVYS/TS en el gen CpERF3, el cual se encuentra descrito para las
proteinas OsEREBP1, CaPF1 y TaERF (Cheong, et al., 2003; Yi et al., 2004; Xu et al.,
2007). La regioén terminal del marco de lectura abierta y el motivo de fosforilacion no
habian sido localizados in silico debido a que el marco de lectura del gen CpERF3 se

encuentra incompleto en el extremo del contig ABIM01025280 de papaya.

El gen CpERF4 no mostré ninguna diferencia en sus regiones terminales con respecto a
la prediccion in silico del ORF, cuenta con una regién 5 UTR de 57 pb similar a la region
5 UTR de ERF1 que cuenta con 61 pb, sin embargo la regibn 3 UTR es
considerabiemente menor que la regién 5§ UTR ya que sélo cuenta con 38 pb. Esto
contrasta con el patrén general que muestra las regiones 3' UTR mayores a las regiones
5 UTR (Mignone et al., 2002). Las regiones no traducibles 3' del ARNm tienen funciones
que le generan estabilidad y localizacion (Mignone et al., 2003). Estas funciones son
mediadas por sus interacciones con proteinas regulatorias y con ARN's incluyendo micro
ARNs (miRNAs). En mamiferos cerca de la mitad de los genes utilizan sitios alternos de
poliadenilacién que generan multiples isoformas del ARNm gque difieren sobre todo en sus
regiones 3' UTR (Sandberg et al., 2008). Para algunos ARNm tener sitios de interaccién
con MiRNAs pueden ser tan perjudicial que se ejerce sobre elios una presién selectiva
para tener solo las isoformas con UTRs cortos (Farh et al., 2005). De esta manera se ha
visto que aumentar la expresion relativa de las isoformas con regiones 3' UTR cortas
ayuda a la regulacién positiva de la expresion de estos genes (Sandberg et al., 2008). Los
andlisis de expresion del gen CpERF4 no mostraron expresiéon en ningun tejido de la
planta, y por tanto podriamos suponer que el tener una region 3' UTR corta, pudiera
relacionarse con su falta de expresion al haber posibles miRNAs que pudieran estar
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3.5 CONCLUSION

1. El presente capitulo de investigacién demostré que los genes CpERF1-CpERF5 estan
presentes dentro del genoma de papaya Maradol, estos genes se encuentran expresados
en todos los tejidos de la parte aérea de una planta sometida a las condiciones
ambientales de una plantacién comercial, con excepcion del gen CpERF4 cuya expresion
fue baja pudiéndose detectar de manera clara Unicamente en el PCR anidado del RACE.
La expresiéon de CpERF4 podria estar regulada de manera positiva por algun inductor
como por ejemplo, acido salicllico o etileno, que son hormonas implicadas en estrés
biético o también por el ataque de algun patégeno.

2. En general se presentaron pocas variaciones de los genes aislados en la variedad
Maradol con respecto a las predicciones hechas en el genoma de la variedad SunUp, y
estas variaciones no generan cambios estructurales importantes en los motivos o
dominios de cada uno de los genes, sin embargo se observaron dos marcos de lectura
abierta (CpERF3 y CpERF5) que habian sido mal predichos por el programa FGENESH,
por lo que se resalta la importancia de hacer el aislamiento in vitro para comprobar las
predicciones in silico y obtener los ORFs correctos.

3 La disponibiidad de los ADNc completos de CpERF1-CpERF5 pemitira realizar
trabajos posteriores para evaluar tanto su funcién en relacién al ataque de patégenos, asi
como también evaluar el potencial biotecnologico de estas secuencias para la generacion
de variedades cisgénicas de papaya Maradol resistentes a la antracnosis y otras

enfermedades.
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10, Glu-16, Arg-18, Arg-26 y Trp-28) que permitirian a estas proteinas unirse a “cajas
GCC” en regiones promotoras de genes PR (Allen, et al. 1998; Ohme-Takagi y Shinshi,
1995). CpERF1 y CpERF3 cuentan con motivos dentro de su secuencia de nucleétidos
que codifican para regiones que interactian con proteinas del tipo cinasa que aumentan
su afinidad a las cajas “GCC” (Xu et al., 2008). También se observaron en todas las
secuencias de estudio, motivos que codifican para regiones ricas en argininas y lisinas,
las cuales pueden funcionar como sitios de localizacién nuclear (Dingwall y Laskey, 1991;
Christophe et al., 2000), caracteristica muy importante para funcionar como factores de
transcripcién.

Las proteinas generaimente se clasifican en base a su secuencia, estructura y funcion.
Una familia de proteinas puede estar representada en base a un arbol filogenético que
muestre las relaciones evolutivas entre fas proteinas. Un andlisis filogenético puede ser
usado de esta manera para inferir transferencia horizontal de genes, realizar genémica
comparativa y/o predecir funciones de proteinas entre otras cosas (Rhee ef al., 2006). Los
alineamientos de la secuencia de proteinas de CpERF1-CpERF5 y secuencias
previamente caracterizadas de factores tipo ERF, permitié observar que las secuencias de
estudio se encuentran filogenéticamente relacionadas con factores tipo ERF involucrados
en mecanismos de defensa de la plantas contra patégenos, por tanto es muy probable
que las secuencias de estudio sean factores de transcripcion de la famila ERF que
activen genes PR de papaya contribuyendo al sistema de defensa de esta planta. El
andlisis realizado coincide con estudios filogenéticos realizados por otros autores que
proponen a este tipo de proteinas como excelentes candidatos para el mejoramiento
genético de plantas (Gutterson y Reuber, 2004; Nakano ef al., 2006; Xu et al., 2008).

Con la excepcion del gen CpERF4, el cual muestra una expresion tan baja que sélo pudo
ser observada mediante la PCR anidada del RACE, los otros cuatro genes de papaya
descritos en este estudio mostraron expresion en plantas adultas sometidas a las
condiciones ambientales de una plantacién comercial. Esto supone gue las proteinas se
encuentran disponibles para las plantas cuando existe un estimulo que active las rutas
biogquimicas donde estan involucradas estas proteinas, incluyendo las rutas bioguimicas
de defensa que activan la expresién de genes PR (Van Verk et al., 2009). Es decir, es
posible que su expresion basal esté implicada en el reconocimiento de patdégenos
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Encontrar genes de utilidad para el desarrollo biotecnolégico de nuevas variedades de
plantas se hace cada vez mas importante en un mundo en constante crecimiento
poblacional que contrasta con una menor produccién de alimentos. Los Organismos
Geneticamente Modificados (OGM) se presentan como una alternativa para hacer frente a
las limitantes ambientales en la produccion de alimentos. Por otra parte se ha visto que su
comercializacién ha tenido fuerte impacto econémico en los Ultimos afios generando un
mercado de cerca de 7000 millones de dolares en 2006 (Brooks y Barfoot, 2008).
Tambien han tenido fuerte impacto ambiental al evitar el uso de cerca de 300 millones de
kg de ingredientes activos de distintos pesticidas asi como la disminucién de 1.2 millones
de toneladas de gases que se dejaron de emitir por la aplicacion de pesticidas (Brooks y
Barfoot, 2008).

Ante el debate nacional e internacional sobre el uso de OGMs en cultivos que puedan
transferir ios genes introducidos a poblaciones silvestres, encontrar genes propios de la
misma especie, que tengan utilidad comercial, es muy importante para la generacion de
organismos cisgénicos, los cuales tienen la ventaja de no contar con material genético
externo a la especie que pueda ser transferido a las poblaciones silvestres. Se ha
propuesto que los organismos cisgénicos a pesar de ser igualmente manipulados
geneticamente que una variedad transgénica, son similares a los organismos obtenidos
por cruzas tradicionales, pero con la ventaja de que en los cisgénicos sélo se transfiere el
gen de interés (Shouten et al., 20086).

Se espera que los resultados del presente trabajo puedan contribuir al desarrollo
biotecnolégico de variedades cisgénicas de papaya que tengan las caracteristicas
comerciales de las que goza la variedad Maradol y puedan ademas ser mas tolerantes a
las diversas plagas y enfermedades que afectan a este cultivo, incluyendo la antracnosis
que es la principal limitante de la comercializacion de este producto al causar grandes

pérdidas a nivel post-cosecha (Massieu-Trigo, 2009).
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4.3 PERSPECTIVAS

Los genes CpERF1-CpERF5 reunen todas las caracteristicas estructurales para actuar
como factores de transcripcion dentro de las rutas de acido salicilico y/o etileno que
conducen a activar la expresion de genes PR. Sin embargo, es indispensable hacer
analisis funcionales que comprueben este supuesto. Se espera que al someter plantas de
papaya a tratamientos con acido salicilico, etileno o algan tipo de patégeno, se aumente la
expresion de CpERF1-CpERF5 principalmente de CpERF4 que no mostré expresion
basal, lo cual podria ser evaluado mediante RT-PCR de tiempo real. Se puede inferir que
el aumento de los niveles de expresién de estos genes aumente proporcionalmente los
niveles de expresion de uno o varios genes PR propios de papaya como se ha observado
en ofras especies de plantas.

Andlisis de interaccion Proteina-ADN como los ensayos de cambio de movilidad por
electroforesis (EMSA) deben comprobar que los dominios AP2/ERF de las proteinas
CpERF1-CpERF5 se unen a elementos que actian en Cis del tipo “GCC” que se
encuentran en las regiones promotoras de diversos genes PR y de esta manera generar
evidencia de la funcionalidad de estas proteinas como factores de transcripcion. Los
casos de CpERF3 y CpERF5 se espera que también puedan tener una actividad de union
a elementos del tipo DRE/CRT que se encuentran en las regiones promotoras de genes
que responden a estrés abiético como salinidad y baja temperatura, ya que sus genes
homologos TaERF1 y JcERF han mostrado tener esta habilidad de respuesta dual ante
condiciones de estrés biético y abiético.

De igual manera se puede esperar que ensayos de interaccién proteina-proteina del tipo
dos hibridos, demuestren que al menos las proteinas CpERF1 y CpERF3 (homologos a
Pti4 y TaERF1 respectivamente) interactlen con proteinas del tipo cinasas, ya que se ha
visto que tanto Pti4 como TaERF1 interactian con este tipo de proteinas para aumentar
su afinidad a las cajas GCC (Van Verck et al, 2009). En general, CpERF1-CpERF5
cuentan con motivos que podrian estar involucrados en la interaccién con otras proteinas,
por lo que los ensayos de dos hibridos permitiran comprobar con qué tipo de proteinas
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