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RESUMEN

El cambio climatico, que incrementa la aparicion de fendmenos meteorolégicos como las
inundaciones; aunado al aumento de la poblacién y sumando la sensibilidad de las especies
domesticadas a los diversos factores de estrés, han llevado a las investigaciones a prestar
atencion a los genotipos silvestres, conocidos por ser reservorios genéticos importantes para
hacer frente a dichos desafios. Por lo que, en este estudio se buscé comparar las respuestas
fisiologicas, moleculares y bioguimicas entre un genotipo silvestre y uno comercial (Maradol) de

la especie Carica papaya L. durante el estrés por anegamiento.

Nuestros resultados sugieren que, las plantas de papaya son sensibles al anegamiento
prolongado (72 h). Sin embargo, las diferencias en la eficiencia fotosintética, fuga de electrolitos,
conductancia estomatica y fotosintesis sugieren una respuesta mas tolerante en el genotipo
silvestre en comparacion al genotipo Maradol, siendo que, segun los analisis de correlacion,
dichas respuestas fisiologicas dependen més de la deficiencia de oxigeno en el agua que del
cambio en el potencial hidrico del sustrato.

Por su parte, la identificacion de los Factores de Transcripcion de Respuesta a Etileno (ERF),
arrojo la presencia de tres miembros de la subfamilia VII en el genoma de papaya, los cuales
fueron evaluados en su expresion, por estar asociados a la respuesta al estrés por hipoxia. Los
ensayos se realizaron en muestras de raiz de papayas inundadas de ambos genotipos, en donde,
el gen CpRAP2.12 mostré mayor expresion en el genotipo silvestre, lo que puede estar ligado a
la mejor respuesta ante el estrés por anegamiento. Asimismo, se evalud la produccién de etileno
foliar, donde se identific6 una mayor acumulaciéon de etileno en el genotipo silvestre. Estos
resultados se complementaron con el andlisis del gen ACO (Ultima enzima en la ruta de
biosintesis de etileno), donde, a las 72 h de anegamiento, el genotipo silvestre presentd niveles

de expresion superiores a los del genotipo Maradol.

Con lo anterior, se llegé a la conclusion de que, a pesar de la sensibilidad de la papaya al estrés
por anegamiento, los genotipos silvestres cuentan con estrategias fisioldgicas de tolerancia. Esta
respuesta posiblemente se relaciona con la acumulacién de etileno y a la inducciéon de genes
tipos ERF-VII. Por lo tanto, se consideran a estos genes como candidatos potenciales para el
mejoramiento de variedades comerciales. Sin embargo, es pertinente realizar mas estudios al

respecto e identificar mas candidatos en rutas no canonicas de respuesta a etileno en este estrés.




ABSTRACT

Climate change, which increases the occurrence of meteorological phenomena such as floods,
together with population growth and the sensitivity of domesticated species to various stress
factors, has led research to focus on wild genotypes, known for being important genetic reservoirs
to face such challenges. Therefore, this study aimed to compare the physiological, molecular, and
biochemical responses between a wild genotype and a commercial one (Maradol) of the species

Carica papaya L. under waterlogging stress.

Our results suggest that papaya plants are sensitive to prolonged flooding (72 h). However,
differences in photosynthetic efficiency, electrolyte leakage, stomatal conductance, and
photosynthesis indicate a more tolerant response in the wild genotype compared to the Maradol
genotype, and that these responses are more closely related to oxygen deficiency than to soll
water potential.

On the other hand, the identification of Ethylene Response Factors (ERFs) revealed the presence
of three members of subfamily VIl in the papaya genome, which were evaluated for their
expression due to their association with the response to hypoxia stress. The assays were
conducted on root samples from flooded papayas of both genotypes, where the CoRAP2.12 gene
showed higher expression in the wild genotype, which may be linked to a better response to
flooding stress. Foliar ethylene production was also evaluated, showing greater ethylene
accumulation in the wild genotype. These results were complemented by the analysis of the ACO
gene (the last enzyme in the ethylene biosynthesis pathway), where, after 72 h of flooding, the

wild genotype exhibited higher expression levels than the Maradol genotype.

Based on the above, it was concluded that despite papaya’s sensitivity to waterlogging stress,
wild genotypes possess physiological tolerance strategies. This response is possibly related to
ethylene accumulation and the induction of ERF-VII-type genes. Therefore, these genes are
considered potential candidates for the improvement of commercial varieties. However, further
studies are needed to support this and to identify additional candidates involved in non-canonical

ethylene response pathways under this stress.

Xi
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INTRODUCCION

La papaya (Carica papaya) es uno de los frutales de mayor distribucién y consumo a nivel
mundial. Debido a sus propiedades nutricionales y organolépticas es altamente apreciada por
diversas industrias (Koul et al., 2022; Babalola et al., 2024). La papaya es una especie herbacea,
cultivada en zonas tropicales, que se caracteriza por sus frutos de gran tamafio, color rojo-
naranja 'y que en su interior se encuentran semillas negruzcas cubiertas de mucilago. México se
posiciona como el principal pais exportador de este fruto a nivel internacional, generando
ingresos de hasta 921 mil millones de pesos anuales (SIAP, 2025). Algunos de los estados en
los que se concentra la produccion son Oaxaca, Colima, Chiapas, Veracruz, Michoacan y
Yucatén (SIAP, 2025). Este ultimo estado se localiza en el centro de origen y distribucién de esta
especie, lo que permite encontrar, hasta la actualidad, ejemplares silvestres en zonas poco
perturbadas a lo largo del estado (Fuentes y Santamaria, 2014; Espinosa-Trujillo et al., 2018).
Estos genotipos se diferencian por sus frutos pequefios, generalmente de color amarillo, con
pulpa escasa, mayormente conformado por semillas negras a café, de 3 mm de largo
aproximadamente (Chavez-Pesqueira y Nuiiez-Farfan, 2017; Flores-Hernandez et al., 2024). Asi
mismo, otra caracteristica importante de estos ejemplares es que se encuentran expuestos a
condiciones climéticas extremas, pasando por periodos de sequia, altas temperaturas, lluvias
torrenciales y huracanes a lo largo del afio (Chavez-Pesqueira y Nufez-Farfan, 2017). Estas
condiciones extremas se han exacerbado debido al efecto del cambio climéatico (Eckardt et al.,
2023). Las investigaciones en el estrés abibtico en papaya se han enfocado principalmente en
altas temperaturas y sequia, sin embargo, las lluvias excesivas ocasionan el anegamiento de los
campos de cultivo y generan la muerte de las plantas de papaya en cuestién de horas o pocos
dias (Thani et al., 2016). Tan solo, para el afio 2024, se perdieron mas de 120 ha de papaya
Maradol en los estados de Yucatan y Campeche, como consecuencia de lluvias excesivas en el

mes de junio (https://www.poresto.net/campeche/2024/9/9/papayeros-de-hopelchen-no-logran-

recuperarse-de-las-perdidas-que-dejaron-las-lluvias-de-julio-.html). Sin embargo, la

supervivencia de genotipos silvestres de papaya al estrés abidtico, ha llamado la atencion para
su investigacion, conformando una fuente de informacién relevante para comprender los
mecanismos de tolerancia a diferentes tipos de estrés como la sequia y altas temperaturas
(Estrella-Maldonado et al., 2021; Bautista-Bautista et al., 2024). Sin embargo, hasta el momento
no se ha realizado investigacion en relacién a la respuesta de genotipos silvestres de papaya

hacia el estrés por anegamiento.



https://www.poresto.net/campeche/2024/9/9/papayeros-de-hopelchen-no-logran-recuperarse-de-las-perdidas-que-dejaron-las-lluvias-de-julio-.html
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INTRODUCCION
En otras especies vegetales, se ha reportado que la tolerancia hacia el anegamiento depende de

la activacion de Factores de Transcripcion de Respuesta a Etileno de la subfamilia VII (ERF-VII
por sus siglas en inglés) (Loreti y Perata, 2023; Bai et al., 2023). Estos ERF-VII inducen cambios
metabolicos, fisioldgicos y estructurales, que permiten a la planta permanecer por tiempos cortos
0 prolongados con deficiencia de oxigeno (Zubrycka et al., 2023). En el caso de la papaya,
existen pocos estudios acerca de la respuesta ante este tipo estrés y contemplando la
problematica en la que se encuentra actualmente, el objetivo de este trabajo fue analizar y
comparar la respuesta al anegamiento de un genotipo comercial y uno silvestre de papaya, desde
enfoques fisiologicos y de expresion de los genes ERF-VII. Con esto, se espera sumar
informacion relevante a las estrategias de mejoramiento del cultivo, esperando mejorar la
produccion ante los efectos, cada vez mas evidentes, del cambio climatico que amenaza a

muchos cultivos de importancia comercial.
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ANTECEDENTES
1.1. Generalidades de Carica papaya L.
1.1.1 Clasificacidén taxonémicay descripcién de Carica papaya L.

El papayo o papaya (C. papaya) es una planta herbacea originaria de Mesoamérica,
distribuyéndose desde el sur de México hacia Centroamérica, llegando hasta Brasil. De acuerdo

al Sistema Integrado de Informaciéon Taxondémica (ITIS, 2022) se clasifica de la siguiente manera:

Reino Plantae
Subreino Viridiplantae
Divisiéon Tracheophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Brassicales
Familia Caricaceae
Género Carica L.
Especie Carica papaya

Es un arbol perenne de tallo carnoso, que puede medir de 2 a 3 m de altura, con un didmetro a
la altura del pecho de hasta 30 cm. Posee hojas grandes, con peciolo largo (Figura 1.1A),
formando una copa abierta y redondeada, donde las hojas superiores son erectas y las inferiores
son colgantes (Jiménez et al., 2014). Las variedades comerciales poseen tres tipos de flores:
masculinas, que se caracterizan por ser delgadas y largas, con tubos elongados y pétalos cortos;
hermafroditas, con estambres situados al final de la corola y un pistilo que contiene un ovario
alargado; y femeninas, con caliz corto de cinco sépalos, ademas de cinco pétalos blanquecinos,
con un pistilo que posee un ovario (Figura 1.1B) (Gil y Miranda, 2005; Alcantara-Jiménez et al.,
2019). Los frutos, conocidos como papaya, son bayas de forma elipsoides u ovaladas, que al
madurar son de color amarillo a anaranjado (Figura 1.1C) y se distribuyen alrededor del tronco.
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Poseen pulpa blanda de color anaranjado a rojizo y en su centro se distribuyen pequefias semillas

ovoides, negruzcas, cubiertas por una capa mucilaginosa (Figura 1.1D).

Figura 1.1. Partes de una planta de papaya. A) Hoja. B) Flores: masculina (M), hermafrodita (H) y

femenina (F). C) Fruto. D) Corte del fruto y semillas. Tomado y editado de Jiménez et al., 2014.
1.1.2 Produccién en México

El principal productor de papaya es India por su alto nUmero de hectareas sembradas, sin
embargo, su produccion se destina a su mercado nacional (Sharma et al., 2024). Por su parte,
México en 2023 abarc6 el 53% de las exportaciones (FAO, 2024), considerdndose como el
principal exportador del mundo. Actualmente, la Planeacién Agricola Nacional 2017-2030, estima
gue para el afio 2030 la demanda de papaya a nivel internacional superara el millén de toneladas,
por lo que se proyecta que México supere las 300 000 toneladas exportadas. Por todo lo anterior,
se considera a la papaya como un producto econémicamente relevante, tanto por ser una fuente
del ingreso familiar, para pequefios productores, como por su participacion en la captacion de
divisas en la economia nacional (Valencia-Sandoval et al.,, 2017). Los estados de mayor
produccion de papaya son Oaxaca, Chiapas, Colima, Veracruz, Michoacan y Guerrero (Figura
1.2), sin embargo, en junio de 2020, Yucatan present6 una produccion de mas de 8 mil toneladas
de papaya (SIAP, 2025), lo que lo posiciona dentro de las regiones de importancia productiva y
de alto potencial (Planeacion Agricola Nacional 2017-2030).
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Produccion de papaya por

Estado
Otros Yuca:an
11.1% 11%
Oaxaca
Michoacan 30.1%
11.6%
Veracruz
11.5%
Colima
Chiapas 19.4%

15.2%
Figura 1.2. Produccidn de papaya en México. Elaboracion propia, datos del SIAP (2025).

1.1.3 Requerimientos del cultivo de papaya

La papaya es una planta que se puede encontrar en zonas tropicales y subtropicales, creciendo
desde el nivel del mar hasta los 1000 msnm, aunque los mejores rendimientos se presentan entre
los 30 y 600 msnm (Mejia-Calderdn y Vides, 2018). Ademas, se desarrolla a temperaturas entre
los 21 y 33°C, mientras que su actividad fotosintética se ve favorecida entre los 25y 28°C (Kwok
y Liang, 2019).

Son plantas tipo Cs, que no tienen influencia marcada por el fotoperiodo, por lo que se consideran
de dia neutro (Oliva-Diaz et al., 2023). No obstante, requieren grandes cantidades de radiacién

solar para tener un buen desarrollo, principalmente para el fruto (Mejia-Calderén y Vides, 2018).

Sus requerimientos de agua anual oscilan alrededor de los 1800 mm anuales, siendo poco
tolerantes a condiciones de sequia y muy sensibles al exceso de agua (Thani et al., 2016). Por
lo anterior, requieren de suelos bien drenados, de preferencia franco-arenosos, y que posean un
pH entre 5.6 y 7.0 (Oliva-Diaz et al., 2023). También se puede desarrollar en otras texturas,
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mientras que sean profundos, con buena retencién de agua y suficiente drenaje (Kwork y Liang,

2019).

1.1.4 Estrés hidrico en el cultivo de papaya

La disponibilidad del agua representa otro factor importante en el desarrollo de las plantas, por
lo que su deficiencia o exceso suelen ser perjudiciales en la mayoria de los cultivos. Cuando una
planta de papaya presenta niveles por debajo del 82% de contenido relativo de agua en sus
hojas, se considera que presenta déficit hidrico (Oliva-Diaz et al., 2023). En estrés por sequia, el
cierre de estomas produce una disminucion de la asimilacion del CO; y tasa fotosintética, esto
limita el crecimiento, lo que provoca que el desarrollo de los frutos se vea severamente afectado
(Giron-Ramirez, 2015). Este tipo de estrés puede reducir hasta en un 50% la produccién de

papaya (Estrella-Maldonado et al., 2021).

En cambio, el exceso de agua satura los poros de aire presentes en el suelo, lo que impide la
disponibilidad de oxigeno, limitando la respiracién de las raices (Ben-Noah y Friedman, 2018).
Esto se debe a que el oxigeno es un aceptor terminal de electrones en la respiracion aerébica,
por lo tanto, en su ausencia, tanto el ciclo de Krebs como el sistema de transporte de electrones
son blogueados (Ashraf, 2012). De esta forma, las plantas buscan otras maneras de generar
energia, como es activar rutas fermentativas, sin embargo, resulta en ser una ruta que aporta

poca energia y que genera una gran cantidad de acido lactico, la cual modifica el pH citosolico.

En el caso de la papaya, durante el anegamiento se interrumpe el intercambio de gases entre las
raices y la atmésfera lo que detiene el suministro de energia al resto de la planta, si este estado
se prolonga por mas de 48 h, como en el caso de las inundaciones, las plantas mueren (Thani et
al., 2016).

1.1.5 El anegamiento como fendmeno edafoclimético
1.1.5.1 El cambio climético y el anegamiento

Se considera como cambio climédtico a las alteraciones significativas, a largo plazo, de las
temperaturas y eventos climatolégicos que se presentan en todo el mundo (United Nations,
2022). Se han registrado muchas consecuencias a raiz del cambio climético, como son el
aumento de las temperaturas, la intensificacion de las precipitaciones, apariciones mas

frecuentes de huracanes, ciclones, tormentas tropicales, sequias, incendios, inundaciones y
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pérdida de la biodiversidad. Todos estos efectos interfieren directamente con la produccion de

alimentos en todo el planeta. Los rangos 6ptimos de crecimiento que los cultivos poseen se van
modificando gradualmente con el paso del tiempo, sin embargo, estos cambios extremos estan
limitando la productividad de una gran cantidad de alimentos. En este sentido, el aumento en las
temperaturas, las sequias y el exceso de agua, se consideran como las principales limitantes del

crecimiento y produccioén de las plantaciones.

En los ultimos 25 afios, se registrd6 un aumento de las inundaciones del 65% en todo el mundo
(Lou et al., 2024). Esto debido al aumento en las lluvias extremas, la aparicion recurrente de
tormentas tropicales y huracanes, aumento del nivel del mar y otros, en su mayoria por
consecuencia del cambio climatico. Tan solo entre el 10y 12% de las zonas agricolas de todo el
mundo estan presentando problemas de inundacién y anegamiento, lo que afecta directamente
a la produccién y, por supuesto, las ganancias (Tong et. al., 2021). Con esto, se consideran a las
inundaciones y encharcamientos (anegamiento) como parte de los factores abidticos mas

limitantes de la produccion de los cultivos en los Ultimos afios.

En el estado de Yucatan, México, segun el Mapa de Zona de Riesgo (Climate Central, 2022) se
estima un aumento del nivel del mar, tan grave, que para el afio 2080, algunos municipios se
encuentren, por lo menos, 1.5 m debajo del nivel mar (Figura 1.3). A largo plazo, estas
situaciones pondran en peligro a cientos de habitantes de dichas zonas. Por el momento, las
principales afectaciones se estan registrando en las zonas productoras de algunos productos de
gran importancia como son la papaya. La mayoria de éstos eventos se debe al aumento
considerado de tormentas tropicales y huracanes provenientes del Océano Atlantico, Mar Caribe

y Golfo de México.
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Figura 1.3 Mapa de Zona de Riesgo del estado de Yucatan, México, prediccion del afio 2080. Cada
punto azul representa el aumento de 1.5 m del nivel del mar. Tomado de Climate Central
(https://ss2.climatecentral.org/#12/40.7298/-74.0070?show=satellite&projections=0-K14_RCP85-
SLR&level=5&unit=feet&pois=hide)

1.1.5.2 Inundacion y anegamiento en el suelo

En la mayoria de los sistemas de produccion agricola en México se depende de las lluvias como
fuente principal de agua (Conagua, 2023), lo que deja a los sembradios y parcelas vulnerable a
cambios en los patrones de precipitacion. Normalmente se asocia el régimen de temporal y el
cambio climatico, con la disminucién de las precipitaciones, ocasiona estrés hidrico por falta de
lluvias (Santa Cruz-Suarez et al., 2022). Como consecuencia, se genera la disminucion del
potencial hidrico en el suelo hasta niveles que causan un dafio irreparable en la planta y la llevan
a la muerte (Luna-Flores et. al., 2012).

Por otro lado, el extremo contrario también se ha registrado en diversos lugares, exceso de lluvias
que conllevan a la inundacion o anegamiento de los predios (Rupngam y Messiga, 2024). Un
incremento inesperado en la cantidad de lluvia genera que la cantidad de agua que llega al suelo
sea superior a su capacidad de conductividad hidraulica (Cristébal-Mufioz et al., 2022) generando
gue los espacios fisicos con aire se llenen de agua (Morales-Olmedo et al., 2015), se modifiquen
las caracteristicas fisicas del suelo (Githui et al., 2022), lo cual, aunado a las modificaciones de
la actividad microbiolégica (Shah et al., 2022) acaban con el oxigeno del suelo. Ademas, esto
modifica la temperatura del suelo e impacta fuertemente en el desarrollo radicular de las plantas
(Huang et al., 2023).
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Unger et al. (2009) demostraron que la inundacién prolongada tiene efectos significativos sobre

algunas propiedades fisicas y quimicas del suelo. En relacién con las fisicas, la inundacion
disminuye el potencial redox del suelo y el oxigeno disuelto en el mismo, lo que confirma su
anoxia. Por otro lado, aunque la mayoria de las caracteristicas quimicas del suelo no se modifican
por la inundacién, conforme aumenta el tiempo de inundacion, la disponibilidad de nitratos (NOs3)

disminuye.

Sin embargo, las precipitaciones no son la Unica fuente de inundaciones y anegamientos que
enfrentan los cultivos, ya que una mala planeacion en el manejo del riego o bien un mal drenaje
del suelo puede inundar la zona de plantacion; asimismo, se puede ocasionar la inundacién o
anegamiento por el incremento del afluente de los rios o mala planeacién de la ubicacion de la
zona productiva (Manghwar et al., 2024).

1.1.5.3 Niveles de exceso de agua: inundacion y anegamiento

Una vez que el exceso de agua satura el suelo, el nivel de agua sobre la superficie puede
incrementar hasta alcanzar diferentes niveles de la parte area de las plantas, entonces se pueden
clasificar de acuerdo a Striker (2012) (Figura 1.4) como:

a) Anegamiento (waterlogging): El agua satura el suelo, sin embargo, se mantiene a nivel
del mismo. Solamente las raices se encuentran completamente sumergidas en el agua,
y, por tanto, en condiciones de hipoxia.

b) Inundacion (flooding):

a. Inundacién parcial: Todo el sistema radicular se encuentra bajo el agua, sin

embargo, el agua esta sobre el nivel del suelo, alcanzando diferentes niveles del
tallo y de la parte aérea de la planta, permitiendo aln que las hojas mas altas se
encuentren expuestas al aire.

b. Inundacién total: La totalidad de la planta se encuentra por debajo del nivel del

agua. Esto ocasiona que no llegue aire a la planta por ninguno de sus érganos.
Ademas, la turbidez del agua disminuye significativamente la luz que alcanza las

hojas.
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Figura 1.4 Diferentes niveles de anegamiento e inundacion. Tomado de Striker (2012).

1.1.5.4 Proyecciones de riesgo de anegamientos e inundaciones en México

Como respuesta al cambio climéatico, diversos fendbmenos meteorolégicos se presentan con
mayor periodicidad e intensidad, lo que representa un mayor nivel de precipitaciones de
abundancia atipica que cause inundaciones en México (Zufiga y Magafa, 2018; Nazarian et al.,
2024). Sin embargo, los mapas de riesgo especificos sobre la inundacién son escasos (Bonasia
y Lucatello, 2019), aunque ya existen iniciativas que podrian apoyar a la planeacién con relacion
a la inundacion (https://thinkhazard.org/en/report/162-mexico/UF), estas generalmente se

enfocan a los problemas de inundacion en zonas urbanas y no agricolas.

Al momento de la redaccion de la presente tesis, no se tiene aln estimado el nimero de eventos
cicléonicos y huracanes para el afio 2025 en México, sin embargo, para el afio 2024 se registraron
60 eventos, lo que superé los pronésticos del Sistema Meteoroldégico Nacional

(https://smn.conagua.gob.mx/es/ciclones-tropicales/temporada-ciclones-tropicales-2024).

1.1.6 Respuesta vegetal ante el anegamiento

1.1.6.1 Censado de la disminucion de oxigeno por la planta ante el anegamiento

El mecanismo por el cual la planta censa la cantidad de oxigeno se encuentra aun bajo estudio,
sin embargo, los mecanismos basicos conservados a través de las plantas se han estudiado ya
en numerosos modelos. El mecanismo se basa en la degradacion de proteinas que contienen
una cisteina (Cys) en la segunda posicion del extremo N-terminal, tal como las proteinas ERF-
VII, ruta conocida como N-Degradon (Giuntoli y Perata, 2018). Esta degradacion se lleva a cabo

mediante la oxidacion de dicha Cys, lo cual se lleva a cabo a través del sistema enzimatico de
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las PLANT CYSTEINE OXIDASE (PCO) (White et al., 2020). En condiciones normales de

oxigeno (normoxia) estas enzimas oxidan la Cys rapidamente, sin embargo, en condiciones de

baja oxigenacion (hipoxia o anoxia), estas enzimas detienen su actividad permitiendo que las
proteinas ERF-VII no se degraden (Fagerstedt et al., 2024; Yan et al., 2024). Por lo tanto, se
considera que las PCO fungen como el mecanismo de censado de oxigeno en las plantas

(Taylor-Kearney et al., 2022). Este modelo se ilustra en la Figura 1.5.

NORMOXIA SUBMERGENCE

Lack of
oxygen= PCO
is inactive

Arg/N-degron

Pathway ‘
NITRIC
HYPOXIA
OXIDE g RESPONSIVE
. GENES
¢

HYPOXIC METABOLISM

‘ . AND ADAPTATIVE
" RESPONSES
€%
A . 2
SUBMERGENCE
TOLERANCE

Figura 1.5 Modelo del censado de oxigeno en plantas. Tomado de Fagerstedt et al. (2024).

1.1.6.2 Sobreproduccion de ROS por el anegamiento

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son moléculas quimicas con una alta capacidad de
reaccionar con otras moléculas, generando una fuerte oxidacion (Choudhury et al., 2017). Las

principales ROS que se conocen son el oxigeno singulete, el idn superéxido y el peréxido de
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hidrogeno (Choudhury et al., 2017), entre otras. Estas moléculas juegan importantes roles en

diferentes funciones de la planta, siendo de especial importancia como parte de la respuesta a

fuentes de estrés abibtico (Huang et al., 2019).

Las plantas, bajo estrés abidtico, sobre producen ROS en el cloroplasto, especificamente en la
cadena transportadora de electrones de los fotosistemas | y Il (Figura 1.6), a través de la reaccion
de Mehler (Sachdev et al., 2021). En el caso especifico del estrés por hipoxia provocada por
inundacion o anegamiento se ha reportado la sobreacumulacion del radical superdxido y de
peroxido de hidrogeno como respuesta a la deficiencia de oxigeno (Huang et al., 2019).

Acceptor
side T

Donor reductase

: E
side

w
H - H*
—>ETC H* -
- Over-reduction of ETC causing electron leakage H
=3 Production of ROS

Figura 1.6 Produccion de ROS por los fotosistemas PSI y PSIl en plantas bajo condiciones de estrés.
Tomado de Sachdev et al. (2021).

1.1.6.3 Acumulacion de etileno en respuesta al anegamiento

La acumulacién de ROS induce la activacion de cascadas de sefializacion basada en MAP-
cinasas (MAPK) (Son et al., 2011), las cuales, a su vez, inducen la sefializaciébn necesaria para
inducir la biosintesis de etileno (Ouaked et al., 2003; Fatma et al., 2022). Por ejemplo, se ha
identificado que en A. thaliana, el gen MKK9 media la sintesis de etileno mediante la activacion
de otras dos MAPK, MPK3 y MPK®6 (Xu et al., 2008). Sin embargo, el proceso completo por el

que la activacion de la biosintesis de etileno se lleva a cabo aun no se comprende por completo.
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La biosintesis del etileno se inicia desde su precursor que es el aminoacido s-adenosil-L-

metionina, el cual, por accion de dos enzimas (ACC sintasa y ACC oxidasa) da como resultado
el etileno C,H.4 (Pattyn et al., 2021), este proceso se detalla en el capitulo 3. Ademas de esta ruta,
el ciclo de Yang es esencial para el mantenimiento de la produccion de etileno (Pattyn et al.,
2021).

Es importante destacar que, una respuesta fisiologica previamente descrita en plantas bajo
estrés por inundacién o anegamiento es el cierre de estomas, lo que inhibe el intercambio
gaseoso y permite la acumulacion de etileno (Rodriguez-Gamir et al., 2011; Maric y Hartman,
2022). La acumulacion de etileno modifica la traduccién proteica global de la planta e induce la
expresion de genes especificos para la induccion de tolerancia hacia la inundaciéon o
anegamiento mediante la expresion del gen GENERAL CONTROL NONDEREPRESSIBLE 2
(GCN2) (Cho et al., 2022). A su vez, el etileno modifica la expresion de los genes ETHYLENE
INSENSITIVE (EIN), los cuales inducen la expresion de genes de respuesta a hipoxia (Chen et
al., 2022). Maric y Hartman (2022) proponen que el etileno regula la respuesta a la inundacion
mediante dos vias: 1) canonica (mediante genes EIN) y 2) no canodnica (mediante GCN2); esto

a tres niveles: transcripcional, traduccional y postraduccional, las cuales se resumen en la Figura

W Il Transcription
% ——— > [(ens)
CANONICAL N AT

S

Restricted gas diffusion
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E - NON-CANONICAL
Ethylene

CANONICAL | EIN2 accumulation GCN2 | NON-CANONICAL

% CANONICAL
Specific mMRNA
translation

General
translation

© EMBO

HYPOXIA ACCLIMATION

Figura 1.7 Via canonica y no canonica de regulacion de la respuesta de la planta a la inundacion a través

del etileno. Tomado de Maric y Hartman (2022).

13



CAPITULO |
La respuesta candnica del etileno a través de los genes EIN induce la expresion de genes
especificos, como los ETHYLENE RESPONSIVE FACTORS (ERF), los cuales se describen a

continuacion.

1.1.7 Factores de Transcripcion de respuesta a etileno (ERF)

1.1.7.1 Generalidades

Estos Factores de Transcripcion (FT) se caracterizan por la presencia de un dominio APETALA2
y, por tanto, pertenecen a la familia AP2 (Muller y Munné-Bosch, 2015). El dominio caracteristico
de esta familia, el AP2/ERF, consiste en una secuencia de entre 60 a 70 aa y contiene tres (3-
laminas y una a-hélice (Zhai et al., 2022) (Figura 1.8). La familia de FT ERF se compone de al

menos 12 grupos (Licausi et al., 2013).

(a) AmCBF1 (b) AmCBF2 (¢) AnCBF3
B3
B2
1
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@
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AmCBF1 . VYRGVRRRNSEKWVSEVREPNKK. SRI W.GTYPTSENAARAHDVAAI ALRGRSACLNFADS 6o
AmCBF2 . VYRGVRRRNSGKWVCE. REPNKK. SRI WLGTEPTVENAARAHDVAAMALRGRSACLNFADS 59
AmCBF3 . VYRGVRRRDSGKWVCEVREPNKK. SRI WLGTFLTAEMNAARAHDVAALALRGRSACLNFADS 6o
Consensus yrgvr r k e rpk r wlgt t e aa a d aa rg a Int
hhhhhhhl
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Figura 1.8 Representacion del dominio AP2. Estructuras 3D de a) AMCBF1, b) AmMCBF2 y ¢c) AmMCBF3;
d) alineamiento de las secuencias e identificacién de las 3-plegadas (B1, B2 y $3) y la a-hélice. Tomado

de Zhari et al. (2022).

La familia de FT ERF estdn ampliamente asociados a diversos procesos fisiologicos de las
plantas, entre ellos, el crecimiento, desarrollo, maduracion y respuesta al estrés abiotico (Zhai et
al., 2022; Licausi et al., 2013). En este ultimo aspecto, los FT ERF se han mostrado esenciales

en el disefio de estrategias de control del estrés abidtico (Zhang et al., 2022; Nie y Wang, 2023).

Por ejemplo, se ha reportado que el gen OSERF52 regula la respuesta del arroz (Oryza sativa)

al estrés por frio, por lo cual, al incrementar su expresién se mejora la tolerancia al frio sin
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impactar en su rendimiento y calidad (Xu et al.,, 2024). Asimismo, se ha demostrado

experimentalmente que la sobre expresion del gen VWVERF63 de la vid (Vitis vinifera) incrementa
la tolerancia de este cultivo. Asi mismo, en A. thaliana, este gen aumenté la tolerancia al frio
mediante el incremento la capacidad fotosintética, mejor6 la estabilidad de la membrana e indujo
la actividad enzimatica antioxidante (Li et al., 2023). Por otro lado, la expresion heteréloga del
gen MbERF11 de manzana (Malus baccata) induce una alta tolerancia al frio y la salinidad en A.
thaliana, lo cual se relaciona con una mayor actividad antioxidante y ajuste osmotico (Han et al.,
2020).

Otros ejemplos del papel de FT ERF en la induccion de tolerancia al estrés abiético son el gen
PtoERF15, el cual al sobre expresarse induce tolerancia a la sequia en Populus mediante la
estabilizacién del potencial hidrico de la planta (Kong et al.,, 2023). El gen GmABR1,
perteneciente a la familia ERF, de la soya (Glycine max) induce tolerancia al estrés por exceso
de aluminio en A. thaliana (Wang et al., 2023). Aunado a lo anterior, estudios gendmicos han
demostrado la presencia y participacion de genes ERF en yuca (Manihot esculenta) (Fan et al.,
2016).

1.1.7.2 Subfamilia ERF-VII y su relacién con el estrés por anegamiento

La subfamilia ERF-VII de los FT ha sido ampliamente asociada con la respuesta de las plantas
a la falta de oxigeno, especialmente por diferentes niveles de inundacion (Giuntoli y Perata,
2018). Se ha observado que la falta de oxigeno permite la estabilizacion de los ERF-VII a través
de los genes PCO, tras lo cual, las proteinas codificadas por los genes se traslocan al nudcleo e

inducen la expresion de genes de respuesta a hipoxia (HRG) (Loreti y Perata, 2023).

En A. thaliana se han identificado cinco genes ERF-VII: tres miembros conocidos como
RELATED TO AP2 (RAP2.2, RAP2.3, RAP2.12) y dos HYPOXIA RESPONSIVE ERF (HREZ1,
HREZ2) (Giuntoli y Perata, 2018). Se ha documentado previamente que la actividad de los genes
de la subfamilia ERF-VII, por ejemplo:

e La sobre expresion del gen AVERF75 (homélogo a RAP2.3) mejora significativamente la
tolerancia al estrés por inundacion en kiwi (Actinidia valvata), mediante la interaccioén con
el gen AvLOBA41 (Bai et al., 2023).

e Los genes AtRAP2.2, AtRAP2.3 y AtRAP2.12 tiene funciones redundantes en la

respuesta a la hipoxia por inundacion en A. thaliana (Bui et al., 2015).
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El gen ZMEREB180, una variante especifica de la subfamilia ERF-VII de maiz, regula
positivamente la tolerancia a la inundacion en esta graminea (Yu et al., 2019).

La sobre expresion del gen HYERF2.11 de la cebada (Hordeum vulgare), un miembro de
la sub familia ERF-VII incrementa la tolerancia a la sequia en A. thaliana (Luan et al.,
2020).

El gen MaERFVII3, de platano (Musa acuminata), al ser sobre expresado en A. thaliana

incrementa significativamente su tolerancia a la inundacion (Teoh et al., 2024).

Cada dia es mas abundante la evidencia que demuestra que el grupo ERF-VII tiene un papel

fundamental en la respuesta de la planta ante la hipoxia causada por inundacion.

Hartman y colaboradores (2019), propusieron un modelo secuencial de la induccion de la

respuesta ante hipoxia (Figura 1.9):

VI.

Acumulacién de etileno después de unos minutos de inundacién, intercambio gaseoso
restringido.

Percepcién de etileno e induccion de la sefializacion de EIN2 y EIN3.

Produccién de PGB1, un eliminador de NO (6xido nitrico), en la primera hora de estrés.
En las primeras horas, PGB1 agota el NO.

La ausencia de NO inactiva PRT6, cuya presencia inactiva los ERF-VII. Por
consecuencia, induccién de la activacion de ERF-VII.

Estabilizaciéon de los ERF-VII, transferencia al nicleo y, en ausencia de O,, induccién de

la expresion de genes en respuesta a la hipoxia.
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Figura 1.9 Modelo propuesto del mecanismo de induccién de la respuesta ante hipoxia. Tomado de
Hartman et al., 2019.

1.1.7.3 Identificacién y funcién de genes ERF en C. papaya

La secuenciacion y anotacion del genoma de C. papaya, asi como otros estudios de
secuenciacion masiva han permitido ahondar en el conocimiento de la presencia de la familia
ERF en este frutal. Por ejemplo, un estudio basado en microarreglos permitié identificar que el
gen CpERF2 esta estrechamente ligado con la maduracién del fruto (Fabi et al., 2012). Por su
parte, Estrella-Maldonado et al., (2021) observaron que algunos genes de esta familia
incrementan su expresion al paso del tiempo en que la planta se encuentra en estrés por sequia,

ademas, estos genes muestran mayor expresion en un genotipo silvestre de C. papaya.

Ademas, se identificaron cuatro miembros de la familia CpERF (CpERF5-CpERF8), de los
cuales, se demostré que los genes CpERF5, CpERF6 y CpERF8 se expresan principalmente en
el estado vegetativo de la planta y en tejido reproductivo, mientras que el gen CpERF7 tiene una
funcibn asociada con la respuesta a fitopatdgenos (Vallejo-Reyna et al., 2015). Mas
recientemente, se identificé al clado SHINE de la familia ERF en C. papaya, el cual tiene un
numero reducido de miembros de este clado respecto a A. thaliana, ademas, se identifico que la

expresion de dos de sus miembros, CpSHN1 y CpSHN2 esta positivamente correlacionada a la
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deposicién de ceras y la tolerancia al estrés hidrico, especialmente en un genotipo silvestre

(Giron-Ramirez et al., 2021).

Con base en lo anteriormente expuesto, el presente trabajo tiene como objetivo estudiar el papel
de los genes CpERF-VII en dos genotipos de C. papaya al enfrentarse a estrés por anegamiento.
Para lo anterior, se han plasmado cuatro capitulos: el Capitulo Il consiste en el estudio de la
respuesta fisioldgica del genotipo silvestre ante el anegamiento. Por su parte, el Capitulo Il esta
basado en la comparacién de la respuesta fisioldgica al estrés por anegamiento de los genotipos
silvestre contra el comercial (Maradol). El Capitulo IV se enfocé en la busqueda de miembros de
la subfamilia ERF-VII en el genoma de C. papaya, su caracterizacion molecular y su expresion
durante el estrés por anegamiento en ambos genotipos. Por ultimo, en el capitulo V se realiz6 la
deteccién y cuantificacion de etileno foliar en los dos genotipos de papaya, asi como la expresion
de la enzima responsable del ultimo paso de su biosintesis en ambos genotipos de papaya en

anegamiento.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existen diferencias fisiolégicas y moleculares, relacionadas a los ERF-VII, en la respuesta al

anegamiento entre los genotipos Maradol y silvestre de Carica papaya?

HIPOTESIS

El genotipo Silvestre de C. papaya posee una respuesta fisioldgica y molecular diferencial en
respuesta al estrés por anegamiento comparada con el genotipo Maradol, la cual se encuentra

relacionada a los Factores de Transcripcion tipo ERF-VII.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la respuesta fisioldgica y molecular, basada en la expresion de genes CpERF-VII, ante
el estrés por anegamiento en dos genotipos de C. papaya.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Caracterizar la respuesta fisiologica ante el estrés por anegamiento en un genotipo

silvestre y uno comercial de C. papaya.

2. ldentificar y caracterizar in silico Factores de Transcripcion ERF-VII en el genoma de C.
papaya in silico y determinar su expresion relativa ante el estrés por anegamiento en dos

genotipos de C. papaya.

3. Cuantificar la biosintesis de etileno foliar en dos genotipos de C. papaya ante el estrés

por anegamiento.

19



ESTRATEGA EXPERIMENTAL

ESTRATEGA EXPERIMENTAL

Para cumplir los objetivos anteriormente descritos, el presente trabajo se dividi6 en cuatro

capitulos experimentales, detallados a continuacion:

Capitulell

Genotipos de papaya

\Z

Tratamientos

Colecta de frutos de Papaya Silvestre

N2

Tratamiento de anegamiento { ;
< 7 Parametros Fisioldgicos

Parametros Fisioldgicos Material Vegetal

Estrategia
Experimental

Genotipos rACO
Identificacion . i
de FTERE-VIL | Mattlalrll)al (C. .y Extr:\(;ol\r de . Maradol * RT-gPCR
en C. papaya o Silvestre
T I — J o J
i 5 L
f n R T ~
Sintesis de Andlisis de Tratamientos | Etileno
RT-gPCR — 22 X o - )
CADN expresion * Anegamiento  Cromatografia de
e Control gases (GC)
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CAPITULO Il

PHYSIOLOGY OF PROLONGED WATERLOGGING STRESS IN SEEDLINGS FROM
WILD CARICA PAPAYA L. PLANTS COLLECTED AT YUCATAN, MEXICO.

Publicado como articulo cientifico:

Gonzalez-Oviedo N.A., Fuentes-Ortiz G., Santamaria J.M. 2025. Physiology of prolonged
waterlogging stress in seedlings from wild Carica papaya L. plants collected at Yucatan, Mexico.
Tropical and Subtropical Agroecosystems 28: e025. http://doi.org/10.56369/tsaes.5281

2.1 INTRODUCTION

Papaya (Carica papaya L.) is one of the most important fruit crops in Mexico, as the country is a
leading global exporter. While the state of Yucatan is not among the main producers of this tropical
crop, contributing only around 1% of the national production (SIAP, 2023), its significance lies in
being part of the center of origin and distribution of this species (Chavez-Pesqueira and Nufiez-
Farfan, 2017). Therefore, various wild populations of C. papaya have been identified in non-
perturbed remote sites of Yucatan (Fuentes and Santamaria, 2013). This source of genetic
reservoir is highly valuable when considering the improvement of cultivated varieties, whether
through traditional breeding or biotechnology (Dhekney et al.,, 2016). For instance, previous
studies have demonstrated that wild papaya populations identified in Yucatan are an important
source of genetic material for drought tolerance (Estrella-Maldonado et al., 2021; Giron-Ramirez
et al., 2021).

However, drought is not the only environmental challenge facing papaya production in the country
and the state of Yucatén. Recent reports suggest that global climate change is causing atypical
extreme rainfall in the state (Bautista-Zufiiga and Aguilar-Duarte, 2021), posing the risk of
waterlogging in production areas. There are already reports suggesting that these changes in
precipitation patterns could affect yields in other crops in the Yucatan Peninsula (Mardero et al.,
2018).

Previous reports have demonstrated that the Maradol papaya cultivar is highly susceptible to
flooding, experiencing irreparable damage to the plants after only 24 hours of waterlogging (Thani
et al., 2016). However, it has been observed in other species that genotypes exhibiting drought

tolerance may also show tolerance to flooding (Chen et al., 2023).
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Therefore, the aim of the present study was to characterize the physiological response to

prolonged waterlogging stress of seedlings derived from wild papayas collected at Yucatan,

México.

2.2 MATERIALS AND METHODS

2.2.1 Plant material

Seeds were obtained from fruits collected from a wild papaya population located on the Federal
Highway Cancun-Merida, kilometer 75 (20.9° N, 89.2° W). Fruits were collected in July 2022.
Subsequently, the fruits were placed in dark chambers with absorbent paper to favor ripening, for
a period of 5 to 8 days, depending on the individual needs of each fruit. Furthermore,
measurements of the equatorial and longitudinal diameter were taken using a digital caliper, and
the weight of both the fruit and seeds was measured using an analytical balance. The seeds
underwent a pre-germination treatment, which was achieved with a lab’s protocol. Once
germinated, the seeds were placed in a germination tray with sterile substrate until the seedlings
reached 60 days of age. After reaching this stage, they were transplanted into black polyethylene

bags filled with sterile substrate (peat moss + agrolite: 1:1).

2.2.2 Waterlogging treatments

60-day-old plants were placed in black bags and left under the waterlogging treatment, bags
containing the plants were placed inside larger 10 L plastic pots without drainage holes, allowing
water to completely inundate the root system. These pots were filled with 6 L of purified water,
ensuring that the entire root system (100%) was submerged. The treatments consisted in
subjecting the papaya plants to 1, 2, 3, 4, 5, 6 and 7 days under waterlogging conditions.

Physiological parameters were measured each day.

2.2.3 Evaluation of morphological variables

A photographic record was taken every 24 hours to visualize any morphological changes caused
by waterlogging. Additionally, leaf loss and petioles binding were monitored. The number of
leaves remaining after subjecting plants to waterlogging stress were counted daily during the 7d
waterlogging period. Similarly, the angle formed between the petioles and the main stem was

measured using an angle protractor daily during the 7 d waterlogging period.
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2.2.4 Experimental design

A completely randomized experimental design with two treatments (waterlogging and control) and
three replicates was employed. Measurements were taken at 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, and 7 d following
the waterlogging. The data were analyzed using a two-tailed Student's t-test (p < 0.05) performed

with R statistical software version 2.12.2. SigmaPlot 11 software was used to generate the graphs.

2.3 RESULTS AND DISCUSSION

2.3.1. Effect of waterlogging on plant Morphology

Wild papaya plants exhibited progressive morphological changes over the seven days of
waterlogging. During the initial three d of waterlogging, no significant signs of turgor loss or
changes in petiole angles were observed (Figure 2.1A-D). However, starting from the fourth day,
the morphological changes became more evident (Figure 2.1E). After 6 days under waterlogging
treatment, petiole binding and leaf loss became more evident and after 7 days of waterlogging,
only the upper leaves remained attached to the plant. This response differs from cultivated papaya
genotypes, as there are reports that cultivated papayas begin to show severe structural damage

after only 24 h of being waterlogged (Rodriguez et al., 2014).

Leaf loss data indicates that defoliation begins after 3 d of waterlogging, remaining relatively
stable until the fifth day; however, wild papaya plants still maintain two leaves even after being
waterlogged for 7 days (Figure 2.1 and Figure 2.2A). These leaves might be the support to

generate more leaves during a recovery period.

In terms of petiole binding (epinasty), plantlets showed variation in petiole angles after 24 hours
of being waterlogged (Figure 2.2B, C). The lower leaves (leaves A, B and C in Figure 2.2D)
showed decreased angles over the waterlogging treatment, only after seven days under this
treatment. However, in upper leaves (D and E leaves), the angle increased as waterlogging stress
progressed (Figure 2.2C). This variation in petiole angle has been associated with a rapid
accumulation of intracellular ethylene (Igbal et al., 2017), which, in turn, could be linked to a plant

response to hypoxia stress caused by waterlogging (Khan et al., 2020).
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Figure 2.1 Temporal progression of morphological changes in wild papaya plants due to prolonged
waterlogging: 0 days A), 1 day B), 2 days C), 3 days D), 4 days E), 5 days F), 6 days G) and 7 days H)
under waterlogging treatment.

2.3.2 Effect of waterlogging on gas exchange parameters

The analysis of physiological response of wild papaya plants revealed that most variables (except
Fv/Fm) decreased in different levels between days one and two, persisting throughout the
experiment. The decline in stomatal conductance (Figure 2.3B) and transpiration (Figure 2.3C)
from day one of waterlogging may be attributed to the plant's tendency to close its stomata to

accumulate more oxygen, explaining the decrease in transpiration as reported for other plant
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species under waterlogging stress (Yordanova et al., 2005; Khayrul et al., 2019), irrespective of

their level of tolerance to this stress.

A B~

Leaves (number)
IS

Angle (")

I Control [ Day3
3 Waterlogging I Day 5
[ Day7

Figure 2.2 Number of leaves that remained on the plant A) and changes in the internal angle (of the petioles
with the main stem) B), in wild papaya plants subjected to prolonged waterlogging stress. The leaf positions
for analysis are depicted in C). Bars in each point are means + SD. Different letters indicate statistically
significant differences (p< 0.05).

The decrease in Pn (Figure 2.3A) and transpiration (Figure 2.3D) was less drastic than that
occurring in stomatal conductance (Figure 2.3B), as it was after three days that Pn and
transpiration reached 0 values. Thus, stomatal conductance was more sensitive to waterlogging
as gs values reached 0 after only two days of being exposed to waterlogging stress. In fact, the
reduction in photosynthesis has been suggested as being a common feature in plants under
waterlogging stress, associated with stomatal closure and damage to PSII, due to photoinhibition
(Sharma et al., 2022).

25



CAPITULO Il

0.8
12 4
0.6
10 1
:t/) 8 T:
EN ‘\.'E 0.4
Q
O 6 O,
g Es
5]
R E 021
& %
24
0.0
0
2 T 02 T T T T T T
¢} 1 2 3 4 5 6 i 8 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Days Days
14 10
12 4
a a a a a a a
5 0.8 O—8—pn—>0—8 — 2 —8
= a b b b b b b
(2]
o 8 4
g 056 -
T 6 LLE-
— >
o
£ w
£ 44 04 4
w
2 B
0.2 4
O o
0 1 2 3 4 5 6 7 8 00 :
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Days Days
—e— Control

—O— Waterlogging

Figure 2.3 Kinetics of Photosynthesis (Pn) A), Stomatal conductance (gs) B), Transpiration C) and
Photosynthetic efficiency (Fv/Fm) D), in wild papaya plants during prolonged waterlogging stress. Bars in
each point are means + SD. Different letters indicate statistically significant differences (p< 0.05).

2.3.3. Effect of waterlogging on the Chlorophyll a fluorescence parameter Fv/Fm

On the contrary, photosynthetic efficiency (Fv/Fm) only decreased from values around 0.8 at day
0 in unstressed wild papaya plants, to values of 0.78 even after 7 days of waterlogging stress
(Figure 2.3D). This is interesting as there are reports from commercial papaya cultivars such as
Red Lady, where Fv/Fm values reached values as low as 0.4 after 24 h of waterlogging (even

when they have removed plants from waterlogging, that is during the “recovery” stage) (Thani et
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al., 2016). Other stress factors such as heat may also decrease Fv/Fm to values as low as 0.4 in

other species like beans (Gonzalez-Moreno et al., 2008).

In the present study, Fv/Fm values from wild papaya plantlets did not decline below 0.78 even
after 7 d of being waterlogged, suggesting that the damage to the photosynthetic mechanism
might be reversible, given appropriate conditions for recovery as suggested by Sharma et al.,
(2022). In fact, recently, Fv/Fm has been suggested as a sound parameter to compare drought
tolerance among plant genotypes (Rico-Cambron et al., 2023), and although clearly more
research is needed, our results might suggest that Fv/Fm might also be used as an estimate of
waterlogging tolerance.
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2.4 CONCLUSIONS

Wild papaya seedlings exhibited morphological changes (petiole binding and leaf loss) under
waterlogging stress. However, those morphological changes became apparent only after three
days of being waterlogged. The petioles binding (epinasty) could be associated with ethylene
accumulation. Waterlogged wild papaya seedlings suffered defoliation after being waterlogged
for more than 3 days, but they still retained leaves even after 7 days of waterlogging. Other
physiological parameters such as photosynthesis, conductance and transpiration decreased

during the first 24 h after being waterlogged.

On the other hand, the chlorophyll fluorescence parameter Fv/Fm, showed only a slight reduction
after 24 hours of being waterlogged. Even after 7 days of being subjected to waterlogging stress,
wild papayas were capable of still maintaining high photosynthetic efficiency (Fv/Fm) values, that
suggests that photosynthetic apparatus might not have been severely damage and it may recover
once the waterlogging stress may be reliesed.
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WILD CARICA PAPAYA GENOTYPE IS MORE WATERLOGGING RESILIENT THAN
ITS COMMERCIAL COUNTERPART

Parte del Capitulo publicado como articulo cientifico:

Gonzéalez-Oviedo N.A., Fuentes-Ortiz G., Santamaria J.M. 2025. Wild Carica papaya genotype
is more waterlogging resilient than its commercial counterpart. Theoretical and Experimental Plant
Physiology 37: e13. https://doi.org/10.1007/s40626-024-00361-0

3.1 INTRODUCTION

Commercial papaya (C. papaya L.) cultivars are susceptible to various disturbances, both biotic
(Tan et al. 2023) and abiotic (Gamboa-Tuz et al. 2018; Estrella-Maldonado et al. 2021; Arroyo-
Alvarez et al. 2023; Bautista-Bautista et al. 2024). Regarding abiotic disturbance, studies in
papaya have focused on the physiological alterations in response to high temperatures (Okereke
et al. 2022; Bautista-Bautista et al. 2024), drought (Giron-Ramirez et al. 2021; Arroyo-Alvarez et
al. 2023; Bautista-Bautista et al. 2024), cold (Chen et al. 2020), and salinity (Refahi and
Shahsavar 2017). However, no reports exist on the physiological effects of waterlogging on
papaya, although this disturbance may cause important economic losses (Tian et al. 2021).

Because of climate change, the frequency of tropical storms, cyclones, and hurricanes has
increased by 65% in the last 25 years (Sharma and Manjeet 2020; Bundy et al. 2023), resulting
in a higher incidence of waterlogged areas in tropical papaya-producing regions, including
Yucatan (Bautista-Zuniga and Aguilar-Duarte 2021).

Waterlogging stress in plants occurs when all roots are covered by water but only a reduced area
of the shoot is under water for a period. Waterlogging impose a challenging condition for plants
due to the associated oxygen deficiency within the rhizosphere zone (Fukao et al. 2019). The lack
of available oxygen leads to a hypoxic condition in the roots, triggering numerous molecular,
metabolic, and physiological changes in the whole plant (Lothier et al. 2020; Habibi et al. 2023).
Prolonged waterlogging has severe consequences in plants such as reductions in growth, yield,
and ultimately, it may cause plant death (Loreti and Perata 2020). Waterlogging-adapted plants,

however, exhibit physiological responses, such as a reduction in stomatal conductance and
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photosynthetic rate, as well as changes in the production of plant hormones such as ethylene

(Bhusal et al. 2020). Morphological modifications may also occur to optimize O- diffusion in the
root zone, through the generation of adventitious roots or specialized tissues such as aerenchyma
(Bailey-Serres et al. 2012).

Wild plants are frequently exposed to extreme environmental conditions, and they may have
developed survival responses to cope with various types of environmental disturbances, making
them an important genetic source for plant improvement (Renzi et al. 2022; Tirnaz et al. 2022).
This is consistent with previous studies in C. papaya, where papaya plants from wild populations
(collected at remote sites in Yucatan, Mexico; Fuentes and Santamaria 2014), have showed
better responses to drought (Estrella- Maldonado et al. 2021; Giron-Ramirez et al. 2021), and
heat (Bautista-Bautista et al. 2024) than the commercial cultivars, suggesting greater tolerance
to those abiotic disturbances. However, it is not known how C. papaya genotypes would respond
to waterlogging, nor is it known whether wild papayas might have developed physiological
adaptations for dealing with prolonged periods of waterlogging, making them more tolerant, as it

occurs for other abiotic conditions.

Here we characterized and compared the physiological response to waterlogging of two papaya
genotypes (wild and commercial), to evaluate if the wild native genotype (collected at its center

of origin) is more resilient to waterlogging than its commercial counterpart.

3.2 MATERIALS Y METHODS

3.2.1 Plant material and growth conditions

Two C. papaya genotypes were employed, a commercial Maradol cultivar and a wild genotype
(collected at unperturbed areas of Yucatan; 20.9° N, 89.2° W, 14 m above sea level). Seeds from
both genotypes were germinated and seedlings were transplanted into polystyrene bags filled
with 1 kg of substrate (peat moss and perlite 1:1 v/v) and they were maintained in a greenhouse
at the Yucatan Scientific Research Center, under semi-controlled conditions (27 = 2 °C, 70%

relative humidity, natural light, and natural photoperiod).
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3.2.2 Experimental design

3.2.2.1 Waterlogging treatment

The experiment was performed under greenhouse semi-control conditions (temperature 27 + 2
°C, 70% relative humidity and natural light). The waterlogging system consisted of two potting
systems, the first internal pot consisted of plastic black nursery bags (fitted with six bottom holes)
containing substrate and young (ninety-day-old) papaya plants. A second external pot (a 10 L
rigid plastic blue pot, with no drainage) was used to impose the waterlogging treatment (Figure
3.1). The plastic bag containing substrate and the plant was placed inside the larger blue pot, and
6 L of purified water were then added, covering 100% of the root system of the plants, but
maintaining the aerial parts not submerged under water. Parameters were measured and samples
were taken from both waterlogged and control plants from both genotypes (Maradol and wild) at
0, 24, 48 and 72 h after plants were exposed to waterlogging treatment. For each sampling time,
five replicates were used for the non-destructive parameters and three replicates for destructive

ones.

Container 1: = Container 2:
Sterile Water
substrate +
papaya plant

Created in BioRender.com biv

Figure 3.1 Schematic representation of the waterlogging system. Container 1 corresponds to a black bag
holding the papaya plant. Container 2 is a plastic pot without drainage holes, used to retain water during
the waterlogging treatment. Measurements of dissolved oxygen were performed using specialized

sensors. Created in BioRender.com
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3.2.2.2. Recovery process

Once plants were exposed to waterlogging for 72 h, the black plastic bags containing the wet
substrate and plants were removed from the blue pot (containing the water used to impose the
waterlogging treatment), and they were placed on a nursery bench allowing draining from the
bottom holes (1 cm diameter perforations) under natural gravity conditions. Data were then
collected 24, 48 and 72 h during this drainage period (recovery process). Control plants were
maintained with the same substrate, in identical black plastic nursery bags (fitted with 6 bottom
holes), as those plants exposed to the waterlogging treatment, but they were watered with 250
mL purified water every 2 days, during the whole duration (144 h) of the experiment (i.e. during
the equivalent 72 h that lasted the waterlogging in the treatment group, and during the equivalent
time that lasted the subsequent 72 h of the recovery period in the treatment counterparts).

3.2.3 Physiological Parameters

3.2.3.1 Fluorescence parameters and OJIP curves

Measurements were taken between 8:00 and 9:00 h with a Multi-function, Plant Efficiency
Analyzer (MPEA) chlorophyll fluorometer (FMS 2; Hansatech Instruments Ltd, Norfolk, UK). The
MPEA was used to measure maximum quantum yield of photosystem Il (Fv/Fm), the
photosynthetic efficiency (Plabs), and to generate the OJIP curves. The setting conditions were:
20 min in darkness, followed by a saturation pulse of 3000 pymol m2s? (70%) for 1 s. These
variables were measured in intermediate, fully expanded leaves of both control and treatment

plants for each genotype, at each measuring time point.
3.2.3.2 Gas exchange parameters

Photosynthesis (Pn), stomatal conductance (gs), intercellular COz (Ci), and transpiration (E) were
measured between 8:00 and 9:00 h using a portable photosynthesis system (LI-COR LI-6400XT
Inc., Lincoln, Nebraska, USA). The equipment was fitted with a 6 cm? area chamber window and
it was set to a block temperature of 25 °C, an airflow of 400 umol s, and a flux density of 1000
umol m2s?, These variables were measured in intermediate, fully expanded leaves of both

control and treatment plants for each genotype, at each measuring time point.
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3.2.3.3 Electrolyte leakage (EL)

Five disks with a diameter of 2.5 mm were taken from the middle third of plant leaves, and they
were placed into petri dishes containing 20 mL of deionized water. They were incubated for an
hour under those conditions, and their initial conductivity (C1) was measured. Subsequently, the
petri dishes were sterilized (121 °C, 15 psi) and a second conductivity measurement was then
taken (C2). The data obtained were used to calculate electrolyte leakage as a percentage, using

the following formula:

% EL = (Cl) x 100
R Vo

3.2.3.4 Water relations

Leaf water potential (Ww) was determined using a dew point hygrometer, WP4C (DewPoint
Potential Meter). Additionally, the osmotic potential (Ws), of the same leaves was measured using
a vapor pressure osmometer (Vapro-5600, Wescor, Logan, UT, USA). Both sets of data were

used to calculate the hydrostatic pressure potential (Wp), using the following formula:
Y=Y, —Y%
3.2.3.5 Dissolved oxygen

Dissolved Oxygen (DO) measurements were taken using a Pro20 (YSI, Yellow Springs, OH, USA)
equipment from the purified water from the blue pot used for imposing the waterlogging treatment,
during the waterlogging stage (0, 24, 48 and 72 h), and in purified water from a blue pot without
plants, that was used as a control (0, 24, 48 and 72 h).

3.2.3.6 Data analysis

A completely randomized experimental design with two treatments (waterlogging and control) was
used for both genotypes (Maradol and wild), with five replicates (in some destructive parameters
only 3 replicates were used), a one-way Analysis of variance (ANOVA) was employed to assess
the differences among waterlogging treatments, genotypes, as well as over time, using R software
(version 2.12.2). To determine if the variation in the physiological parameters was correlated with
Ww or with DO, each fluorescence and gas exchange parameter was correlated with the

corresponding Ww or DO values using linear and polynomial regression tests, calculating the
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coefficient of determination (R?) and the significance (p< 0.05). The regression analyses were

performed with the PAST 3.0 software. Twelve points are shown for each genotype in these
correlation plots, resulting from measurements made on three replicates at 0, 24, 48 and 72 h of

waterlogging.

3.3 RESULTS

3.3.1 Collection and Characterization of Wild C. papaya Fruits

The collection of wild C. papaya individuals was carried out in areas with native vegetation and
minimal urban disturbance. The collection took place on July 6, 2022. A total of three plants were
found with morphological characteristics associated with wild genotypes and bearing fruits
(Figure 3.2 A-B). On average, the collected plants were 1.85 meters tall, with an average of 14.3
leaves at different stages of physiological maturity. A total of 23 fruits were collected from these
plants, averaging 7.66 fruits per plant. However, one plant (plant 3) produced five fruits, of which
only one contained seeds. The average botanical characteristics of the fruits collected per plant
are summarized in Table 3.1.

Table 3.1. Characteristics of fruits obtained from wild C. papaya plants.

Characteristic Plant 1 Plant 2 Plant 3

Polar diameter (cm) 4.999 4.443 4.893
Equatorial diameter(cm) 4.278 4.086 4.016
Weight (g) 48.428 37.328 36.20

Pulp thickness (mm) 6.710 4.598 4.990
Pulp weight (g) 19.290 8.138 7.191
Average number of seeds 125.280 165.714 138

Average seed weight (g) 0.013 0.011 0.0108
Total seed weight (g) 1.280 1.816 1.237
Brix degrees 3.042 3.871 3.60
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The color of all the collected fruits was a light green, characteristic of immature fruits, while the

petioles varied from dark red, purple, to green with yellowish hues. During fruit ripening, they
changed color, shifting to yellow and orange tones, and the firmness of the pericarp also changed
(Figure 3.2 C-E). It was then that they were dissected to obtain the seeds (Figure 3.2 F).

Figure 3.2 Wild papaya plants and fruits. A-B) Plants found in areas with minimal disturbance and native
vegetation, exhibiting characteristics of wild genotypes, especially the fruits (A) and the plant stem (B). C-

D) Fruits harvested from the three collected plants. F) Seed extraction from mature fruits.

The seeds obtained from these wild fruits were germinated to generate the plants that were later

used in the flooding experiments.

3.3.2 Effects of waterlogging on plant morphology

Maradol and wild control plants showed no morphological changes during the 72 h of the
experimental period and during the subsequent 72 h. On the contrary, Maradol waterlogged plants
showed an increased internal angle of the petiole with the main stem, within the first 24 h after
waterlogging. Moreover, after 72 h of waterlogging, foliar damage was severe in commercial
(Maradol), showing collapsed and dehydrated leaves and extended wilting, while wild papaya

plants still showed turgid leaves at that stage (Figure 3.3).
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Figure 3.3 Appearance of papaya plants of wild and Maradol genotypes, before they were
waterlogged (control plants) and when exposed to waterlogging treatment (for 0, 24, 48 and 72 h)

and during the recovery process (for 24, 48 and 72 h).

3.3.3 Physiological response to waterlogging

3.3.3.1 Dissolved oxygen

Dissolved oxygen (DO) measurements showed no changes in control pots containing purified
water without plants; maintaining DO values around 5.5 mg L™ during the whole experimental
period. On the contrary, when plants were exposed to waterlogging, DO values decreased in both
genotypes during the initial 24 h to values around 3 mg L™*. However, at 48 and 72 h of being
exposed to waterlogging, commercial (Maradol) plants showed DO values as low as 1 mg L™,

while the wild genotype showed DO values around 2 mg L™ (Figure 3.4).
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Figure 3.4. Dissolved Oxygen (DO) concentrations in the water of control pots, and in the water of the
pots used to impose the waterlogging treatments to plants from wild and Maradol genotypes (measured
at 0, 24, 48 and 72 h). The bars in each point are mean + SD. Different letters indicate significant

differences (p < 0.05).
3.3.4 Leaf fluorescence parameters

Fv/Fm ratio in control plants of both genotypes remained close to 0.8 during the whole
experimental period. Waterlogged plants on the other hand, showed decreased Fv/Fm values.
After 48 h of being waterlogged, plants from the wild genotype showed values ranging between
0.7 and 0.6 and remained at those values towards the end of waterlogging and recovery periods.
On the contrary, Maradol plants, although they showed similar values than the wild genotype
during the first 24 h of the waterlogging period; their Fv/Fm values decreased significantly at 48
and 72 h of recovery, to values as low as 0.23 and 0.10, respectively (Figure 3.5a). Therefore,
the main difference between both genotypes in Fv/Fm ratio was observed during the recovery
period. For the variable Plabs, control plants showed values around 5 and 6 during most of the
experimental period, although towards the end of the experiment they showed values close to 7.

On the contrary, waterlogged plants showed a sustained decline in Plabs during the first 24 h of
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waterlogging, and remained low even during the recovery period, reaching values near 1, without

statistical difference between genotypes (Figure 3.5b).
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Figure 3.5 Fluorescence parameters: a) maximum yield of PSII (Fv/Fm) and b) Photosynthetic potential
index (Plabs) in both wild and Maradol papaya genotypes in control plants, and during waterlogging (for
0, 24, 48 and 72 h) and during the recovery stage (for 0, 24, 48 and 72 h). The bars in each point are

mean + SD. Different letters indicate significant differences at (p < 0.05).

In terms of OJIP analysis (Chlorophyll a fluorescence induction kinetics), control plants of both
genotypes exhibited typical OJIP curves, where fluorescence inflections occurred in each
respective phase (O, J, |, P), reaching maximal fluorescence values around 30,000, indicating the
absence of any interruption in the electron transport chain (Figure 3.6a). On the contrary, in
Maradol waterlogged plants the OJIP curves were completely flattened after the initial phase (O)
even after 72 h of the recovery period, failing to show the expected increase in fluorescence (with
maximal fluorescence values as low as 6000), suggesting a possible disruption in the electron
transport chain from quinone A (QA) oxidation (Figure 3.6b). Moreover, in Maradol the
fluorescence intensity from O to P point did not change and remained significantly lower than that
shown by the wild genotype. In contrast, the OJIP curves from waterlogged wild plants showed
increased fluorescence in the O and J phases, like those of control plants, the subsequent | and
P phases also exhibited a considerable increase reaching maximal fluorescence values of around
18,000. Therefore, in terms of OJIP test, wild papaya plants showed less severe affectation to

waterlogging than the commercial (Maradol) genotype.
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Figure 3.6 OJIP curves (fluorescence vs time, ms) of both Maradol and wild papaya genotypes. a) Before
plants were waterlogged, b) control and waterlogged plants from both genotypes after 72 h recovery. O,
J, |, P inflection points are indicated.

3.3.5 Gas exchange parameters

In control plants of both genotypes, net Photosynthetic rates (Pn) remained between values of 9—
11 pmol CO2 m~2s™ ! during the whole experimental period. In waterlogged plants however, a
significant decrease in Pn occurred after 24 h of waterlogging, but wild plants maintained slightly
higher Pn values than Maradol plants. After 48 h of waterlogging both genotypes reached values
close to 0 ymol CO, m~2 s~ 1. However, at the end of the 72 h recovery period, waterlogged wild
plants maintained Pn values near 0 ymol CO, m~2 s™1, while Maradol waterlogged plants reached

even lower values of around =2 ymol CO, m~2 s (Figure 3.7a).

Stomatal conductance (gs) exhibited a similar pattern to that of photosynthesis, control plants of
both genotypes-maintained values around 0.6 mol H,O m~2 s~ ! during the whole experimental
period. On the contrary, plants exposed to waterlogging for 24 h, showed a significant decrease
in gs in both genotypes. After 72 h of waterlogging, and even after 72 h of the recovery period,

plants from both genotypes reached values close to 0 mol H,O m~2 s~ ! (Figure 3.7b).

In terms of transpiration (E), control plants from both genotypes showed differences, with wild
plants showing values close to 9 mmol H,O m~2 s™1, while Maradol remained at E values around
6 mmol H,O m~ 2 s~ 1. Under waterlogging however, transpiration decreased from 24 h after

waterlogging in both Maradol and wild waterlogged plants, remaining at E values close to 0 mmol
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H.O m~2 s~ 1 after 48 and 72 h under waterlogging and even after 72 h of the recovery period
(Figure 3.7c).
Intercellular CO; (Ci) concentration did not show differences between genotypes at control plants,

both showing values close to 350 umol CO2 mol* over time. On the contrary, waterlogged Maradol
plants showed a significant increase in Ci values from 48 h of waterlogging, reaching values of
450 pmol CO; mol?, while in the wild genotype, Ci values remained low (around 380 pmol CO;
mol?). In the subsequent days of being exposed to waterlogging and during the recovery period,
waterlogged Maradol plants increased Ci even further to 600 pymol CO. mol?, while waterlogged
wild plants remained at 450 pmol CO; mol* (Figure 3.7d). This suggests that when waterlogged,
leaves of Maradol plants showed not only lower photosynthesis, but they can even experience

higher respiration rates than wild plants.
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Figure 3.7. Gas exchange parameters: a) photosynthesis (Pn), b) Stomatal Conductance (gs), c)
Transpiration (E), and d) Intercellular CO2 (Ci) in both wild and Maradol papaya genotypes in control and
waterlogged plants (for 0, 24, 48 and 72 h) and during the recovery period (at 0, 24, 48 and 72 h). The bars
in each point are mean + SD. Different letters indicate statistically significant differences at (p < 0.05).

3.3.6 Electrolyte leakage (membrane integrity)

Control plants of both genotypes exhibited basal electrolyte leakage (EL) values from 10 to 15%
during the whole experimental period. Waterlogged plants on the other hand, showed increased
EL percentage. In the case of wild waterlogged plants, EL values increased to 20% at 24 h after
waterlogging, indicating some degree of cell membrane damage, but remained at those values at
the end of the waterlogging treatment (72 h). On the contrary, in Maradol plants, the increase in
EL percentage went from around 10% at 0 h to 14% at 24 h, 20% at 48 h, and up to 30% after 72
h of waterlogging (Figure 3.8). This is evidence of progressive and severe damage to the cell
membrane of Maradol waterlogged plants. Therefore, during waterlogging, Maradol plants

experienced higher degree of damage to cell membranes than did wild papaya plants.
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Figure 3.8 Electrolyte leakage (EL) in both wild and Maradol papaya genotypes in control and waterlogged
plants (at 0, 24, 48, and 72 h). The bars in each point are means * SD. Different letters indicate statistically

significant differences at (p < 0.05).

3.3.7 Leaf water relations

In control plants of both genotypes, water potential (Ww) (-0.5 MPa), osmotic potential (\Ws) (-1.5
MPa), and hydrostatic pressure (¥p) (1 MPa) potential, remained constant throughout the entire
experiment (Figure 3.9). On the contrary, in waterlogged Maradol plants, potentials decreased
during the first 24 h of waterlogging, to values around -0.74 MPa for Wy, —1.34 MPa for Ws and
0.63 MPa W,. (Figure 3.9a). However, in the wild genotype leaf W, did not decrease during the
first 24 h and 48 h, remaining at similar values to those of control plants (Figure 3.9b). In the
following 48 h of waterlogging, there were no changes in water potential compared to the previous
day; however, after 72 h of waterlogging, Maradol plants reached W, values of -1 MPa, ¥s values
of -1.28 MPa and ¥, (0.28 MPa) (Figure 3.9a) that were much lower than those of the wild
genotype W, of 0.51 MPa (Figure 3.9b), consistent with observations at the end of the
waterlogging period where the leaves from the wild genotype appeared more turgid than those of
Maradol (Figure 3.3).
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Figure 3.9 Osmotic (Ws), Water (Ww), and hydrostatic pressure potential (Wp) potentials in a) Maradol and
b) wild papaya genotypes measured at 0, 24, 48 and 72 h. Control (non-waterlogged) papaya plants for
both genotypes (empty symbols). Waterlogged papaya plants for both genotypes (Black symbols). The bars
in each point mean + SD. Different letters indicate statistically significant differences at (p < 0.05).

3.3.8 Correlations between physiological parameters with Ww and with DO under

waterlogging treatments

Both dissolved oxygen concentration (DO; Figure 3.4) and leaf water potential (\Ww; Figure 3.9)
decreased (became more negative), as the waterlogging exposure progressed. To define which
of these parameters had more effect on plant physiological performance, each physiological
parameter measured during the waterlogging experiment was correlated with either its water
potential (W) (Figure 3.10) or with the corresponding dissolved oxygen (DO) values (Figure
3.11), through best-fit regressions.

Relatively low correlations (R?< 0.5) were observed among all physiological parameters with W,
(Figure 3.10). A positive correlation was found between fluorescence parameters and Wy,
indicating that as W, values became more negative, the Fv/Fm (Figure 3.10a) and Plabs (Figure
3.10b) parameters also decreased. In contrast, for the EL parameter (Figure 3.10c), a negative
correlation was observed, indicating that the more negative the W, values, the higher the EL
percentage (increased membrane damage). Likewise, gas exchange parameters showed low
positive correlations with W,, (R?< 0.5), R? = 0.40 for Pn (Figure 3.10d), 0.48 for gs (Figure 3.10e),
and 0.42 for E (Figure 3.10f).
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On the contrary, high correlations (R?> 0.5) were observed among most physiological parameters

with DO (Figure 3.11). Fluorescence parameters showed positive correlations with DO R?= 0.46
for Fv/Fm (Figure 3.11a) and R?= 0.63 for Plabs (Figure 3.11b). The correlation between EL and
DO was negative (R?= 0.46), meaning that the lower the DO concentration, the higher the EL
percentage (higher membrane damage) (Figure 3.11c). In terms of gas exchange parameters,
very high positive correlations were found with DO (R%>0.9); R?= 0.92 for Pn (Figure 3.11d),
R?=0.97 for gs (Figure 3.11e), and R2?=0.9 for E (Figure 3.11f). Therefore, changes in
physiological performance in papaya plants exposed to waterlogging, showed stronger
correlations with the decreased concentration of DO than with the decreased (more negative) leaf
water potential (Ww) of waterlogged papaya plants. Thus, the negative effects of waterlogging on
plant performance occurred more as a result of hypoxia than as a result of changes in internal

water status.

Different correlations were also found between genotypes in terms of DO and W, with the
corresponding physiological parameters. For instance, the wild genotype showed higher
correlations between DO vs electrolyte leakage (EL; R?=0.94) than Maradol (R?=0.77). Similarly,
the wild genotype also showed higher correlations between W, vs EL (R?>=0.50 than Maradol,
R?=0.45), supporting that the wild genotype was able to maintain higher membrane integrity under

waterlogging while maintaining higher DO than the commercial counterpart.

On the contrary, Maradol had higher correlations between W, with most of the physiological
parameters measured than the wild genotype (R?=0.58 vs 0.53 for Pn; R?=0.65 vs 0.49 for gs;
R?=0.66 vs 0.53 for E; R?=0.71 vs 0.31 for Fv/Fm; and R?=0.63 vs 0.52 for Piabs). Indicating that
in Maradol, gas exchange parameters decreased as leaf water potential decreased as a result of
waterlogging, while in the wild genotype, the decrease in gas exchange parameters was less

associated with the decrease in leaf water potential induced by waterlogging.
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Figure 3.10 Correlations between leaf water potential (WYw) and various physiological parameters: a) Fv/Fm,
b) Plabs, c) Electrolyte Leakage (EL), d) Photosynthesis (Pn), ) Stomatal Conductance (gs), and f)
Transpiration (E) measured during the waterlogging treatment. R? values are shown in each case, black

circles correspond to the wild genotype, and white circles correspond to the Maradol genotype.
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Figure 3.11. Correlations between Dissolved Oxygen (DO) concentration and various
physiological parameters: a) Fv/Fm, b) Plabs, c) Electrolyte Leakage (EL), d) Photosynthesis (Pn),
e) Stomatal Conductance (gs), and f) Transpiration (E) measured during the waterlogging
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3.4 DISCUSSION

The aim of the present study was to characterize and compare the physiological response of two
papaya genotypes (wild and commercial) to waterlogging, to evaluate if the wild genotype might
be more resilient than its commercial counterpart. Our results indicate that the wild papaya
genotype was effectively more resilient to waterlogging than the commercial genotype (Maradol).
Maradol plants was less turgid after 72 h of waterlogging conditions, and they never recovered
when the disturbance was removed (during the recovery period). This is consistent with previous
studies (Rodriguez et al. 2014; Thani et al. 2016), where Red Lady commercial papaya cultivar

was observed to be highly susceptible to waterlogging.

On the contrary, wild waterlogged plants showed less leaf damage (more turgid) than the
commercial genotype after 72 h of waterlogging. In fact, once the disturbance was removed
(during the recovery period) wild plants were able to regain turgor while those from the commercial
genotype remained damaged.

This was in line with our water relations results, where waterlogging resulted in a waterlogging
induced water deficit condition and rapidly (during the first 24 and 48 h) decreased water
potentials, osmotic potentials and turgor potentials decreased in Maradol. On the contrary, water
potential of the wild genotype remained unchanged during the first 24 and 48 h of waterlogging
and the decrease in water potential occurred later when compared to Maradol. As a result, wild
plants showed slightly higher leaf turgor than Maradol after 72 h of waterlogging. In Coffea arabica
L., waterlogging also resulted in a decrease in W, to values of -2 MPa after 4 days of waterlogging
and as low as - 3.5 MPa after 8 days of waterlogging, while control plants remained at W,, values

around — 1 MPa, during the whole experimental period (Ledn-Burgos et al. 2022).

Plants from the Wild genotype exhibited also slower oxygen absorption from water than the
commercial one. In other species, the rapid intake of dissolved oxygen in water, in a waterlogged
system, is a primary response to this disturbance (Lin et al. 2021).

Plants indirectly sense the lack of oxygen when they perceive changes in carbohydrate
production, reactive oxygen species (ROS), ethylene, and nitric oxide (NO) (Bailey-Serres et al.
2012; Sasidharan et al. suggest that the wild papaya genotype somehow perceives oxygen
deficiency faster and reduces its intake to sustain its metabolism for longer periods. It is possible
that the lower oxygen deprivation in the roots of the wild genotype might allow them to remain

functional for longer periods and thus they may be more capable to maintain water uptake and
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water transport to shoots, allowing leaves to maintain turgor. Wild papaya plants exposed to

waterlogging also had higher Fv/Fm values than Maradol. While both genotypes showed
significantly lower Fv/Fm values than their respective controls during the waterlogging period,
during the recovery period, Maradol collapsed reaching very low Fv/Fm values, whereas the wild
genotype was able to increase Fv/Fm values, indicating that the photosystems in the wild
genotype were less affected by waterlogging than in Maradol. Photochemical processes
(measured as Fv/Fm and OJIP curves) are fundamental for photosynthesis, and Fv/Fm
(maximum efficiency of photosystem II; PSII) has been used as an indicator of stress in plants
due to its high sensitivity (Banks 2018; Guo et al. 2022). The re-oxygenation following
waterlogging has proved to be a disturbance almost as severe as waterlogging itself (Toral-Juarez
et al. 2021). During the recovery period, damage to photosynthetic apparatus and cellular
membranes can occur. Therefore, our data suggest that the wild genotype possesses a more
efficient mechanism to cope with post-waterlogging oxidative stress than Maradol. Fv/Fm values
measured during waterlogging recovery might be useful as a non-destructive marker of
waterlogging tolerance in papaya, as reported for cucurbit species (Lin et al. 2020) and avocado
(Lin et al. 2022a). Waterlogged wild plants also showed better chlorophyll fluorescence kinetics
(OJIP curves) performance than Maradol, indicating that in waterlogged Maradol plants, the
capacity to capture photons by PSIl was completely impaired, thus failing to achieve
plastoquinone A (QA) reduction (Kupper et al. 2019). Waterlogged wild plants showed higher
capacity to capture photons and to maintain electron transport when compared to Maradol. Direct
impact of waterlogging stress on QA has been previously reported (Olorunwa et al. 2022). It has
been suggested that inducing improvements in the electron chain could be an approach for
genetic enhancement of papaya against waterlogging (Gu 2023).

Our results suggest that waterlogging caused more cell membrane damage (increased EL) in
Maradol than in the wild genotype. Increased EL is caused by an uncontrolled flow of K+ in cells,
leading to the collapse of various ion channels in the membrane (Demidchik et al. 2014). Similarly,
elevated EL has been associated with the accumulation of ROS and lipid peroxidation in the
membrane (Lin et al. 2022b). Studies in other species such as kiwi (Huo et al. 2022), soybean
(Sathi et al. 2022), and alfalfa (Zhang et al. 2019) have reported increased EL in response to
waterlogging, while a lower percentage of EL is associated with greater tolerance to this
disturbance. Maintenance of cell membrane stability could be associated with increased
antioxidant activity that detoxifies ROS released by the abnormal hypoxia condition caused by
waterlogging (Bhusal et al. 2022). The release of ROS has a paradoxical role in the tolerance

against waterlogging, as the accumulation of ROS is associated with the degradation of cell
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membranes, but it is also associated with improvement of gas exchange and formation of

aerenchyma in the roots (Pucciariello and Perata 2021). In the present study, EL increased
significantly at the end of waterlogging exposure in Maradol, while in the wild genotype EL values
did remain low during the waterlogging period, demonstrating greater stability of the cell
membrane in the wild papaya genotype plants Therefore, membrane integrity (measured as EL)
may be a trait of tolerance to waterlogging in papaya. The lower membrane damage and a better
chlorophyll fluorescence kinetics suggest that the wild genotype was somehow more capable of
protecting the damage caused by waterlogging to the photosynthetic apparatus, in particular
avoiding damage to photosystem Il. In the present study, waterlogging attenuated photosynthesis,
stomatal conductance, and transpiration of papaya plants in both genotypes. However, it is
noteworthy that the intercellular CO; (Ci) remained lower in the wild genotype than in Maradol,
during the waterlogging and recovery periods. Due to the physiological parallelism for both
drought and waterlogging, some authors even consider them as a gradient in the soil moisture
spectrum (Chen et al. 2023), a high relationship between the response of physiological
parameters to waterlogging and leaf water potential could be expected. However, our results
show that in waterlogged plants, gas exchange parameters positively correlated with the
concentration of dissolved oxygen (DO) than with leaf water potential. High correlations between
DO and gas exchange parameters have been also observed in crops cultivated in hydroponic
systems, such as lettuce (Ouyang et al. 2020). Additionally, Thani et al. (2016) previously
observed that the application of CaO, in waterlogged commercial papaya genotypes allows the
recovery of gas exchange parameters to values similar to those of control plants, supporting our
results. Understanding the molecular and physiological mechanisms of the differential uptake of
DO between wild and commercial genotypes might be crucial for developing genetic
improvements to look for papaya cultivars that could be (more) resistant to waterlogging
conditions. The higher correlations found in wild plants between DO and membrane stability (EL)
and between leaf water potential and EL, than in commercial ones, may suggest that the wild
genotype is able to maintain oxygen availability for longer periods and it may avoid waterlogging-
induced membrane damage. On the contrary, the higher correlations found in waterlogged
Maradol plants between leaf water potential and physiological parameters than in waterlogged
wild ones, may suggest that in Maradol, gas exchange parameters decrease as leaf water
potential declines as a result of waterlogging condition, while in the wild genotype, the decrease
in gas exchange parameters was less associated with the low leaf water potential resulted from
waterlogging. Therefore, this indicates an increased capacity of wild plants to regulate their water

relations.
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Taken together, our results showed that the wild genotype was more resilient to waterlogging than

its commercial counterpart Maradol, and this higher resilience is apparently associated with a

better physiological performance, mainly during the recovery period.

3.5 CONCLUSIONS

The wild papaya genotype was more resilient to waterlogging than its commercial counterpart, as
the wild genotype showed better physiological performance and it was able to recover when
waterlogging was removed. Results from the present study, might be valuable in breeding
programs aiming to generate new waterlogging-resilient papaya cultivars, and perhaps from other
important tropical fruits.
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CAPITULO IV

IDENTIFICACION, AISLAMIENTO Y EXPRESION DE FACTORES DE
TRANSCRIPCION TIPO ERF-VII EN C. papaya BAJO ESTRES POR
ANEGAMIENTO

4.1 INTRODUCCION

Las exportaciones del cultivo de papaya en México representan una entrada importante para la
actividad econdmica del pais (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2017). Sin embargo,
las condiciones ambientales adversas son de las principales amenazas de la produccion de este
cultivo (Granados-Ramirez et al., 2015). A pesar de que, generalmente, a la papaya se le asocia
el estrés abibtico con altas temperaturas y déficit hidrico (Bautista-Bautista, 2020), el estrés por
anegamiento o por inundaciones puede provocar la muerte de plantas de papaya en tan solo 48
horas, ocasionado por la privacion del oxigeno (Rodriguez et al., 2014). Tomando en cuenta que,
las inundaciones son una de las principales consecuencias del cambio climatico, es de suma

importancia prestar atencién al efecto que esta pueda tener en la produccion de papaya.

Durante el estrés por falta de oxigeno, las plantas generan una acumulacion pasiva de etileno,
la cual activa los ERF (Hartman et al., 2019). La familia de FT, APETALA2/ETHYLENE
RESPONSIVE FACTOR (AP2/ERF) es una superfamilia de proteinas especificas de plantas que
se caracterizan por un dominio de unién al ADN por elementos APETALA2 (AP2) (Gibbs et al.,
2015). Se ha identificado que, estos FT participan en procesos de desarrollo, crecimiento, estrés
por patégenos y estrés abiodtico (Giuntolini y Peralta, 2018). Estos AP2/ERF se subdividen en las
familias: APETALA2 (AP2), RELATED TO ABSCISIC ACID INSENSITIVE 3/VIVIPAROUS 1
(RAV), DEHYDRATION-RESPONSIVE ELEMENT BINDING proteins (DREBs) y ETHYLENE
RESPONSIVE FACTORS (ERFs) (subgrupos del V-X) (Xie et al., 2019). Esta altima subfamilia,
los ERFs, estan directamente involucrados a diferentes tipos de estrés abidtico (Figura 4.1),
especialmente los que corresponden a la subfamilia ERF-VII, pues se encargan de los

mecanismos de tolerancia a la falta de oxigeno e inundacion (Yin et al., 2019).
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Figura 4.1 Tipos de estrés en los que se involucran los ERF-VII. Tomado de Xie et al. 2019.

Por su parte, la subfamilia ERF-VII se constituye de cinco miembros diferentes que comparten
un dominio AP2 y uno N-terminal. Los miembros son: HYPOXIA RESPONSIVE 1 (HRE1),
RELATED TO APETALA 2.2 (RAP2.2), RELATED TO APETALA 2.12 (RAP2.12); con un mismo
origen sinténico, HYPOXIA RESPONSIVE 2 (HRE2) y RELATED TO APETALA 2.3 (RAP2.3)
gue comparten el origen con otra proteina ancestral (Figura 4.2) (Gibbs et al., 2015). Se ha
reportado que la sobreexpresion, de todos estos genes, forma parte de los mecanismos de
respuesta ante estrés por inundacion, activando genes tempranos encargados de estimular el
metabolismo anaerdbico, fermentacion ante hipoxia prolongada y otros, en A. thaliana (Kim et
al., 2018). Sin embargo, a la fecha no se conoce qué genes de la subfamilia ERF-VII se
encuentran presentes en el genoma de C. papaya, lo cual resulta de gran interés debido a los
dafios causados por inundacion en dicho cultivo. Por tanto, el objetivo del presente capitulo fue
determinar la presencia de genes homologos a la familia ERF-VII de A. thaliana en el genoma de

C. papaya var. Maradol y disefiar iniciadores para el analisis de su expresién mediante RT-gPCR.
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Figura. 4.2. Filogenia de los miembros de la familia ERF-VII. Tomado de Gibbs et al., 2015.

4.2 MATERIALES Y METODOS

4.2.1 Identificacion y analisis filogenético de ERF-VII en el genoma de C. papaya

La busqueda de las secuencias de las proteinas de la subfamilia ERF-VII se realiz6 mediante el
criterio de Cadenas Ocultas de Markov mediante HMMER. Para lo anterior se obtuvo el perfil
HMM  del dominio AP2 (PF00847) de la base de datos InterPro
(https://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/pfam/PF00847/logo/). La busqueda se realiz6 contra el
genomade C. papaya cv. SunUp (Yue et al., 2022), el cual se obtuvo de la base de datos Genome
Waren House (GWH, https://ngdc.cncb.ac.cn/gwh/) con ndmero de  acceso
GWHBFSC00000000. Una vez obtenidas las secuencias que portaran el dominio AP2, se
determind la presencia de los genes HRE1, HRE2, RAP2.12, RAP2.2, RAP2.3 de A. thaliana
utiizando las bases de datos The Arabidopsis Information Resource (TAIR)
(https://lwww.arabidopsis.org/). El conjunto de las secuencias con el dominio AP2 y las
secuencias de A. thaliana fueron alineadas y se realiz6 un analisis filogenético mediante el criterio
de Unidn de Vecinos Cercanos (NJ), con 1000 réplicas mediante Bootstrap, el alineamiento y la

filogenia se realizaron en el Software MEGA-X (Kumar et al., 2018).
4.2.2 Anédlisis de Identidad y Distancia genética

Las secuencias de papaya que se encontraron en el mismo clado que las de A. thaliana en el
arbol filogenético, y que mostraron tener las 4 estructuras caracteristicas esperadas, fueron

seleccionadas para hacer analisis de distancia genética e identidad. Para esto, se utilizo el
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software MEGA-X, con la herramienta “Distance” utilizando un modelo de estimacién de varianza

tipo Bootstrap, con 999 repeticiones y con un modelo de sustitucién de distancia—p. El andlisis
del dendrograma y los porcentajes de identidad se utilizaron para determinar con qué miembro

de los ERF-VII compartian homologia cada una de las secuencias.

4.2.3 Disefio 3D de las proteinas HRE y RAP

Con los resultados de la filogenia, se seleccionaron aquellas secuencias que se encontraran
dentro del mismo clado que las de A. thaliana. Se realizé un realineamiento, en BioEdit, con las
secuencias seleccionadas, las de A. thaliana y el dominio AP2. Ademas, se identificaron los
dominios conservados de todas las secuencias, utilizando la herramienta en linea MEME versién
5.5.7 (https://meme-suite.org/meme/tools/meme). Posteriormente, se utilizé el software en linea
AlphaFold3 (https://alphafoldserver.com/), con el que se generaron archivos tipo CIF, empleados
para generar las estructuras 3D en el software Chimera X. Dentro del mismo programa, se
identificd el dominio AP2, sus caracteristicas (tres beta-plegadas y una alfa-hélice) y el dominio
N-terminal, en cada una de las secuencias. El dominio AP2 y sus caracteristicas se obtuvieron
de las bases de datos Pfam (http://pfam.xfam.org/) y UniProt (https://www.uniprot.org/). Estas

mismas caracteristicas también se pudieron identificar en el alineamiento de BioEdit.

4.2.4 Disefio de iniciadores paralos genes HRE y RAP

Se generaron los iniciadores para PCR cuantitativa (RT-qPCR) utilizando los softwares Unipro
UGENE y Primer PREMIERE. Se seleccionaron los siguientes parametros para su disefio:
tamafio del iniciador de 18-25 pb, temperatura de anillamiento minima de 60-56°C y maxima de
62°C, contenido de G-C minimo de 40-30% y maximo 60-70%. Con los iniciadores obtenidos se
hicieron andlisis de PCR in silico con la herramienta BLAST, esto para determinar si los
iniciadores correspondian a las secuencias esperadas y que tuvieran el tamafio de amplicén
mayor a 100 bp. Las parejas de iniciadores seleccionadas se mandaron a sintetizar a la empresa

Sigma-Aldrich (https://www.sigmaaldrich.com).

4.2.5 Ensayo de expresion de genes ERF-VIl en C. papaya en respuesta al anegamiento

Se utiliz6 tejido de hojas y raices provenientes de plantas C. papaya sometidas a estrés por
anegamiento del experimento descrito en el Cap. Illl. El experimento consisti6 en someter a

anegamiento durante 72 h dos genotipos de papaya (silvestre y Maradol), asi como sus
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respectivos controles. La toma del tejido foliar y radicular se llevo a cabo cada 24 h teniendo

finalmente muestras a las 0, 24, 48 y 72 h en anegamiento de ambos genotipos.

4.2.5.1 Extraccion de ARN total

Utilizando las muestras foliares y de raices del experimento, se obtuvo ARN para evaluar la
expresion de los genes ERF-VII. Para la extraccion se utilizd un protocolo basado en lisis por
CTAB. El tejido colectado fue inmediatamente congelado en nitrégeno liquido y posteriormente
macerado en nitrdgeno liquido, se utilizaron 100 mg de hoja y 300 mg de raiz. Posteriormente,
se afiadieron 800 pl de buffer CTAB (CTAB 2%, Tris-HCI 0.95 M pH 8.0, EDTA 250 mM pH 8.0,
NaCl 3M, PVP 2%, p-mercaptoetanol 2.5%) precalentado a 60 °C, la mezcla se llevo al vortex
por 30s, tras lo cual los tubos fueron enfriados inmediatamente en hielo para ser incubados
seguidamente durante 15 min a 60 °C, agitando cada 2 min. Posterior a la incubacion, se
anadieron al tubo 650 uL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), se agit6 suavemente y se
incubo a -20 °C durante 15 min. A continuacion, se centrifugé a 15 000 g durante 15 min a 4 °C,
tras lo cual se recuperd el sobrenadante y se adicionaron 400 pl de LiCl (7.5 M), se agité
gentiimente y se incub6 a -80 °C durante toda la noche. Para continuar, se realizé una
centrifugacion a 15 000 g durante 40 min y se desechd el sobrenadante mediante decantacion.
Se disolvid la pastilla formada en 80 pL agua ultra pura y se afiadieron 25 L de etanol al 70% y
10 uL de acetato de sodio (3 M, pH 5.2) frio, tras lo cual se dio un pulso de centrifuga y se incubd
a -80 °C durante 1h. Se centrifugd, nuevamente, a 15 000 g a 4 °C por 40 min y se agregaron
200 pL de etanol al 75% enfriado a -20 °C. Por ultimo, se centrifugé a 15 000 g a 4 °C por 15
min, se decanté el sobrenadante y se permitié que la pastilla se secara al aire para, finalmente,
disolver la pastilla en 30 yL de agua ultra pura y se almacend a -80 °C hasta su uso. Se determino
la integridad del RNA en gel de agarosa (1%, 90 V, 40 min) y su calidad mediante

espectrofotometria en Nanodrop.

4.2.5.2 Tratamiento con DNAsa y Retrotranscriptasa

El ARN obtenido se someti6 a una limpieza de ADN con la enzima Turbo DNA-free® (Invitrogen)
segun las especificaciones del fabricante. A partir de 500 ng de ARN se llevé a cabo el proceso
de sintesis de cDNA utilizando la Transcriptasa Inversa SuperScript ® IV (Invitrogen) e

iniciadores aleatorios a 3 ug ul? (Invitrogen).
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4.2.5.3 Amplificacion de genes ERF-VII por PCR punto final

Utilizando los primers disefiados en este capitulo, se llevé a cabo la amplificacion de los ERF-VII
identificados previamente. Las condiciones de reaccion utilizadas fueron: Buffer para PCR 10x,
50 mM MgClz, 10 mM dNTP Mix, 10 uM de cada iniciador, 1 U de Tagq DNA Polimerasa
(Invitrogen), 500 ng de cDNA a un volumen final de 25 uL. El programa térmico consistio en:
desnaturalizacion inicial a 95°C por 3 min, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacién por 30 s a
95°C, anillamiento durante 30 s a 62°C y 1 min a 72°C de extensién, de 72°C por 5 min y se
corrié en un termociclador marca Applied Biosystems Veriti® (EEUU) El producto de PCR se
analizé en gel de agarosa al 1.5%, tefiido con SybrSafe® (Invitrogen), visualizado bajo luz

ultravioleta.

4.2.5.4 Validacion de iniciadores para amplificacién en RT-gPCR

Para determinar la viabilidad de los iniciadores disefiados para ensayos de expresion RT-qPCR
se realizd una curva estandar para cada gen de interés. Para esto se realizaron tres diluciones
seriadas 1:10 (300, 30, 3 ng ul') de cDNA con una buena banda de amplificacién observada en
el ensayo de PCR en punto final. Las condiciones de reaccién fueron: Sybr Green Master Mix 2x
(Applied Biosystems), 5 uM de cada iniciador, a un volumen final de 10 pL. El programa térmico
consistié en: desnaturalizacion inicial a 50°C por 2 min, seguido de 2 min a 95°C, 40 ciclos de
desnaturalizacién a 95°C por 3 s y anillamiento a 62° por 30 s, siendo en este Ultimo punto donde
se cuantifico la fluorescencia. Posterior al programa de ciclado se realizé una curva Melt de 60°C
a 95°C.

4.2.5.5 Ensayo de expresion de ERF-VII

Se realizé la cuantificacion de la expresion relativa en tiempo real de los genes ERF-VII para lo
cual se utilizo las condiciones de reaccién previamente descritas utilizando una concentracion de
300 ng de cada muestra, con tres réplicas bioldgicas por cada tratamiento (anegamiento y
control) de cada genotipo (silvestre y Maradol) por cada tiempo (24, 48 y 72 h en anegamiento).
Se utiliz6 como gen normalizador de expresién endogena el gen EF1a (Estrella-Maldonado et
al., 2016). El nivel de expresion relativa (REL) se determiné mediante el método 222y se realizd

un analisis estadistico mediante un ANOVA de una via, en el software R v.4.3.2.
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4.2.5.6 Analisis estadistico

Para analizar las diferencias estadisticas entre los tratamientos y genotipos en este estudio, se
aplicaron diversos métodos estadisticos. En primer lugar, se llevo a cabo un andlisis de varianza
(ANOVA) con el objetivo de determinar la existencia de diferencias significativas en las variables

evaluadas entre los distintos tratamientos y genotipos.

El ANOVA permitié identificar las principales fuentes de variacion y estimar la influencia relativa
de los tratamientos y genotipos sobre la variabilidad observada en las variables de interés. Se
establecié un nivel de significancia de 0.05 (a = 0.05) para determinar si las diferencias
detectadas eran estadisticamente significativas. Adicionalmente, se utilizé una prueba t de dos
colas para realizar comparaciones especificas entre grupos. Esta prueba permiti6 evaluar
diferencias entre pares de tratamientos y genotipos, identificando aquellos que presentaban
diferencias significativas. Al igual que en el ANOVA, se utiliz6 un nivel de significancia de 0.05.

Previo a la aplicacién de estos analisis, se verificO el supuesto de normalidad de los datos
mediante la prueba de Shapiro-Wilk, con un nivel de significancia de 0.05, para comprobar si los
datos seguian una distribucion normal. Todos los analisis estadisticos fueron realizados
utilizando el software R version 4.1.3 (2022-03-10).

Asimismo, se llevaron a cabo andlisis de correlacion entre las variables fisiolégicas estudiadas y
los valores REL de cada gen. Para ello, se empled el software Past 3.24, obteniendo los

coeficientes de determinacion (R?), valores de p y graficos correspondientes.
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Identificacion de las secuencias ERF-VII en el genoma de C. papaya

A partir del perfil HMM del dominio AP2 (PF00847) se realizé la busqueda de todas las
secuencias que contuvieran dicho dominio en el proteoma de C. papaya var. SunUp
(GCA_022788785.1) mediante el software HMMER. La busqueda identific6 130 proteinas que
contienen al menos un dominio AP2, completa o parcialmente. En la Tabla 4.1 se muestra el
identificador de cada secuencia proteica encontrada, el E-value asociado, asi como el locus y el

cromosoma en que se encontro.

Tabla 4.1. Resultados del BLAST de las secuencias de A. thaliana de todos los ERF en el genoma C.

papaya recuperados mediante HMMER.

Secuencia proteina E-value Locus Cromosoma
GWHPBFSC019619 1.10E-23 GWHGBFSC017780 Chr7
GWHPBFSC009133 4.50E-21 GWHGBFSC008246 Chr4
GWHPBFSC020081 7.10E-21 GWHGBFSC018209 Chr8
GWHPBFSC021418 1.30E-20 GWHGBFSC019407 Chr8
GWHPBFSC020337 2.00E-20 GWHGBFSC018436 Chr8
GWHPBFSC005789 4.50E-20 GWHGBFSC005236 Chr2
GWHPBFSC009239 6.20E-19 GWHGBFSC008346 Chr4
GWHPBFSC019425 1.40E-18 GWHGBFSC017604 Chr7
GWHPBFSC010906 2.60E-18 GWHGBFSC009866 Chr4
GWHPBFSC002984 1.20E-17 GWHGBFSC002697 Chr1
GWHPBFSC009331 2.30E-17 GWHGBFSC008432 Chr4
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GWHPBFSC006849 6.30E-17 GWHGBFSC006179 Chr3
GWHPBFSC017982 8.50E-17 GWHGBFSC016278 Chr7
GWHPBFSC001010 1.50E-16 GWHGBFSC000922 Chrl
GWHPBFSC008732 2.00E-16 GWHGBFSC007883 Chr3
GWHPBFSC010081 2.20E-16 GWHGBFSC009116 Chr4
GWHPBFSC006848 3.20E-16 GWHGBFSC006178 Chr3
GWHPBFSC009094 4.40E-16 GWHGBFSC008210 Chr4
GWHPBFSC016418 6.50E-16 GWHGBFSC014878 Chré
GWHPBFSC012734 7.10E-16 GWHGBFSC011513 Chr5
GWHPBFSC007161 7.20E-16 GWHGBFSC006461 Chr3
GWHPBFSC010752 8.10E-16 GWHGBFSC009736 Chr4
GWHPBFSC001134 9.90E-16 GWHGBFSC001035 Chrl
GWHPBFSC013399 9.90E-16 GWHGBFSC012115 Chr5
GWHPBFSC001157 1.30E-15 GWHGBFSC001058 Chrl
GWHPBFSC018224 1.40E-15 GWHGBFSC016494 Chr7
GWHPBFSC004340 1.50E-15 GWHGBFSC003945 Chr2
GWHPBFSC011812 1.50E-15 GWHGBFSC010690 Chr4
GWHPBFSC012936 1.60E-15 GWHGBFSC011688 Chr5
GWHPBFSC010128 1.70E-15 GWHGBFSC009160 Chr4
GWHPBFSC000903 1.80E-15 GWHGBFSC000822 Chrl
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GWHPBFSC014787 1.80E-15 GWHGBFSC013380 Chré
GWHPBFSC017923 1.90E-15 GWHGBFSC016226 Chr7
GWHPBFSC014041 2.50E-15 GWHGBFSC012707 Chr5
GWHPBFSC006850 2.90E-15 GWHGBFSC006180 Chr3
GWHPBFSC023122 2.90E-15 GWHGBFSC020931 Chr9
GWHPBFSC006448 3.00E-15 GWHGBFSC005818 Chr3
GWHPBFSC002482 3.30E-15 GWHGBFSC002254 Chrl
GWHPBFSC017326 4.70E-15 GWHGBFSC015701 Chré
GWHPBFSC016975 4.80E-15 GWHGBFSC015385 Chré
GWHPBFSCO015759 5.00E-15 GWHGBFSC014265 Chré
GWHPBFSC005265 5.20E-15 GWHGBFSC004772 Chr2
GWHPBFSC003248 5.60E-15 GWHGBFSC002939 Chr2
GWHPBFSC011368 5.60E-15 GWHGBFSC010279 Chr4
GWHPBFSC002300 5.70E-15 GWHGBFSC002090 Chrl
GWHPBFSC022017 5.80E-15 GWHGBFSC019953 Chr8
GWHPBFSC017921 6.90E-15 GWHGBFSC016224 Chr7
GWHPBFSC018837 7.60E-15 GWHGBFSC017067 Chr7
GWHPBFSC008595 7.70E-15 GWHGBFSC007761 Chr3
GWHPBFSC017034 8.00E-15 GWHGBFSC015444 Chré
GWHPBFSC014727 8.80E-15 GWHGBFSC013326 Chré
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GWHPBFSC010082 9.10E-15 GWHGBFSC009117 Chr4
GWHPBFSC010045 1.20E-14 GWHGBFSC009085 Chr4
GWHPBFSC023042 1.20E-14 GWHGBFSC020859 Chr9
GWHPBFSCO007077 1.40E-14 GWHGBFSC006382 Chr3
GWHPBFSC023124 1.80E-14 GWHGBFSC020933 Chr9
GWHPBFSC015577 1.80E-14 GWHGBFSC014090 Chré
GWHPBFSC008734 1.90E-14 GWHGBFSC007885 Chr3
GWHPBFSC008733 2.10E-14 GWHGBFSC007884 Chr3
GWHPBFSC022339 2.10E-14 GWHGBFSC020236 Chr9
GWHPBFSC016861 2.30E-14 GWHGBFSC015282 Chré
GWHPBFSC010360 2.70E-14 GWHGBFSC009367 Chr4
GWHPBFSC010310 2.80E-14 GWHGBFSC009321 Chr4
GWHPBFSC021624 3.30E-14 GWHGBFSC019598 Chr8
GWHPBFSC000692 3.80E-14 GWHGBFSC000628 Chrl
GWHPBFSC004311 4.80E-14 GWHGBFSC003916 Chr2
GWHPBFSC013020 5.00E-14 GWHGBFSC011763 Chr5
GWHPBFSC023121 5.10E-14 GWHGBFSC020930 Chr9
GWHPBFSC002705 5.10E-14 GWHGBFSC002452 Chrl
GWHPBFSC002704 7.20E-14 GWHGBFSC002451 Chrl
GWHPBFSC021622 8.30E-14 GWHGBFSC019596 Chr8

61



CAPITULO IV

GWHPBFSC014337 1.00E-13 GWHGBFSC012976 Chr5
GWHPBFSC014186 1.20E-13 GWHGBFSC012840 Chr5
GWHPBFSC007397 1.90E-13 GWHGBFSC006675 Chr3
GWHPBFSC014029 2.40E-13 GWHGBFSC012696 Chr5
GWHPBFSC018494 3.30E-13 GWHGBFSC016747 Chr7
GWHPBFSC021146 6.00E-13 GWHGBFSC019173 Chr8
GWHPBFSC008506 8.10E-13 GWHGBFSC007682 Chr3
GWHPBFSC020954 1.10E-12 GWHGBFSC019001 Chr8
GWHPBFSC003949 1.10E-12 GWHGBFSC003587 Chr2
GWHPBFSC002409 1.20E-12 GWHGBFSC002188 Chrl
GWHPBFSC019193 1.20E-12 GWHGBFSC017387 Chr7
GWHPBFSC012496 1.70E-12 GWHGBFSC011298 Chr5
GWHPBFSC010985 1.80E-12 GWHGBFSC009937 Chr4
GWHPBFSC012491 2.10E-12 GWHGBFSC011294 Chr5
GWHPBFSC019267 2.20E-12 GWHGBFSC017455 Chr7
GWHPBFSC002804 2.80E-12 GWHGBFSC002537 Chrl
GWHPBFSC009136 3.40E-12 GWHGBFSC008249 Chr4
GWHPBFSC005790 3.60E-12 GWHGBFSC005236 Chr2
GWHPBFSC018420 3.80E-12 GWHGBFSC016676 Chr7
GWHPBFSC013400 4.50E-12 GWHGBFSC012115 Chr5
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GWHPBFSC021461 6.70E-12 GWHGBFSC019446 Chr8
GWHPBFSC012493 9.20E-12 GWHGBFSC011296 Chr5
GWHPBFSC018087 1.30E-11 GWHGBFSC016375 Chr7
GWHPBFSCO010127 5.20E-11 GWHGBFSC009159 Chr4
GWHPBFSC003851 5.40E-11 GWHGBFSC003496 Chr2
GWHPBFSC022948 6.60E-11 GWHGBFSC020773 Chr9
GWHPBFSC002697 1.80E-10 GWHGBFSC002445 Chrl
GWHPBFSC008128 6.30E-10 GWHGBFSC007332 Chr3
GWHPBFSC002894 6.50E-10 GWHGBFSC002616 Chrl
GWHPBFSC003897 1.60E-09 GWHGBFSC003538 Chr2
GWHPBFSC002895 2.80E-09 GWHGBFSC002616 Chrl
GWHPBFSC022875 6.30E-09 GWHGBFSC020706 Chr9
GWHPBFSC020953 3.70E-08 GWHGBFSC019001 Chr8
GWHPBFSC018092 2.50E-07 GWHGBFSC016377 Chr7
GWHPBFSC018091 3.20E-07 GWHGBFSC016377 Chr7
GWHPBFSC017218 1.10E-06 GWHGBFSC015611 Chré
GWHPBFSC019708 7.40E-06 GWHGBFSC017861 Chr7
GWHPBFSCO019707 7.60E-06 GWHGBFSC017861 Chr7
GWHPBFSC002745 2.80E-05 GWHGBFSC002485 Chrl
GWHPBFSC001009 0.0018 GWHGBFSC000921 Chrl
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GWHPBFSC022000 0.004 GWHGBFSC019936 Chr8
GWHPBFSC021195 0.59 GWHGBFSC019216 Chr8
GWHPBFSC000346 0.64 GWHGBFSC000313 Chrl
GWHPBFSC015133 1.7 GWHGBFSC013693 Chr6
GWHPBFSC014436 2 GWHGBFSC013067 Chr5
GWHPBFSC001917 2.1 GWHGBFSC001741 Chrl
GWHPBFSC015134 2.3 GWHGBFSC013694 Chré
GWHPBFSC015371 29 GWHGBFSC013905 Chré
GWHPBFSC015372 29 GWHGBFSC013905 Chré
GWHPBFSC013561 3.2 GWHGBFSC012268 Chr5
GWHPBFSC005597 3.3 GWHGBFSC005069 Chr2
GWHPBFSC024469 3.9 GWHGBFSC022172 ChrHSY
GWHPBFSC022911 4.1 GWHGBFSC020738 Chr9
GWHPBFSC008296 4.8 GWHGBFSC007488 Chr3
GWHPBFSC003341 6.4 GWHGBFSC003025 Chr2
GWHPBFSC001860 6.8 GWHGBFSC001687 Chrl
GWHPBFSC011912 7.8 GWHGBFSC010782 Chr5
GWHPBFSC009674 8.6 GWHGBFSC008744 Chr4
GWHPBFSC011876 9.9 GWHGBFSC010749 Chr4
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4.3.2 Andlisis filogenético de las secuencias de ERF-VII de C. papaya

Las 130 secuencias obtenidas mediante HMMER, se utilizaron para realizar el analisis
filogenético, ademas se incluyeron las secuencias de las proteinas pertenecientes a la subfamilia
ERF-VII de A. thaliana. La filogenia arroj6 numerosos clados, sin embargo, de acuerdo con los
intereses del presente trabajo, se prestd especial atencion al clado en que se ubicaron las
secuencias de las proteinas AtRAP2.2, AtRAP2.3, AtRAP2.12, AtHRE1 y AtHRE2. En dicho
clado (Figura 4.3) se observé que se posicionaron cinco secuencias de proteinas de C. papaya:
GWHPBFSC010985, GWHPBFSC012491, GWHPBFSC012493, GWHPBFSC012496 vy
GWHPBFSC008595.

65



CAPITULO IV

SELN 3
o2 S 3 S8 § & & o
o % £ CO88s5°o88 ®
@ %% =) DOBRITOSL N MR
RELXY BEEELESFSSES 5
(&) = 0.0 oo ot o s L sl
5 2. %0 B ITFLLaE L8PS &
R Lt SEEELSECALOSSF &
fz&%% % 2% OOUUEEQQ@Q‘?’% 536?@’ o
Gy, 0, S S, (‘\’%go 28 (] RS 40 o
Gy, By 8o 8,02 % 22 s S o a
Go,,l:’m& =2 c@fﬁi&
)
o hﬁ’.‘b& 60@’9\@
Gy, RS o
o, e gits s
Gy, “Bre COp AT
Gy, < &009 7 ?33?50@?'311
Ao N
£S 7 P 0‘\1

S ipgeg C0030;33 H""??’Fsscoﬁﬁﬁw
o W 20337 G\I*""“:BF SN T2
GWHPBFS 790 oWt BFSCUDaad'B
Gmgs FSC019708 gt GWHPBFSCOWB732

BF SCo197 07 ;kgfuﬂa GWHPBFSC0068849
GWHPBFSCOHQ;? = GWHPBF SC008733
GWHPBFSC003897 —— GWHPBFSC002482

PBFSC003851 %2 GW,

O B SCO2287 2 CWHPareC015750
GWHPBFSY o 1 BFSCo0g 1 28

[ @
ERF-VII Q6
0O = = 9
£ K SSF =S = L5523 @ 5 e,
S Pas 532323133030 0528°
© g CHd PR N R OC LB e
@ m " Qo - >,
O eS8 a 788533388025
cSaSS890add0 8923 % 9
“V-Q'ﬂ‘:'gooc:oc' Rewn e
eg’%@q_‘sﬂr\:aﬂ%"‘ @ 2 e o
NN 2 dgoan gy o s
Sigsse®gge®
m._.,\,mmg..;

Figura 4.3. Reconstruccién filogenética de los genes pertenecientes a la superfamilia ERF de C. papaya.
Se sefiala (azul) el subclado ERF-VII, en el que se localizaron las secuencias de A. thaliana (circulo
amarillo) y de C. papaya. Se utiliz6 un modelo de Union de Vecinos Cercanos (NJ), con 1000 réplicas

mediante Bootstrap.

Para determinar las relaciones internas de este subclado, de forma mas precisa, se realizo otro
andlisis filogenético con estas secuencias y las de A. thaliana. Esta subfilogenia (Figura 4.4)
mostré claramente que la proteina GWHPBFSC010985 de C. papaya muestra homologia con
las proteinas AtRAP2.2 y RAP2.12, mientras que la proteina GWHPBFSC008595 es homologa
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a la proteina AtRAP2.3, por otro lado, las proteinas de C. papaya GWHPBFSC012491,

GWHPBFSC012493, GWHPBFSC012496 son homdlogas a la proteina AtHRE2.

AtRAP2.2 A

L ARAP2.12A

GWHPBFSC010985

AtHRE1 A

GWHPBFSC008595

ARAP2.3 A

AHHRE2 A

GWHPBFSC012496

GWHPBFSC012491

GWHPBFSC012493

Figura 4.4. Filogenia del subclado ERF-VII de las secuencias A. thaliana (tridngulo azul) con sus
respectivas secuencias identificadas en C. papaya (circulo naranja). Se identific6 una secuencia
homdloga a las de A. thaliana que son AtRAP2.2 y AtRap2.12 (rectangulo azul), ninguna a AtHRE1
(rectangulo rojo), una secuencia a AtRAP2.3 (rectangulo amarillo) y tres a AtHRE2 (rectangulo
verde).

4.3.3 Andlisis de Distancia

El analisis de distancia mostré que, para la proteina GWHPBFSC010985 su menor distancia
basada en las secuencias de aminoacidos es con la proteina AtRAP2.12, mientras que para la
proteina GWHPBFSCO008595 muestra una menor distancia con respecto de la proteina
AtRAP2.3. Asimismo, las proteinas GWHPBFSC012491, GWHPBFSC012493 vy
GWHPBFSC012496 muestran una menor distancia con respecto a la proteina AtHRE2. Los

resultados se resumen en la Tabla 4.2.
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Tabla 4. 2. p-distancia entre las proteinas correspondientes de A. thaliana y las secuencias de C. papaya.

GWHPBF | GWHPBFSC | GWHPBFS | GWHPBFS | GWHPBFSC
SC010985 | gpgsgs C012491 | CO012493 012496
At_RAP2.2 0.441 0.670 0.633 0.705 0.652
At_RAP2.3 0.642 0.032 0.662 0.716 0.679
At_RAP2.12 0.027 0.038 0.030 0.029 0.030
At_HREL1 0.584 0.697 0.662 0.696 0.668
At_HRE?2 0.554 0.038 0.041 0.038 0.037

Por tanto, con base en estos resultados y respaldado por los resultados de la filogenia del
subclado, podemos inferir que la proteina GWHPBFSC010985 es homoéloga a la proteina
AtRAP2.12, por lo cual se le considera como CpRAP2.12; para la proteina GWHPBFSC008595
la evidencia muestra que es homoéloga a la proteina AtRAP2.3, por lo cual se le considera como
CpRAP2.3. Por dltimo, las proteinas GWHPBFSC012491, GWHPBFSC012493 vy
GWHPBFSC012496 parecen ser homélogas a la proteina AtHREZ2, sin embargo, con base en la
distancia estimada, se considera que la proteina GWHPBFSC012496 es CpHREZ2, mientras que
GWHPBFSC012493 se nombra como CpHRE2-likel y a GWHPBFSC012491 se le etiqueta
como CpHRE2-like2 (Tabla 4.3).
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Tabla 4.3 Matriz de identidad de las secuencias tipo ERF-VII de A. thaliana respecto a las secuencias de

C. papaya.
CpRAP2.12 | CpRAP2.3 CpﬂREZ' Cp_HREZ' CpHRE2
likel like2
At_RAP2.2 55.9 33 36.7 29.5 34.8
At_RAP2.3 35.8 96.8 33.8 28.4 32.1
At_RAP2.12 97.3 96.2 97 97.1 97
At_HRE1 41.6 30.3 33.8 30.4 33.2
At_HRE2 44.6 96.2 95.9 96.2 96.3

4.3.4 Alineamiento e identificacion de dominios

Se llevd a cabo un alineamiento multiple de las secuencias de A. thaliana y las identificadas en
C. papaya, asi como del dominio AP2 y N-terminal utilizados para la clasificacién dentro de la
familia ERF-VII.
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Figura 4.5. Alineamiento de las secuencias deducidas de aminoacidos de los ortélogos de ERF-
VIl de A. thaliana y C. papaya. Aminoacidos idénticos estan sombreados en color negro, las
sustituciones conservadas en color gris y los aminoacidos diferentes en blanco. Identificacion
del motivo N-terminal (azul) y AP2 (amarillo), asi como las estructuras 3-plegada (flecha amarilla)

y la a-hélice (hélice azul). Se sefalan (estrellas) los sitios utilizados para la clasificacion como
ERF-VII.
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4.3.5 |dentificacion de motivos conservados

Se utilizé la herramienta en linea MEME (version 5.5.7) para la localizacion de los motivos
conservados en las secuencias (Figura 4.6). Se identificaron en total 9 motivos conservados, de
los cuales el N-terminal o CMVII-1 (cian) y AP2/ERF (rojo) se localizaron en todas las secuencias,
estos motivos son conservados en todos los miembros de los ERF-VII. En las secuencias
AtRAP2.12 y CpRAP2.12, ademas de los motivos conservados, se localizaron los motivos CMVII-
3, CMVII-4, CMVII-5, CMVII-6, sin embargo, en CoRAP2.12 también se localiz6 el motivo CMVII-
8. Tanto en AtRAP2.3 como CpRAP2.3 se localizaron los mismos motivos, los dos ya
mencionados y CMVII-3, CMVII-4 y CMVII-6. En AtHRE2 se localizaron CMVII-1, CMVII-3,
CMVII-6 y CMVII-8, mientras que en CpHRE2, CpHREZ2-likel se localizaron también CMVII-2,
CMVII-5y CMVII-8, los cuales también estuvieron presentes en CpHRE2-like2 con excepcién del
CMVII-8. AtHREL present6 los dos motivos principales y el CMVII-6, mientras que AtRAP2.2
presentd los motivos CMVII-3, CMVII-4 y CMVII-6 ademas de los principales.

Name p-value  Motif Locations

AtRAP2.12 397e-120 EHIEL NN E—1

CpRAP2.12 448e-138 I NN = 1
AtRAP2.3 7.53¢-81 -

CpRAP2.3 265e-7s NN sl

AtHRE2 220e-86 [ NN BN

CpHRE2 277e201 TN B B0

CpHRE2-like1 2.24e-197 T NN I B

CPpHRE2ike2 398181 NN = =
AtHRE1 6.15¢-67 NN
AtRAP2.2 437126 LN E—

Motif Symbol Motif Consensus

Ap2/erF I L YRGIRQRPWGKWAAEIRDPRKGVRVWLGTFNTAEEAARAYDAEARRIRG
cmvi-1 [ MCGGAIISDFIPPPR

cmvil-2 ] SRRITAVEHWPDSTPANSDCNDSDKKLNRPEPTRHEPVSLKRTLPTSGDE

cmvi-3 @ AEKSAKRKRKN

cmvi-a [l GVRVTEEELWPEL

cmvi-s BB NGYQYFSSDQGSNSFDCSEFGWSDQAPKTPEISSVL

cmvi-c R KAKLNFPEENSG

cmvvi7 BB KKAKVNFPNEDDEFIVPTQTQDYNHNPPAIWNPAPPLYQTQNRRANEN
cMmvili-8 LMAFENYMKFYQTIPHLDGQ

Figura 4.6. Motivos conservados en las secuencias de los FT ERF-VII de A. thaliana y C. papaya.
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3.3.6 Disefio 3D de las proteinas ERF-VII de C. papaya

Utilizando el software AlphaFold 3 y Quimera X se disefiaron las estructuras 3D de cada una de
las secuencias pertenecientes a C. papaya y A. thaliana (Figura 4.7) Las estructuras de las
proteinas de RAP2.12, RAP2.3 y HRE2, pertenecientes a A. thaliana, poseen un dominio Unico
AP2 caracterizado por la presencia de una a-hélice y tres B-plegadas. En el caso de las
secuencias analizadas, obtenidas del genoma de C. papaya, se localizaron dichas estructuras
del dominio AP2, necesario para la clasificacion de ERF-VII. Con este analisis se corroboro la
identidad de las secuencias y se descartaron las secuencias CpHRE2-likel y CpHRE2-like2 por
su corta longitud.

A. thaliana C. papaya
Wl
- vy ¢ N
RAP2.12 & Ty % h ’e
§ = y
e A\
RAP2.3 S , 9,3) ) 71-?’ Ui

(11’% " o i o
HRE2 2 s;?’

Figura 4.7. Estructura 3D de las proteinas RAP2.12, RAP2.3 y HRE2 de la familia ERF-VII de A.
thaliana y sus homélogos identificados en el genoma de C. papaya. Se localizaron las estructuras B-

plegadas (rojo), a-hélice (azul) y el motivo N-terminal (verde).
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4.3.7 Disefio de iniciadores paralos genes ERF-VIl en C. papaya

Con ayuda de los softwares en linea RT-gPCR Primer & Probe Design Tool se obtuvieron cinco

pares de primers candidatos para cada secuencia (Tabla 4.4). Cada uno de los juegos de primers

fue probado en una PCR in silico en el genoma de C. papaya utilizando la base de datos en linea

de NCBI con la herramienta Primer-BLAST. Se seleccionaron aquellas parejas de iniciadores

gue solo dieran como resultado un Unico producto de amplificacion y que, ademas, tuvieran

mayor numero de pares de bases.

Tabla 4.4 Parejas de iniciadores disefiados para los genes ERF-VII de C. papaya

Gen Forward %GC m Reverse %GC | Tm bp
CpRAP2.1 | CCACCCAACT 50 61.3 | TGCACGACCGA 60 65.4 | 121
2a CAAACTTTCG GTAGTAGCG
CpRAP2.1 | CATACCCACC 57 63.2 | CAATATCGGAT 50 60.1 | 169
2b GCTACTACTC TCGTCGTCC
G
CpRAP2.3 | TCCCCCTCTTT | 59 65.0 | AAGACGTCGAG 50 60.9 | 163
a CTTTCTGTG CTCAGACC
CpRAP2.3 | GAAACGCTGC 55 64.9 | TGTTGCTGGTG 60 62.3 | 134
b TGGGATTGGA ATGAGTCAC
CpHRE2a | AACGAGGTGC 50 63.1 | TATTCTGCGCC 50 63.8 | 100
GGAAATTGTC GGAGATTGT
CpHRE2b | GAGTGAGGGT 50 63.1 | GCTCCACAGAT 60 65.9 | 180
GAAGGAAGAA CACCCACCA
GA
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4.3.8 Expresion de genes ERF-VII en C. papaya en respuesta al anegamiento

4.3.8.1 Obtencion de ARN

Se extrajo ARN integro y de buena calidad de los tejidos de hoja y raiz de los genotipos Maradol
y silvestre de C. papaya donde se pueden observar tanto el ARNr 28S, como el ARNr 18S (Figura
4.8). De igual manera, se obtuvieron altos rendimientos de ARN de cada uno de los tejidos, asi
como cada uno de los tiempos (Tabla 4.5).

Hoja Raiz
Maradol Silvestre Maradol Silvestre

0 24 48 72 0 24 48 72 0 24 48 72 0 24 48 72
ARNr 28S mp- ——

A IEs e g e S

Figura 4.8. ARNr del tejido de hoja y raiz de dos genotipos de papaya Maradol y silvestre durante el
estrés por anegamiento durante 0, 24, 48 y 72 h. Gel de agarosa al 1.5%, teflido con Sybr Safe. De

lado izquierdo se indican los ribosomales 28S y 18S

Tabla 4.5. Cuantificacion de ARN (ng uL1) y rendimiento de ARN por g de peso fresco (gPF) extraido de

diferentes tejidos en los genotipos Maradol y silvestre bajo diferentes tiempos de anegamiento.

Genotipo Tejido Tratamiento ng pL? ng gPF*
Maradol Hoja 0 h 178.1 17.81
24 h 519.5 51.95

48 h 624.8 62.48

72 h 296.2 29.62

Raiz 0h 112.6 33.78

24 h 231.4 69.42

48 h 355.2 106.56

72 h 225.6 67.68
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Silvestre

Hoja 0 h 299.7 29.97
24 h 373.7 37.37
48 h 689.9 68.99
72 h 280.6 28.06
Raiz 0 h 241.6 72.48
24 h 349.9 104.97
48 h 302.4 90.72
72 h 319.2 95.76
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4.3.8.2 Amplificacion de genes ERF-VII en C. papaya mediante PCR en punto final

En la amplificacién de los genes CpRAP2.12, CpRAP2.3 y CpHRE2 en las muestras de C.
papaya de ambos genotipos, en los tejidos de hoja y raiz se localiz6 un solo producto de

amplificacién de los tamafos esperados (Figura 4.9).

Hoja Raiz
MARADOL SILVESTRE MARADOL SILVESTRE
48 72 0 24 48 72

Figura 4.9 Producto de amplificacion de los genes EF1a, CpRAP2.12, CpRAP2.3 y CpHRE2 en los tejidos
de hoja y raiz de los genotipos Maradol y Silvestre durante 0, 24, 48 y 72 h en estrés por anegamiento. A
la derecha se indica el peso de los amplicones. Visualizacion en gel de agarosa al 1.5%, tefiido con Sybr
Safe®.

Mientras que el gen EF1a, como se esperaba, no presenté diferencias en la intensidad de las
bandas de amplificacién entre los tratamientos y tejidos; en los demas genes si se presentaron
diferencias, como resultado del efecto de los tratamientos. El gen CpRAP2.12 tuvo una expresion
similar en todos los tratamientos de las hojas del genotipo Maradol. De manera similar, el
genotipo silvestre no presentdé cambios en la intensidad de las bandas a las 0, 24 y 48 h, sin
embargo, a las 72 h bajo anegamiento no se observo la presencia de la banda de amplificacion.
Respecto a este mismo gen, las raices del genotipo Maradol presentaron un aumento de
intensidad de banda a las 24 h de anegamiento, a comparacion de las 0 h. Sin embargo, a las
48 h no es apreciable la banda, mientras que, a las 72 h la amplificacion fue similar a las 0 h de
anegamiento. Por su parte, los amplificados de las raices silvestres presentaron una intensidad
de banda similar a las 0, 48 y 72 h en anegamiento, presentando un ligero aumento a las 24 h
(Figura 4.9).
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En el caso del gen CpRAP2.3, las hojas de ambos genotipos presentaron bandas muy tenues en

todos los tratamientos de anegamiento. Sin embargo, para el tejido de raiz el genotipo Maradol
present6 una banda tenue a las 0 h de anegamiento, la cual baj6é de intensidad a las 24 h. las
bandas de las 48 y 72 h en anegamiento no fueron observadas. De manera contrastante, el
genotipo silvestre, aunque presentd una banda apenas observable a las 0 h de anegamiento, los
tratamientos de 24, 48 y 72 h presentd bandas més nitidas, indicando un aumento constante en

la expresion de este gen (Figura 4.8).

Para el gen CpHREZ2 en las hojas, tanto del genotipo Maradol, como silvestre no se apreciaron
cambios en la intensidad de las bandas en ninguno de los tratamientos. Mientras que, en las
raices si hubo diferencia entre los genotipos, donde Maradol present6 una banda tenue alas 0 h
en tratamiento, la cual no fue observada en los tratamientos de 24 ni 48 h, mientras que fue
observable, pero tenue, en el tratamiento de 72 h en anegamiento. Los amplificados del genotipo
silvestre fueron tenues en las 0, 24 y 48 h de anegamiento, sin embargo, no hubo presencia de
amplificacién a las 72 h de tratamiento.

4.3.8.3 Validacion de iniciadores para amplificacién en RT-gPCR

Concordante a lo observado en PCR punto final, se observé un producto Unico de amplificacion
en el gen CpRAP2.12 (Figura 4.10a), asi como sensibilidad al cambio de concentracién en su
curva estandar (Figura 4.10b). De igual manera, el gen CpRAP2.3 mostré un solo producto de
amplificacién (Figura 4.10c), con una curva estandar sensible a las tres concentraciones (Figura
4.10d). Finalmente, el gen CpHRE2 present6 tanto un producto Unico de amplificacién (Figura
4.10e), como una curva estandar sensible al cambio de concentracion (Figura 4.10f).
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Figura 4.10. Curva Melt y Curva estandar de concentracion de los iniciadores de los genes CpRAP2.12

(a, b), CpRAP2.3 (c, d) y CpHREZ2 (e, f).

4.3.8.4 Expresion Relativa de genes ERF-VII

Utilizando los resultados obtenidos de las amplificaciones en PCR punto final de los genes
CpRAP2.12, CpRAP2.3 y CpHRE?2 se seleccion6 el gen CpRAP2.3 para su analisis mediante
RT-gPCR en las hojas en todos los tratamientos, mientras que los genes CpRAP2.12, CpRAP2.3

y CpHREZ2 fueron evaluados de la misma manera en el tejido de raiz mediante RT-qPCR.
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En los resultados del gen CpRAP2.3 analizados en hojas no se observé ninguna diferencia en

los niveles de expresion relativa (REL) entre los genotipos ante anegamiento (Figura 4.11). Algo
gue resulta interesante es observar que este gen se encontraba expresado de forma importante
en ambos genotipos en el momento previo al anegamiento (0 h), sin embargo, en ambos
genotipos la expresion de este gen fue reprimida en respuesta al estrés, respuesta que se

observa claramente desde las primeras 24 h de anegamiento y se mantiene hasta las 72 h.
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Figura 4.11. Niveles de Expresion Relativa (REL) en hojas del gen CpRAP2.3 en C. papaya. Genotipos
Maradol y silvestre en anegamiento durante 0, 24, 48 y 72 h en muestras de hoja. El gen CpEF1a se
utiliz6 como gen de referencia y los REL fueron estimados mediante el método 2-22Ct | a linea indica la
media +/- la desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencia estadistica, p<0.05.

Sin embargo, en el caso de las raices el resultado de la expresion relativa de los tres genes en
estudio fue muy diferente al de las hojas. En primer lugar, el gen CpRAP2.12 mostré una
expresion basal en ambos genotipos de papaya previo al anegamiento (0 h), la REL de dicho
gen fue incrementando en ambos genotipos conforme pasaba el tiempo de la planta en
anegamiento sin diferencia significativa entre genotipos (p<0.05), sin embargo, a las 72 h en

tratamiento el genotipo silvestre mostré una clara diferencia en la REL respecto al genotipo
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Maradol, demostrando que la respuesta de este gen, en el genotipo silvestre, no solo se mantiene

a lo largo del tratamiento, sino que tiende a incrementar su expresion después de un tiempo
prolongado de anegamiento (Figura 4.12a).

Con respecto al gen CpRAP2.3, éste muestra niveles de REL basales previo al anegamiento
similares a las observadas en hojas para ambos genotipos, sin embargo, a diferencia de lo que
se observo en las hojas, en raices, este gen incrementa su expresion inducida por anegamiento,
alcanzando su pico maximo a las 24 h sin diferencia significativa entre los genotipos (p>0.05). A
las 48 h de anegamiento, el nivel de REL de este gen disminuye en ambos genotipos sin
diferencia significativa (p>0.05). Sin embargo, para las 72 h de tratamiento, la expresion de
CpRAP2.3 en el genotipo Maradol no solo se mantiene, sino que incrementa respecto a su
expresion a las 48 h, a diferencia del genotipo silvestre en el que la REL disminuye respecto a
las 48 h, generando que a las 72 h de anegamiento haya una mayor expresion del gen CpRAP2.3

en el genotipo Maradol que en el silvestre (Figura 4.12b).

Por ultimo, para el gen CpHREZ2 los resultados del ensayo de expresién mostraron que ambos
genotipos tienen una expresion muy baja de este gen bajo condiciones de no anegamiento; sin
embargo, después de 24 h de exposicidon al anegamiento, la expresién de este gen se induce
alcanzando niveles de expresion muy altos (REL = 400) los cuales son mucho mayores que los
alcanzados en los otros dos genes, en ambos genotipos. A las 48 h y 72h se observd un
incremento en la expresion del gen CpHRE2 (REL = 600) en el genotipo Maradol, mientras que

se mantuvo en valores REL cercanos a 200, en el genotipo Silvestre (Figura 4.12c).
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Figura 4.12. Niveles de Expresion Relativa
(REL) de los genes a) CpRAP2.12, b)
CpRAP2.3 y ¢) CpHRE2 c) en raices C.
papaya genotipos Maradol y silvestre. El gen
CpEF1a se utiliz6 como gen de referencia y
los REL fueron estimados mediante el método
2-88Ct La linea indica la media +/- la
desviacion estandar. Letras diferentes indican

diferencia estadistica, p<0.05.
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4.4. DISCUSION

El cultivo de papaya es uno de los de mayor importancia econdmica en la Peninsula de Yucatan,
lamentablemente, es altamente susceptible al estrés por condiciones ambientales adversas, tal
como la sequia y las altas temperaturas. Sin embargo, los recientes eventos climatolégicos que
han causado importantes inundaciones en la regidn, incluidos los sitios de produccién de papaya.
Por lo tanto, se ha demostrado la importancia de comenzar a prestar atencién al estrés por
inundacion y el anegamiento que se pudieran dar en este cultivo, ya que se sabe que puede

llegar a ser devastador (Rodriguez et al., 2014).

Por lo anterior, es importante identificar elementos genéticos que pudieran estar involucrados en
tolerar el anegamiento, tal como se ha hecho para la sequia (Estrella-Maldonado et al., 2021;
Gir6n-Ramirez et al., 2021). A este respecto, la subfamilia ERF-VII, miembros de la superfamilia
ERF ha sido identificada como crucial en la respuesta tolerante a inundacion en A. thaliana
(Gibbs, et al., 2015). En este capitulo, nos enfocamos en la busqueda de homélogos de la familia
AtERF-VII en el genoma de C. papaya.

El analisis BLAST, la subsecuente reconstruccion filogenética y la estructura tridimensional
permitié identificar homologos a los genes AtHRE2 y AtRAP2.3. Con relacion al gen AtHREZ2,
ubicamos tres posibles homdélogos, mas no se encontré un homdlogo al gen AtHRE1. Este
resultado es similar al caso de la especie Jatropha curcas, donde Unicamente se encontré un
homologo a AtHRE2, pero no a AtHREL; ademdas, se observd que al sobre-expresar
heteré6logamente dicho gen en las raices de A. thaliana, se indujo un alto nivel de tolerancia al
anegamiento (Juntawong et al., 2020). El gen HRE2 ha sido claramente identificado como una
parte necesaria para mantener el metabolismo anaerébico en A. thaliana, mas no como activador
del mismo (Giuntoli y Perata, 2018), ademas, se ha observado que la sobrexpresion de AtHRE1
es la que incrementa genes relacionados con la hipoxia como las enzimas fermentativas,
mientras que AtHRE?2 tiene una funcién parcialmente redundante a AtHREL1 (Licausi et al., 2010),
por lo cual se considera que su sola actividad no podria activar la tolerancia completa al
anegamiento. La presencia de tres genes asociados a AtHRE2 en el genoma de C. papaya
sugiere que existen mecanismos parciales necesarios para mantener activo el metabolismo
anaerobico en condiciones de anegamiento. Ademas, en nuestro ensayo de expresion de este
gen, CpHREZ2 mostré claramente que su expresion incrementa a lo largo del tiempo que pasa la
planta bajo anegamiento, sin embargo, su expresion es mayor en el genotipo Maradol que en el

silvestre, lo que cual puede indicar un mecanismo diferente a la mayor tolerancia fisiologica del
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genotipo silvestre (Gonzalez-Oviedo et al., 2025). Aungque no existen muchos estudios sobre el

papel que el gen HRE2 tiene en la respuesta de tolerancia hacia el anegamiento, si se ha
reportado que el papel que este gen tiene no es tan importante como su similar, HRE1 (Licausi
et al., 2010), al contrario, se ha reportado que la acumulacién de etileno en respuesta a la
inundacion o anegamiento activa la expresion de AtHREL lo que desencadena el metabolismo
anaerobico, pero no la expresion de AtHRE?2 (Pefa-Castro, 2014). Sin embargo, también se ha
observado que el gen HRE2 puede ser activado por el coactivador transcripcional MBF1c en
respuesta a la hipoxia generada por exceso de agua (Zhao et al., 2022), sin embargo, MBF1c
puede ser activado por multiples hormonas, ademas del etileno (Jaimes-Miranda et al., 2020).

Por otra parte, identificamos solo un homélogo del gen AtRAP2.3, el gen CpRAP2.3. Este gen
ha sido identificado como parte de los principales activadores de la respuesta a la hipoxia en A.
thaliana, sin embargo, de los tres genes tipo RAP2, el gen RAP2.3 es el que menor tiene
capacidad de activacion de genes relacionados con hipoxia (Bui et al., 2015), sin embargo, la
actividad de los tres genes parece ser redundante ante diferentes tipos de estrés y prolonga la
respuesta al estrés activada por acido abscisico (Padpi et al., 2015), de los cuales, AtRAP2.3
mantiene una expresion constitutiva, mientras que los otros dos genes se activan en respuesta
a la hipoxia (Gasch et al., 2016). Asimismo, existe evidencia de que la proteina codificada por
AtRAP2.3 interactla fisicamente con la proteina codificada por el gen ORA59 (Octadecanoid-
responsive arabidopsis 59) para entrar en el nlcleo ante diferentes tipos de estrés. Ademas, se
ha reportado que la sobre expresion del gen StRAP2.3 se relaciona directamente con el
incremento de tolerancia al estrés por frio en Solanum tuberosum (Shi et al., 2021). Por otro lado,
recientemente se concluyé que AtRAP2.3 se relaciona con el 6xido nitrico (ON), cuya
acumulacion genera la degradacion de los ERF-VII, actuando como un represor de la biosintesis
de ON y por tanto permitiendo la estabilizacién de las respuestas no dependientes de ON (Ledn
et al., 2020). Nuestros resultados sugieren que, la alta susceptibilidad de C. papaya al
anegamiento, que ya ha sido reportada anteriormente por Rodriguez et al. (2014), podria estar
vinculada a la presencia de solo un ortélogo de los genes AtRAP2 en su genoma, el de menor
capacidad de activacion de metabolismo anaerébico, sin embargo, es necesario estudiar su nivel
de expresion bajo este estrés abiodtico. Ademas, es relevante también estudiar el nivel de
expresion del gen CpRAP2.3 en diferentes genotipos de C. papaya resistentes a sequia (Estrella-
Maldonado et al., 2021), pues se ha reportado, en otras especies, que genotipos con resistencia
a la sequia muestran altos niveles de tolerancia a la inundacién y una buena respuesta a la

reoxigenacion posterior (Toral-Juérez et al., 2021). En los ensayos de expresion, se observo que

84



CAPITULO IV
la expresiéon del gen CpRAP2.3 incrementd en ambos genotipos en respuesta al anegamiento,

sin embargo, en el genotipo silvestre la expresion mostré un pico a las 24 h y disminuy6 a
mayores tiempos de anegamiento, mientras que en el genotipo Maradol la expresion fue
incrementando con el tiempo, hasta las 72 h de anegamiento. El gen RAP2.3 de kiwi (Actinidia
deliciosa) al ser sobre expresado en raices de tabaco inducen una alta tolerancia a la inundacion
mediante incrementar la actividad de las enzimas piruvato descarboxilasa (PDC) y alcohol
deshidrogenasa (ADH) (Pan et al., 2019). Recientemente, se observd experimentalmente que la
sobre-expresion del gen RAP2.3 induce un incremento en la tolerancia al anegamiento en
crisantemo (Chrysanthemum morifolium), la expresion de este gen es activado por la expresion
de otro factor de respuesta a etileno, el gen CmERFS5, los cuales en conjunto disminuyen la
cantidad de ROS (Li et al., 2023). El gen CpERF5 en C. papaya ha sido descrito previamente por
ser expresado constitutivamente en tejido vegetativo y reproductivo (Vallejo-Reyna et al., 2015).

Por ultimo, se identific6 un homologo al gen AtRAP2.12 en el genoma de C. papaya, el cual se
consider6 como CpRAP2.12. Los ensayos de expresion mostraron que este fue el Unico gen que
se expres6 en mayor cantidad en el genotipo silvestre de papaya, especialmente a las 72 h de
anegamiento. Se ha descrito en A. thaliana que existe una regulacidon negativa entre el gen
AtHRE1l y AtRAP2.12 (Giuntoli et al.,, 2014). Ademas, el gen AtRAP2.12 se ha reportado
experimentalmente como un sensor de oxigeno indispensable durante condiciones de normoxia
(cantidades normales de oxigeno) e hipoxia (Paul et al., 2016). Por lo tanto, el hecho de que C.
papaya no cuente con un homélogo de AtHREL y que sea el genotipo silvestre, mas resiliente al
anegamiento, el que muestre mayor expresion del gen CpRAP2.12, sugiere que este gen juega
un papel importante en la respuesta a la hipoxia por anegamiento en C. papaya. El papel que el
gen AtRAP2.12 juega en la colonizaciéon de ambientes con diferentes niveles de humedad en
poblaciones silvestres de A. thaliana ha sido asociado con variaciones en la regiéon promotora
del mismo (Lou et al., 2022).

Los andlisis filogenéticos y moleculares mostraron una gran similitud entre el gen CpRAP2.2 y el
gen CpRAP2.12. Al respecto, se ha reportado que para la respuesta a la hipoxia en A. thaliana
mediada por el gen AtRAP2.2 los genes WRKY33 y WRKY12 juegan un papel imprescindible en
su expresion (Tang et al., 2021). Estos dos genes han sido ya descritos en el genoma de C.
papaya y se ha demostrado que tiene un papel en la respuesta del genotipo silvestre al estrés
por falta de agua (Arroyo-Alvarez et al., 2023), lo que podria sugerir que estos genes jueguen un

papel importante en la mayor expresion del gen CpRAP2.12 en condiciones de anegamiento.
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Aunque también, la expresién del gen AtRAP2.12 ha sido asociada a la interaccion de los genes
ACYL-CoA-BINDING PROTEIN 4 (ACBP4)-WRKY70 (Guo et al., 2024), lo que sugiere que la

expresion al alza de CpRAP2.12 en condiciones de hipoxia por anegamiento podria estar

cercanamente asociada a la expresion previa de otros FT, como los WRKY y otros menos

estudiados como los ACBP y otros multiples reguladores (Gibss et al., 2025).

Por lo tanto, debido a la mayor resiliencia del genotipo silvestre al anegamiento y la expresion al
alza del gen CpRAP2.12 en respuesta a la hipoxia generada por el anegamiento, podemos
suponer que este gen ERF-VII juega un papel importante en la respuesta al anegamiento del
genotipo silvestre.
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4.5 CONCLUSIONES

1. El andlisis bioinformatico permitié identificar que existen al menos cinco genes
pertenecientes a la sub familia ERF-VII en el genoma de C. papaya, asociados a la

tolerancia al estrés por hipoxia inducido por anegamiento.

2. Se identificaron homélogos a los genes AtRAP2.3, AtRAP2.12 y AtHRE2, de este Ultimo
se identificaron al menos tres posibles homologos, por lo cual se seleccion6 aquel con
mayor nivel de similitud molecular, basado en las filogenias, alineamientos, identificacion

de motivos y estructuras 3D de las proteinas.

3. Se analiz6 la expresion del gen CpRAP2.3 en hojas de los dos genotipos de papaya en
estudio, Maradol y silvestre. Se observo que existe una expresion constitutiva de este gen
en las hojas, sin embargo, esta expresion se reprime fuertemente durante el tiempo que

dura el estrés por anegamiento.

4. Elandlisis de expresion de los genes ERF-VII en las raices de los dos genotipos permitio
identificar que los genes CpRAP2.3 y CpHRE2 muestran un mayor nivel de expresion a
las 72 h en el genotipo Maradol, sin embargo, el gen CpRAP2.12 muestra expresion al
alza, mayor en el genotipo silvestre que en Maradol, lo que sugiere que la mayor

resiliencia del genotipo silvestre al anegamiento podria estar mediado por este gen.
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CAPITULO V.

PRODUCCION DE ETILENO EN DOS GENOTIPOS DE Carica papaya BAJO
ESTRES POR ANEGAMIENTO

5.1 INTRODUCCION

El anegamiento de suelos ocurre cuando los espacios vacios del suelo son sustituidos por agua,
lo que trae como consecuencia que las raices de las plantas sufran una importante disminucién
del oxigeno disponible, lo que las lleva a un estado de estrés por hipoxia considerable (Manghwar
et al., 2024). Es por esto que, las plantas han desarrollado mecanismos importantes para poder
contrarrestar dicha hipoxia, entre los cuales, la produccion de etileno es uno de los principales
(Ullah et al., 2024). Esto se debe a una gran acumulacion de etileno en el tejido que, aunado a
la deficiencia de oxigeno, permite la estabilizacién de proteinas de la familia ERF-VII, las cuales,
al migrar al nacleo, activan numerosas respuestas fisiolégicas, morfoldgicas y metabdlicas que

permiten a las plantas contrarrestar los dafios ocasionados por la hipoxia (van Veen et al., 2025).

El etileno es una hormona gaseosa que se sintetiza a partir de una ruta enzimatica simple:
después de pasar de metionina a S-adenosil-L-metionina (SAM), por la enzima SAM-sintasa; la
SAM se convierte a l-aminociclopropano-1-acido carboxilico (ACC) por la ACC-sintasa, por
ultimo, ACC es convertido en etileno por la ACC-oxidasa (ACO) (Figura 5.1). Este ultimo paso
es de gran importancia en la limitacion de la produccion de etileno en las plantas (Houben y Van
de Poel, 2019), por el importante papel de la enzima ACO. Lo practico de esta ruta de biosintesis
permite que el etileno sea sintetizado en cualquier érgano de planta y en lapsos de tiempo muy
cortos (Balagueral-Lépez et al., 2014), lo que es fundamental en la respuesta a diferentes tipos
de estrés, como son de indole bibtico o abibtico, como es el caso de la deficiencia de oxigeno,

donde la planta debe reaccionar inmediatamente para sobrevivir.

Para el caso especifico de la papaya (C. papaya), existen numerosos estudios enfocados en el
papel del etileno en la maduracién del fruto (Fabi y Bernardino-do Prado et al., 2019; Chan-Leén
et al., 2023), sin embargo, es poco lo que se ha reportado sobre la produccion y el papel del

etileno durante otras funciones fisioldgicas, como la respuesta ante el estrés abidtico.
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Por lo tanto, el objetivo del presente capitulo fue cuantificar la produccion de etileno foliar en dos

genotipos de papaya, Maradol y silvestre, durante hipoxia inducida por anegamiento, asi como

determinar la expresion del gen ACO durante el anegamiento en estos dos genotipos.
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Figura 5.1. Ruta de biosintesis de etileno en plantas. Tomado de Houben y van de Poel (2019).

5.2 MATERIALES Y METODOS

5.2.1 Cuantificacién de etileno foliar en dos genotipos de papaya bajo anegamiento

5.2.1.1 Material Vegetal

Se pusieron a germinar semillas certificadas de papaya Maradol y semillas provenientes de
plantas silvestres de papayas, recolectadas previamente (Cap. lll). Las semillas y plantulas
llevaron el mismo tratamiento de germinacién, crecimiento y fertilizacién que se mencionan el

Capitulo Ill. El experimento se llevd a cabo cuando las plantas tuvieron 60 dias.

5.2.1.2 Disefio Experimental

Mediante un disefio experimental completamente al azar y con tres repeticiones, se llevo a cabo
el experimento de anegamiento y determinacion de la produccion de etileno en las plantas de
papaya Maradol y silvestre. Las plantas control fueron aquellas que se mantuvieron en éptimas
condiciones y drenaje. Mientras que, las plantas tratamiento se fijaron al fondo de macetas de

plastico de 10 L, sin orificios de salida, y se llenaron con 6 L de agua purificada (Figura 5.2),
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repitiendo el ensayo de anegamiento del Cap. Il y lll. EI anegamiento se mantuvo por 72 h,

pasado este tiempo se tomaron muestras para los ensayos de produccién de etileno.

Maradol Silvestre

)

;

Created in BioRender.com bio

Figura 5.2. Diagrama de los tratamientos del ensayo de anegamiento. Se utilizaron tres plantas

control y tres plantas en anegamiento por 72 h para cada genotipo. Hecho en BioRender.com

5.2.1.3 Captura de Etileno

Se determind la produccion de etileno de las hojas de papaya con ayuda de una caja de acrilico
de 15x10x15 cm, acondicionada con dos ventiladores internos, un septa y un sello acojinado
para no lastimar el peciolo de la hoja (Figura 5.3). Para la colecta del etileno se utilizé una jeringa

de 10 mL, con una llave de tres vias y viales de vidrio de 2.5 mL para HPLC.

La toma de muestras consistio en colocar una hoja dentro de la caja de acrilico, sellarla y dejarla
dentro por 24 h. Pasado este tiempo, se inserté la jeringa en el septo, se abrio la llave de paso,
se bombe¢ el aire 5 veces y se cerr6 la llave de paso. Finalmente, se inyectaron los 10 mL en un

vial, dejando escapar los primeros 5 mL para reemplazar el aire contenido e inyectando el resto.
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En un Cromatégrafo de Gases Agilent 7890A (Santa Clara, CA, EEUU), y con ayuda de una

jeringa Headspace de 1 mL (Calibre 26, punta no. 5, Hamilton), se inyect6 1 mL de las muestras
recolectadas en los viales. Se tomaron tres réplicas técnicas por cada muestra bioldgica de cada
tratamiento, dando un total de 36 muestras analizadas. ElI cromatdgrafo de gases estaba
equipado con un detector de ionizacién de flama (FID, programado a tasa de flujo de aire = 700
mL min?) y una columna GS-Q (30 m x 0.53 mm i.d., J&W Scientific CA, USA). Las condiciones
de corrida fueron 120°C en el inyector, 80°C temperatura isotérmica en la columna y 210°C en
el detector FID. Se utilizd Nitrégeno como gas acarreador, con un flujo de 0.50 mL s, en
inyeccion sin division (tipo splitless). El area bajo la curva, de los cromatogramas obtenidos, se
utilizé para determinar las concentraciones de etileno a partir de una curva estandar realizada
con anterioridad utilizando etileno al 99.5% de pureza. Se utiliz6 la aplicacion movil PETIOLE
PRO para determinar el area foliar de cada hoja que se coloc6 dentro de la caja de acrilico.

Figura 5.3. Caja de acrilico utilizada para capturar etileno. A) Caja de acrilico, B) Septa, C)

Ventiladores, D) Sello acojinado, E) Soporte
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5.2.2 Expresion del gen ACO en dos genotipos de papaya bajo anegamiento

5.2.2.1 Material vegetal

Se establecié un experimento de anegamiento utilizando dos genotipos de papaya, uno comercial
(Maradol) y uno silvestre. Los detalles experimentales se describen en el Cap. IV. Se obtuvieron
muestras de tejido foliar a las 0y 72 h de anegamiento, los cuales se congelaron inmediatamente
para preservarlos. Posteriormente, se realizé la extraccion de ARN total, tratamiento con DNAsa

y sintesis de cDNA de acuerdo al protocolo descrito en el Cap. IV.

5.2.2.2 Ensayos de expresién

Para realizar la amplificacion del gen ACO de ambos genotipos de C. papaya se utilizaron los
iniciadores  ACO1-F (5"-ACAAGAGCGTGGAGCACAGAGT-3) y ACO1-R (5-
TTTCGGGTACGCTGTTTTCTTCT-3"), disefiados y sintetizados por Chan-Le6n et al. (2023). Se
realizé la cuantificacion de la expresion relativa en tiempo real del gen CpACO para lo cual se
utilizé las siguientes condiciones de reaccion: Sybr Green Master Mix 2x (Applied Biosystems),
5 uM de cada iniciador y 300 ng de ADNc a un volumen final de 10 pL. El programa térmico
consistié en: desnaturalizacion inicial a 50°C por 2 min, seguido de 2 min a 95°C, 40 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C por 3 s y anillamiento a 62° por 30 s, siendo en este Ultimo punto donde
se cuantifico la fluorescencia. Posterior al programa de ciclado se realizé una curva Melt de 60°C
a 95°C. Se utiliz6 como gen normalizador de expresion enddgena el gen EF1a (Estrella-
Maldonado, 2017). El nivel de expresion relativa (REL) se determiné mediante el método 244Ct y
se realizdé un andlisis estadistico mediante una t-student bilateral, en el software R v.4.3.2.
De igual manera se llevd a cabo un andlisis semicuantitativo por RT-qPCR, utilizando los

protocolos descritos en el Capitulo V.
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5.3 RESULTADOS

5.3.1 Cuantificacién de etileno foliar en dos genotipos de papaya bajo anegamiento

5.3.1.1 Curva estandar

Se llevo a cabo una curva estandar (Figura 5.4) para relacionar el &rea bajo la curva, de los picos
de los cromatogramas, con los ymoles de etileno producidos, utilizando cuatro cantidades

diferentes de pmoles (2.8, 2.1, 1.4 y 0.7), con tres repeticiones cada una.
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Figura 5.4. Regresion lineal del area bajo la curva y la cantidad de ymoles (0.7, 1.4, 2.1, 2.8) de
etileno. Ecuacion: y = 413856x + 245496,R* = 0.9574

La cantidad de moles mas alta (2.82 pymoles) un tiempo de retencion (RT) 7.12 min y area bajo
la curva de 1333123, el pico de 2.12 uymoles se presentd a los 7.11 min con area bajo la curva
de 959425; las ultimas concentraciones, correspondientes a 1.41 y 0.70 pymoles, presentaron un
solo pico a los 7.11 y 7.10 min, con area bajo la curva de 432505 y 708306 respectivamente,
cabe mencionar que se detect6 un pico unico de etileno (Figura 5.5). Cada punto se corrié por
triplicado y se utilizaron en la regresion lineal y la R?, para poder relacionar el area bajo la curva,
con la cantidad de moles de las muestras. Finalmente, la grafica obtenida se muestra en la Figura

5.4, obteniendo una R? = 0.9115, asi como una funcién dada por y = 413856x + 245496. La
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funcién se utilizé para calcular los umoles de etileno producidos por las hojas segun el area bajo

la curva de los cromatogramas resultantes.

Volts

Retention Time b
2.8 pumol -5
£ 2.1 pmol
@ 1.4 umol 9
0.7 umol
F3
p=}
s
-2
F1
0 - ' ‘/M __\ Lo
0 2 4 6 10 12 12

Minutes

Figura 5.5. Cromatogramas unificados de las diferentes cantidades de etileno (umoles). Estandar al 99.5%

de etileno en un tiempo de retencion de 7.126 min

95



CAPITULO V.

5.3.1.2 Producci6én de etileno

Se determiné la cantidad de etileno producida las plantas silvestres y Maradol a las 72 h en
anegamiento y en plantas sin anegamiento (control) mediante cromatografia de gases. Las
condiciones de corrida permitieron identificar los picos esperados en todas las muestras controles
y anegadas de ambos genotipos cerca del minuto 7 (Figura 5.6). En todas las muestras, cerca
de los 6 min, se detectaron dos picos pequefios no cuantificables que podrian ser otros
compuestos que producen las plantas, se descart6é que fueran etileno por no coincidir con el RT
obtenido en la curva de calibracién (7.10 min). Ademas, los controles de ambos genotipos
presentaron un pico cuantificable cercano al RT esperado, siendo de 7.10 min en el genotipo
Maradol (Figura 5.6a) y 7.12 en el genotipo silvestre (Figura 5.6b) con un area bajo la curva en
promedio de 150069.25 u y de 146449 u respectivamente. En los tratamientos de anegamiento
el genotipo Maradol presenté un pico en el minuto 7.10 (Figura 5.6c), con un area bajo la curva
de 223171.3 u, mientras que el genotipo silvestre arrojé un pico en el mismo RT con un &rea bajo
la curva de 1483036.75 u (Figura 5.6d).

Maradol Silvestre
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Figura 5.6. Cromatogramas de las muestras foliares de C. papaya bajo estrés por anegamiento. a)
Control Maradol, b) Control silvestre, c) Anegamiento por 72 h Maradol y d) Anegamiento por 72 h

silvestre.

96



CAPITULO V.
Con los datos de éarea bajo la curva, arrojados en los cromatogramas, y la curva estandar

realizada anteriormente, se calcularon los ymoles de etileno producidos por cm en cada uno de
los tratamientos. El control del genotipo Maradol produjo 0.0637 umoles de etileno, por su parte,
en anegamiento produjo 0.1092 umoles de etileno, sin embargo, no se presentd diferencia
estadistica (p<0.05). De manera contrastante, el control del genotipo silvestre generé 0.0668
pmoles de etileno, mientras que, después de 72 h en anegamiento, produjo 1.1132 pmoles, con
diferencia estadistica (p<0.05) (Figura 5.7). De esta manera el genotipo silvestre generé mas

etileno que el genotipo Maradol (p<0.05) en respuesta al anegamiento por 72 h.
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Figura 5.7 Concentracién de etileno (umoles producidos por cm-2 de area foliar) encontraso alas
72h de anegamiento de dos genotipos de C. papaya, Maradol y silvestre. Las barras indican la

media +/- la desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencia estadistica, p<0.05.

97



CAPITULO V.
5.3.2 Expresion del gen ACO en dos genotipos de papaya bajo estrés por anegamiento

Se analizé la expresion del gen ACO a las 72 h de estrés por anegamiento en el genotipo Maradol

y un genotipo silvestre de C. papaya, tanto por RT-PCR punto final como por RT-gPCR.

Se observé un unico producto de amplificacién del gen ACO en todas las muestras de plantas
de C. papaya (Figura 5.8), el cual fue del tamafio esperado (150 bp). Se pudieron observar
diferencias en la intensidad de banda de las hojas, el caso del genotipo Maradol presentd un
aumento de la intensidad de banda a las 24 y 48 h de anegamiento, comparado con las 0 h, sin
embargo, a las 72 h no fue visible la banda. Por otro lado, el genotipo silvestre presenté la banda
de amplificacion a las 0 h de anegamiento, la cual aument6 a las 24 h y se mantuvo a la misma

intensidad a las 48 y 72 h de anegamiento.

En cambio, en las raices del genotipo Maradol, aunque si hay presencia de una banda observable
alas 0 h, su intensidad fue menor a las 24 h, mientras que no fue observable en los tratamientos
alas 48y 72 h. Por su parte, el genotipo silvestre presentd bandas tenues apenas identificables,

con intensidades similares entre ellas, en todos los tiempos de anegamiento.

Con estos resultados se selecciond a la hoja, en el tratamiento de 72 h de anegamiento para el
analisis por RT-qPCR del gen ACO.
Hoja Raiz
MARADOL SILVESTRE MARADOL SILVESTRE

0 24 48 72 0 24 48 72 0 24 48 72 0 24 48 72

ACO

Figura 5.8 Producto de amplificacion del gen ACO. Visualizados en gel de agarosa al 1.5%, tefiido con
Sybr Safe® de los tejidos de hoja y raiz de los genotipos Maradol y Silvestre durante 0, 24, 48y 72 h en
estrés por anegamiento. Se observa el peso del amplicén al lado derecho del gel.

5.3.2.1 Amplificacion en RT-qPCR del gen ACO

De acuerdo con lo observado en la amplificacion por PCR punto final del gen ACO, la curva Melt
presentd un solo producto de amplificacion (Figura 5.9a), asi como una respuesta sensible al

cambio de concentracion, utilizada para realizar la curva estandar (Figura 5.9b).
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Al realizar el ensayo de expresién del gen ACO en hojas de C. papaya silvestre y Maradol, se

observé que previo al anegamiento la expresibn de este gen en ambos genotipos fue
estadisticamente similar (p>0.05), sin embargo, posterior a 72 h de anegamiento, la expresion
del gen ACO en el genotipo Maradol se mantiene similar al control, a diferencia del genotipo
silvestre, el cual muestra un incremento respecto al control sin anegamiento (p<0.05) (Figura
5.10).
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Figura 5.9. Curva Melt y Curva estandar de los iniciadores del gen ACO en C. papaya.
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Figura 5.10. Niveles de Expresion Relativa (REL) del gen ACO en dos genotipos de papaya medido a las

72 h bajo condiciones de anegamiento. Las barras indican la media +/- desviacion estandar. Letras

diferentes indican diferencia estadistica (p<0.05).
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5.4 DISCUSION

Al encontrarse en condiciones de suelos anegados, las plantas entran en un estado de
insuficiencia de oxigeno, el cual puede ir desde la hipoxia hasta la anoxia (Timilsina et al., 2022).
Una de las principales respuestas de la planta a la inundacién o anegamiento, y la consecuente
falta de oxigeno en las raices es el censado del oxigeno mediante moléculas especializadas
como las PCO (Taylor-Kearny et al., 2022). Una vez que se alcanza niveles de ausencia de
oxigeno, la planta debe cambiar de la respiracion mitocondrial y fijaciéon de carbono al
metabolismo anaerébico y fermentacion para poder producir energia (Sasidharan et al., 2018).
Este cambio en el metabolismo ocasiona que la planta comience a producir y acumular etileno,
lo que induce la estabilizacion de ERF-VII y permiten la expresion de genes de respuesta a la
hipoxia (Ugalde, 2022).

En el capitulo Ill de la presente tesis se mostré que el genotipo silvestre de C. papaya es mas
resiliente al anegamiento que el genotipo Maradol, lo cual se observé especialmente en la
dindmica del PSll y la estabilidad de la membrana del genotipo silvestre (Gonzalez-Oviedo et al.,
2025hb). Aunado a lo anterior, en el capitulo IV se observé que en el genotipo silvestre el gen
CpRAP2.12 tiene una mayor expresion relativa en comparacion al genotipo Maradol, lo que
podria estar asociado a su mayor resiliencia. En el presente capitulo se observo que existe una
clara diferencia en la produccién y acumulacién de etileno en el genotipo silvestre a las 72 h en
anegamiento, lo cual explicaria la mayor expresién del gen CpRAP2.12 en C. papaya silvestre
respecto al genotipo Maradol. Este fendmeno en que la acumulacién de etileno se asocia a
tolerancia a la inundacion ha sido reportado en otras plantas como maiz (Geng et al., 2023), soya

(Leeggangers et al., 2023) y A. thaliana (Liu et al., 2022), entre otras.

Asimismo, se determiné la expresion del gen ACO (que codifica a la enzima involucrada en la
biosintesis de etileno) entre ambos genotipos de papaya a las 0 y 72 h en anegamiento. Los
resultados muestran que, posterior al periodo de anegamiento, el genotipo Maradol reprime por
completo la expresion del gen ACO, mientras que el genotipo silvestre mantiene su expresion. A
pesar de que la ruta de biosintesis de etileno en las plantas es muy sencilla, compuesta
solamente por dos enzimas: la ACC sintasa (ACCs) y la ACC oxidasa (ACO), la regulacion de la
expresion y la estabilidad postraduccional de estas enzimas es complejo (Pattyn et al., 2021). En
papaya, se ha descrito la presencia de dos copias ortélogas del gen ACO (CpACCol y
CpACCo2), la expresion de los cuales se correlacionan directamente con la produccién de etileno

durante la maduracién de los frutos (Chan-Leén et al., 2023). Estos resultados demuestran
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claramente que la mayor resiliencia al anegamiento del genotipo silvestre (descrita en el capitulo

) y la expresion al alza del gen CpRAP2.12 del genotipo silvestre (en el capitulo 1V), parecen
estar asociadas a la capacidad de este genotipo de inducir el gen ACO vy producir etileno en

respuesta a anegamiento.
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5.5 CONCLUSIONES

Una de las diferencias mas relevantes, al comparar la respuesta del genotipo silvestre y Maradol
de C. papaya durante el estrés por anegamiento, fue la produccién y acumulacion de etileno. En
este sentido, el genotipo Maradol al no inducir la activacion del gen ACO después de 72 h en
anegamiento no se produjo suficiente etileno foliar para su deteccién, en cambio, en el mismo
tratamiento, el genotipo silvestre al presentar una mayor actividad de este gen, tuvo como
consecuencia una mayor cantidad de etileno sintetizado. Tomando en cuenta los parametros
fisiologicos y los genes de respuesta a etileno, estudiados en los capitulos anteriores, podemos
concluir que el etileno lleva a cabo un papel relevante en la respuesta mas tolerante durante el

estrés por anegamiento en el genotipo silvestre de C. papaya que en el genotipo Maradol.
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CAPITULO VI

DISCUSION, CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS

6.1 DISCUSION

El cambio climatico global ha traido consigo alteraciones a las precipitaciones a escala mundial
(Abbass et al., 2022). Generalmente se asocia dicha alteracion con la ausencia de lluvias,
causando problemas de estiaje y sequia en muchas regiones de produccion agricola, lo que
termina impactando fuertemente en la produccion (Riedesel et al., 2024). Sin embargo, en otras
regiones, como en la Peninsula de Yucatan, las alteraciones pluviales han generado lluvias
excesivas, generando que la cantidad de agua que llega al suelo sea mayor que la capacidad de
infiltracién del mismo, ocasionando inundaciones en suelos agricolas (Tabari et al., 2020; Diaz-
Garcia et al., 2020).

La inundacion y anegamiento en suelos agricolas ocasiona que disminuya la cantidad de oxigeno
presente y disponible en el suelo, ocasionando que la planta entre en una deficiencia de oxigeno
gue puede ir desde hipoxia (bajas concentraciones de oxigeno) hasta la anoxia (ausencia total
de oxigeno) (Striker, 2012). Los mecanismos fisiolégicos y moleculares de la respuesta de las
plantas, a la deficiencia de oxigeno, muestran variaciones importantes entre plantas. Estas
respuestas van desde la formacion de estructuras especializadas como los aerénquimas en el
arroz (Yamauchi et al., 2013) hasta la activacion del metabolismo anaerébico (Loreti et al., 2017).
Sin embargo, en general, los mecanismos de respuesta a la hipoxia por inundacion se asocian a

la produccion de etileno por la planta y la expresion de los ERF-VII (Loreti y Perata, 2017).

Previamente se ha reportado que genotipos de plantas con un alto nivel de tolerancia a la sequia
pueden presentar un importante nivel de tolerancia a la hipoxia por inundacion (Toral-Juéarez et
al., 2021). Esto resulta interesante ya que, para el cultivo de papaya, se ha observado que
genotipos silvestres colectados en la Peninsula de Yucatan muestran un alto nivel de tolerancia
a la sequia (Estrella Maldonado et al., 2021; Girén-Ramirez et al., 2021; Bautista-Bautista et al.,
2024), por lo cual es importante conocer su respuesta ante el anegamiento, estrés ante el cual

genotipos de papaya han sido reportados ser altamente susceptibles (Thani et al., 2016).

Con relacion a lo anterior, en la presente tesis habiamos hipotetizado que el genotipo silvestre

de C. papaya posee una respuesta fisiologica y molecular diferencial en respuesta al estrés por
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anegamiento comparada con el genotipo Maradol, la cual se encuentra relacionada a los ERF-
VIL.

De manera que, en este trabajo, se evalud la respuesta fisiol6gica de un genotipo silvestre de
papaya y se compar6 con su contraparte comercial. En el capitulo Il, se describe la respuesta
fisiolégica del genotipo silvestre de papaya al anegamiento prolongada, mostrando que, a
diferencia de lo que se ha reportado previamente en papaya comercial que muestra dafios
irreversibles a las 24 h en anegamiento (Thani et al., 2016), el genotipo silvestre alcanza su
méaximo dafio hasta las 72 h en anegamiento. Lo cual se observé tanto en el angulo de los
peciolos, como en una mayor caida de hojas en el genotipo Maradol en comparacién al genotipo

silvestre.

En el capitulo lll, se demuestra claramente que el genotipo silvestre de papaya tiene una
respuesta fisiol6gica diferencial respecto a papaya Maradol. Especialmente se observa en
relacion a la estabilidad de la membrana, pues la fuga de electrolitos fue estadisticamente menor
en el genotipo silvestre respecto a Maradol, lo cual ha sido reportado previamente como una
caracteristica asociada a la tolerancia a la inundacion en plantas (Rajendran et al., 2025). Por
otro lado, el genotipo silvestre muestra una mayor estabilidad en variables del PSII como el valor
de Fv/IFm y las curvas OJIP (Estrella-Maldonado et al., 2021; Giron-Ramirez et al., 2021;
Bautista-Bautista 2024). El PSIl es especialmente sensible ante el estrés abibtico en plantas
(Chauhan et al., 2023), en relacion con el anegamiento, se ha reportado que genotipos con alta
sensibilidad muestran rdpidamente caidas en los valores de fluorescencia Fv/Fm (Sharma et al.,
2022) y, por el contrario, la estabilidad de este valor puede funcionar como un marcador de
tolerancia (Lin et al., 2022). Por lo tanto, los resultados obtenidos en el capitulo Il muestran que
el genotipo silvestre tiene una mayor capacidad de tolerar y reponerse ante el estrés por

anegamiento que el genotipo Maradol.

Debido a lo anterior, en el capitulo IV se determiné la presencia de genes de la subfamilia ERF-
VIl en el genoma de C. papaya, se caracterizaron molecularmente mediante diversas
herramientas bioinformaticas y se determin6 su nivel de expresién relativa en respuesta al
anegamiento en los dos genotipos evaluados en el capitulo Ill. Los resultados del analisis
mostraron la presencia de al menos cinco miembros de la subfamilia ERF-VII, de los cuales se
identificaron homadlogos a los genes AtRAP2.12, AtRAP2.3 y AtHRE2 de A. thaliana. Estos genes

mostraron todas las caracteristicas descritas para los ERF-VII, como el dominio AP2 y el N-
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terminal (Giuntoli y Perata, 2017). Los andlisis de motivos conservados y estructura

tridimensional de las proteinas entre las obtenidas de A. thaliana y las aisladas de C. papaya
muestran altos niveles de similitudes, confirmando la hip6tesis de que son homdélogos. El ensayo
de expresion relativa de estos genes permitié observar comportamientos interesantes de estos
genes durante el anegamiento. Por ejemplo, para el caso de los genes CpRAP2.3 y CpHRE2, se
observd mayor nivel de expresion relativa en el genotipo Maradol, a pesar de que este es menos
resiliente al anegamiento que el genotipo silvestre, sin embargo, reportes previos demostraron
gue la activacion del gen CpHRE2 no necesariamente se asocia a la produccién de etileno, ya
que su regulacion es diferente al gen CpHREL, el cual no se identificé en papaya (Hess et al.,
2011). Mientras que, el gen RAP2.3 si se asocia con una mejor respuesta a la inundacion en
diferentes especies (Bai et al., 2019; Li et al., 2023), por lo cual, es necesario realizar andlisis
adicionales para comprender cual es su funcién en papaya, por ejemplo, la interaccion con otros
ERF como ORAbL9 para poder activar genes de respuesta a la hipoxia (Kim et al., 2018) o regular
la produccion de NO (Ledn et al., 2020).

Por dltimo, el gen CpRAP2.12 mostrd una expresion relativa mayor en el genotipo silvestre que
en el genotipo Maradol. Este gen ha sido considerado como el principal sensor de oxigeno en A.
thaliana (Paul et al., 2016). Ademas, se ha descrito que la interaccion de RAP2.12 con los genes
WRKY70 y ACBP4 inducen tolerancia de esta especie a la inundacién (Guo et al., 2024). Es
interesante resaltar que, de acuerdo con lo observado en el capitulo Ill, en el genotipo silvestre
se observé mayor cantidad de oxigeno disuelto en el agua de anegamiento que en el genotipo
Maradol, lo que podria estar asociado a una mayor expresion del gen CpRAP2.12. Por lo tanto,
los resultados del capitulo IV de la presente tesis sugieren que la mayor resiliencia al
anegamiento del genotipo silvestre de papaya podria estar asociado a la expresién de los genes
CpRAP2.12.

Finalmente, los resultados de la cuantificacion de etileno foliar entre ambos genotipos de papaya
en respuesta al anegamiento en el capitulo V, demostraron que ambos genotipos mantienen una
produccion de etileno muy baja, apenas detectable mediante la cromatografia de gases, en
condiciones normales. Sin embargo, posterior a 72 h de anegamiento, se observo claramente
una produccion diferencial entre ambos genotipos, siendo el genotipo silvestre el que muestra
una mayor produccién de etileno a comparacion del genotipo Maradol. Este resultado es
concordante con la expresion del ACO, el cual se observa sin diferencia previo al anegamiento

entre ambos genotipos, mientras que, después de 72 h de anegamiento, el genotipo Maradol se
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reprime por completo la expresion del gen, mientras que el genotipo silvestre se mantiene en

niveles altos. Estos resultados son importantes para comprender los niveles de expresion de los
ERF-VII descritos en el capitulo IV, pues la acumulacién del etileno a las 72 h de anegamiento
podria explicar la mayor expresion del gen CpRAP2.12 (Liang et al., 2019), asi como la expresion
del gen CpRAP2.3 (Kim et al., 2018). Ademas, aunque el gen CpHRE2 se muestra mas
expresado en el genotipo Maradol, el cual no acumula tanto etileno, se ha demostrado que la
regulacion de la expresion de este por gen por etileno no es tan directa como para el gen CpHRE1
(Hess et al., 2011).
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6.2 CONCLUSIONES GENERALES

El estrés por anegamiento afecta fisioldgica y molecularmente a Carica papaya, manifestando
signos de estrés desde las primeras 24 h en el genotipo comercial Maradol, y en menor medida
en el genotipo silvestre. Sin embargo, las plantas silvestres presentan una respuesta mas
tolerante en comparacion con el genotipo Maradol, con menores afectaciones en parametros
fisioldgicos clave, como la fotosintesis, la conductancia estoméatica, eficiencia fotosintética y fuga
de electrolitos, asi como mayor concentracién de oxigeno disponible en el agua de las macetas
durante el anegamiento. Aunque la papaya silvestre también experimenta dafios morfoldgicos,
como la pérdida de hojas y epinastia acelerada, posiblemente relacionada con la acumulacion
de etileno, su capacidad de recuperacion en términos de eficiencia fotosintética sugiere la
existencia de mecanismos de resiliencia al estrés, en comparacion con el genotipo Maradol, ya
gue, aunque ambos presentaron afectaciones, éstas fueron menores en el genotipo silvestre. Asi
mismo, los efectos en los parametros fisioldgicos durante el anegamiento, se correlacionaron en
mayor medida con la disposicién de oxigeno que con el potencial hidrico de las hojas en ambos
genotipos.

Por su parte, el andlisis molecular en el genoma de papaya permitié identificar al menos cinco
genes pertenecientes a la subfamilia ERF-VII, los cuales estan asociados a la respuesta a hipoxia
inducida por anegamiento. En particular, se identificaron homoélogos de AtRAP2.3, AtRAP2.12 y
AtHREZ2, observandose que la expresion de los genes CpRAP2.3 y CpHRE2 en las raices
muestran una mayor expresion en el genotipo Maradol. Por otro lado, la mayor expresién de
CpRAP2.12 en el genotipo silvestre sugiere que este gen podria desempenfar un papel clave en
la mayor tolerancia al estrés por anegamiento. Estas respuestas se encuentran fuertemente
vinculadas a la sintesis de etileno, lo cual se observa en mayores niveles de expresion del gen
precursor de etileno, ACO a las 72 h de anegamiento, Unicamente en el genotipo silvestre.
Asimismo, las plantas silvestres de papaya presentaron mayor acumulacién de etileno que el

genotipo Maradol. Se resumen lo anterior en el esquema de la Figura 6.1.

Por lo tanto, segun nuestra pregunta de investigacion la evidencia sugiere que, durante el estrés
por anegamiento, el genotipo silvestre manifiesta mejor respuesta morfologica, fisioldégica, en
produccion de etileno y expresion al alza de un gen tipo ERF-VII que el genotipo Maradol (Figura
6.2).

109



CAPITULO VI

.
'
.
v
Photosynthesis \%{3 o i '5."""-."
. Stomatal e i e 3
- 1 @7 L
(Piaps ) : % (conductance) l A IR \)
ak LY

Transpiration ; : R foesivecaians .
(onspieion) || SR ;

Electrolyte | ... ..
leakage H

T €O,
T ercahuer
@ 1 —©
®

Created in BioRender.com bio

Figura 6.1 Esquema de la respuesta fisiolégica y molecular del estrés por anegamiento en C.
papaya genotipo silvestre. Durante el estrés por anegamiento se limita la disponibilidad de
oxigeno dentro de las células, se conoce que esta condicion puede generar un aumento de ROS,
gue dafia los PSI y PSII, disminuyendo la fotosintesis y aumentando la florescencia, asi como
posible dafio en las membranas celulares, lo que genera fuga de electrolitos (mayor dafio en
membrana observado en el genotipo Maradol); ademas, las ROS generados por el estrés de
anegamiento pueden inducir una cascada de sefializacion por MAPK, la cual induce la actividad
de ACO, que es la enzima final de la ruta de biosintesis de etileno (lo cual Unicamente se observa
en el genotipo silvestre, no en el Maradol). Es conocido que el etileno activa los receptores de
etileno GCN2 e EIN3, ambos precursores de los ERF, que activan los RAP2.12, RAP 2.3y HRE2.
Estos genes, en sinergia con el etileno inducen el cierro estomatico, disminuyendo la
conductancia estomatica y la transpiracion, lo que permite la acumulaciéon de CO; intercelular.
Asi mismo, la induccién del gen RAP2.12, observada en el genotipo silvestre, podria estar
vinculada la proteccion de membranas y permitiendo la dosificacion del oxigeno disponible en el
agua para un estrés prolongado en este genotipo. Hecho en BioRender.com.
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¢Existen diferencias fisioldgicas y moleculares, relacionadas a
los ERF-VII, en la respuesta al anegamiento entre los
genotipos Maradol y Silvestre de Carica papaya?
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Figura 6.2. Esquema de la respuesta morfoldgica, fisiolégica, de produccién de etileno y expresion al alza
del genotipo silvestre de C. papaya ante el estrés por anegamiento.

111



CAPITULO VI

6.3 PERSPECTIVAS

La informacidn obtenida en este trabajo nos permite sentar algunas bases para entender mejor

la compleja respuesta de las plantas de papaya ante el anegamiento. Este estrés ha sido poco

estudiado y este es el primer trabajo, a este nivel, en dicha especie, por lo que se abren muchas

interrogantes al respecto, las cuales pueden servir para futuras investigaciones que sirvan para

el eventual mejoramiento genético de esta especie, para afrontar las adversidades que puedan

presentarse en un futuro cercano como consecuencia del cambio climatico.

Debido a que se consideraron tiempos de anegamiento prolongados, para el estudio de
los parametros fisiolégicos y moleculares, es importante considerar en un estudio
subsecuente su analisis desde los primeros minutos en que se llevé a cabo el estrés,
hasta las primeras horas. Enfocandose en ensayos bioguimicos para la determinacion de
ROS, enzimas antioxidantes y algunos metabolitos identificados durante diferentes tipos
de estrés como la prolina.

Considerando que los resultados del experimento fisiol6gico, sugirieron que las plantas
silvestres presentan mejores respuestas al anegamiento en algunos parametros
fisiolobgicos medidos en las hojas, es necesario estudiar nuevos parametros en las raices,
como tasa de respiracion, potencial hidrico, tasa de absorciéon de agua y produccién de
etileno, los cuales brindaran informacién mas detallada sobre el movimiento del agua en
la planta durante el estrés; asi mismo, se pueden acompafiar con estudios de microscopia
Optica que permitan identificar los dafos a nivel tejido durante el avance del anegamiento
en las raices a lo largo del tiempo.

Ya que se ha estudiado que la respuesta al anegamiento puede provenir de diferentes
rutas dentro de una misma planta, es relevante plantear un andlisis transcriptomico
durante el estrés por anegamiento, el cual brindara informacion relevante sobre qué otros
genes se involucran en la respuesta a este estrés, y, considerando la respuesta
diferencial entre los genotipos Maradol y silvestre, se podran identificar mas genes
candidatos para el mejoramiento genético de variedades comerciales resilientes a
anegamiento.

Debido a los importantes roles que llevan a cabo los ERF-VII son necesarios estudios de

sobreexpresion y edicidn génica.
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