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Resumen 

Los factores transcripcionales TGA (TGACG MOTIF-BINDING FACTOR) están 
involucrados en la defensa de la planta e interactúan con la proteína NPR1 considerada 
como la reguladora maestra de la respuesta sistémica adquirida (SAR) y promover de 
esta forma la expresión de genes PR (Pathogenesis related) . 
El desarrollo de la presente tesis se debe a la falta de conocimiento del número, la 
estructura, filogenia y el comportamiento de genes que codifican para factores 
transcripcionales TGA de papaya Maradol y su posible relación con la defensa en papaya. 
En comparación con las 10 secuencias genómicas de AtTGA de Arabidopsis thaliana, se 
encontraron in si/ico seis genes homólogos dentro del genoma de C. papaya var SunUp y 
se denominaron como Cp TGA 1, Cp TGA2, Cp TGA3, Cp TGA4 , Cp TGA5 y Cp TGA6 y un 
gen homólogo a bZIP denominado CpTGA7 que presentaron altos porcentajes de 
identidad de nucleótidos traducidos en la búsqueda tblastx. CpTGA5 corresponde a una 
secuencia previamente reportada como bZIP (denominada Cp25) que no había sido 
reportada como TGA. 
En el árbol filogenético se observó que tres genes se agruparon uno cada uno dentro de 
subclados originalmente relacionados con defensa. Se propuso la clasificación de los 
CpTGA en función de los subclados formados 1, 11 o 111 involucrados en defensa y 
desarrollo. 
CpTGA1, CpTGA, CpTGA6 y CpTGA4 mostraron expresión basal en todos los tejidos que 
se probaron. Cp TGA2 se expresó fuertemente en todos los tejidos excepto en peciolos 
mientras que Cp TGA5 se expresó solamente en pétalos y en menor medida en peciolos lo 
que sugiere que este gen es tejido específico y puede estar involucrado en desarrollo 
floral de papaya. Por otro lado se evaluó la expresión de toda la familia de CpTGA en 
respuesta a ácido salicílico (SA) . La expresión de CpTGA3, CpTGA4 y CpTGA6 
incrementó ligeramente en respuesta a SA, lo que sugiere la posible participación de 
estos genes en la respuesta SAR en papaya. 
Adicionalmente se evaluó la expresión de genes Cp TGA en frutos de papaya Maradol 
contra C. gloeosporioides. Cp TGA 1, Cp TGA3 y Cp TGA6 mostraron expresión 
aparentemente menor en frutos infectados lo que sugiere que estos genes no responden 
adecuadamente contra el patógeno. Cp TGA2, Cp TGA4 y Cp TGA5 no presentaron cambio 
en la expresión y probablemente que no se relacionen en la defensa en contra de C. 
g/oeosporioides. Por el contrario CpTGA7 fue el único que aumentó su expresión y podría 
relacionarse en la defensa en contra del patógeno. 
También se transformó diferentes tejidos de papaya. Se verificó la expresión transitoria de 
un gen reportero uidA regulado por un promotor inducible por etanol. Finalmente se 
estableció un protocolo alternativo de embriogénesis somática de papaya Maradol a partir 
de embriones cigóticos. Conjuntamente la expresión transitoria y la transformación de 
embriones somáticos ofrecen la posibilidad de obtener plantas transgénicas de papaya 
Maradol que sobre expresen transgenes como los TGAs regulados por un promotor 
inducible con la finalidad de aumentar la resistencia de papaya en contra de patógenos 
como C.g/oeosporioides. 
Palabras clave: bZIPs, TGAs, respuesta sistémica adquirida, defensa, Colletotrichum 
g/oeosporioides, promotor inducible por etanol, embriogénesis somática, papaya Maradol 
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Abstract 

TGA transcription factors (TGACG MOTIF-BINDING FACTOR) are involved in plant 
defense and are found to interact with the NPR 1 protein considered as the master 
regulator of systemic acquired resistance (SAR) and promote by this way the expression 
of PR genes (Pathogenesis related) . 
The development of this thesis is due the lack of knowledge of the number, structure, 
phylogeny and behavior of genes that codify for TGA transcription factors in papaya 
Maradol and its' possible relation with defense of papaya. 
Compared to the1 O AtTGA genomic sequences from Arabidopsis thaliana, 6 homologous 
genes of were found in silico within the genome of Carica papaya var SunUp papaya var 
and were called as Cp TGA 1, Cp TGA2, Cp TGA3, Cp TGA4, Cp TGA5 and Cp TGA6 and 
one homologous gene to bZIP called CpTGA7 that showed high identity percentages of 
translated nucleotides from tblastx search. 
The phylogenetic tree showed that three genes were grouped one each in a subclade 
originally related with defense. lt was proposed the classification of CpTGA in function of 
the formed subclades 1, 11 and 111 involved in defense and development. 
Cp TGA 1, Cp TGA3, Cp TGA6 and Cp TGA4 showed basal expression in all tissues that 
were tested. Cp TGA2 was strongly expressed in all tissues except in petioles while 
CpTGA5 was expressed only in petals and to a lower extent in petioles suggesting that 
this gene is tissue specific and may be involved in floral development of papaya. In 
addition was evaluated the expression of the entire family of CpTGA in response to 
salicylic acid (SA) . The expression of CpTGA3, CpTGA4 and CpTGA6 increased in 
response to SA, suggesting the involvement of these genes in the SAR response in 
papaya. 
In addition was evaluated the gene expression of CpTGA in papaya Maradol fruits against 
C. gloeosporioides. Cp TGA 1, Cp TGA3 and Cp TGA6 apparently showed lower expression 
in infected fruits suggesting that these genes do not respond adequately to the pathogen. 
CpTGA2, CpTGA4 and CpTGA5 showed no change in expression and probably are not 
related to the defense against C. gloeosporioides. On the contrary Cp TGA 7 was the only 
that increased its' expression and may be related to the defense against the pathogen. 
Also were transformed different tissues of papaya. Was verified the transient expression of 
a uidA reporter gene regulated by an ethanol inducible promoter. Finally was established 
an alternative protocol of somatic embryogenesis for papaya Maradol from zygotic 
embryos. Together transient expression and transformation of somatic embryos offer the 
possibility for obtaining transgenic plants of papaya Maradol that over express transgenes 
like TGAs regulated by an inducible promoter with the purpose of enhance the resistance 
of papaya against pathogens as C. gloeosporioides. 

Key words: bZIPs, TGAs, systemic acquired resistance, defense, Colletotrichum gloeosporioides , 
ethanol inducible prometer, somatic embryogenesis, papaya Maradol 
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Capítulo 1 

CAPÍTULO 1 

1.1 INTRODUCCIÓN 

La papaya (Carica papaya L.) probablemente tuvo sus orígenes en México y Costa Rica, 

para luego dispersarse a la India, Filipinas y África. Actualmente se cultiva en climas 

tropicales hasta los 2000 msnm, puede cultivarse expuesta totalmente al sol , requiere 

altas temperaturas y suelo muy bien drenado. La planta es de crecimiento rápido y genera 

un árbol con ramificaciones. El fruto es largo, de entre 7 a 30 cm de longitud, llegando a 

pesar hasta 9 kg y es de forma oblonga hasta esférica. El fruto comestible se consume 

fresco, se usa para elaborar jaleas y como saborizante. Adicionalmente la papaya 

contiene la enzima proteolítica papaína que se extrae y se comercializa como ablandador 

de carne. Finalmente, el fruto tiene un alto contenido en vitamina A y B (Hill , 2008) . 

Para México la papaya Maradol es uno de los más importantes productos de exportación, 

según la FAO en el año 2007 México fue el primer exportador y segundo principal 

productor de papaya en el mundo (FAOSTAT, 2007) . 

Una de las principales enfermedades de la papaya es causada por Co/letotrichum 

gloeosporioides que puede causar antracnosis. Las infecciones de antracnosis se inician 

en etapas tempranas del desarrollo de la fruta, pero el patógeno permanece quiescente 

como un apresorio con infección o hifa sub cuticular hasta que la fruta alcanza la edad 

óptima (Dodd , 1992). 

De acuerdo con Flaishman y Kolattukudy (1994), los niveles de etileno producidos por 

frutas climatéricas son suficientes para promover la infección de hongos. Loon et al. 

(2006) mencionaron que el etileno puede inducir la resistencia cuando se aplica antes de 

la infección pero que cuando la inducción ocurre durante la infección o cuando los 

primeros síntomas se manifiestan, se estimula el progreso de la enfermedad, 

dependiendo del tipo de interacción entre planta y patógeno. 

Se ha reportado que durante la maduración de aguacate y plátano el etileno aumenta de 

0.2 a valores comprendidos entre 25 y 450 uL L-1, este incremento en la concentración de 

etileno fue más que suficiente para promover la infección por C. gloeosporioides o C. 

musae. El etileno actuó como señal para estimular la germinación de esporas, formación 
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de micelio y formación de apresorios múltiples aumentando la capacidad de los hongos 

para ingresar dentro del hospedero (Fiaishman y Kolattukudy, 1994). 

Casarrubias et al. (2002) determinaron que el mayor avance de la antracnosis 

(esporulación de C. gloeosporioides) se presentó en frutos en estado de maduración para 

consumo y aquellos que iniciaron su etapa climatérica. 

Por tanto el problema relacionado con la infección por C. gloeosporioides en papaya 

radica en que el hongo se encuentra presente en etapas tempranas de desarrollo del fruto 

sin presentar sintomatología, pero una vez que el fruto empieza a madurar, el hongo 

utiliza la señal química promovida por el etileno para iniciar su proliferación y generalizar 

el ataque en el fruto en etapa de postcosecha durante el transporte y la venta del 

producto. 

La presente tesis se justifica debido a que se requieren procedimientos alternativos y 

efectivos para el control de C. gloeosporioides en papaya Maradol en etapa de 

postcosecha con la finalidad de reducir las pérdidas ocasionadas por la antracnosis 

desarrollada por este patógeno durante el almacenamiento , transporte, y venta del 

producto. 

El aporte fundamental de esta tesis se centra en la caracterización molecular de factores 

transcripcionales tipo TGA en papaya, el estudio de la expresión de genes que codifican 

para estos factores transcripcionales relacionados a su vez con la regulación de genes de 

defensa y finalmente el establecimiento de un procedimiento para la obtención de 

embriones cigóticos con potencial para su transformación genética. 

1.2 ANTECEDENTES GENERALES 

1.2.1 PAPAYA ~ 

La papaya es una eudicotiledonea que pertenece al orden de las Brassiccales, familia 

Caricaceae, taxa papaya o Carica papaya , su centro de origen probable es 

Centroamérica, y las mayores zonas productoras alrededor del mundo son Brasil , Nigeria, 

India, México e Indonesia (Pioetz, 2008). 
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Es una planta arborescente y perennifolia de entre 2 a 1 O m de alto. Posee una copa 

abierta y redondeada, hojas palmeadas grandes y pecioladas unidas directamente al tallo 

principal. Peciolo largo (0.7 a 1 m) . Tallo erguido, cilíndrico y hueco excepto en los nodos. 

La corteza es lisa, verde grisácea con manchas pardas oscuras. Las flores pueden ser 

pistiladas, estaminadas o bisexuales con cáliz tubular de 8 a 1 O mm de largo. Los frutos 

son bayas elipsoidales esféricas. Las semillas son esféricas, la endotesta es pardo 

negruzca y arrugada y están cubiertas por una capa mucilaginosa (sarcotesta) . Existen 

plantas dioicas, monoicas, hermafroditas y polígamas (Vazquez et al.1999) . 

El fruto de papaya aporta 39 kcal , 1 g de proteína y 1 O g de carbohidratos por 1 OOg de 

fruto fresco, tiene alto contenido en vitamina A, B, C y D (Pioetz, 2008; Vazquez et al. 

1999). 

De acuerdo con SIAP-SAGARPA hasta el mes de abril de 2012 se contabilizaron 16,557 

Ha de papaya sembradas en México con una producción de 160369 ton de frutos de 

papaya. Comparativamente para el año 201 O se sembraron 16,227.71 Ha de papaya, que 

representó una producción de 616,215.46 ton con un ingreso de 2,617,933,160 millones 

de pesos. 

1.2.1.1 BIOTECNOLOGÍA Y BIOLOGÍA MOLECULAR DE PAPAYA 

La papaya es la primera especie frutícola tropical de la cual se ha obtenido una variedad 

modificada genéticamente, resistente al virus de la mancha anular de la papaya PRSV 

(Papaya ringspot virus-type P). 

El virus causa manchas circulares en la planta y es un limitante en la producción mundial. 

Los PRSV-P son viriones de 780x12 nm encapsulados dentro de una cápside proteica de 

36kDa, se transmiten por poblaciones de áfidos (Pioetz, 2008) . 

Quemada et al. (1990) clonaron la cubierta proteica de la cepa HA 5-1 .(debilitada) del 

PRSV de Hawaii y posteriormente diseñaron una construcción quimérica consistente en 

un "enhancer" de la región 5' no traducida y 16 aa de la secuencia codificante de la 

cubierta proteica del virus del mosaico del pepino y la secuencia estructural de la cubierta 

proteica del PRSV HA5-1 . Posteriormente Fitch et al. (1990) consiguieron transformación 
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estable en papaya. La primera línea resistente al PRSV Hawaiano se denominó Sunset y 

posteriormente se obtuvieron otras líneas resistentes como la SunUp (homocigota para el 

gen de la cubierta proteica del virus) y la Rainbow (derivada de la cruza entre la variedad 

SunUp y la variedad no transgénica Kapoho, Gonsalves 2004) . 

Desde entonces otros trabajos referentes a la transformación genética de papaya se han 

reportado (Tabla 1.1). 

Tabla 1.1 Reportes selectos de transformación genética de C. papaya 

Característica 

Silenciamiento del gen ACCoxidasa, promueve la 
maduración retardada en frutos de papaya 

Expresión de una defensina de Dahlia en papaya, 
resistencia a Phytophthora palmivora 

Expresión del gen MSCH (codifica para una quitinasa), 
tolerancia a la araña roja Tetranychus cinnabarinus Boisd 

Expresión del gen de estilbeno sintasa VST1 , resistencia a 
Phytophthora palmivora 

Inserción del gen ESA T-6 para inmunnoprofilaxis de 
tuberculosis, papaya como una posible vacuna comestible 

Expresión del gen de citrato sintasa de Pseudomonas 
aeruginosa, tolerancia a aluminio 

Expresión del gen bar, resistencia a fosfinotricina 
(herbicida) 

Autor 

López et al. (2009) 

Zhu et al. (2007) 

McCafferty 
(2006) 

et al. 

Zhu et al. (2004) 

Zhang et al. (2003) 

De la Fuente et al. 
(1997) 

Cabrera-Ponce et al. 
(1995) 

Adicionalmente, Ming et al. (2008) reportaron la secuenciación del genoma de la variedad 

transgénica C. papaya var SunUp a partir de 2.8 millones de secuenciaciones aleatorias 

del genoma (WGS) proveniente de una planta femenina de la variedad referida . 

Mediante tinción con el fluorocromo DAPI específico de ADN (Singleton y Sainsbury, 

2006), Ming et al. (2008) determinaron en la etapa de paquiteno de la meiosis, que: 
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• Papaya posee 9 pares de cromosomas altamente eucromáticos, 

• Es de herencia diploide, 

• Compartió un ancestro común con Arabidopsis hace alrededor de 72 millones de 

años. 

• Su genoma posee 372 Mpb y es 2.976 veces más grande que el genoma de 

Arabidopsis (Tabla 1.2). 

Tabla 1.2 Comparación entre el genoma de C. papaya y A. thaliana . 

C. papaya A. thaliana 
Tamaño (Mpb) 372 125 

Número de cromosomas 9 5 
Número de genes 24746 31114 

Genes tipo J3ZIP 56 80 
Long. promedio de gen (pblgen) 2373 2232 

Long. promedio de intrón (pb) 479 165 

Esta especie también ha sido objeto de estudio referente a biología molecular, bioquímica, 

cultivo de tejidos, fisiología , entre otros (Tabla 1.3), sin embargo hasta la fecha no existen 

trabajos relacionados con la expresión de genes TGA. 

Tabla 1.3 Reportes selectos de estudios diversos en C. papaya 

Estudio Autor 

Embriogénesis somática a partir de cultivo de células en Anandan et al. (2012) 
suspensión 

Propiedades antioxidantes de la papaína del látex de frutos Da Silva et al. (201 O) 
inmaduros 

Caracterización del gen de subtilasa CpSUB1 , relacionado 
con maduración 

Embriogénesis somática en respuesta a luz, gelificante y 
phloridzin 

Construcción de mapa genético de alta densidad 

Clonación de genes relacionados con desarrollo floral 
FLORICAULA y LEAFY 

Othman y Nuraziyan 
(201 O) 

Ascencio-Cabral 
al. (2008). 

Chen et al. (2007) 

Qingyi et al. (2005) 

et 
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1.2.2 Colletotrichum gloeosporioides 

La infección de frutos y vegetales por patógenos puede ocurrir antes, durante o después 

de la cosecha. Las infecciones que ocurren antes de la cosecha y que permanecen 

quiescentes hasta algún punto de la maduración, son comunes entre los cultivares de 

frutos tropicales (Coates y Johnson , 1997). 

Los hongos son los más importantes y prevalentes patógenos vegetales , le siguen en 

orden decreciente las enfermedades producidas por virus, bacterias, oomicetos, 

nematodos, fitoplasmas, viroides, plantas parásitas y protozoarios (Pioetz, 2008) . 

De acuerdo con el portal GBIF ver. 1.3.2 (2011) el patógeno C. gloeosporioides (Penz), 

sinónimo de G/omerella cingulata, pertenece al reino de los Hongos, filo Ascomicota, 

clase Ascomiceto, familia Glomerellaceae, género Col/etotrichum y especie Colletotrichum 

gloeosporioides. 

El hongo produce en C. papaya la antracnosis considerada como la más seria 

enfermedad en postcosecha para este cultivar y otras especies como mango, banana, 

aguacate, chícharo, fresas etc. C. gloeosporioides causa dos tipos de síntomas de 

antracnosis en papaya (Figura 1.1 ), lesiones circulares hundidas con esporulaciones color 

rosa y lesiones hundidas pronunciadamente definidas marrones-rojizas descritas como 

manchas de chocolate (Tarnowski y Ploetz, 2010; Coates y Johnson, 1997). 

Figura 1.1 Síntomas característicos producidos por C. gloeosporioides en frutos de papaya a) 
lesiones típicas en el fruto de papaya de acuerdo con lo reportado por Tapia et al. (2008) .b) micelio 
blanco algodonoso con acérvulos negros en un fruto de papaya de acuerdo con lo reportado por 
Hernández et al. (2005). 
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Los conidios de C. gloeosporioides requieren elevada humedad relativa (más de 82%) , 

alta precipitación y temperaturas entre 22 y 32 grados centígrados para la producción 

óptima, germinación e infección. El hongo puede afectar cualquier tejido de la planta 

hospedera y usualmente se dispersan por la lluvia, el mayor daño se observa en flores 

y frutos. Las flores presentan lesiones oscuras e irregulares y suelen caerse (Pioetz, 

2008; Redondo, 2003) . 

De acuerdo con Münch et al. (2008) las especies de Colletotrichum inician la infección con 

el desarrollo del apresorio melanizado, posteriormente se desarrolla la vesícula de 

infección y la hifa primaria , estas estructuras no matan la célula hospedera. Esta etapa de 

infección se llama biotrófica. Posteriormente en la etapa necrotrófica las hifas secundarias 

se dispersan dentro del tejido hospedero y lo matan, por esta razón las especies de 

Col/etotrichum se denominan hemibiotróficas (Figura 1.2) . 

Las frutas climatéricas como la papaya son aquellas que exhiben un pronunciado 

incremento en la respiración y la producción de etileno que coincide con la maduración. 

Este tipo de frutas pueden ser cosechadas inmaduras para ser consumidas luego al 

madurar (Coates y Johnson, 1997). Flaishman y Kolattukudy (1994) demostraron que el 

etileno induce la germinación y formación de apresorios en suspensiones de conidios de 

C. gloeosporioides y C. musae. 

Lakshmi et al. (201 1) determinaron que el periodo de incubación de C. gloeosporioides en 

hojas de papaya era de 8.3 días posteriores a la inoculación y en frutos fue de 3.9 días, 

en cambio Casarrubias et al. (2002) al infectar frutos de papaya Maradol mediante 51-JL de 

inóculo de C. gloeosporioides a concentraciones entre 3 y 4 x 103 esporas mL-1 

observaron germinación de conidios entre 2 y 3 días posteriores a la inoculación , a las 90 

horas las hifas invadieron la epidermis, los primeros estratos del parénquima en frutos en 

estado de maduración para consumo y en frutos en inicio de su etapa climatérica. 

Se han reportado pérdidas de hasta el 5%, en campo ocasionadas por antracnosis 

(Robledo, 2003). En cambio, en postcosecha las pérdidas pueden ser entre 29% 

(Robledo, 2003) hasta valores superiores al 90% durante épocas favorables para el 

desarrollo de la enfermedad (Tatagiba et al. 2002). 
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Figura 1.2 Proceso de infección en plantas por especies de Colletotrichum a) inicio de la 
interacción parasítica compatible, fase biotrófica b) formación del tubo de germinación , apresorio 
melanizado (línea gruesa negra) sobre la cutícula, vesícula de infección e hita primaria, fase 
biotrófica e) aparecimiento de nuevas hitas primarias, formación de hita secundaria inicio de fase 
necrotrófica d) colonización de las células, fase necrotrófica e) formación de acérvulo y desarrollo 
de nuevos conidios . Cn conidio Tg tubo germinativo Ap apresorio Vi vesícula de infección Hp hita 
primaria Hs hita secundaria Ac acérvulo. Basado en Horbach et al. (2011) , Münch et al. (2008) , 
Peres et al. (2005) y Cano et al. (2004). 

Para reducir la incidencia producida por C. g/oeosporioides se practica en las plantaciones 

la remoción manual de peciolos maduros (amarillos y secos donde se concentra el 

inóculo) , frutos infectados, maduros y sobre maduros, el deshoje de las plantas de papaya 

y el aclareo. En postcosecha el lavado en disolución con hipoclorito de sodio al 2% 
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también contribuye a reducir la enfermedad y finalmente el almacenamiento a 17 oc 
permite conservar el fruto un tiempo mayor (Redondo, 2003). 

1.3 FACTORES TRANSCRIPCIONALES CLASE bZIP 

La transcripción es la etapa inicial en la que los genes son seleccionados para la 

expresión y modulación de los niveles de expresión . Se han identificado muchas proteínas 

que se unen al ADN e interactúan con promotores de genes vegetales, algunas de estas 

proteínas son estructuralmente similares a factores transcripcionales de animales o 

levaduras mientras que otras son ubicuas en plantas. Los factores transcripcionales 

usualmente son codificados por familias génicas. Un determinado factor actúa con un 

promotor específico. Los factores transcripcionales interactúan con las secuencias blanco 

in vivo dentro de la cromatina (Yanagisawa, 1998). 

La regulación transcripcional de genes eucariontes se modula en parte por interacciones 

entre los factores transcripcionales (FTs) y sus correspondientes sitos de unión a ADN 

cercanos al gen regulado (Narlikar y Hartemink, 2006). La activación o represión de estos 

factores transcripcionales es uno de los pasos más críticos dentro del sistema de 

regulación celular que controla varios procesos biológicos (Brivanlou y Darnell , 2002). En 

la base de datos TRANSFAC 6.0 (Wingender et al. 2001) se encuentran agrupados los 

FTs en 5 superclases: 

• Dominios básicos, 

• Dominios de unión a ADN coordinados por Zn 

• Hélice vuelta hélice 

• Factores de andamio Beta con contactos para surco menor y 

• otros factores transcripcionales. 

Entre la superclase de dominios básicos se encuentra la clase de zipper de leucina (bZIP 

basic domain/Leu zipper; TRANSFAC 6.0; Wingender et al. 2001) . Jakoby et al. (2002) 

clasificaron los 75 bZIP de Arabidopsis conocidos hasta esa fecha, en función de sus 

secuencias. Identificaron dominios específicos y agruparon a los 75 miembros bZIP en 

diez grupos (A hasta 1 y el grupo S) y un onceavo grupo con miembros sin clasificar 

(Figura 1.3 y Figura 1.4). 
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El dominio bZIP dimeriza a través de 30 a 40 residuos proteicos y el sitio específico de 

unión a ADN se encuentra inmediatamente después del extremo N-terminal (Kohn et al. 

1997). Para Arabidopsis los bZIP en su mayoría homodimerizan, las repeticiones de 

leucina se denominan heptámeros y cada una de las siete posiciones de aminoácidos es 

designada con una letra a, b, e, d, e, f y g. Las posiciones a, d, e y g determinan la 

especificidad de la dimerización. Los aminoácidos cargados en posición a inhiben la 

formación de homodímeros, las leucinas usualmente se ubican en posición d 

estabilizando el dímero, finalmente la interacción entre aminoácidos en posición g de un 

zipper de leucina y aminoácidos en la posición e de otro zipper de leucina opuesto resulta 

en la atracción o repulsión lo que finalmente determina la homodimerización o 

héterodimerización de zippers de leucina. Si la interacción ocurre entre aminoácidos 

opuestamente cargados, se promueve la homodimerización pero si la interacción es entre 

aminoácidos similarmente cargados la homodimerización se inhibe (Deppmann et al. 

2006, Deppmann et al. 2004, Vinson et al. 1989). 

En un estudio realizado por Kirchler et al. (201 O) se determinó que los residuos de serinas 

en las posiciones 15 y 19, dentro del dominio de unión a ADN de los bZIPs en plantas, 

tienen el potencial de ser sitios de fosforilación in vivo. La modificación generada por esta 

fosforilación provocaría la repulsión del bZIP del elemento al que se una dentro del 

promotor regulatorio del gen, permitiendo la regulación fina a nivel post transduccional. 

1.3.1 FACTORES TRANSCRIPCIONALES TGA 

Los TGAs se encuentran dentro de la clase de bZIP, pertenecen a la familia de factores 

de unión a la caja G, clase zipper de Leucina y superclase de dominios básicos 

(TRANSFAC 6.0; Wingender et al. 2001). 

En Arabidopsis se conocen 1 O miembros tipo TGA (Figura 1.3) que se ubican dentro del 

grupo D (Jakoby et al. 2002). 
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AtbZIR"to. Gene code Publishe<t nan'HGenB.ank Aoc. 

AtbZIP 12 Al2g4 1 070 DPBF4 AF334208 
AlbZJPI3 A~080 BN000023 
AlbZIPI4 Aolg351100 BN00002 1 
AtbZIP I 6 A~42Q I O AJ4 19689 
AtbZIP27 AQg 17770 BN000022 
AtbZIP36 At l g49720 ABF I AFOG3544 
AtbZIP30 At1g? ABF2/ AREB J AFOQ3545 
AlbZIP37 Aolg34000 ABF3 AF093548 
AlbZIP38 A13g l 9290 ABF4/ARE82 AF093547 
AtbZIP39 Al2g38270 A816 AF334206 
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AtbZIP62 AttgOS~O 
AtbZIP~Q At2g31370 PosF2 1 
AtbZIP89 At lg06070 
AtbZIP71 At2g2-4340 
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AtbZIP2 At2g 18 U'O GBFI5 
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AlbZIP5 Al3g49760 
AtbZIPO At2g22850 
AtbZJP7 At4g37730 
AtbZIP8 At1g08880 
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AtbZIP42 Al3g30530 
AtbZIP4l At:%38800 
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Figura 1.3 Diagrama y clasificación de proteínas bZIP en Arabidopsis. Los bZIP de cada grupo se 
muestran en rectángulos grandes, los rectángulos pequeños representan dominios conservados 
junto con sus secuencias consenso del lado derecho de la figura. 

Cada miembro de los factores transcripcionales TGA posee regiones conservadas de 

aminoácidos (Figura 1.4). De acuerdo con Vinson et al. (1989) el bZIP está formado por el 

dominio de unión a ADN (DUA) y el zipper de leucina (LeuZIP). Kirchler et al. (2011) 

determinaron que dentro del dominio de unión a ADN se encuentran residuos fosforilables 
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de glutamina, alanina y serina regularmente espaciados por tres aminoácidos 

(QxxxAxxxS). 

En la región del extremo e terminal ocurre la interacción de TGA con NPR1 (Fan et al. 

2002, Zhou et al. 2000) dentro de esta región se encuentra el dominio de activación 

formado por dos dominios ácidos ricos en glutamina designados como Ql y Qll (ehuang 

et al. 1999, Schindler et al. 1992) 

Finalmente, de acuerdo con Jakoby et al. (2002) .1as secuencias proteicas tipo TGA de 

Arabidopsis poseen en el extremo e terminal una firma característica identificada como 

Yx2RL[RQ]ALSS[LS]W. 

a) 

N terminal 

b) 

TGAl 
TGA2 
TGA3 
TGA4 
TGA5 
TGA6 
TGA7 
PAN 
TGA9 
TGA10 

e) 

DUA LeuZip 

TGAl 
TGA2 
TGA3 
TGA4 
TGA5 
TGA6 
TGA7 
PAN 

TGA9 
TGA10 

10 20 30 

Ql Qll F 
e terminal 

40 

Figura 1.4 Dominios en secuencias proteicas tipo TGA a) Diagrama de dominios conservados 
dentro de secuencias TGA de Arabidopsis las flechas negras representan los residuos fosforilables 
de glutamina, alanina y serina DUA dominio de unión a ADN, LeuZIP zipper de leucina QI/QII 
dominios ácidos ricos en glutamina F firma característica del bZIP del grupo D 

14 



Capítulo 1 

b) Región bZIP, dominio de unión a ADN, dos líneas negras y zipper de leucina residuos de 
leucinas y glicina distribuidas regularmente con asteriscos e) línea punteada que representa la 
firma característica Yx2RL[RQ]ALSS[LS]W del grupo D de factores transcripcionales TGA de 
Arabidopsis. Aminoácidos idénticos encerrados en rectángulo negro, similares en gris, el resto 
aminoácidos diferentes. 
Basado en Jakoby et al. (2002), Chuang et al. (1999), Schindler et al. (1992) , Katagiri et al. (1990), 
Vinson et al. (1989) . 

1.3.2 FACTORES TRANSCRIPCIONALES TGA Y SU INTERACCIÓN CON NPR1 

En mamíferos, los bZIPs se involucran en funciones como el desarrollo, ritmo circadiano, 

aprendizaje, memoria, respuesta al estrés y a la radiación. En plantas, genes a los que se 

asocian los TGA incluyen la glutatión transferasa (GS7) que está involucrada en 

detoxificación y PR1 (pathogenesis related 1). La unión selectiva de los TGAs con el ADN 

se efectúa en los elementos as-1 de los promotores regulatorios de dichos genes 

(Amoutzias et al. 2006; Johnson et al. 2003; Zhang et al. 1999). 

El gen NPR1 codifica una proteína con dominio BTB/POZ y dominio de repeticiones de 

anquirina, la cual media interacciones proteína-proteína y está presentes en muchas 

proteínas con diferentes funciones (Spoel et al. 2003). El dominio de repeticiones de 

anquirina es esencial en la interacción con TGAs (Després et al. 2003, Zhou et al. 2000). 

Cao et al. (1994) determinaron que en plantas mutantes de Arabidopsis deficientes en 

npr1 la ruta de señalización de SA estaba bloqueada y que SAR y la resistencia local 

estaban interrumpidas. 

A partir de ensayos de dos híbridos en levaduras se conoce que NPR1 interactúa in vitro 

con TGA3, TGA7, TGA2, TGA5, TGA6 por el contrario NPR1 no interactúa in vitro con 

TGA 1, TGA4 ni PAN (Hepworth et al. 2005, Després et al. 2000, Zhou et al. 2000) . 

Mediante un ensayo in vitro en levaduras, Després et al. (2003) caracterizaron la región 

de interacción de TGA 1 con NPR1 (Figura 1.5) , dentro de esta región de 30 aminoácidos 

ubicados en el primer dominio ácido rico en glutamina Ql , se determinó que las cisteínas 

en posición 260 y 266 en su forma oxidada impedían la interacción entre TGA1 y NPR1 

mientras que en su forma reducida la promovían posterior a la exposición a SA. 

Concluyeron que TGA 1 forma un enlace de disulfuro en su forma oxidada, con efecto 

inhibitorio sobre la interacción con NPR1 , en los residuos de cisteína Cis-260 presentes 

únicamente en TGA 1 y TGA4 Després et al. 2003). 
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TGAl 
TGA4 LKVLLPHFDPL 
TGA3 LNVVMPYVEPL 
TGA7 LNWMPYLQPL 
TGA2. LKLLANQLEP 
TGA6 LANQLEP 
TGAS LKLIACQLEPL 
PAN LGNHVDPL 
TGA9 LVSQMDLL 
TGAle IIKVIVNQIEPL 

Figura 1.5 Cisteínas involucradas en la interacción entre TGA1 y NPR1 El triángulo invertido 
blanco indica la posición 260, el negro la posición 266. Aminoácidos idénticos encerrados en 
rectángulo negro, similares en gris, el resto aminoácidos divergentes (Basado en Després et al. 
2003) 

1.4 SECUENCIA ASF-1 Y ELEMENTO as-1 

De acuerdo con Lam et al. (1989), la secuencia ASF-1 (Activating Sequence Factor 1) es 

una proteína con especificidad de unión a ADN en dos motivos tandem TGACG 

denominados as-1 (activating sequence 1) localizados dentro del promotor regulatorio del 

virus del mosaico de la coliflor (CamMV35S) . Estos elementos también se encuentran 

localizados en el promotor regulatorio de PR1 y poseen motivos TGACG que intervienen 

en la respuesta a SA en tabaco y Arabidopsis , para diferenciarlos se los denominó como 

LS5 y LS7. En N. tabaccum la secuencia de LS7 es TaAC GTCA y la de LS5 es TGAC 

GgCc mientras que en Arabidopsis son tctaTGAC GTaA y TGAC GTaga (Blanco et al. 

2005) . LS7 es un elemento regulatorio positivo involucrado en respuestas a ácido 2,6-

dicloroisonicotínico (INA) y ácido salicílico (SA) . Se conoce que en tabaco, este elemento 

cis puede ser activado por SA a concentraciones de 1 mM (Kegler et al. 2004) . La 

mutación del elemento LS7 produjo la pérdida total de la inducción de PR1. Mientras que 

LS5 es un elemento regulatorio negativo cuya mutación aumentó la expresión de PR1 

(Lebel et al. 1998). 

En ensayos de unión competitiva a ADN Schindler et al. (1992) demostraron que TGA 1 de 

Arabidopsis interactuaba fuertemente con el pentámero TGACG. El dominio de unión a 

ADN en TGA 1 se localizó en el extremo N terminal mientras que el C terminal está 
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enriquecido de glutamina y aminoácidos acídicos, este dominio está involucrado en la 

activación transcripcional. 

1.5 DEFENSA EN PLANTAS 

Incapaces de moverse, las plantas evolucionaron mecanismos sofisticados de protección 

químicos o físicos , de acuerdo con Glazenbrook (2005) . De forma general , durante la 

infección de un patógeno la planta biosintetiza la molécula señal ácido salicílico (SA 

Salicylic acid) que activa la expresión de NPR1 , la proteína NPR1 interactúa con factores 

transcripcionales TGAs para regular la expresión de genes PR que codifican para 

pequeñas proteínas secretadas con actividad antimicrobiana e inducir ·finalmente la 

resistencia sistémica adquirida SAR (Systemic Acquired Resistance, Figura 1.6). 

La SAR es una respuesta inmunológica inducida de forma local que confiere resistencia a 

través de toda la planta a un amplio espectro de patógenos y puede ser activada por 

aplicación exógena de SA (Wang et al. 2005). 

b) e) 

-

Respuesta al ataque 

Figura 1.6 Regulación de la expresión de genes PR de defensa, mediada por NPR1 y TGA en 
presencia de SA a) antes de la inducción con SA, NPR1 reside dentro de un complejo horno 
oligomérico dentro del citoplasma, después de la inducción con SA, la acumulación de SA dispara 
un cambio redox b) esto provoca la monomerización de NPR 1, como un resultado de la reducción 
de puentes disulfuro intermoleculares. e) En su forma monomérica, NPR1 es transportada hacia el 
núcleo, activa la expresión de genes PR e induce la SAR. NPR1 como oligómero en color amarillo, 
NPR1 como monómero en color naranja, TGAs cuadrados color celeste (Basado en Weigel, 2005). 

En los siguientes numerales se detallan los genes y etapas involucrados con la defensa 

en plantas. 
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1.5.1 RECONOCIMIENTO, GENES DE RESISTENCIA 

Las rápidas respuestas defensivas de las plantas conducen a un crecimiento limitado del 

patógeno, y se explican en base al modelo de gen por gen que describe la interacción 

entre los productos de los genes de avirulencia (Avr) del patógeno y de resistencia (R) del 

hospedero. 

La producción de efectores virulentos del patógeno conducen al reconocimiento por los 

genes correspondientes de resistencia de la planta. Los patógenos reconocidos por esta 

vía no causan enfermedad y se llaman patógenos avirulentos, el hospedero es resistente 

y la interacción es incompatible. Al fallar el reconocimiento por la falta del gen de 

avirulencia o el gen R del hospedero, el patógeno se llama virulento, el hospedero es 

susceptible y la interacción es compatible (Giazenbrook, 2005). 

La resistencia mediada por genes R se asocia con la producción rápida de especies 

reactivas de oxígeno ROS (del inglés reactive oxygen species) que a su vez son 

necesarias para la muerte celular programada (conocida como respuesta hipersensible 

HR, hypersensitive response) . Los efectos finales de HR son los de contener al patógeno 

dentro de las lesiones y evitar que se dispersen a través de la planta, adicionalmente 

limitar el acceso de nutrientes y agua al patógeno (Giazenbrook, 2005; Weigel , 2005) . 

Adicionalmente, los genes R se involucran en la activación de la ruta de señalización 

dependiente de ácido salicílico (SA Salicylic acid). El ácido salicílico se acumula en el 

tejido afectado y sano donde promueve la expresión de proteínas relacionadas a la 

patogénesis (pathogenesis-related PR) que finalmente contribuyen a la resistencia 

sistémica adquirida SAR (Systemic Acquired Resistance). La SAR comprende inmunidad 

local y sistémica en contra de un amplio rango de patógenos normalmente virulentos. Es 

de larga duración y efectiva en retos subsecuentes. (Giazenbrook, 2005; Weigel 2005; 

Spoel et al. 2003) . 

1.5.2 SEÑALIZACIÓN DE DEFENSA, BIOSÍNTESIS DE ÁCIDO SALICÍLICO 

Se conocen dos rutas de biosíntesis de SA en plantas: 
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• Producción de SA en el citoplasma a partir de fenilalanina (en plantas como el 

tabaco y pepino) siguiendo la ruta de fenilpropanoides (Figura 1. 7) . En tabaco, la 

conversión del ácido trans cinámico a partir de fenilalanina por la enzima 

fenilalanina amonio liasa (Phenylalanineammonia-lyase, PAL) promueve la 

resistencia en contra de invasión fúngica al producir ácido benzoico, precursor de 

SA (Chaturvedi y Shah, 2007; Hayat et al. 2007; Dixon et al. 2002). 

• Producción de SA a partir de ácido corísmico e isocorísmico derivados del 

shikimato. La conversión de estos precursores ocurre en los plastidios en 

Arabidopsis (Kawano y Furuichi. (2007). 

,J::i.-- CH2 ~ O
COOH mCOOH 

O~COOH --+ --+ ""- 1 NH, 

OH 

Acldo shlklmlco 

OH 

Acldo corismlco 

n ICS 

6:~COOH 
Acldo lsocorlsmlco 

SAMT 
Metll salicilato -

L·fenllalanlna 

Acldo ~COOH 
trans-xlnámlco V 

/ "' ¿? 
/ "' COOH 

~- ó 
~COOH 1 

OH Acldo 
Acldo ().o.COumárico benzólco 

BA2H / 

6
COOH

0
H ~ 

SAGT ~ glucósido del 
SA -- Acldo salicílico 

Figura 1.7 Rutas biosintéticas de SA (Chaturvedi y Shah, 2007; Hayat et al. 2007; Dixon et al. 
2002) . 

En hojas de tabaco de plantas que adquirieron resistencia a la infección por virus del 

mosaico del tabaco ocurrió la interconversión entre SA y su forma glucosilada debido al 

exceso de SA. Presumiblemente el SA almacenado como glucósido, puede ser utilizado 

posteriormente si se requiere (Kawano y Furuichi, 2007). 

En hojas de Nicotiana tabaccum var. Xanthi inducidas por inóculos de virus del mosaico 

del tabaco (TMV) , Vernooij et al. (1994) determinaron que el contenido de SA en hojas 

infectadas (1.5 a 2.5 j.Jg g-1 tejido) era mayor al contenido encontrado en hojas control 

(0.03 a 0.04 j.Jg g-1 tejido). 
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1.5.3 RESISTENCIA SISTÉMICA ADQUIRIDA 

Forouhar et al. (2005) demostraron que la esterasa de tabaco SABP (SA-binding protein) 

presentó actividad con el metil salicilato (inactivo) como sustrato para producir SA (activo) 

por hidrólisis. Posteriormente Park et al. (2007) determinaron que el MeSA es una señal 

traslocable por floema para inducir SAR y que SABP2 es su receptor en tejido distal 

(lejano al sitio de infección) . Por otro lado, Ward et al. (1991) identificaron genes que se 

expresaron fuertemente dentro del primer día posterior a la aplicación de SA durante el 

inicio de SAR en Nicotiana tabaccum cv Xanthi. Colectivamente los denominaron como 

genes SAR y pertenecen a familias que codifican para proteínas PR-1 (PR-1 a, PFMb y 

PFMc), PR-2 (PR-2a, PR-2b y PR-2c) , PR-3 (PR-3a y PR-3b) , PR-4 (PR-4a y PR-4b) , PR-

5 (PR-5a y PR-5b) y PR-Q' una ~ . 3-glucanasa extracelular. 

En Arabidopsis, la expresión de PR1 puede inducirse por aplicación exógena de SAo de 

su análogo fisiológico , el ácido 2,6-dicloroisonicotínico o INA (Zhang et al. 2003). 

Sustancias relacionadas con SA se ilustran en la Figura 1.8. 

Acido Salicílico 
SA 

6COOH0~HO H 

.6' H H O 

H O 

OH H 

~ glucósido del Acido 
sal icílico 

Metil salicilato 

ó 
Cl t>f' Cl 

Acido 
2,6-<licloroisonicotínico 

INA. 

Figura 1.8 Acido salicílico, derivado glucosilado de SA, metil salicilato y el análogo funcional 
sintético ácido 2,6-dicloroisonicotínico (Chaturvedi y Shah, 2007). 

De forma general , plantas mutantes y transgénicas afectadas en la acumulación de SA, 

son más susceptibles a infección por patógenos que las silvestres. En cambio al bloquear 

la respuesta a JA se generan plantas más susceptibles a herbívoros y con susceptibilidad 

aumentada a patógenos necrótrofos. Este efecto se debe a que SAR suprime la 

señalización de JA, priorizando la resistencia a patógenos biótrofos sobre las defensas de 

JA a insectos herbívoros y patógenos necrótrofos (que usualmente matan el tejido vivo y 

se alimentan del remanente). La acumulación de SA activa y trasloca NPR1 al núcleo y 

este a su vez promueve la activación de genes PR, el remanente de NPR1 activado en el 

citosol suprime la expresión de genes y bioacumulación de JA facilitando el ingreso de 
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reguladores negativos de genes responsivos a JA hacia el núcleo o inhibiendo 

reguladores positivos de genes responsivos a JA (Spoel et al. 2003) 

1.5.4 FUNCIÓN DE LOS FACTORES TGA EN LA DEFENSA Y DESARROLLO DE 

PLANTAS 

De forma general se conoce que miembros de las familias de factores de transcripción 

ERF, R2R3 Myb, TGA bZIP, Whirly y WRKY de Arabidopsis, se unen a elementos dentro 

del promotor de genes de defensa regulando su expresión . Los elementos cis blancos de 

estos factores transcripcionales y sus secuencias son conocidas (Euglem, 2005). En 

particular, y de acuerdo con Kesarwani et al. (2007), los factores TGA regulan 

diferencialmente la expresión de los genes PR. 

Kesarwani et al. (2007) usaron mutantes para determinar la expresión del gen PR1 , 

demostraron que el mutante tga2-2 producía una mayor expresión de PR1 en respuesta a 

la inducción con INA. Por tanto se concluyó que TGA2, en presencia de otros factores 

TGA, es un represor de los genes PR. Mediante ensayos de movilidad EMSA 

(Eiectrophoretic mobility shift assay) Després et al. (2000) demostraron que TGA2 puede 

unirse a los elementos LSS y LS7 debido a que formaron complejos LSS y LS7 con TGA2. 

En cambio NPR1 no se unió a LSS ni LS7, pero la adición de NPR1 a la mezcla de 

reacción , produjo aumento en la formación de complejos LS5!TGA2 y LS7!TGA2. TGA4 

también se unió al elemento LS7 y la adición de NPR1 no aumentó de forma significativa 

la cantidad de complejo formado, por lo que TGA2 parece tener función dual de activador 

y represor transcripcional dependiendo del tipo de elemento as-1 del promotor al cual se 

una, pudiendo ser al positivo LS7 o al negativo LSS (Kesarwani et al. 2007) . 

Al inocular plantas mutantes y silvestres de Arabidopsis, Kesarwani et al. (2007) 

observaron que en la planta mutante tga3-1 se presentó mayor crecimiento bacteriano en 

relación con la silvestre y menor crecimiento bacteriano que la mutante npr1-1 . La doble 

mutante tga3-1/npr1-1 presentó mayor crecimiento en comparación con las dos primeras, 

demostrando que TGA3 se necesita para la defensa inducida y basal , además que su 

función no es totalmente dependiente de NPR1 
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Zhang et al. (2003) por su parte indujeron con INA plantas mutantes tga6-1 , tga2-1/tga5-1 

y plantas silvestres. 

Observaron niveles de expresión del gen PR1 altos y similares. La expresión de PR1 

inducida por INA y en la ausencia de INA, fue muy baja en la triple mutante tga6-1/tga2-

1/tga5-1 . La doble mutante tga2-1/tga5-1 sin inducción con INA presentó baja expresión 

de PR1 . Por tanto TGA2, TGA5 y TGA6 son suficientes para producir la expresión de PR1 

y su consecuente resistencia a patógenos, luego de la inducción por INA. Su función es 

redundante en la inducción de SAR (Zhang et al. 2003) . 

La expresión de gen PR1 inducido por INA en dobles mutantes tga1-1/tga4-1 , fue similar a 

la del mutan te tga 1-1 . En cambio al inocular los mutantes con Pseudomonas syringae pv 

maculicola ES4326 y cuantificar el crecimiento bacteriano, tga1-1/tga4-1 permitió mayor 

crecimiento que el observado en tga4-1 y un poco más que en tga1-1 (Kesarwani et al. 

2007) . El crecimiento bacteriano comparado entre los pares de mutantes tga1-1/tga4-1 y 

npr1-1 fueron casi los mismos, (además de ser mayores que el crecimiento observado 

entre tga4-1 y la variedad silvestre) . Por tanto TGA 1 y TGA4 regulan positivamente la 

resistencia basal , son parcialmente redundantes y TGA 1 tiene un mayor efecto en la 

resistencia que TGA4 (Kesarwani et al. 2007) . Usando construcciones de ihpARN (intron 

hairpin ARN) específicas para TGA4 y TGA5 de Arabidopsis, Rhonda et al. (2004) 

determinaron en ensayos de inducción con SA que TGA4 es un represor y TGA5 es un 

activador de la expresión de genes que poseen el elemento as-1 en sus promotores. 

El mutante TGA6Acr sobre expresa T,GA6, la doble mutante tga2-2/ TGA6Acr produjo un 

aumento considerable en la expresión de PR1 en relación con la expresión conseguida 

mediante los mutantes TGA6Acr y tga2-2 lo cual demostró que TGA6 es un activador 

transcripcional constitutivo de PR1 , reprimido por la presencia de TGA2. El triple mutante 

tga2-2/TGA6Acr/tga3-1 produjo la represión total de PR1 reforzando la afirmación de que 

TGA3 es el mayor activador transcripcional de genes PR (Kesarwani et al. 2007). 

Los TGA restantes identificados en Arabidopsis se relacionan esencialmente con 

aspectos de desarrollo. A partir de dos líneas mutantes (T-ADN de inserción) perianthia-1 

y perianthia-2, Running et al. (1996) determinaron que PAN se relaciona con el número de 

órganos florales. Comúnmente las flores silvestres de A. thaliana poseen cuatro verticilos 
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concéntricos de órganos. Cuatro sépalos en el primer verticilo, seguido de cuatro pétalos 

en el segundo verticilo , seis estambres en el tercer verticilo y finalmente dos carpelos en 

el cuarto verticilo (central) . En cambio una flor de una planta mutante pan-1 de forma 

general presentó cinco sépalos en el primer verticilo, cinco pétalos en el segundo verticilo , 

cinco estambres en el tercer verticilo y dos carpelos en el cuarto verticilo. 

De forma similar Murmu et al. (201 O) generaron mutantes de inserción tga9 y tga10. Las 

mutantes por si solas no produjeron un fenotipo diferente a las silvestres lo que sugiere 

que poseen funciones redundantes, la doble mutante tga9tga10 en cambio produjo 

anteras morfológicamente anormales (esterilidad masculina) sin cambios aparentes en el 

patrón floral. 

En papaya Porter et al. (2008) reportaron la secuencia Cp25, como una clona similar a 

liguleless2 (lg2) que codifica para una proteína de zipper básico de leucina en maíz. Este 

gen se expresó específicamente en raíz y se asoció con desarrollo de las mismas. Frente 

a la exposición a Phytophthora palmivora, este gen mostró baja expresión en raíz. 

Con la información disponible, las funciones más probables de TGA en Arabidopsis son 

las siguientes: 

Tabla 1.4 Factores TGA y su función más probable en la expresión de genes en Arabidopsis 
thaliana (Basado en Murmu et al. 201 O, Shearer et al. 2009, Kesarwani et al. 2007, Running et 
a/.1996). 

Factor 

AtTGA1 

AtTGA2 

AtTGA3 

AtTGA4 

AtTGA5 

AtTGAS 

AtTGA7 
AtPAN 

AtTGA9 
AtTGA10 

W de Accesión 

At5g65210 

At5g06950 

At1g22070 

At5g10030 

At5g06960 

At3g12250 

At1g77920 
At1g68640 
At1G08320 
At5G06839 

Función probable 

Resistencia basal, parcialmente redundante. Promueve mayor 
resistencia que TGA4. 
Represor o activador de PR1 dependiendo del elemento as-1 al 
que se una. Suficiente para promover expresión de PR1 , 
redundante con TGA5 y TGA6. 
Resistencia basal e inducida, mayor activador transcripcional de 
PR1 . 
Resistencia basal, parcialmente redundante junto con TGA 1. 
Suficiente para promover expresión de PR1 , redundante con 
TGA2 yTGA6. 
Suficiente para promover expresión de PR1 , redundante con 
TGA2 yTGA5. 
Probablemente redundante a TGA3 
Regula el número de órganos florales 
Relacionado con el desarrollo de anteras, ambos son 
funcionalmente redundantes 
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1.6 CONTROL DE EXPRESIÓN DE TRANSGENES MEDIANTE 

PROMOTORES INDUCIBLES 

El control de la expresión de genes recombinantes bajo el control de un promotor 

inducible permite obtener una respuesta muy específica de los mismos en el momento 

preciso de la inducción. Al respecto Gatz (1997) menciona que los sistemas de inducción 

de los genes son un componente esencial para el control cuantitativo y temporal de los 

genes transferidos. 

Idealmente, los sistemas de expresión regulable de transgenes deben tener niveles de 

expresión bajos en ausencia de la sustancia química, incrementar rápidamente su 

expresión una vez que se aplique el inductor, ser altamente específicos respecto al 

inductor, presentar un amplio rango de respuestas con respecto a la concentración del 

inductor, no deben tener efectos tóxicos en la planta u otros organismos del ecosistema 

de la planta , no deben causar efectos pleiotrópicos en la especie vegetal , deben ser de 

fácil aplicación en campo o invernadero (atomización) o condiciones de cultivo de tejidos, 

la inducción debería ser eficaz a bajas concentraciones (Zuo y Chua, 2000; Gatz, 1999). 

El inductor por tanto debe afectar solo la expresión del transgen. Se usan elementos 

regulatorios bien caracterizados de organismos evolutivamente distintos como levaduras, 

E. coli, Drosophila melanogaster o células de mamíferos que responden a señales 

químicas que usualmente no se encuentran en plantas (Tabla1.4). El control génico puede 

realizarse a nivel transcripcional (activación ó represión del promotor) y mediante el 

control post transcripcional de la función proteica (Gatz, 1997). 

Los genes propios de la planta también pueden ser inducidos por el regulador químico de 

la expresión derivando de forma negativa en el crecimiento y desarrollo de la misma. Por 

ejemplo la ausencia de nutrientes o señales químicas del metabolismo (como posibles 

reguladores de la expresión) afectarían negativamente las condiciones fisiológicas de la 

planta además son difíciles de manipular. Adicionalmente deben excluirse promotores que 

responden a fitohormonas o reguladores del crecimiento vegetal (Gatz, 1997). 
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Tabla 1.5 Ejemplos de sistemas inducibles utilizados en plantas 

Nombre 

GVG 

Heliothis 
EcR/GR 

tTA 

Características 
DUA de GAL4 (levadura)IT AD 
proteína VP16 (herpes viral) , RD 
del receptor gluco corticoide (rata) 

Receptor qu1menco, dominio 
glucocorticoide de transactivación 
de Heliothis virescens y dominios 
de unión a ADN 

Dominio represor de tetraciclina 
(bacteriano) fusionado al dominio 
de activación VP16 (herpes viral) . 

Inductor 

Dexametasona 
(dex) 

RH5992, 
agroquímico no 

estero id al 

T etraciclina 

Capítulo 1 

Referencia 

Aoyama y Chua, 
(1997). 

Martínez et al. 
(1999). 

Weinmann et al. 
(1999) . 

De acuerdo con Roslan et al. (2001) y Caddick et al. (1998) el promotor ale derivado del 

hongo filamentoso Aspergillus nidulans es un switch genético adecuado para la expresión 

de genes en plantas debido a que: 

• Es relativamente simple, compuesto de dos elementos, el factor de transcripción 

AlcR (gen aciR) y el promotor derivado a partir de aleA (Figura 1.1 0) . 

• Existe divergencia evolutiva entre A. nidulans y las plantas superiores de forma 

que es poco probable que un homólogo en plantas de la proteína AlcR active el 

promotor aleA. 

• Los inductores químicos son moléculas orgánicas relativamente simples y de baja 

toxicidad. 

• A condiciones normales de crecimiento los niveles naturales de inductores 

endógenos son bajos. 

En A. nidulans, alcR controla la activación de un número de genes estructurales como el 

aleA y aldA, los cuales codifican la alcohol dehidrogenasa 1 (ADHI) y la aldehído 

dehidrogenasa (AidDH) respectivamente (Roslan et al. 2001). 

Salter et al. (1998) utilizaron un sistema inducible compuesto por un cassette regulador 

(35S:alcR) y un cassette efector (alcA:CaMV35S:CAT). El gen reportero de la 

cloranfenicol acetil transferasa (CAT) respondió a la inducción con etanol de forma tiempo 

y dosis dependiente en plántulas y plantas transgénicas de tabaco (Nicotiana tabaccum 

cv. Samsun NN). 
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En plántulas cultivadas mediante hidroponía se detectó la actividad de CAT (Hg CAT mg-1 

proteína total) mediante la prueba de ELISA después de la inducción con etanol al 0.01 %, 

el nivel de actividad permaneció constante entre 0.02 y 0.08%, presentó un máximo a 

concentración de 0.1 %. A concentraciones de 0.5, 1 y 5 % la actividad de CAT decreció y 

las plántulas se observaron estresadas, a concentraciones de 1 O y 20% las plántulas 

murieron (Salter et al. 1998). Al atomizar etanol en las hojas de plantas maduras (ocho 

semanas) no se detectó expresión a concentración de 0.1% de etanol y se obtuvieron 

bajos niveles de actividad de CAT para 0.5 y 1%. A concentración de 2.5% obtuvieron 

niveles de actividad similares a los del ensayo con hidroponía (entre 0.02 y 0.08%). El 

máximo se obtuvo a 20% de etanol pero se observó un deterioro en las plantas. 

Finalmente al adicionar etanol al agua de riego se obtuvieron niveles altos de expresión a 

concentraciones de 0.5% y 7.5% (S alter et al. 1998). 

a) 

b) 

e) 

EtOH -

w AlcR 

1 
A 

Figura 1.9 Modelo de inducción por etanol del sistema alcR:alca fusionado a un gen TGA a) En 
ausencia de etanol , la proteína AlcR producida por el gen afeR no se une al promotor paleA b) el 
etanol adicionado permite que AlcR se una al promotor del gen paleA e) el gen TGA se expresa 
(Basado en Tomsett et al. 2004). 
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1.7 PREGUNTAS DE INVESTIGACIÓN 

Las preguntas que inicialmente surgieron fueron las siguientes: 

¿Cuántos factores transcripcionales tipo TGA se encuentran dentro del genoma de C. 

papaya var Maradol? De encontrarse debemos sustentar que dichos factores 

transcripcionales pertenezcan al tipo TGA. 

De estos posibles factores transcripcionales tipo TGA ¿Cuál responde de forma 

constitutiva en la planta? ¿Responden únicamente al ataque de patógenos o también 

responden a otro estímulo diferente? ¿Responden a inductores como SA y a la infección 

de una cepa de hongo? De hacerlo ¿Cuál se expresa más? 

¿El sistema de regulación inducible por etanol AlcC podría funcionar en papaya para 

expresar al menos un gen reportero? 

De lo dicho anteriormente se plantearon las siguientes hipótesis. 

1.8 HIPÓTESIS 

• Dentro del genoma de C. papaya var Maradol existen genes que codifican para 

factores transcripcionales tipo TGA y su expresión se ve modificada por la 

aplicación exógena de SA o la presencia del patógeno C. g/oeosporioides. 

• En C. papaya var Maradol se puede sobre expresar un gen reportero mediante un 

promotor inducible por etanol. 

1.9 OBJETIVOS Y ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

1.9.1 OBJETIVO GENERAL 

Caracterizar homólogos de factores de transcripción de la familia TGA en papaya (C. 

papaya L.). 
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1.9.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Caracterizar la estructura y filogenia de homólogos de factores de transcripción 

TGA en la variedad transgénica de papaya SunUp. 

2. Evaluar la expresión de homólogos de genes TGA en C. papaya var Maradol de 

forma basal y posterior a la aplicación de SA e infección con C. gloeosporioides. 

3. Evaluar el sistema inducible de expresión ale en C. papaya var Maradol utilizando 

un gen reportero . 

1.9.3 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

Para probar las hipótesis y cumplir con los objetivos propuestos se diseñó la estrategia 

experimental ilustrada en la (Figura1.1 O) . Se dividió el trabajo en tres etapas de 

investigación: 

Etapa 1 Durante esta etapa se realizó la búsqueda de secuencias TGAs de A. thaliana , se 

trabajó in silico para aislar las secuencias homólogas a bZIP de A. thaliana en C. papaya 

var Maradol. Se alinearon las secuencias, obtuvo la filogenia de las secuencias y 

diseñaron oligos para RT-PCR. 

Etapa 2 Durante esta etapa se procedió a efectuar los ensayos in vivo, se colectó el 

material vegetal de una plantación comercial para determinar la expresión basal de los 

homólogos de TGA en C. papaya var Maradol , se utilizaron plántulas para el ensayo con 

SA y finalmente se usaron frutos expuestos a C. gloeosporioides. 

Etapa 3 Finalmente en esta etapa se transformaron células de Agrobacterium 

tumefaciens con el plásmido que contiene el sistema pAicR/alcA inducible por etanol con 

el gen reportero uidA . Posteriormente se realizó la transformación transitoria en 

diferentes tejidos de papaya, y paralelamente se estandarizó un protocolo de 

embriogénesis somática mediante el cual se obtuvo embriones somáticos a partir de 

embriones cigóticos de C. papaya var Maradol. 
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CAPÍTULO 11 

CARACTERIZACIÓN in silico DE HOMÓLOGOS DE TGAs EN EL GENOMA 

SECUENCIADO DE Carica papaya Var. SunUp 

2.1 INTRODUCCIÓN 

Las células eucariontes responden al crecimiento, desarrollo y factores ambientales en 

parte por la regulación de la expresión de grupos específicos de genes. Los mecanismos 

de activación transcripcional en eucariontes se basan en el arreglo modular de secuencias 

regulatorias de ADN que actúan en cis (el efecto de la secuencia regulatoria depende de 

la posición relativa del gen que regula dentro de la molécula de ADN) y de proteínas 

regulatorias que actúan en trans (proteínas que actúan sobre otras moléculas de ADN; 

Herrera et al. 2004). 

Los factores transcripcionales bZIP se encuentran presentes en todos los eucariontes y 

deben su nombre a las regiones altamente conservadas de dominios de bZIPs 

compuestos por una región básica que contacta el ADN y un zipper de leucina formado 

por repeticiones de siete residuos hidrofóbicos responsables de la dimerización 

(Amoutzias et al. 2006; Meng et al. 2005) . 

En plantas los bZIPs se involucran en desarrollo, fotomorforgénesis, expresión de genes 

de defensa en contra de patógenos, maduración de semillas, desarrollo floral y foliar (Pyo 

et al. 2008; Riechmann , 2002) . En A. thaliana los bZIP se han subdividido en diez grupos 

(A hasta 1 y S) en base a la similitud de las secuencias de los dominios de bZIP (Jakoby et 

al. 2002) . Sus factores transcripcionales bZIP tipo TGA (TGACG MOTIF-BINDING 

FACTOR) corresponden al grupo D y se conocen 1 O miembros (Jakoby et al. 2002; 

Cheong et al. 1998). Se ha observado que la proteína NPR1 (NON PR1 EXPRESSOR) 

necesaria para la inducción de la respuesta sistémica adquirida (SAR) , interactúa con 

factores transcripcionales TGA y activan conjuntamente genes que responden a ácido 

salicílico (Salicylic acid SA). En ausencia de SAla proteína NPR1 se encuentra dentro del 

citoplasma y el núcleo, en respuesta al SA, NPR1 se acumula dentro del núcleo y 

aumenta la actividad de unión a ADN de las proteínas TGA (Riechmann, 2002). 
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Como resultado de la secuenciación del genoma de C. papaya var SunUp Ming et al. 

(2008) identificaron 56 genes tipo bZIP, de los cuales únicamente uno ha sido reportado. 

El gen nombrado Cp25 homólogo de liguleless2 (lg2) que codifica para una proteína de 

zipper básico de leucina (Porter et al. 2008). Los factores transcripcionales tipo TGA, el 

número de miembros de este tipo o sus dominios proteicos no han sido reportados en 

ninguna base biológica de datos o en artículos de investigación. 

El objetivo de este capítulo fue determinar el número de miembros de factores 

transcripcionales bZIP que pertenecen a los del tipo TGA. Para lo cual se realizó una 

búsqueda dentro del genoma secuenciado de C. papaya var SunUp, se identificaron los 

factores transcripcionales de la clase bZIP grupo D, se agruparon en función de la 

filogenia de sus secuencias proteicas. Finalmente se determinaron los elementos 

conseNados dentro de cada secuencia para su posterior clasificación como TGA. 

De la búsqueda in silico de secuencias homólogas a TGAs en A. thaliana, encontramos 

siete que compartieron motivos conseNados conocidos previamente en TGAs de A. 

thaliana . La filogenia de estos homólogos de TGAs permitió agruparlos en ciados 

posiblemente relacionados con la defensa y desarrollo en papaya. 

La información obtenida a partir de la identificación y clasificación de homólogos de TGAs 

para C. papaya var Maradol podría ser usada para generar variedades de papaya 

mejoradas genéticamente, con especial énfasis a la respuesta en contra del ataque por 

patógenos, en la que los factores transcripcionales TGAs están directamente 

relacionados. 

2.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

2.2.1 SECUENCIAS DE NUCLEÓTIDOS Y PROTEÍNAS TGAs 

Las secuencias de TGAs de Arabidopsis, se obtuvieron a partir de la base de datos TAIR 

(Swarbreck et al. 2008) y las secuencias de C. papaya L. se obtuvieron del genoma 

completo de la especie armada en 3207 supercontigs que comprenden 372 Mpb y 

registrada con los números de accesión DS981520 a DS984726 (WGS scaffolds 

DS981520-DS984726) en el GeneBank del NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore?term=DS981520:DS984726[PACC]). 

40 



Capítulo JI 

La búsqueda de secuencias de C. papaya L. homólogas a secuencias TGA de 

Arabidopsis se realizó mediante tblastx (Aitschul et al. 1997) con los argumentos 

establecidos por defecto en el programa, umbral esperado 1 O, tamaño de palabra 3 y 

matriz de puntuación BLOSUM62. 

El agrupamiento y selección de las secuencias con mayor porcentaje de identidad se 

efectuó con los programa Blast Parser v1 .2 (http://geneproject.altervista.org/) , y MEGAS 

(Tamura et al. 2011 ). Las secuencias codificantes con valores E menores a 10-4 y 

porcentajes de identidad superiores a 25% dentro del genoma de C. papaya var Maradol 

fueron descargadas de la base de datos de secuencias y se tradujeron en los seis marcos 

de lectura posibles, usando el programa de algoritmos de predicción de genes FGENESH 

(http://linux1 .softberry.com/all.htm). 

A partir de las secuencias de nucleótidos traducidos, se realizó el análisis evolutivo de 

comparación en pares y el alineamiento de las secuencias con el programa MEGAS 

(Tamura et al. 2011) . Se utilizó el algoritmo de alineamiento Clustal W con los parámetros 

establecidos en el programa por defecto. 

La historia evolutiva fue inferida usando el método de Neighbor-Joining (Saitou y Nei, 

1987). El árbol consenso fue inferido a partir de una prueba de boostrap de 1000 réplicas, 

las ramas que correspondieron a particiones reproducidas en menos del 50% fueron 

colapsadas. El porcentaje de repeticiones de árboles en los cuales los TGA se agruparon 

juntos en la prueba de bootstrap se mostraron junto a las ramas (Felsenstein, 1985). El 

árbol se generó a escala, con longitudes de las ramas en las mismas unidades a aquellas 

de las distancias evolutivas usadas para inferir el árbol filogenético . Las distancias 

evolutivas fueron calculadas usando el modelo basado en matrices de JTT (Jones et al. 

1992) y se expresaron en unidades que representan el número de sustituciones de 

aminoácidos por sitio. La razón de variación entre los sitios fue modelada mediante una 

distribución gamma (parámetro de contorno G=0.93). El análisis involucró 17 secuencias 

de aminoácidos. Todas las posiciones que contenían gaps y datos perdidos fueron 

eliminadas. En total fueron consideradas 235 posiciones en la base de datos final. El 

análisis evolutivo fue conducido mediante MEGAS (Tamura et al. 2011). 
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Oligonucleótidos para RT -PCR a partir de las secuencias homólogas de genes TGA de C. 

papaya fueron diseñados de forma manual y analizados (temperaturas de fusión , 

formación de dímeros, ubicación) mediante la asistencia del software FastPCR (Kalendar, 

2009) . 

2.3 RESULTADOS 

2.3.1 HOMÓLOGOS DE TGA EN PAPAYA Y Arabidopsis 

Se encontraron in silico 7 secuencias dentro del genoma de C. papaya Var SunUp en los 

supercontigs con números de accesión DS981620, DS981525, DS981569, DS981521 , 

EF12305, DS981605 y DS982325, las secuencias fueron anotadas como CpTGA1 , 

Cp TGA2, Cp TGA3, Cp TGA4 , Cp TGA5, Cp TGA6 y Cp TGA 7 respectivamente. Las 

secuencias de proteínas predichas CpTGA mostraron un alto porcentaje de identidad con 

las secuencias AtTGA (Tabla 2.1). 

Tabla 2.1. Homólogos de genes bZIP tipo TGA en C. papaya. Se muestra también la 
secuencia EF12305 previamente reportada (Porter et al. 2008). La ubicación de la secuencia 
de nucleótidos esta definida por la columna de posición dentro del supercontig. La longitud 
representa el tamaño de la secuencia de aminoácidos. Los porcentajes de identidad, similitud y 
cobertura se refieren a la región de cobertura cuya longitud de aa se define dentro de los 
paréntesis en la columna del porcentaje de identidad. 

Número de 
Posición Long. Valor % de % de % de 

dentro del Nombre 
accesión supercontig 

(aa) E Identidad Similitud Cober1:ul'a 

DS981620 
2922573-
2926990 

CpTGA1 427 1e-122 82 (17193} 92 21.78 

DS981525 
1361004- CpTGA2 438 
1365073 

Je-76 72 (67192) 89 21.01 

DS981569 
80109&-

CpTGA3 349 
805214 

f>e-93 78 (75.195) 93 27.22 

DS981521 
634902-

CpTGA4 492 
641401 

4e-72 69 (66195) 86 19.31 

EF12305, 70242- CpTGA5 246 1e-101 76 (70192) 89 37.40 
Cp25 76245 

DS981605 1346-4541 CpTGA6 514 1e-1D3 69 (64192) 80 17.90 

DS982325 
21842~ 

218718 
CpTGAl 285 1e-ó!' 79 (73192) 93 32.28 
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Las secuencias de proteínas predichas CpTGA comparten los principales dominios 

característicos de estos factores transcripcionales con excepción de CpTGA7 que carece 

de los dominios de activación transcripcional y la firma característica del grupo (Figura 

2.1). 

u 
u 

11) 

< 
(!) 
t
Q. 
o 

Cada una de las siete secuencias de nucleótidos tipo TGA identificadas en este análisis 

fue traducida y presentó aminoácidos conservados en posiciones equivalentes (Fig . 2.2). 
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2.3.2 ANÁLISIS COMPARATIVO EN PARES DE SECUENCIAS CpTGA Y AtTGA 

Las secuencias CpTGA 1, AtTGA 1 y AtTGA4 presentaron porcentajes de identidad 

superiores a 80% entre ellas. En cambio CpTGA2 se relacionó más con AtTGA2 con un 

78.81% de identidad, seguido de AtTGA6 (78 .39%) y AtTGA6 (76.27%). CpTGA3 

presentó porcentajes de identidad de 78.39% con AtTGA3 y 76.26% con AtTGA7. 

CpTGA4 presentó un 75.42% de identidad con AtPAN, mientras que CpTGA5 y CpTGA6 

presentaron porcentajes de identidad de 77.54 % y 81 .78% con AtTGA9 y AtTGA 1 O 

respectivamente. Finalmente CpTGA7 presentó el más bajo porcentaje de identidad de 

38.98% con TGA2 (Tabla 2.2) . 

Tabla 2.2. Porcentaje de identidad entre 17 secuencias proteicas tipo TGA de A. tha/iana y C. 
papaya. El porcentaje representa los aminoácidos idénticos por sitio entre las secuencias. Todas 
las posiciones que conten ían gaps y datos faltantes fueron eliminadas, se consideraron 236 
posiciones totales en la base de datos final. El análisis evolutivo se hizo mediante MEGAS (Tamura 
et al. 2011 ). 

A.thaliana 
TGA1 TGA2 TGA3 TGA4 TGA5 TGA6 TGA7 PAN TGA9 TGA10 

CpTGA1 81.78 58.47 69.49 80.93 58.90 58.90 69.49 55.08 53.81 50.85 
CpTGA2 57.63 78.81 57.20 58.47 76.27 78.39 55.93 71.61 61 .02 61.86 
CpTGA3 68.64 58.05 78 .39 67.80 57.63 58.05 76.27 52.12 53.39 55.08 
CpTGA4 54.66 74.15 54.24 54.24 69.92 73.73 53.39 75.42 58.05 58.05 
CpTGA5 52.54 58.47 53.39 50.42 58.90 58.90 51 .69 57.20 77.54 63.14 
CpTGA6 50.85 62.71 55.93 52. 12 61.86 61.86 54.24 58.05 63.98 81.78 
CpTGA7 27.54 38.98 27.12 27.54 36.44 38.'14 27.12 32.63 30.08 30.5'1 

2.3.3 DOMINIOS ESTRUCTURALES DE PROTEÍNAS CpTGA PREDICHAS 

2.3.1.1 DOMINIO DE UNIÓN A ADN Y ZIPPER DE LEUCINA 

El dominio de unión a ADN se identificó en el extremo N terminal de las secuencias 

CpTGA Dentro de este dominio todas las secuencias CpTGA poseen residuos de 

glutamina, alanina y serina espaciados regularmente por tres aminoácidos QxxxAxxxS 

(Figura 2.1 y Figura 2.2). 

La secuencia CpTGA4 posee una secuencia corta de 34 aa que separa el dominio de 

unión a ADN del zipper de leucina (Figura 2.2). 
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Las siete secuencias CpTGA poseen el zipper de leucina, cuya longitud es de 28 residuos 

de aa y están formados por heptámeros HO, H1 , H2 y H3. En la posición a se encontró 

residuos alifáticos de valina para el heptámero HO mientras que para los heptámeros H1 , 

H2 y H3 se encontraron residuos cargados. En la posición d, residuos de leucina se 

encontraron para los heptámeros HO y H1 , sin embargo para los heptámeros H2 y H3, se 

encontraron residuos de valina y ácido glutámico. Las posiciones g son hidroxílicas para 

los heptámeros HO (excepto para CpTGA3 donde se encontró una histidina) y H1 , los 

heptámeros H2 y H3 tienen posiciones g alifáticas. 

Las posiciones e son acídicas para heptámeros HO y H2, alifáticos para heptámeros H3 y 

principalmente hidroxílicos para el heptámero H1 (Figura 2.2). 

De acuerdo con nuestros resultados, probablemente el zipper de leucina de CpTGA 1 está 

conformado por dos leucinas, una valina y una glicina ubicadas dentro de la región interna 

de la hélice, los residuos de tirosina, serina, leucina y alanina se ubican en posición g de 

la hélice superior, en la hélice inferior las posiciones e, son ocupadas por ácido glutámico, 

isoleucina ácido glutámico y leucina (Figura 2.3). 

f 
' e 
g d e Alifátlco O Ácido 

a ·~ • Hldroxfllc.o • Básico 
' e ' 
b'' ,. 

Figura 2.3 Representación esquemática probable del zipper de leucina de CpTGA1 , las 
características químicas de los aminoácidos se representan por esferas, las posiciones de 
residuos de aminoácidos se detallan al lado derecho de la hélice superior e inferior, la flecha 
roja indica la interacción necesaria entre g y e ' para promover la dimerización. 

2.3.3.2 DOMINIOS ÁCIDOS RICOS EN GLUTAMINA 

Las secuencias CpTGA 1 hasta CpTGA6 presentaron dominios de conexión de longitud 

variable que enlazan el dominio de unión a ADN y el zipper de leucina con sus respectivos 

dominios de activación transcripcional. Estos dominios se identificaron como Ql y Qll 

(Figura 2.1) y se ubicaron en el extremo C terminal de las secuencias. 
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Para los miembros de AtTGA el número promedio de residuos de glutamina dentro de Ql 

fue de 27% y para CpTGA fue de 28%. En tanto que para Qll el porcentaje promedio para 

AtTGA fue de 23% y de 32 % para CpTGA. El primer dominio rico en glutamina Ql para 

los seis primeros miembros CpTGA presentó la siguiente secuencia consenso: 

Qx3[VI][CY]xlx[QH]SxQ[QE]AE[DE]AL[SY]QGx[ED]xL[QN]Q, de igual manera para el 

segundo dominio Qll la secuencia consenso fue 

[QR]ADxLR[QH][QE][TI]L[QH]x[ML]x[RQ][IV]LTxRQ. La secuencia CpTGA7 presentó 

pocos aminoácidos conservados en ambos dominios. 

Dentro del dominio predicho Ql , dos residuos de Cisteína fueron localizados dentro de 

CpTGA 1 (CxxxxxC) en posiciones equivalentes para Cis260 y Cis266 (Figura 2.4) . 

CpTGAl 
CpTGA2 
CpTGA3 
CpTGA4 
CpTGAS 
CpTGA6 
CpTGA7 

272 282 292 
.... ¡ .... ¡ ... . ¡ .... ¡ .... f. ... ¡~ .. ¡ ... 
GG RPSELLKVLIPHFDPLTDQQLLDVCNLKQSCQQAE 
GG RSSELLKLLLNQLEPLTEQQLVSIYNLQQSSQQAE 
GG RPSELLNVVTPQLEPLTDQQIVDICNLRQSSQQAE 
GG RSSELLKILGNHLEPLTEQQLMGICNLQQSSQQAE 
GG RPSDLIKMLISQLDPLTEQQVMGIYSLQHSSQQAE 
GG RPSELIKIIPNQVEPLTEQQILGICGLQQSTQEAE 
M 0-VEYARWLEDQNRHINELR----SAVNSHASD--

Figura 2.4 Alineamiento de secuencias homólogas a CpTGA , dominio de activación Ql. Región en 
la que se reconoce la región involucrada en la interacción de TGA1 con NPR1 en Arabidopsis. El 
triángulo invertido blanco indica la posición 290, el negro la posición 296 respecto a CpTGA 1. 
Aminoácidos idénticos están encerrados en rectángulo negro, similares en gris, el resto 
aminoácidos divergentes. 

2.3.4 FILOGENIA DE SECUENCIAS CpTGA Y AtTGA 

El árbol filogenético (Figura 2.5) describe el agrupamiento de 17 secuencias homólogas 

de nucleótidos traducidos tipo Cp TGA y AtTGA. Se identificaron 3 subclados. En el 

subclado 1 se observaron dos nodos internos que agruparon a CpTGA 1, AtTGA 1 y 

AtTGA4 en el primer nodo y a CpTGA3, AtTGA3 y AtTGA7 en el otro. En el subclado 11 

formado por dos nodos internos, se observó que a partir del primer nodo se agruparon 

CpTGA2, CpTGA7, AtTGA2, AtTGA5 y AtTGA6 y a partir del segundo CpTGA4 y AtPAN. 

En el subclado 111 también se observaron dos nodos, a partir del primero se agruparon 

CpTGA5 y AtTGA9 y finalmente CpTGA6 y AtTGA10. 
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99 AtTGA1 

100 AtTGA4 

100 
1 CpTGA1 .. Subclado 1 

1 
CpTGA3 .. 

97 AtTGA3 

99 AtTGA7 

AtTGA6 

AtTGA2 
83 

CpTGA2 .. 
CpTGA7 .. Subclado 11 

f--
99 AtTGAS 

1 CpTGA4 .. 
83 1 AtPAN 

1001 CpTGAS .. 
1 AtTGA9 

Subclado 111 
80 1 CpTGA6 .. 

991 AtTGA10 

0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0.0 

Figura 2.5 Relaciones evolutivas de homólogos de TGA en A. tha/iana y C. papaya var SunUp. 
Filogenie obtenida a partir del método de Neighbor-Joining con prueba de boostrap de 1000 
réplicas, las distancias evolutivas se calcularon mediante el modelo basado en matrices de JTT 
con una distribución gamma (G=0.96), las secuencias TGA de papaya se señalan mediante una 
flecha negra, los subclados 1, 11 y 111 se detallan aliado derecho de la filogenie. 

2.4 DISCUSIÓN 

2.4.1 EL GENOMA DE PAPAYA CONTIENE SIETE GENES CpTGA HOMÓLOGOS A 

LA SUBFAMILIA DE GENES AtTGA 

Aunque se reportó previamente la presencia de 56 genes que codifican para bZIPs dentro 

del genoma de papaya (Ming et al. 2008), solo una secuencia ha sido identificada como 

bZIP dentro de la base de datos del NCBI (Porter et al. 2008). 
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La reducción en los genes de papaya en comparación con los de Arabidopsis ya ha sido 

previamente reportada, este efecto probablemente se debe a la ausencia de una 

duplicación reciente en el genoma de papaya (Ming et al. 2008; Moore and Ming, 2008). 

En la presente tesis se describen seis secuencias completas de nucleótidos traducidas del 

tipo bZIP denominadas CpTGA1 , CpTGA2, CpTGA3, CpTGA4, CpTGA5, CpTGA6 y una 

secuencia truncada, CpTGA7 las cuales se identificaron in silico dentro del genoma de 

papaya. 

2.4.2 EL DOMINIO DE bZIP EN LAS SECUENCIAS DE CpTGA COMPARTEN 

AMINOÁCIDOS CONSERVADOS ENCONTRADOS EN MIEMBROS DE AtTGA 

Los factores transcripcionales como los de la subfamilia TGA se unen a secuencias de 

ADN específicas y son capaces de activar o reprimir la transcripción. Estos factores se 

forman de proteínas modulares con dominios funcionalmente distintos y son responsivos 

en tejidos específicos, tipos celulares o de una forma transitoria o dependiente de un 

estímulo (Luscombe et al. 2000). 

Alineamientos previos de factores transcripcionales TGA presentaron dominios 

conservados entre los miembros de la subfamilia involucrados en la regulación de la 

transcripción (Meng et al. 2005, Jakoby et al. 2002, Landshullz et al. 1998, Schindler et 

al.1992). 

El bZIP en las proteínas CpTGA está formado por dos dominios, el dominio de unión a 

ADN y el zipper de leucina de acuerdo con lo descrito para estas estructuras proteicas por 

Vinson et al. (1989) . El dominio de unión a ADN de secuencias CpTGA se localizó dentro 

del extremo N terminal en concordancia con lo reportado previamente para AtTGA 1 

(Katagiri et al. 1990). Los residuos de glutamina, alanina y serina identificados dentro del 

dominio de unión a ADN se localizaron en posiciones equivalentes a residuos putativos 

fosforilables previamente descritos por Kirchler et al. (201 O) comúnmente encontrados 

dentro de la región básica de proteínas bZIP. 

Es bien conocido que la fosforilación de factores transcripcionales está involucrada en la 

regulación de la expresión de genes en plantas (Sarokin et al. 1992). Dentro de la región 
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básica los residuos de serina-13 encontrados en todos los miembros de Cp TGA se 

ubicaron en posiciones equivalentes a serina-19 en A. thaliana conocidas por mediar la 

fosforilación (Kirchler et al. 201 O, Amoutzias et al. 2006). La fosforilación de este residuo 

resulta en el impedimento de la unión de ADN (Meshi et al.1998) y puede estar 

involucrada en la repulsión del factor transcripcional en el promotor (Kirchler et al. 201 0). 

Por tanto la fosforilación puede ser responsable de la regulación fina de la expresión de 

genes de papaya modulada por miembros CpTGA. 

Las combinaciones posibles en la formación de homodímeros y heterodímeros para los 

bZIP son complejas y variadas, para papaya, nuestros resultados presentaron casi el 

mismo patrón de composición de aminoácidos en todas las posiciones de los heptámeros. 

En la posición d las leucinas podrían estabilizar el dímero formado de acuerdo con lo que 

ha sido reportado por Deppmann et al. (2004). Los aminoácidos cargados en posición a 

para los heptámeros H1 , H2 y H3 inhibirían la formación de homodímeros (Deppmann et 

al. 2004). Por otro lado las interacciones probables de atracción de residuos en posiciones 

g y e son inhibidas en CpTGA haciendo difícil la formación de heterodímeros lo que 

coincide con lo mencionado por Deppmann et al. (2004). Aunque esto provocaría la 

desestabilización de dímeros CpTGA se sabe que sus homólogos de Arabidopsis forman 

homodímeros (Deppmann et al. 2006) efecto que podría reflejarse también en papaya. En 

comparación con H1 para At5g4291 O (bZIP grupo A) la posición g está ocupada por ácido 

glutámico, mientras que la posición e tiene una lisina, un residuo básico, estos 

aminoácidos cargados promueven la interacción atractiva y debido a la ausencia de 

interacciones repulsivas , se favorece la formación de homodímeros (Deppmann et al. 

2006, Deppmann et al. 2004). 

2.4.3 LOS DOMINIOS ÁCIDOS RICOS EN GLUTAMINA SE ENCUENTRAN DENTRO 

DE LAS SECUENCIAS CpTGA 

Los dominios Ql y Qll se ubicaron sobre el extremo C terminal como fue sugerido para 

AtTGA3 y AtPAN por Meng et al. (2005) y Chuang et al. (1999) respectivamente. Dentro 

de los dominios Ql y Qll de AtTGA, el número promedio de residuos de glutamina en cada 

dominio fue casi el mismo que para sus homólogos CpTGA. Los dominios enriquecidos 

con residuos ácidos o con glutamina están involucrados en la activación de factores 

so 
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transcripcionales de acuerdo con lo reportado por Katagiri et al. (1990) y Schwechheimer 

et al. (1998). 

2.4.4 LOS RESIDUOS DE CISTEINA PUEDEN ACTUAR COMO SITIOS DE UNIÓN 

PARA NPR1 

Los residuos de cisteína localizados dentro de Ql en CpTGA 1 fueron previamente 

reportados para AtTGA 1 y se involucran en la interacción entre AtTGA 1 y AtNPR 1 

posterior a la inducción con SA (Després et al. 2003). Las cisteínas oxidadas 

frecuentemente forman enlaces disulfuro involucrados en la estabilización de proteínas y 

regulación de actividad biológica (Niroshini et al. 2003). La observación de que CpTGA 1 

posee dos residuos de cisteína (Cis290 y Cis296) dentro del dominio rico en glutamina 

Q1 , sugiere que este factor transcripcional puede ser dependiente de condiciones redox y 

controlado por SA durante la interacción con NPR1. Esto fue reportado previamente para 

TGA 1 que forma un enlace disulfuro intramolecular en el residuo de cisteína bajo 

condiciones oxidantes, previniendo la interacción con NPR1. En contraste, bajo una 

inducción posterior con SA, TGA 1 es reducido e interactúa con NPR1 (Després et al. 

2003) . 

Los miembros restantes carecen de estos residuos en el dominio de activación Ql , por 

tanto el SA probablemente regula la interacción con NPR1 mediante mecanismos 

alternos. Recientemente Boyle et al. (2009) sugirieron que el SA desune un oligómero de 

TGA2 previa la interacción con NPR1 . Aunque no está claro si AtPAN es regulado por un 

puente disulfuro intramolecular o por S-glutationilación , AtPAN interactúa 

constitutivamente con cofactores BOP1 y BOP2 mediante Cis340 equivalente a Cis266 en 

TGA1 (Murmu et al. 2010). BOP1 codifica para una proteína con un dominio BTB/POZ 

con repeticiones de ankirina involucradas en la morfogénesis de hojas, de hecho NPR1 

pertenece a la misma familia que BOP1 (Ha et al. 2004). 

Las glutaredoxinas florales ROXY1 y ROXY2 involucradas en el desarrollo de anteras, 

son probablemente reguladas de forma redox por AtTGA9 y AtTGA 1 O. Los residuos 

oxidados e-terminales pueden formar un puente de ditiol que inhibe la actividad de factor 

transcripcional de AtTGA9/AtTGA10, una vez que hay cambio redox la reducción de 

51 



Capítulo 11 

cisteínas pueden iniciar la biosíntesis de ROXY1 y ROXY2 (Murmu et al. 201 0) . CpTGA5 

y CpTGA6 comparten residuos Gis en posiciones equivalentes a AtTGA9 y AtTGA 1 O que 

presumiblemente estarían involucradas en la regulación redox. 

Finalmente, con excepción de CpTGA7, los miembros de CpTGA poseen sobre el e
terminal , la firma característica identificada para AtbZIP del grupo D descritas por Jakoby 

et al. (2002). La secuencia consenso predicha .fue Yx2RLR[AT]LSSLW, aunque posean 

esta región característica, hasta la presente fecha no se ha asociado con una función 

biológica en particular. 

2.4.5 LOS MIEMBROS DE CpTGA SE AGRUPAN EN SUBCLADOS DEFINIDOS 

RELACIONADOS CON DEFENSA Y DESARROLLO 

Basado en el alineamiento (Fig. 2.2) un árbol filogenético fue generado para evaluar las 

relaciones evolutivas de genes AtTGA y sus homólogos en papaya Cp TGA. Las 

secuencias homólogas AtTGA y CpTGA se agruparon dentro de tres subclados (Fig 2.5) . 

Previamente Shearer et al. (2008) también identificaron tres ciados asociados con 

defensa en los genes TGA de A. thaliana pero esta clasificación no consideró a los genes 

involucrados en desarrollo. En el caso de papaya, al menos un miembro de TGA de 

papaya se identificó en cada uno de los ciados 1, 11 o 111 anteriormente mencionados. 

Recientemente Murmu et al. (201 O) reportaron una filogenie con los diez miembros de 

AtTGA en la cual se generaron tres subclados definidos. De acuerdo con esta nueva 

clasificación CpTGA 1 se agrupa con AtTGA 1 y AtTGA4, conocidos por estar involucrados 

en resistencia basal (Kesarwani et al. 2007) . También dentro de este subclado CpTGA3 

se agrupó con AtTGA3 y AtTGA7 involucrados en la activación transcripcional de genes 

PR (Shearer et al. 2009), por tanto CpTGA3 podría estar actuando de la misma manera. 

CpTGA2 se agrupó en el subclado 11 con AtTGA2, AtTGA5 y AtTGA6 por tanto es 

probable que se involucre en la activación o represión transcripcional de PR1 como fue 

descrito por Shearer et al. (2009) y Kesarwani et al. (2007) para el caso de los TGA de A. 

thaliana. 

Estos homólogos se agruparon formando una politomía debido a la incertidumbre sobre el 

orden correcto de la ramificación generada mediante el método de Neighbor-Joining (con 
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prueba de boostrap de 1000 réplicas) con el modelo basado en matrices de JTT 

implementado en MEGA5. Esto se explica en función de la secuencia CpTGA7 en la cual 

los dominios Ql y Qll no se encontraron totalmente conservados en relación con las 

demás secuencias. Además esta secuencia está truncada y su longitud no era 

comparable con las demás secuencias, las posiciones de aa faltantes en el extremo C 

terminal fueron determinantes en generar una ramificación muy larga que aparentemente 

no tendría sentido evolutivo real. MEGA5 (Tamura et al. 2011) simplificó el resultado, 

generando la politomía observada. 

Sin embargo esta secuencia se conservó durante el análisis debido a que cabe la 

posibilidad de que exista un error en la secuenciación de la misma. También cabe la 

posibilidad más interesante aún , de que esta secuencia sea la correcta y pueda ser el 

resultado de un mecanismo alterno de defensa en papaya respecto a Arabidopsis , como 

fue postulado anteriormente por Ming et al. (2008) . 

Dentro del mismo subclado CpTGA4 se agrupó con el gen PERIANTHIA involucrado en 

desarrollo floral (Chuang et al. 1999). Este gen en papaya parece ser el resultado de una 

divergencia evolutiva más reciente , esta misma divergencia explica el hecho de que estas 

secuencias no se hayan agrupado dentro de la politomía (más antigua) referida en el 

párrafo anterior. 

Finalmente CpTGA5 y CpTGA6 se agruparon dentro del mismo subclado 111 con AtTGA9 y 

AtTGA10 respectivamente, en A. thaliana se observó que AtTGA9 y AtTGA10 estaban 

relacionados con desarrollo floral (Murmu et al. 201 O) sin embargo el subclado 111 no se 

agrupó con CpTGA4 o AtPAN debido a que evolutivamente divergieron antes. 

En conclusión, la evidencia estructural y filogenética presentada en este capítulo sugiere 

que C. papaya tiene una familia de FT tipo Cp TGA de 6 miembros, con altos porcentajes 

de identidad (superiores al 70%) con miembros TGA de A thaliana . Adicionalmente C. 

papaya posee un homólogo CpTGA7 con un porcentaje de identidad de 38.98% con 

AtTGA2. Conjuntamente, estos FT probablemente comparten funciones similares en 

defensa y desarrollo respecto a sus homólogos en A. thaliana . 
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CAPÍTULO 111 

CARACTERIZACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE HOMÓLOGOS DE TGA EN 

Carica papaya var. Maradol; EXPRESIÓN BASAL, EN RESPUESTA ASA Y A 

Colletotrichum gloeosporioides 

3.1 INTRODUCCIÓN 

La regulación de la biosíntesis de proteínas es una de las principales formas que poseen 

los organismos para controlar su metabolismo. La respuesta de un organismo a nivel 

molecular puede depender de factores ambientales que ejerzan su acción sobre las 

células del mismo, cada célula debe ser capaz de modular una respuesta encendiendo o 

apagando genes de forma coordinada. 

Según Reddy y Subba (2001), las plantas están expuestas constantemente a factores 

estresantes que limitan su crecimiento y desarrollo, por ejemplo temperatura baja o alta, 

sequía, alta salinidad (factores abióticos) o patógenos como bacterias, hongos o virus 

(factores bióticos). 

Los factores abióticos inducen ajustes en el metabolismo (aclimatación) o alteran sus 

patrones de crecimiento para evitar exposición constante al estrés, los factores bióticos en 

cambio activan respuestas bioquímicas y estructurales como respuesta a ataques por 

microorganismos patógenos y herbívoros (Artlip y Wisniewski , 2001) . Las respuestas de 

protección de las plantas en contra de factores abióticos y bióticos, referidas como 

crosstalk o comunicación cruzada, se regulan a partir de hormonas endógenas como SA, 

JA, ET y ácido abscísico ABA (Fujita et al. 2006) . 

Las respuestas defensivas en contra de patógenos pueden ser dependientes de ácido 

salicílico (SA) cuando se encaminan a contrarrestar el ataque de patógenos biótrofos 

mientras que las respuestas defensivas dependientes de ácido jasmónico lo hacen en 

contra de patógenos necrotrófos (Giazebrook, 2005; McDowell y Dangl, 2000). En plantas 

el SA ejerce un efecto antagonista en la biosíntesis y expresión de genes responsivos a 

JA mediado por la proteína NPR1 (Spoel et al. 2003). 
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En cambio los patógenos han desarrollado mecanismos que suprimen la resistencia del 

hospedero, los biótrofos suprimen la respuesta dependiente de SA y de forma análoga los 

necrótrofos suprimen las respuestas defensivas dependientes deJA (Barret y Heil , 2012). 

Frente al ataque de un patógeno se distinguen las reacciones compatibles en las que 

existe una fuerte infestación por parte del patógeno y las reacciones incompatibles en las 

que la planta resiste al ataque del patógeno. La respuesta hipersensible es la típica 

reacción incompatible y se caracteriza por la muerte celular programada de las células 

infectadas (Schulze et al. 2002), esta es una respuesta local. Paralelamente con la 

respuesta hipersensible, se desarrolla la resistencia sistémica adquirida SAR (Systemic 

Acquired Resistance) que activa los sistemas de defensa en partes infectadas y no 

infectadas dentro de la planta, interviene el ácido salicílico (SA Salicylic acid) , un derivado 

del metabolismo de los fenólicos que actúa como sustancia señal. Adicionalmente , se 

sintetizan enzimas líticas, las proteínas PR (pathogenesis-related) para la defensa en 

contra de los patógenos (Schulze et al. 2002). 

El SA promueve cambios en el estado redox dentro del citosol que disparan la reducción , 

monomerización y translocación nuclear de NPR1 que se une a factores transcripcionales 

TGA para finalmente aumentar su actividad de unión al ADN en elementos cis de genes 

como los PR que responden a SA (Holuigue et al. 2007). Dentro del citosol el remanente 

NPR1 se involucra en la supresión de la expresión de genes responsivos a JA (Spoel et 

al. 2003). 

Los factores transcripcionales TGA pertenecen a una familia de bZIPs compuesta por 10 

miembros para A. thaliana (Jakoby et al. 2002) y se unen al denominado elemento as-1 , la 

cual se encuentra presente dentro del promotor del gen PR1 . Se conocen otros genes que 

poseen el elemento as-1 dentro de sus promotores que potencialmente pueden estar 

regulados por factores transcripcionales tipo TGA (Tabla 3.1). 

Los TGAs forman subclados diferentes dentro de la superclase de bZIPs de A. thaliana 

(Murmu et al. 201 0), se conocen tres subclados el primer subclado conformado AtTGA 1 y 

AtTGA4 involucrados en resistencia basal (Kesarwani et al. 2007) . También dentro de 

este subclado AtTGA3 y AtTGA7 están involucrados en la activación transcripcional de 

genes PR (Shearer et al. 2009) . 

60 



Capítulo 111 

Tabla 3.1 Ejemplos de genes que poseen elementos as-1 

Gen Nombre Unión a AtTGA Referencia 

EIGT Glucosyltransferase nd Uquillas et al. (2004) 

ROXY19, Glutaredoxin AtTGA2 Li et al. (2011 ), 
(GRX480) Ndamukong et al. (2007) 

GST25 Glutathione S-transferase nd Blanco et al. (2005) 

GST6 Glutathione S-transferase nd Uquillas et al. (2004) 

OPR1 12-oxophytodienoate reductase nd Blanco et al. (2005) 

PDF1.2 Plant defensin 1.2 AtTGA2 Spoel et al. (2003) 

UGT1 UDP-Giycosyl transferase nd Blanco et al. (2005) 
nd no demostrado 

Dentro del subclado 11 AtTGA2, AtTGA5 y AtTGA6 están involucrados en la activación o 

represión transcripcional de PR1 (Shéarer et al. 2009, Kesarwani et al. 2007). Dentro del 

mismo subclado APAN involucrado en desarrollo floral (Chuang et al. 1999). 

Finalmente el subclado 111 conformado por AtTGA9 y AtTGA10 relacionados con 

desarrollo floral (Murmu et al. 201 0). 

La papaya es una especie susceptible a un gran número de patógenos bacterianos, 

virales y fúngicos , entre ellos C. gloeosporioides responsable de la antracnosis, es el más 

importante patógeno que promueve considerables pérdidas de la producción sobre todo 

en postcosecha (Coates y Johnson, 1997). En C. papaya var SunUp Zhu et al. (2003) 

reportaron la presencia de cuatro homólogos de PR1 designados como CpPR1-a, CpPR1-

b, CpPR1-c y CpPR1-d. Este último gen considerado como un marcador ideal para SAR 

en papaya incrementó sus niveles de mARN alrededor de 20 veces más luego de la 

inducción con BTH. Porter et al. (2008) reportaron la secuencia bZIP, Cp25 que se 

expresó en raíz de forma basal y que presentó escasa respuesta posterior a la inoculación 

con Phytophthora palmivora. No se han reportado estudios que describan la expresión de 

genes tipo TGA en papaya de formal basal o como respuesta a la exposición a ácido 

salicílico (SA) o patógenos como C. gloeosporioides. 

En la presente tesis se analizó la expresión basal de homólogos a factores 

transcripcionales TGA de C. papaya var Maradol, así como su respuesta a la aspersión 
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con SA y finalmente al ataque de una cepa de C. gloeosporioides de concentración 

conocida. 

Los resultados permitieron identificar la expresión de homólogos de genes TGA en 

peciolo, hoja, flor, fruto maduro y fruto inmaduro, adicionalmente se reportaron los genes 

que respondieron a SA y al patógeno. 

3.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

3.2.1 EXTRACCIÓN DE ARN TOTAL 

Se pulverizó el tejido vegetal en un mortero con nitrógeno líquido y se pesó dentro de un 

tubo para microcentrífuga entre 100 a 500 mg. Se añadieron 500 ¡..¡L de amortiguador 

caliente (60 oC) compuesto por CTAB (2 %) , polivinilpirrolidona PVP (2 %) , Tris-HCI (1 00 

mM pH 8.0) , ácido etiléndiaminotetraacético EDTA (25 Mm) , NaCI (2M) y ~

mercaptoetanol (2%) . Se mezcló vigorosamente e incubó a 60 oc por 15 min mezclando 

suavemente por inversión cada 2 minutos. Se añadieron 500 ¡..¡L de cloroformo: alcohol 

isoamílico (24:1) y colocaron los tubos en hielo por 5 min. Se centrifugó a 12000 rpm por 

1 O m in (4 °C}. Se trasfirió el sobrenadante a otro tubo para microcentrífuga y se añadieron 

250 ¡..¡L de LiCI (7.5 M). Se dejó incubar hasta el día siguiente a 4 oc. Se centrifugó a 

12000 rpm durante 30 min (4 oc). Se desechó el sobrenadante y se resuspendió el ARN 

en 30 ¡..¡L de agua ultrapura. Este ARN se almacenó a -80 oc. Se midió la concentración 

(en ng ¡..¡L-1) mediante NANODROP® y se observó la calidad del ARN en gel de agarosa al 

1.2% a 80 V. 

3.2.2 SINTESIS DE ADNc 

El ARN total fue tratado con ADNasa, para cada reacción se preparó la mezcla 

compuesta por 1 ¡..¡L de amortiguador para ADNasa 1 Ox, 1 ¡..¡L de ADNasa1 , 0.5 ¡..¡L de 

inhibidor de ARNasas (RNAse OUT) y 20 ¡..¡L de ARN. Se incubó durante 15 minutos a 30 

oc, se añadió 1 ¡..¡L de solución de paro y finalmente se incubó durante 1 O minutos a 65°C. 

Se transfirió a un tubo para microcentrífuga el volumen necesario de ARN en disolución 

para obtener una concentración de entre 300 a 500 ng ARN ¡..¡L-1. Se adicionó agua 

ultrapura para ajustar un volumen de 9.0 ¡..¡L. Se adicionó 1 ¡..¡L de Random Primers una 

concentración 1.0 ¡..¡g mL-1 y 1.0 ¡..¡L dNTPs (1 O mM). Se incubó a 70 oc por 5 m in 
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inmediatamente, se incubó en hielo por 5 min. Se añadieron 9 ~-tl de la mezcla de 

reacción compuesta por 2.0 IJL de amortiguador 5x First standard (lnvitrogen™), 2.0 IJL 

DTT (0.1 M) , 4.0 IJL MgCI2 (25 mM), 1.0 IJL Transcriptasa reversa M-MLV. Se incubó a 

25°C (5 min), 42°C (1 :30 h) y finalmente a 70°C (15 min). Se almacenó a -20°C hasta la 

extensión con los oligonucleótidos adecuados. 

3.2.3 CONDICIONES DE RT -PCR 

Los oligonucleótidos para la RT-PCR (Tabla 3.2) fueron diseñados de forma manual a 

partir de las secuencias homólogas de genes TGA de C. papaya y verificados mediante 

los programas FastPCR (Kalendar et al. 2009). Adicionalmente se diseñaron 

oligonucleótidos para GST (número de accesión AJ000923) en papaya (Lam y Bakar, 

1999) como gen de respuesta temprana a SA (Uquillas et al. 2004) y se utilizaron las 

secuencias reportadas para CpPR1-d como gen de respuesta tardía a SA y marcador de 

SAR en papaya (Zhu et al. 2003). 

Tabla 3.2 Secuencia de oligonucleótidos y longitud esperada de los amplicones 
correspondientes (5'-3'). 

Secuencia Secuencia Long. 

sentido antisentido Amplicón 

CpTGA1 agtgatatagagctccgcatac tcaaagtgtggaataaggac 200 

CpTGA2 acattacgcaggcttgctc tgatcagcctgttatgctc 250 

CpTGA3 atgtcagcaactgtgaactc tcgaccttagcagcatctgc 203 

CpTGA4 tatggagttcagcaaggagc atgaagattgccgcctgctc 208 

CpTGA5 acgccaagacgttgagacg ttcctcctccaccgccac 183 

CpTGA6 aataccgaatcaagtggagcc agagcttgttgatggcaagag 212 

CpTGA7 agaatgtagcaggtcgatc agctgatgaattctccgcattg 111 

GST atggcgg acg aggttgttc ccttgtcgctccatacctca 244 

CpPR-1d gcggtcactatactcaggtt tgcctggaggatcatagttg 125 

De forma general la amplificación de genes TGAs se efectuó a partir de 1.5 IJL de 

templete en mezcla con 5 IJL de Buffer 1 Ox RxnPCR, 2.0 JJL MgCI2 , 0.8 JJL de dNTPs, 1.5 

JJL de primer F, 1.5 JJL de primer R, 0.2 JJL de TaqPolimerasa, y agua suficiente para 

completar un volumen de 50 J.Jl. 
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La reacción se efectuó en un termociclador Eppendorf mediante un programa que 

consistió de una etapa de desnaturalización a 95 oc (3min), seguido de 38 ciclos con 

desnaturalización a 95 oc (30 s) , alineación a 56 oc (30 s) , extensión 72 oc (1 min) y una 

etapa de extensión final a 72 oc (1 O m in) . 

Las muestras se fraccionaron en un gel de agarosa al 1.2% a 5V cm-1 durante una hora. 

3.2.4 MATERIAL VEGETAL DE C. papaya Var Maradol 

Se utilizaron diferentes tipos de tejidos de acuerdo con el tipo de ensayo propuesto: 

• Para determinar la expresión basal en los diferentes tejidos de C. papaya var 

Maradol, se utilizaron ARN de plantas de aproximadamente un año de edad 

colectadas en la plantación comercial "Rancho Alegre" en el Estado de Yucatán (N 

21 °18.2190, W08r46.1790). Se usó tejido proveniente de peciolo, hojas, flores 

(cerradas) , frutos inmaduros de aproximadamente 15 cm y frutos maduros de 

aproximadamente 30 cm (a los cuales se les removió la semillas). El material 

vegetal se mantuvo en refrigeración a -80 oc hasta su procesamiento. 

• Para el ensayo en respuesta a la inducción con SA se utilizaron plántulas 

de 43 días de edad cultivadas en invernadero en una mezcla de Agrolita-Peat 

Moss (1 :1). Las plántulas se regaron regularmente con agua destilada y cada ocho 

días con solución nutritiva de Hoagland (Hoagland y Arnon , 1950). Tres días 

previos al ensayo, las plántulas de papaya Maradol se llevaron a un cuarto de 

cultivo con fotoperiodo de 8 horas de oscuridad y 16 horas de luz a 25 oc para su 

aclimatación . Las plantas no inducidas se regaron con 30 ml de agua destilada y 

las inducidas con 30 ml de una solución 1 mM SA y se cosecharon a tiempo cero 

y a cuatro, ocho y doce días posteriores a la inducción con SA y se almacenaron a 

-80°C hasta su procesamiento. 

3.2.5 MATERIAL VEGETAL PARA EL ENSAYO DE EXPOSICIÓN AL PATÓGENO C. 

gloeosporioides 

Se utilizaron frutos en etapa de madurez fisiológica 2 de acuerdo con la clasificación del 

estadía de madurez propuesto por Santamaría et al. (2009). Se lavaron ligeramente con 

detergente líquido y abundante agua, se agruparon los frutos en tres grupos, el primero 
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sin tratamiento (se atomizaron con agua destilada estéril) el segundo con una suspensión 

de fungicida comercial Mirage a concentración de 2 mL L-1 y adherente (0.1 mL L-1
) . 

Finalmente en el tercer grupo de frutos se inoculó con esporas en suspensión de C. 

gloeosporíoídes a concentración de 1 x1 06 esporas mL-1. 

Posterior a la atomización, se guardaron los frutos dentro de cajas transparentes de 

plexiglas con la finalidad de promover el desarrollo del hongo y se dejaron madurar hasta 

terminado el experimento. Se tomaron muestras de fruto , extrajo el ARN y se analizó la 

expresión de genes tipo Cp TGA. La cuantificación del área afectada de los frutos se 

realizó mediante el software lmageJ (Abramoff et al. 2004) . 

3.3 RESULTADOS 

3.3.1 AISLAMIENTO DE ARN TOTAL DE DIFERENTES TEJIDOS DE C. papaya Var 

Maradol 

El ARN total fue aislado a partir de peciolos, hojas, pétalos, frutos maduros e inmaduros, 

sin degradación ni contaminación con ADN (Figura 3.1). En el gel de agarosa se 

observaron el par de bandas correspondientes a las subunidades 258 y 188. Las bandas 

fueron ligeramente intensas para ARN proveniente de peciolo, muy intensas para hoja y 

flor, y de baja intensidad para fruto inmaduro y maduro. 

p H Pt Fi Fm 

Figura 3.1 Análisis de integridad de ARN proveniente de peciolos P, hojas H, pétalos Pt, frutos 
inmaduros Fi y frutos maduros Fm de papaya Maradol. 

El mayor rendimiento promedio de ARN obtenido por tejido, se obtuvo en hojas, seguido 

de flores y peciolos, finalizando con el más bajo contenido para frutos maduros e 

inmaduros (Tabla 3.3). 
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Tabla 3.3 Concentración promedio y pureza de ARN extraído de diferentes tejidos de C. 
papaya var Maradol 

Conc. Promedio 
Tejido A2so/A2so JJQ ARN 1 oo-1 mg-1 tejido 

fresco 

Peciolos 2.10 10.01 
Hojas 1.91 20.96 

Pétalos 2.10 15.62 
Frutos inmaduros 1.90 1.23 

Frutos maduros sanos 2.03 1.80 

Frutos Maduros sanos 
2.16 1.45 

atomizados con Mirage 

Frutos Maduros enfermos 2.11 1.18 

A partir del ARN total del mesocarpio de los frutos correspondientes a los tres 

tratamientos en respuesta a C. gloeosporioides (Figura 3.2) se observó que las bandas 

ribosomales provenientes del ARN aislado a partir del mesocarpio de frutos 

aparentemente sanos (atomizados con agua y Mirage) eran más intensas que las 

provenientes del mesocarpio de fruto enfermo previamente inoculado con C. 

gloeosporioides lo que sugiere la degradación del ARN debida a la infección por el 

patógeno. 

Pulpa: Sana 
Atomizada: Agua 

·------~~~----

Enfenna 
c. gloeosporioides 

1 2 3A 38 4A 48 5 6 7 8 9A 98 

Figura 3.2 Análisis de integridad de ARN total proveniente de fruto de papaya M arado!. Líneas 1, 
2, 3A r, 38 fruto atomizado con a~ua. Líneas 4A, 48 , 5 y 6 fruto atomizado con fungicida Mirage (2 
ml L. ) y adherente (0.1 ml L. ). Líneas 7, 8, 9A y 98 pulpa lesionada, fruto atomizado con 
suspensión de esporas de C. gloeosporioides (1x 106 esporas ml-1) . 
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3.3.2 PATRONES DE EXPRESIÓN BASAL DE GENES CpTGA EN DIFERENTES 

TEJIDOS DE C. papaya Var Maradol 

El ADNc obtenido y usado como plantilla para la amplificación por PCR con los 

oligonucleótidos específicos generó amplicones del tamaño esperado (Figura 3.3). 

p H Pt. Fi Fm 
CpTGA1 
CpTGA3 

CpTGA2 
CpTGA4 
CpTGA7 

1 

CpTGAS 
CpTGA6 

d 
CpNPR1 
CpPR1-d 
CpGST1 
CpEF1a 

T( ·) O f/f(•) 

T(+) O f/r(·) 

Figura 3.3 Expresión basal, productos de RT -PCR, para genes TGA en C. papaya var 
Maradol (Cada columna corresponde a un tejido, en su orden: P peciolo, H hoja, Pt pétalo, Fi 
fruto inmaduro y Fm fruto maduro EF1a Elongation Factor 1, gen control. T(-) sin ADNc T(+) 
con ADNc, O r/f (-) sin oligonucleótidos O r/f (+) sin oligonucleótidos. 

El gen Cp TGA 1 presentó bandas uniformemente intensas en peciolos, hojas, pétalos y 

frutos maduros y una banda menos intensa en fruto inmaduro. Cp TGA3 presentó una 

banda uniforme en hojas, pétalos, frutos maduros e inmaduros y una banda ligeramente 

más intensa en peciolos. 

CpTGA2 generó bandas similarmente intensas en hojas, pétalos, frutos inmaduros y 

frutos maduros, no se observó banda en peciolo . Cp TGA4 presentó bandas difusas en 

peciolos, hojas, pétalos y frutos inmaduros y una banda ligeramente más intensa en frutos 

maduros. El gen Cp TGA 7 presentó bandas uniformes en peciolos, hojas, flores y frutos 

maduros, adicionalmente una banda difusa en fruto inmaduro. 
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CpTGA5 mostró una banda intensa en pétalos y una banda difusa en peciolos. El gen 

Cp TGA6 presentó bandas en todos los tejidos con mayor intensidad en peciolos y pétalos, 

en menor intensidad en frutos inmaduros y mucho menos en frutos maduros. 

3.3.3 PATRONES DE EXPRESIÓN DE HOMÓLOGOS DE TGA EN RESPUESTA A LA 

INDUCCIÓN CON ÁCIDO SALICÍLICO 

Considerando la expresión de los genes Cp TGA en hojas de plantas colectadas a los 

cuatro, ocho y doce días posteriores a la inducción con SA (Figura 3.4) . Todos los genes 

se expresaron de forma variable a diferentes tiempos desde el inicio del experimento, la 

excepción fue el gen CpTGA5 que no se expresó en ningún caso. 

Todos los miembros de CpTGA mostraron una expresión basal débil en plantas que no 

fueron tratadas con SA excepto Cp TGA5 que no respondió al tratamiento con SA. Al 

cuarto día posterior a la aplicación de SA, la expresión de Cp TGA3 aumentó muy 

levemente mientras que la expresión de CpTGA4 y CpTGA6 aumentó ligeramente más. 

La expresión de Cp TGA2 y Cp TGA 1 permaneció inalterada. 

CpTGA1 
CpTGA3 

CpTGA2 

CpTGA4 
CpTGA7 

CpTGA5 

CpTGA6 

CpNPR1 
CpPR-1d 
CpGST1 
CpEF1a 

SA {lmM) 

o 4 8 12 días 

Figura 3.4 Expresión de genes CpTGA de papaya en respuesta a la inducción con SA 1 mM a 
los O, 4, 8 y 12 días posteriores al tratamiento. 
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En los genes control , CpNPR1 se expresó de forma aparentemente uniforme con 

aumentos de expresión entre los cuatro y doce días de iniciado el experimento. 

Para el gen CpPR-1d la expresión fue similar desde el cuarto al doceavo día, en el gen 

CpGST1 se observó una expresión homogénea en los mismos días. Finalmente para el 

gen CpEF1a la expresión fue uniforme en todos los tiempos (Fig . 3.4). 

3.3.4 DESARROLLO DE LA ANTRACNOSIS EN FRUTOS DE C. papaya Var Maradol 

Finalizado el ensayo al noveno día, los frutos sin tratamiento (atomizados con agua 

destilada estéril) presentaron muy poca presencia de micelio blanco algodonoso y 

lesiones, el área promedio de micelio fue inferior al 1 O% y la de lesión alrededor del cinco 

por ciento. Las lesiones circulares formaron una ligera depresión en la epidermis del fruto, 

con un halo color naranja intenso, en la parte central de la lesión (Figura 3.5 a) . 

Figura 3.5 Síntomas observados en frutos de papaya Maradol al noveno día posterior al inicio del 
experimento a) fruto sin tratamiento, escasas lesiones circulares con halo color naranja b) fruto 
atomizado con fungicida Mirage a concentración de 2 ml L-1, esporádicas lesiones circulares color 
café claro e) fruto inoculado con esporas de C. gloeosporioides (1x 106 esporas ml-1) , múltiples 
lesiones circulares con halo color naranja, desarrollo de micelio blanco algodonoso y acérvulos 
negros d) y e) lesiones recubiertas de micelio blanco algodonoso y acérvulos negros en frutos 
inoculados con C. gloeosporioides f) sección transversal de una lesión típica provocada por C. 
g!oeosporioides, se aprecia una región de acérvulo negro recubierta de micelio blanco y pulpa de 
fruto afectada. 

Para los frutos atomizados con Mirage se observó una menor área promedio ocupada por 

el micelio (cerca del uno por ciento) mientras que el área promedio de las lesiones fue de 
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alrededor del tres por ciento . Las lesiones circulares eran de color café claro (Figura 3.5 

b). 

En tanto que los frutos atomizados con el inóculo de C. gloeosporioides presentaron un 

área promedio de al menos el 60% de formación de micelio y de cerca del 40% de 

lesiones. El micelio era blanco, algodonoso con acérvulos negros, las múltiples lesiones 

circulares se presentaron como depresión en la epidermis del fruto , con halo naranja y 

principalmente recubiertas por una delgada capa de micelio blanco, la epidermis del fruto 

en algunos casos se desprendió con facilidad (Figura 3.5 e hasta e). 

En la Fig 3.6 se aprecia la diferencia entre las áreas sanas y enfermas en frutos de 

papaya Maradol al noveno día posterior al ensayo de exposición al patógeno C. 

gloeosporioides. Comparativamente puede observarse que los frutos inoculados con el 

patógeno tenían un área de afectación considerablemente mayor a los frutos que no 

recibieron tratamiento y los que fueron atomizados con fungicida Mirage. 

e! Micelio 

400 
c::J l.OIICln 
- Atudaftada 
¡zzj Alea lolal 

N 
E u 300 

o :g 
CD 
E o 200 ... 
Q. 

~ ¡¡:; "' CD ... 
e( 

100 

o ~rx; i =;r; iii 

M Cg 
Novenodia 

Figura 3.6 Área promedio de frutos al noveno día de iniciado el experimento Sg frutos sin 
tratamiento M frutos atomizados con Mirage a concentración de 2 ml L-1 Cg frutos inoculados con 
esporas de C. gloeosporioides (1 x 106 esporas ml-1) . 

El daño producido por C. gloeosporioides fue evidente, se puede observar en la Figura 3.7 

que prácticamente la totalidad de los frutos inoculados con la cepa del patógeno 

mostraron afectación por micelio y lesiones. En cambio en los frutos sin tratamiento y en 
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los atomizados con Mirage se observó de forma muy ligera la presencia de lesiones y 

formación de micelio típicas de C. gloeosporioides aunque estos grupos de frutos no se 

hayan puesto en contacto con el patógeno lo que sugiere la presencia latente de C. 

gloeosporioides. Al tomar una muestra de tejido infectado con el patógeno en frutos 

atomizados con agua y Mirage y cultivarla en un medio apropiado. Se determinó al menos 

de forma visual que la cepa poseía las mismas características morfológicas en 

comparación con la cepa de C. gloeosporioides caracterizada con la que se preparó el 

inóculo para el ensayo. 

Figura 3.7 Frutos de papaya Maradol utilizados en el ensayo de exposición al patógeno al inicio 
del experimento (día cero) y a los nueve días posteriores 59 frutos de papaya al día 9 sin 
tratamiento M frutos al día 9 atomizados con fungicida Mirage (2 ml L-1) y adherente (0.1 ml L-1) 

Cg frutos al día 9 inoculados con esporas de C. g/oeosporioides (1x 106 esporas ml-1) . 

3.3.5 PATRONES DE EXPRESIÓN DE HOMÓLOGOS DE TGA EN RESPUESTA A LA 

INDUCCIÓN CON C. gloeosporioides 

Para el gen Cp TGA 1 se observó una banda difusa para frutos S0 además dos bandas 

intensas en los frutos S9 y M. Finalmente una banda de menor intensidad para Cg. En 

cambio, en la expresión del gen CpTGA3 se observó expresión uniforme en S0 y M, 

expresión ligeramente mayor en S9 y una expresión menor en Cg (Figura 3.8). 
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Día 
Ola nueve 

cero 

So s, M Cg 

1 

CpTGA1 
CpTGA3 

1 CpTGA2 
CpTGA4 
CpTGA7 

1 

CpTGA5 
CpTGA6 

CpNPR1 
CpPR-1d 

CpGST1 

CpEF1a 

Figura 3.8 Amplificación de secuencias de ADNc de homólogos de TGA con oligonucleótidos 
específicos So frutos sin tratamiento al día cero S9 frutos sin tratamiento al día nueve M frutos 
atomizados con fungicida Mirage (2 ml L-1) y adherente (0.1 ml L-1) Cg frutos atomizados con 
suspensión de esporas de C. gloeosporioides (1x 106 esporas ml-1) . EF1a Elongation Factor 1, 
gen control. 

Para el gen Cp TGA2 se observó una mayor expresión en M y expresión menor en So, Sg y 

Cg. 

En el gen Cp TGA4 se observó expresión baja y uniforme en S0 y S y M, aparentemente la 

expresión en frutos Cg fue ligeramente mayor. 

Para el gen Cp TGA 7 se observó una ligera expresión en S0 y S9 , y un aparente aumento 

de la expresión en M y finalmente mayor expresión en frutos Cg. 

El gen CpTGA5 no se expresó en ningún grupo de frutos. El gen CpTGA6 presentó baja 

expresión en S0 , expresón mayor en frutos S9 y expresión uniforme de menor intensidad 

en M y Cg. 

En el gen CpNPR1 se observó expresión uniforme en los frutos S0 , S9 y Cg, y una banda 

de menor intensidad en frutos M. 
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Para el gen CpPR-1d se observó expresión uniforme en los frutos S0 , S9 y Cg con un 

aparente aumento en la expresión en los frutos M. Finalmente el gen CpGST1 se expresó 

uniformemente en los frutos S0, S9 , M y se observó una expresión menor en frutos Cg. 

La expresión del gen EF1a se observó muy uniforme en todos los frutos (Fig . 3.8) . 

3.4 DISCUSIÓN 

3.4.1 LA INFECCIÓN DE C. gloeosporioides REDUCE LA CANTIDAD DE ARN 

TOTAL EN TEJIDO ENFERMO 

Mediante el protocolo de extracción descrito anteriormente, se obtuvo ARN de buena 

calidad. En todos los casos el coeficiente A260/A280 es mayor a 1.8 indicio de escasa 

contaminación con proteínas. Se observó que la concentración en microgramos (IJg) 

promedio ARN obtenida por cada 100 mg tejido coincidió con la mayor abundancia de 

ARN observado en el gel de agarosa. lnteresantemente se encontró que la intensidad de 

bandas de ARN total en el gel de agarosa era menor en tejidos provenientes de frutos 

infectados por C. gloeosporioides (Fig. 3.2), este efecto probablemente se debió a la 

degradación del ARN debido al aumento de la infección. Al respecto Dean et al. (2002) 

obtuvieron resultados similares, en plantas de Nicotiana benthamiana infectadas con 

Colletotrichum destructivum, en un gel de agarosa observaron la degradación progresiva 

de ARN a medida que la enfermedad aumentaba en función del tiempo. 

3.4.2 LOS FACTORES TRANSCRIPCIONALES TIPO CpTGA SE EXPRESAN EN 

DIFERENTES TEJIDOS DE FORMA BASAL 

En la presente tesis se reporta la expresión de Cp TGA 1, Cp TGA2 y Cp TGA3 en hojas 

maduras y pétalos, en cambio Pontier et al. (2002) detectaron la proteína AtTGA2 en 

homóloga a CpTGA2 en hojas maduras de Arabidopsis pero no detectaron AtTGA 1 

(homóloga a CpTGA1) o AtTGA3 (homóloga a CpTGA3). 

CpTGA2 (quien comparte un alto porcentaje de identidad con AtTGA6), no se expresó en 

peciolos, pero si se expresó en frutos inmaduros. En contraste Xiang et al. (1997) 

encontró expresión de AtTGA6 en peciolos pero muy baja expresión en silicuas 

inmaduras. 
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CpTGA3 se expresó en frutos maduros mientras que en Arabidopsis, Miao et al. (2004) no 

encontraron expresión de AtTGA3 en silicuas maduras por hibridación Northern. 

Para el caso de Cp TGA4 , en la presente tesis se reporta la expresión basal uniforme en 

todos los tejidos, en Arabidopsis la expresión de su más cercano homólogo AtPAN se 

observó en meristemos (Running et al. 1996) y se involucra con la regulación del número 

de órganos de periantia en Arabidopsis (Chuang et al. 1999) así como la regulación de 

AGAMOUS (AG) , relacionado con el patrón floral en Arabidopsis. 

Para Cp TGA5, se encontró expresión basal en pétalos y en menor medida en peciolos, 

para el caso de Arabidopsis, su más cercano homólogo AtTGA9 mostró expresión en 

silicuas y hojas (Murmu et al. 2010). Adicionalmente CpTGA5 es la secuencia 

previamente reportada para papaya por Porter et al. (2008) como CP25 (número de 

accesión EF12305) una clona similar a liguleless2 (lg2) un gen que codifica para una 

proteína de zipper básico de leucina en maíz, asociado probablemente con desarrollo de 

la raíz. 

Se observó expresión basal de Cp TGA6 en todos los tejidos, incluidos hojas y frutos 

inmaduros, mientras que su homólogo en Arabidopsis, AtTGA10 no mostró expresión en 

hojas ni en silicuas (Murmu et al. 201 O). 

Estas diferencias en la expresión de genes Cp TGA en papaya pueden atribuirse a las 

diferencias de edad y condiciones ambientales de ambos sistemas, para Arabidopsis la 

mayoría de los ensayos fueron hechos en plántulas, mientras que en papaya se usaron 

plantas maduras del campo expuestas a una gran variedad de condiciones ambientales. 

Debido a que el gen CpTGA7 se agrupó en el subclado 11 formando una politomía no 

resuelta aún y posee un bajo porcentaje de identidad no puede compararse su expresión 

con algún homólogo de Arabidopsis. 

La expresión basal de los homólogos Cp TGA fue variada probablemente en respuesta a 

los estímulos a los que fueron expuestas las plantas provenientes de la plantación 

comercial de la cual se obtuvieron las muestras, lo que sugiere la naturaleza 

multifuncional de los FTS. 
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Previamente Zhu et al. (2003) demostraron la expresión de CpPR-1d en hojas y raíces, 

nuestros resultados confirman la expresión del gen marcador de SAR en hojas de papaya 

Maradol, adicionalmente reportamos la expresión (aunque reducida) del gen en flores de 

esta variedad. 

La expresión del gen CpGST1 se observó en todos los tejidos ensayados. Previamente 

Lam y Bakar (1989) caracterizaron el gen CpGST1 y verificaron su expresión por 

hibridación Northern en diferentes tejidos. Estos autores también reportaron un máximo 

de expresión en frutos maduros y expresión muy ligera en hojas y flores , este resultado 

concuerda con la expresión del gen CpGST1 en papaya Maradol. 

Nuestros resultados reportan por primera vez la expresión del gen CpGST1 en peciolo, y 

de forma sorprendente en fruto inmaduro, expresión que no fue detectada en el 

experimento descrito por Lam y Bakar (1989). 

Esta diferencia en la expresión en fruto inmaduro probablemente se deba a las variedades 

utilizadas. El gen de CpGST1 fue caracterizado a partir de papaya var Eksotika 2 (Bakar y 

Lam, 1999; Lam y Bakar, 1999) mientras que nuestros experimentos se realizaron a partir 

de papaya var. Maradol. 

La expresión del gen CpNPR1 en hojas, flores y frutos maduros, concuerda con la 

expresión reportada para este gen en papaya Maradol (Peraza et al. 2012). 

Adicionalmente reportamos por primera vez la expresión de CpNPR1 en tejidos de fruto 

maduro de papaya Maradol (Fig . 3.3). 

3.4.3 LOS GENES CpTGA RESPONDEN A LA INDUCCIÓN CON SA 

El ligero aumento en la expresión de Cp TGA3 en respuesta a SA es concordante con la 

expresión de AtTGA3 que aumentó alrededor de cinco veces en plantas tratadas con SA 

respecto a plantas no inducidas (Farinati , 201 0). En cambio, el incremento de la expresión 

de Cp TGA4 posterior a la aplicación con SA es inesperada, su homólogo AtPAN se ha 

relacionado más a procesos de desarrollo (Maier et al. 2011). El aumento de expresión de 

Cp TGA4 posterior al tratamiento con SA puede deberse al hecho de que Cp TGA4 y 

AtPAN posiblemente compartieron un ancestro común con homólogos TGA relacionados 

con defensa (AtTGA2, AtTGA5, AtTGA6 y CpTGA2). Es por tanto posible que desde la 
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divergencia con Arabidopsis, ambas funciones (defensa y desarrollo) hayan permanecido 

conservadas para Cp TGA4. 

El hecho de que la expresión de CpTGA1 no se haya visto alterada por la exposición con 

SA, es consistente con lo descrito por en A. thaliana para AtTGA 1 (Zimmermann et al. 

2004) . Al respecto Després et al. (2003) reportaron que la aplicación de SA no aumentó la 

expresión en Arabidopsis de su homólogo AtTGA 1 pero promovió la interacción entre 

AtNPR1 y AtTGA 1. Es probable que la misma regulación se efectúe en papaya. 

En nuestros resultados se observa que la expresión de Cp TGA2 no cambió en respuesta 

a SA en papaya, esto contrasta con el ligero aumento en la expresión de AtTGA2 tres 

días posteriores a la aplicación con INA (un análogo de SA) reportado previamente en 

hojas de A. thaliana (Kim y Delaney, 2002). 

El incremento en la expresión de CpTGA6 también puede considerarse inesperado, ya 

que su homólogo AtTGA 10 se ha asociado con procesos de desarrollo floral (Murmu et al. 

201 0) . Por su parte, Cp TGAS no se expresó ni en condiciones no inducidas ni posterior a 

la inducción con SA su homólogo AtTGA9 también se relaciona con desarrollo floral 

(Murmu et al. 2010). De momento para los genes AtTGA9 y AtTGA10 en Arabidopsis no 

se han reportado trabajos previos sobre la expresión de estos genes posterior a la 

inducción con SA. El aumento en la expresión de CpNPR1 es consistente con lo 

reportado previamente para papaya donde CpNPR1 se expresó en ausencia de BTH pero 

incrementó sus niveles de transcritos alrededor de dos veces más, posterior a la inducción 

con BTH (Zhu et al. 2003). 

La acumulación de mensajeros de proteínas PR se ha usado como criterio para 

determinar si una planta se encuentra en SAR (Enyedi et al. 1992; Ward et al. 1991). La 

aplicación externa de SA activa el mismo juego de genes que se expresan de forma 

natural en la inducción de SAR por la presencia de patógenos (Gaffney et al. 1993). 

Debido a que la expresión de CpPR-1d alcanzó un máximo a las 24 horas posterior a la 

inducción con SA (Fig . 3.4), este es un indicio del posible establecimiento de la SAR en 

las plántulas de papaya Maradol. 
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En papaya var SunUp, Zhu et al. (2003) reportaron que la inducción de la expresión del 

gen CpPR-1d aumentó progresivamente a partir de las tres horas posteriores a la 

inducción con BTH, expresión que aumentó después hasta 14 días siguientes a la 

inducción. 

El gen CpGST1 también se expresó de forma constitutiva con un ligero aumento posterior 

a la inducción. Este gen fue originalmente descrito para papaya var Eksotika 2, expresado 

ligeramente en hojas y altamente expresado en frutos maduros (Lam y Bakar, 1999) pero 

no existen reportes que documenten su expresión en respuesta a SA en papaya. Se 

conoce que los genes tipo GST también se encuentran regulados por factores 

transcripcionales tipo TGA (Johnson et al. 2001) , por tanto es probable que la expresión 

constitutiva de los Cp TGA promovió el_ patrón de expresión observado para CpGST 

3.4.4 LOS GENES CpTGA RESPONDEN A LA INOCULACIÓN CON C. 

gloeosporioides 

Finalizado el experimento, al día 9 los frutos de papaya S 9 sin tratamiento, los frutos de 

papaya M atomizados con fungicida Mirage (2 ml L-1) y adherente (0.1 ml L-1) y los frutos 

de papaya Cg inoculados con esporas de C. gloeosporioides (1 x 106 esporas ml-1) 

estaban maduros en su totalidad , esta maduración prematura resulta inesperada para ese 

número de días. Santamaría et al. (2009) propusieron una escala visual de etapas de 

madurez, correlacionada con la producción de etileno y el color entre otras. En esta 

escala, la etapa cuatro corresponde al octavo día posterior a la cosecha, tiempo en cual 

se alcanza el máximo pico de etileno, posteriormente la concentración de etileno baja y en 

etapas 5 y 6 (a partir del día 13 posterior a la cosecha) el fruto se considera maduro, apto 

para el consumo. En nuestro experimento, al día 9 los frutos maduros se encontraban en 

etapa 6 (Figura 3.7) la maduración prematura se atribuye a que los frutos se mantuvieron 

contenidos dentro de las cajas de plexiglas, con la finalidad de asegurar un ambiente de 

alta humedad propicio para el desarrollo de C. gloeosporioides. 

Debido a que en los frutos S9 sin tratamiento, los frutos de papaya M atomizados con 

fungicida Mirage se observaron lesiones y formación de micelio con similares 

características a las de C. gloeosporioides, aunque en mucha menor cantidad y tamaño 

comparada con los frutos Cg se presume que los frutos aparentemente sanos de papaya 
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estaban infectados por la presencia del patógeno de forma endógena, la atomización con 

Mirage redujo el desarrollo del hongo pero no lo eliminó totalmente. El hongo presente de 

forma endógena pudo colonizar los frutos y promover la aparición aunque sea escasa, de 

los síntomas observados. Las infecciones quiescentes por patógenos a nivel post cosecha 

son comunes para cultivos tropicales (Coates y Johnson, 1997), se conoce que el 

apresiorio de C. gloeosporioides actúa de forma quiescente en papaya, permaneciendo 

latente en frutos inmaduros (Prusky y Plumbley, 1992), adicionalmente se sabe que el 

etileno induce la germinación y formación de apresiorios en suspensiones de conidios de 

C. gloeosporioides (Fiaishman y Kolattukudy, 1994) por tanto existe suficiente evidencia 

que respalde este argumento. 

Los frutos Cg en cambio se observaron afectados prácticamente en su totalidad por 

micelio o lesiones características de la infección por C. gloeosporioides (Fig. 3.5 y 3.7) por 

tanto el inóculo a la concentración descrita en la sección 3.2.6 fue suficiente para 

promover la colonización de los frutos. Hernández et al. (2005) caracterizaron 

morfológicamente dos aislados diferentes de C. gloeosporioides, independientemente del 

aislado las lesiones se describieron como circulares o de forma irregular, con micelio de 

color blanco y textura algodonosa abundante, con presencia de acérvulos negros y masas 

de esporas color naranja. 

Adicionalmente, el período de colonización para C. gloeosporioides en papaya es de 3.9 

días (Lakshmi et al. 2011) , tiempo que no coincide con el pico de etileno para papaya 

(Santamaría et al. 2009). Es probable por tanto que el tiempo de incubación del hongo, se 

redujera al igual que el tiempo de maduración de los frutos para este experimento. 

En el subclado 1 los miembros Cp TGA 1 y Cp TGA3 mostraron patrones de expresión 

equivalentes en los frutos sin tratamiento al día cero, frutos S9 al noveno día sin 

tratamiento, frutos M atomizados con fungicida Mirage y frutos Cg inoculados con C. 

gloeosporioides. En los miembros de este subclado, la presencia de patógeno endógeno 

en frutos S 9 aparentemente generó bandas de intensidad mayor respecto a los frutos sin 

tratamiento S0 , de forma interesante los frutos S9 presentaron lesiones pequeñas y escaso 

micelio en los frutos . 
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En cambio, en frutos M atomizados con fungicida Mirage, al parecer el fungicida redujo la 

presencia de patógeno endógeno. De acuerdo con León et al. (2005) Se conoce que el 

procloraz (ingrediente activo del fungicida Mirage) utilizado en papaya Maradol ha 

demostrado tener la mayor efectividad (porcentaje de inhibición en la germinación de 

esporas de C. gloeosporioides, 96.5%) y menor severidad (porcentaje de área dañada de 

frutos 1.7%), por tanto la inhibición de la germinación de esporas del patógeno podría 

explicar el descenso en la intensidad de las bandas en frutos M, respecto a S0 y S9 . 

De forma interesante las bandas en frutos Cg inoculados con C gloeosporioides, 

presentaron una menor intensidad. Los acérvulos se han observado en la etapa 

necrotrófica de C. graminicola con la finalidad de generar nuevos conidios (Horbach et al. 

2011) y debido a que se observaron múltiples acérvulos negros en frutos del grupo Cg es 

probable que los genes Cp TGA 1 y Cp TGA3 no respondan de forma adecuada en etapas 

tardías de la infección con C. gloeosporioides, es probable que la elevada presencia del 

patógeno presente al noveno día posterior a la inoculación, redujo la expresión de estos 

dos genes CpTGA1 y CpTGA3 (agrupados en un subclado de defensa) como una 

estrategia de C. gloeosporioides para colonizar. 

En frutos Cg inoculados con G. gloeosporioides, el micelio formado presentó múltiples 

acérvulos, comparativamente en Arabidopsis Chen et al. (2002) reportaron que AtTGA 1 

indujo su expresión ante la infección por el virus del mosaico de la coliflor y por infección 

con Botrytis cinerea mientras que AtTGA4 se reprimió 9 horas posterior a la infección con 

P. syringae pv tomate DC3000 y 24 h después de la infección con el virus de mosaico de 

la coliflor. 

Inesperadamente se observó un patrón de bandeo similar en frutos So, Sg, M y Cg para el 

miembro Cp TGA6 1')1iembro del subclado 111 (homólogo a AtTGA 1 O, este último asociado 

con desarrollo, Murmu et al. 201 0). 

En el subclado 11 CpTGA2 y CpTGA4 prácticamente no presentaron cambio alguno frente 

a la exposición al patógeno, comparativamente en Arabidopsis, AtTGA2 respondió frente 

al estrés por frío más no al estrés por patógeno (Chen et al. 2002) mientras que el 

miembro del mismo subclado AtTGA5 se indujo por infecciones con bacterias como P. 

syringae, pv tomate DC3000/ avrRpt2 , P. syringae pv maculicola ES4326/avrRpt2 y el 

virus del mosaico de la coliflor (Chen et al. 2002). 
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En el subclado 111 CpTGA5 no presentó bandas y CpTGA6 aparentemente aumentó su 

expresión por la presencia del patógeno. De forma sorprendente el homólogo Cp TGA 7 

fue el único en el que se observó mayor intensidad de la banda en frutos Cg inoculados 

con G. g/oeosporioides respecto a los frutos 5 0, 5 9 y M. Sin embargo este miembro de 

CpTGA no posee un homólogo definido en Arabidopsis con el cuál se pueda comparar. La 

expresión basal del homólogo mostró expresión uniforme independientemente del tejido 

ensayado. 

La expresión del gen CpPR-1 d fue constitutiva en todos los frutos, apoyando la idea de la 

posible presencia de patógeno endógeno, es conocido que C. gloeosporioides permanece 

de forma latente en frutos inmaduros (Prusky y Plumbley, 1992) por tanto obtener frutos 

totalmente libres de patógeno es una tarea muy difícil de conseguir. 

La expresión constitutiva de genes de defensa en papaya se ha reportado previamente . 

Porter et al. (2009) determinaron que la expresión de los genes tipo PR identificados 

como Cp29 (codifica para una ¡3-1 ,3-glucanasa) y Cp45 (codifica para una proteína HIR de 

sus siglas en inglés hypersensitive induced reaction protein) presentaron expresión en 

raíces no inoculadas con Phytophthora palmivora , la expresión de estos genes 

aumentaron doce horas después de la inoculación con el patógeno. De forma interesante 

Porter el al. (2009) mencionan que, aunque la expresión de Cp29 aumentó debido a la 

presencia del patógeno, no lo hizo de forma consistente con el desarrollo de la 

enfermedad sugiriendo la posible presencia de un inhibidor de glucanasas codificado por 

Phytophthora palmivora para promover la infección. 
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CAPÍTULO IV 

TRANSFORMACIÓN TRANSITORIA DE CALLOS EMBRIOGÉNICOS DE Carica 

papaya var. Maradol CON EL SISTEMA DE EXPRESIÓN INDUCIBLE POR 

ETANOLALC 

4.1 INTRODUCCIÓN 

La sobre expresión de un gen se define como el uso de un promotor fuerte con la finalidad 

de inducir la transcripción constitutiva de la secuencia codificante del gen, el efecto final 

es conseguir niveles altos y estables de proteína (Lioyd 2003). Aplicaciones importantes 

de la sobre expresión incluyen la producción aumentada de metabolitos secundarios y la 

generación de fenotipos tolerantes al estrés abiótico y biótico. 

El gen de la chalcona isomerasa CHI de petunia sobre expresado en tomates 

transgénicos promovió la acumulación de flavonol (antioxidante) hasta setenta veces más 

que en las plantas silvestres (Muir et al. 2001). 

En plantas de tabaco transgénico Mukhopadhyay et al. (2004) sobre expresaron el gen 

OSISAP1 (0. sativa subspecies indica stress-associated protein) regulado por el promotor 

35S y se incrementó la tolerancia de las transformantes al frío, deshidratación y salinidad 

disminuyendo las lesiones cloróticas y de muerte celular asociadas con estos tipos de 

estrés. Al sobre expresar un antiporte vacuolar de Na-/H+, Apse et al. (1999) consiguieron 

evitar la clorosis , la reducción del tamaño de hoja y la inhibición en el crecimiento de 

plantas transgénicas de A. thaliana expuestas a concentraciones de hasta 200 mM de 

NaCI. Cao et al. (1998) obtuvieron plantas transformadas de A. thaliana resistentes a 

Pseudomonas syringae ES4326 y Peronospora parasítica Naco sobre expresando una 

única copia del gen NPR1 regulada por el promotor 358 . 

El mantenimiento de genes de resistencia conlleva un "costo" en el bienestar de la planta. 

Tian et al. (2003) demostraron que en plantas transgénicas de A. thaliana la expresión del 

gen RPM1 (que codifica para una proteína periférica de la membrana plasmática capaz de 

reconocer a Pseudomonas syringae) reducía el número de silicuas por planta, el número 

de semillas por silicua y la biomasa seca en relación con plantas susceptibles a P. 
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syringae DC3000:AvrRpm1 . Para evitar efectos pleiotrópicos Gatz (1997) destaca el uso 

de sistemas inducibles para la expresión de transgenes. 

Existen muchos promotores caracterizados que se utilizan en la transformación de 

plantas, la elección de un promotor en particular depende del objetivo del proyecto de 

transformación (Potenza et al. 2004) . 

Roslan et al. (2001) usando un cassette alcR:alcAGUS determinaron que la concentración 

óptima de etanol al 2% suministrado por riego en plantas transgénicas de Arabidopsis , 

promovió una mayor actividad de GUS luego de 16 horas de la inducción. 

Sweetman et al. (2002) generaron plantas transgénicas de papa y registraron actividad de 

GUS 24 horas después de la inducción con etanol 0.7 M, respuestas similares a bajas 

concentraciones de etanol se obtuvieron en tabaco y colza. El tratamiento con vapores de 

etanol fue más efectivo que la atomización y el riego. El sistema se consideró efectivo 

para la activación de genes particularmente en la postcosecha. 

Deveraux et al. (2003) obtuvieron plantas transgénicas de Arabidopsis que contenían 

cassettes compuestos por un promotor tejido-específico, el sistema alcR-palcA y el gen 

marcador GFP. Las plantas inducidas con vapor de etanol durante un día generaron 

fluorescencia durante tres días, al cuarto día la fluorescencia empezó a decrecer y al 

séptimo día era indetectable. 

Hasta el momento no se han reportado trabajos referidos al uso de promotores inducibles 

para sobre expresar o reprimir genes en papaya, este es el primer trabajo en el cual se ha 

planteado la sobre expresión de un gen relacionado con la defensa y regulado con un 

promotor inducible por etanol en este caso como herramienta biotecnológica para el 

mejoramiento genético de papaya Maradol. 

4.2 MATERIALES Y METODOS 

4.2.1 PURIFICACIÓN DE LOS PLÁSMIDOS pRB35SAicR Y pRB35SAicRGUS 

Los plásmidos identificados como pRB35SAicR (Figura 4.1) y pRB35SAicRGUS fueron 

gentilmente donados por el Dr. Frederik Bornke (previamente aprobado por SYNGENTA) 
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del Departamento de Bioquímica en la Friedrich-Aiexander Universitat de Erlangen, 

Nürnberg en Alemania. 

Kan Sacl (6} 

! 
EcoRI(545) 

BamH/(561} 

Sm/SpR pRB35SAicR 
--+ (11355 pb) Sacl (2514) 

Sal/(3035) 
ocs 

Ascl (3150) 

BD Hind 111 {3157} 

Figura 4.1 Mapa de restricción de pRB-35SAicR (basado en Bornke F.). Se observa el tamaño del 
plásmido, el promotor constitutivo CaMV355, la región de ADNc codificante para AlcR, y 
terminador OCS (octopino sintasa). Sitios de restricción de enzimas, genes de resistencia para 
selección bacteriana, Sp (espectinomicina) y Sm (estreptomicina) . Gen de resistencia para 
selección de plantas transformadas Kan (kanamicina) , Bl borde izquierdo, BD borde derecho. 

Una vez recibidos los plásmidos pRB35sAicRGUS y pRB35SAicR secos en un papel filtro 

estéril se resuspendieron en 200 IJL de agua ultra pura estéril. Posteriormente se realizó la 

transformación de la cepa E. coli DH108, para ello se mezclaron en tubos diferentes 20 

iJL de los plásmidos pRB35sAicRGUS y pRB35SAicR con 100 IJL de células competentes 

de E. coli DH108. Se dejó incubar 20 min en hielo, posteriormente se dio un choque 

térmico de 55 s a 42°C en un termoblock y se pasaron a hielo nuevamente durante 3 min. 

Se añadieron 900 iJL de medio SOC y se incubó durante una hora y media a 3rC en 

agitación a 220 rpm . 

Se centrifugaron las células competentes de E. coli OH 108 transformadas con los 

plásmidos pRB35sAicRGUS y pRB35SalcR durante 3 min a 6000 rpm , se retiró el 

sobrenadante y se plaquearon las células competentes transformadas en cajas Petri 

sobre medio Luria-Bertani (LB) sólido suplementado con el antibiótico correspondiente, 

espectinomicina en ambos casos a una concentración de 150 mg ml·1
. 
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Se picaron las colonias que crecieron en el medio sólido y se suspendieron dentro de 

tubos cónicos en 5 mL de medio de crecimiento LB líquido con el mismo antibiótico e igual 

concentración. 

Para la purificación de los plásmidos se utilizó el procedimiento descrito en el manual de 

High Pure Plasmid lsolation Kit (Roche). Se homogenizaron por agitación ligera de los 

tubos cónicos las suspensiones de colonias bacterianas de E. coli DH 1 OB transformadas 

con los plásmidos pRB35sAicRGUS y pRB35SAicR. Se tomó 1 mL de cada suspensión 

por separado y se centrifugaron los tubos a 14000 rpm durante 1.5 min . Se desechó el 

sobrenadante de cada tubo y se agregaron 250 ~L de amortiguador de suspensión 

ARNasa y resuspendieron las pastillas con la punta de la micropipeta. Se añadieron 250 

~L de amortiguador de lisis, se mezcló por inversión y se dejó reposar por no más de 

cinco minutos. Se añadieron 350 ~L de amortiguador de unión, mezclaron los tubos por 

inversión y dejaron reposar durante 5 min en hielo. Se centrifugaron los tubos a 14000 

rpm durante 1 O m in . Se tomaron 800 ~L del sobrenadante de cada tubo y se transfirió a 

los tubos con filtro. Se centrifugaron a 14000 rpm durante un minuto. Se añadieron 500 ~L 

de amortiguador de lavado 1 y se volvió a centrifugar los tubos a la misma velocidad y 

tiempo. Se añadieron 700 ~L de amortiguador de lavado 11 y se centrifugó a 14000 rpm 

durante tres minutos. Luego se añadieron 50 ~L de amortiguador de elución y centrifugó a 

máxima velocidad durante minuto y medio para colectar el plásmido purificado. 

Finalmente se verificó la introducción de los plásmidos pRB35sAicRGUS y pRB35SAicR 

en E. coli DH 1 OB por digestión del ADN extraído de sus respectivas suspensiones 

mediante una doble digestión con Hindlll y EcoRI. 

4.2.2 TRANSFORMACIÓN DE A. tumefaciens LBA4404 CON LOS PLÁSMIDOS 

pRB35SAicR Y pRB35SAicRGUS 

Se utilizaron cepas de Agrobacterium tumefaciens LBA4404 que poseen el plásmido 

pLBA4404. Se mezclaron en tubos diferentes 5 ~L de los plásmidos pRB35SAicRGUS y 

pRB35SAicR con 100 ~L de la cepa bacteriana A. tumefaciens LBA4404, la cual se 

transformó por choque térmico y se plaqueó de acuerdo con el procedimiento descrito 

anteriormente. Se inocularon las colonias y se dejaron crecer las bacterias en 5 mL de 

medio YM líquido durante 24 horas en oscuridad y agitación (220 rpm) . 
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Se centrifugó 3 min a 6000 rpm , se retiró el sobrenadante y se plaqueó e incubaron en 

cajas de vidrio sobre medio Luria-Bertani suplementado con el antibiótico 

correspondiente, espectinomicina en ambos casos a concentración de 150 mg mL-1
. 

Con la finalidad de verificar la transformación de A. tumefaciens, se purificaron los 

plásmidos de las cepas bacterianas mediante High Pure Plasmid lsolation Kit (Roche) 

siguiendo el mismo procedimiento anteriormente descrito. 

Finalmente se realizó una PCR utilizando 5 IJL de cada plásmido purificado como 

templado y una mezcla de reacción por cada tubo compuesta de 1.0 IJL de primer F y 1.0 

iJL de primer R específicos para GUS. 5 iJL de amortiguador 1 OxPCR. 1.5 IJL MgCI2 

(50mM). 1.0 iJL dNTPs (1 O mM). 0.2 iJL TaqPol (50 mM) y agua ultrapura suficiente para 

ajustar el volumen a 50 iJL. El programa de PCR consistió de una etapa de 

desnaturalización a 95 oc (3min) , seguido de 35 ciclos con desnaturalización a 95 oc (30 

s) , alineación a 50 oc (30 s) , extensión 72 oc (2 min) y una etapa de extensión final a 72 

oc (5 min). 

4.2.2.1 CULTIVO DE CEPAS DE A. tumefaciens transformadas 

Se colocaron 5 mL de medio líquido LB con los antibióticos de selección apropiados 

dentro de un tubo cónico de 50 mL. Se inoculó el tubo mediante 1.5 iJL una colonia única 

de A. tumefaciens con el plásmido de interés. La suspensión de A. tumefaciens inoculada 

se dejó incubar en a 28 °C durante 24 horas con agitación entre a 150 rpm hasta que el 

cultivo estuviese turbio . Pasado este tiempo se tomó 1 mL del cultivo, se añadió a 50 mL 

de medio líquido LB y se dejó nuevamente incubar durante 24 horas bajo las mismas 

condiciones descritas. Finalmente se determinó espectrofotométricamente la densidad 

óptica a 600 nm. Una vez que la densidad óptica alcanzó un valor de aproximadamente 

uno, se centrifugaron los 50 mL a 5000 rpm durante 20 min . Posteriormente se retiró el 

sobrenadante y se resuspendió la pastilla de bacterias en medio MS al 50 %, sacarosa 70 

g L-1, glutamina 0.4 g L-1, 2,4-D 1 O mg mL-1 suplementado con acetosiringona 100 IJL mL-1. 

Se dejó incubar la suspensión de A. tumefaciens transformada durante 1.5 horas a 25 oc 
en agitación a 11 O rpm y finalmente se midió la densidad óptica de la suspensión . Si el 

valor era aproximadamente de uno, se utilizó para agroinfectar el tejido vegetal. 
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4.2.3 TRANSFORMACIÓN DE TEJIDOS PROVENIENTES DE C. papaya var Maradol 

Para la transformación de C. papaya var. Maradol se utilizó el siguiente procedimiento. El 

tejido se sumergió dentro del medio que contenía las cepas bacterianas y acetosiringona, 

se infiltró al vacío (25 mmHg durante 2 minutos) y se incubó durante 30 minutos con 

agitación (11 O rpm) en oscuridad a temperatura ambiente. Posterior a la infección los 

explantes se transfirieron al medio sólido de inducción (suplementado con acetosiringona) 

luego de retirar el exceso de Agrobacterium mediante toallas absorbentes y se cultivó en 

oscuridad entre 24 a 26 oc durante 72 horas. 

Se transferió el tejido vegetal en medio fresco de inducción sólido suplementado con 300 

mg mL-1 de cefotaxima. Cuando el crecimiento de Agrobacterium fue excesivo, se lavaron 

los callos dentro del medio de inducción que contenía 300 mg mL-1 de cefotaxime y se 

secaron con toallas absorbentes de papel antes de la transferencia al medio sólido. 

Con la finalidad de estandarizar el protocolo de transformación, se utilizaron diferentes 

tejidos de papaya Maradol. 

• Callos no embriogénicos y embriogénicos 

• Células en suspensión 

• Explantes, hojas y tallos de plántulas 

• Embriones cigóticos 

4.2.3.1 TRANSFORMACIÓN DE CALLOS DE C. papaya var Maradol 

Los callos embriogénicos y no embriogénicos de papaya Maradol fueron originalmente 

obtenidos por la M.C. Anabel Salís en el laboratorio de fisiología vegetal molecular del 

CICY. Los callos se mantuvieron en medio sólido compuesto por sales MS al 50 %, 

sacarosa 70 g L-1, glutamina 0.4 g L-1, 2,4-D 1 O mg mL-1 y agar 8 g L-1 hasta su 

transformación . 
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4.2.3.2 TRANSFORMACIÓN DE CÉLULAS EN SUSPENSIÓN DE C. papaya var 

Maradol 

Se utilizó medio líquido MS al 50% con 1 O mg mL-1 de 2,4-D para inducir la embriogénesis 

somática. Se utilizó callo embriogénico de papaya Maradol que se transformó con células 

de A. tumefaciens que contenían los plásmidos pCAMBIA 1305.1 como control positivo, 

pRB35SAicR ó pLBA4404 como controles negativos y pRB35SAicRGUS. 

El cultivo de bacterias se realizó de acuerdo con el protocolo establecido hasta el 

momento, sin embargo se usó una densidad óptica de 0.8. El ca-cultivo fue de 48 horas 

en agitación. Se realizó la prueba de tinción por GUS. En un ensayo subsecuente se 

procedió con la remoción de A. tumefaciens mediante cefotaxime a concentración de 250 

mg mL-1 durante cuatro semanas, se refrescó el medio dos semanas posteriores al ca

cultivo. Los callos se filtraron y se colocaron en medio MS al 100% y 8g L-1 de agar. 

4.2.3.3 TRANSFORMACIÓN DE EXPLANTES DE C. papaya var Maradol 

Semillas de papaya Maradol se germinaron en invernadero, en Agrolita-Peat Moss 1:1 y 

posteriormente se utilizaron plántulas de 21 días de edad. Las plántulas se lavaron 

vigorosamente con agua y detergente, luego se desinfectaron en una solución de 

hipoclorito de sodio al 1 O % durante 1 O minutos. Se tomaron como explantes los tallos , 

peciolos e hipocotilos de las plantas. 

Para el caso de plántulas y callos de papaya Maradol se utilizaron tres cepas bacterianas 

de A. tumefaciens transformadas respectivamente con los plásmidos pRB35SAicR como 

control negativo, pCAMBIA 1305.1 que posee el cassette de expresión gen uidA 

(GUSPius) como control positivo y pRB35SAicRGUS. 

4.2.3.4 TRANSFORMACIÓN DE EMBRIONES CIGÓTICOS DE C. papaya var Maradol 

Los embriones cigóticos se aislaron de frutos inmaduros de papaya Maradol (Figura 4.2). 

Los frutos se lavaron con abundante agua y detergente, se desinfectaron por inmersión en 

etanol al 70% (3 min) seguido de inmersión en hipoclorito de sodio al 10% (10 min) . Se 

extrajeron las semillas del fruto dentro de una campana de flujo laminar, se desinfectaron 

mediante el mismo procedimiento. 
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Figura 4.2 Procedimiento para extracción de embriones cigóticos a) desinfección de frutos 
inmaduros de papaya Maradol en solución de hipoclorito de sodio al 10% b) corte transversal de 
fruto inmaduro de papaya Maradol y semillas e) embrión cigótico de papaya Maradol aislado a 
partir de semillas d) embriones cigóticos en agua destilada estéril previo a la agro infección. 

Posteriormente se dejaron secar sobre papel absorbente y se aislaron los embriones. 

Finalmente se pasaron a su respectivo medio de cultivo bacteriano. Se transformaron con 

A. tumefaciens que contenían los plásmidos pRB35SAicRGUS, pCAMBIA 1305.1 y 

pLBA4404. 

4.2.4 LOCALIZACIÓN HISTOQUÍMICA DE GUS 

La inducción con etanol se realizó por inmersión del tejido dentro de tubos para 

microcentrífuga, las concentraciones de etanol utilizadas fueron de 0.1% y el tiempo de 

incubación fue de aproximadamente 24 horas. 

El amortiguador que contenía el sustrato X-GicA para GUS se preparó de acuerdo con el 

boletín técnico del ¡3-Giucuronidase Reporter Gene Staining Kit de Sigma-Aidrich® 

reemplazando el metanol por Tritón X-1 00 a una concentración de 0.1 % (v/v). La 

reacción se efectuó de acuerdo con Zhu et al. (2006). Se transfirió el tejido a tubos para 

microcentrífuga, se llenaron los tubos con la solución amortiguadora. Se removió el aire 

mediante vacío (25 mm Hg durante 2 minutos) y se taparon los tubos para 

microcentrífuga. Se incubaron los tubos a 37 oc por 24 h. Se removió la solución 

amortiguadora y reemplazó con EtOH al 70 %. Se reemplazó la solución de etanol para 

remover la clorofila y que la coloración azul sea claramente visible. 
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4.2.5 PROTOCOLO DE EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA Y REGENERACIÓN DE 

PLANTAS DE C. papaya var Maradol 

El protocolo consta de cuatro etapas, se utilizaron tres tipos de medio de cultivo de 

acuerdo con el protocolo establecido por Cai et al. (1991) para generación de embriones 

somáticos a partir de embriones cigóticos en papaya . 

Etapa 1, medio de inducción 

• Sales MS al 50% 

• 2,4-D 1 O mg ml-1 

• Agar 8 g L-1 

• Mioinositol 50 mg mL-1 

• Ácido nicotínico, clorhidrato de piridoxina y clorhidrato de tiamina cada uno a 

concentración de 0.5 mg ml-1 

• Glicina 2 mg ml-1 

• glutamina 400 mg ml-1 

• Sacarosa 60 g L-1. 

Etapa 11, medio de maduración 

Idéntico al anterior pero no contiene 2.4-D. 

Etapa 111, medio de germinación 

• Sales MS al 100% 

• Agar 8 g L-1 de agar 

• Mioinositol100 mg mL-11 

• Clorhidrato de tiamina 0.4 mg ml-1 

• Sacarosa 30 g L-1
. 

Etapa IV, aclimatación 

• El sustrato utilizado fue una mezcla de Agrolita-Peat Moss 1:1 estéril y húmedo. 

Se partió de semillas de papaya Maradol a las que se les extrajo el embrión y se 

colocaron en medio de inducción durante cuatro a seis semanas, posteriormente se 

transfirieron al medio de maduración en el cual se dejan los embriones hasta que 
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elonguen y adquieran coloración verde, finalmente se pasan al medio de germinación en 

el que empiezan a desarrollar raíces previo a su traspaso a sustrato. 

Las plantas obtenidas in vitro se pasaron en condiciones asépticas a vasos. de poliuretano 

con sustrato suficiente y se recubrieron con bolsas de celofán, se ajustó la bolsa con una 

liga de goma y se sellaron con celofán. 

Se dejaron para su aclimatación a temperatura constante de 25 oc bajo régimen de luz 

natural. 

Una semana después de haber sido transferidas las plantas, se cortó uno de los extremos 

de cada bolsa , se hicieron cuatro perforaciones pequeñas a cada vaso y se colocaron 

sobre un vaso de polipropileno transparente para colectar el exceso de agua. Se 

empezaron a regar las plantas con aproximadamente 30 mL de agua destilada estéril 

conforme se requería . A la semana siguiente se cortó el otro extremo de la bolsa y 

finalmente a la tercera semana se cortó la parte superior de la bolsa de forma longitudinal. 

Se mantuvieron las plantas bajo esas condiciones alrededor de sesenta días antes de 

traspasarse las plantas a bolsas de polietileno negras y llevarse a invernadero. El sustrato 

utilizado para rellenar las bolsas fue el mismo pero no fue esterilizado previamente. 

Algunas de las plantas se mantuvieron a 25 oc durante más de sesenta días, hasta que la 

temperatura estacional no superara los 40 oc. 

En invernadero, las plantas se regaron a diario con agua destilada y cada semana se 

regaron con solución nutritiva de Hoagland (Hoagland y Arnon , 1950). Las plantas se 

pasaron a bolsas más grandes con aproximadamente dos kilogramos de sustrato, de 

acuerdo con lo que se requirió para cada planta en particular. 

4.3 RESULTADOS 

4.3.1 GENERACIÓN DE CEPAS DE A. tumefaciens TRANSFORMADAS CON LOS 

PLÁSMIDOS pRB35SAicR Y pRB35SAicRGUS 

De la doble digestión del ADN de los plásmidos aislados de las cepas de E. coli DH 1 08 

transformadas con las enzimas Hindlll y EcoRI , se obtuvo una banda de 

aproximadamente 2800 pb (Figura 4.3) que concuerda con la esperada de 2712 pb según 
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el mapa de restricción del plásmido identificado como pRB35SAicR. Para el plásmido 

pRB35SAicRGUS también se obtuvo una banda en la misma ubicación y otra banda a 

aproximadamente 2000 pb presumiblemente debido a que el gen uidA poseía sitios de 

restricción adicionales para Hindlll y EcoRI. 

1500 

1200 

1000 

900 

800 

700 

Figura 4.3 Fragmentos esperados para los productos de la doble digestión con Hindlll y EcoRI de 
los plásmidos pRB35SAicRGUS y pB35SAicR 

4.3.2 VERIFICACIÓN DE LA INSERCIÓN DEL CASSETTE DE EXPRESIÓN EN A. 

tumefaciens 

En el gel de los productos de PCR para el cassette de expresión 35S::AicR::GUS y el 

control positivo uidA (GUSPius) se observaron bandas únicas a 1200 pb correspondientes 

al tamaño del amplicón comprendido entre los oligonucleótidos sentido y antisentido para 

el gen uidA (GUSPius) con lo que se confirmó la presencia del gen uidA en la cepa de 

Agrobacterium. El control negativo no presentó ninguna banda (Figura 4.4) . 
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Figura 4.4 Gel de los productos de PCR para el cassette de expresión 35S::AicR: :GUS y el control 
positivo el gen uidA (GUSPius) que presentaron una banda ún ica de 1200 pb 

4.3.3 TRANSFORMACIÓN TRANSITORIA EN CALLOS DE C. papaya var Maradol 

CON EL PLÁSMIDO pRB35SAicRGUS 

A partir de callos transformados con el plásmido pRB35SAicRGUS se verificó la 

acumulación de 5,5 '-dibromo-4,4'-dicloro-indigo posterior a la inducción con etanol a 

diferentes concentraciones. En callos no inducidos con etanol , no se observó la coloración 

azul típica de la reacción de hidrólisis de X-GicA catalizada por GUS (Figura 4.5) . 

Concentración de Etanol 

0.0 0.1 0.5 1.0 1.5 

§J@J[;]G~ 
Figura 4.5 Callos no embriogénicos de papaya Maradol transformados transitoriamente con el 
plásmido pRB35SAicRGUS. Callo no inducido (concentración de etanol 0.0 % v/v) y callos 
inducidos con diferentes concentraciones de etanol. 

4.3.4 TRANSFORMACIÓN TRANSITORIA EN CALLOS DE C. papaya var Maradol 

CON LOS PLÁSMIDOS pRB35SAicR Y pRB35SAicRGUS 

La prueba histoquímica de GUS fue positiva para los explantes que fueron transformados 

con los plásmidos pRB35SAicRGUS y pCAMBIA 1305.1 (control positivo) en callos 

tratados con o sin infiltración (Figura 4 .6) . 

98 



Capítulo IV 

Callo 

N 

pRB35S ~ l.:l 
AJcR L:_j~ 

pRB35S r-:l ~ 
AJcRGUS L:J ~ 
pCambiaíJlltl 
1305.1 ~~ 

Callo Hoja N. tabacum 

1 N N 

DO [I] 
Controles negativos Controles positivos 

Figura 4.6 Expresión transitoria de uidA (GUSPius) callos no embriogénicos de papaya Maradol. 
Controles negativos callos de papaya Maradol no transformados, controles positivos hojas de 
N. tabaccum transformadas de forma estable con el gen reportero uidA (GUSPius) 1 con 
infiltración al vacío, N sin infiltración al vacío. 

4.3.5 TRANSFORMACIÓN DE CÉLULAS EN SUSPENSIÓN DE C. papaya var 

Maradol 

Se consiguió la expresión transitoria de cultivo de células en suspensión , la verificación se 

efectuó mediante la prueba histoquímica de GUS (Figura 4.7) 
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E S 

Figura 4.7 Transformación transitoria de callos embriogénicos de papaya Maradol y ensayo 
histoquímico de GUS a) callos embriogénicos de papaya Maradol en suspensión en medio líquido 
MS al 50% con 10 mg ml'1 de 2,4-0 b) callos embriogénicos transformados con el plásmido 
pRB35SAicRGUS en medio MS al 100% e) vista al estereomicroscopio de callos transformados 
con el plásmido pRB35SAicRGUS inducidos con etanol d) e) y f) controles positivos, callos 
transformados con el plásmido pCAMBIA 1305.1 f) vista al estereomicrosco control positivo 
inducido con etanol, g) y h) controles negativos, callos transformados con el plásmido 
pRB35SAicR i) y j) controles negativos, callos sin transformar E inducido con etanol, S no 
inducidos con etanol. 

De los callos embriogénicos en suspensión posterior a la agro infección, se obtuvo una 

caja con alrededor de 1 g de callo que respondió favorablemente (Agrobacterium que 

poseía el plásmido pRBAicRGUS) y se obtuvieron embriones somáticos de acuerdo con 

lo que se aprecia en la Figura 4.8. Debido a la proliferación de Agrobacterium los demás 

callos no sobrevivieron. Posteriormente durante la segunda re-siembra en medio fresco , 

se observaron escasos brotes que presentaron clorosis, finalmente el callo no sobrevivió. 
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Figura 4.8 Transformación transitoria de callos embriogénicos de papaya Maradol a) callos 
embriogénicos de papaya Maradol en suspensión transformados con los plásmidos 
pRB35SAicRGUS, pLBA4404 y pCAMBIA 1305.1 b) callos embriogénicos filtrados, previamente 
transformados con el plásmido pCAMBIA 1305.1 e) callos transformados con el plásmido 
pRB35SAicRGUS en medio sólido MS al 100% con 250 mg ml-1 cefotaxime d) callos 
transformados con el plásmido pCAMBIA1305.1 en medio sólido MS al 100% con 250 mg ml-1 

cefotaxime e) embriones somáticos (flecha roja) en estado de corazón observados sobre callos 
transformados con el plásmido pRB35SAicRGUS en medio sólido MS al 100% con 250 mg ml-1 

cefotaxime. 

Debido a que en apenas una ocasión se logró obtener callo embriogénico 

(presumiblemente transformado) y subcultivarlo por una sola vez antes de que el tejido se 

perdiera totalmente, se decidió probar un protocolo alterno de embriogénesis somática en 

papaya Maradol. 

4.3.6 TRANSFORMACIÓN TRANSITORIA EN EXPLANTES DE C. papaya var 

Maradol CON LOS PLÁSMIDOS pRB35SAicR Y pRB35SAicRGUS 

Se consiguió la transformación transitoria en hojas y tallos de C. papaya var .Maradol por 

agro infección, por infiltración (al vacío) y sin infiltración (Figura 4.9) . 
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Para los tejidos transformados con el plásmido pRB35SAicR no se observó coloración en 

hoja con o sin infiltración al vacío (Figura 4.9) . 

Hoja 

N 

pRB35S ~ V--::1 
PJcR ~ L:::!J 

pRB35S ~~ 
PJcRGUS~~ 

pCambia~~ 
1305.1 ~~ 

Hoja Hoja N. tabacum 

1 N N 

ITJITJ 00 
Controles negativos Controles positivos 

Figura 4.9 Expresión transitoria de uidA (GUSPius) en hojas (con peciolo) de plántulas de 
papaya Maradol de aproximadamente 21 días de edad provenientes de invernadero 
Controles negativos hojas y tallos de plantas de papaya Maradol no transformadas, 
controles positivos hojas de N. tabaccum transformadas de forma estable con el gen 
reportero uidA (GUSPius) 1 con infiltración al vacío, N sin infiltración al vacío. 

Dos explantes de tallos generaron callo 24 días después de la transformación, 

posteriormente se observaron hojas pequeñas sobre la superficie del callo (Figura 4.1 O) 
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Figura 4.1 O Transformación transitoria de tallos de papaya Maradol a) hojas y peciolos (izq. de la 
caja Petri) callos no embriogénicos (derecha de la caja Petri) b) brotes en medio sól ido (fresco) MS 
al1 00% con cefotaxime 300 mg ml-1 generados a partir de tallos posterior a la agro infección. 

La presencia de A. tumefaciens evitó que los brotes pudieran desarrollarse 

adecuadamente, los brotes presentaron clorosis y no respondieron a un subcultivo con 

medio fresco. 

4.3. 7 TRANSFORMACION TRANSITIORIA DE EMBRIONES CIGÓTICOS DE C. 

papaya var Maradol 

Se verificó la transformación de embriones cigóticos transformados mediante cepas de A. 

tumefaciens que poseen los plásmidos pRB35SAicRGUS, pLBA4404 y pCAMBIA 1305.1. 

El ensayo histoquímico de GUS resultó positivo para pRB35SAicRGUS y pCAMBIA 

1305.1 , y negativa para pLBA4404 (Figura 4.11) lo que indica que se pudo transformar 

embriones cigóticos de papaya Maradol con los plásmidos referidos. 

Figura 4.11 Ensayo histoquímico de GUS en embriones cigóticos de papaya Maradol 
transformados con bacterias que poseen los plasmidos pRB35SAicRGUS, pLBA4404 y 
pCAMBIA1305.1 
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4.3.8 PROTOCOLO ALTERNATIVO DE EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA Y 

REGENERACIÓN DE PLANTAS DE C. papaya var Maradol 

Con la finalidad de obtener callo embriogénico de mejores características a los utilizados 

inicialmente y probar un protocolo efectivo para la regeneración de plantas, se siguió el 

protocolo de embriogénesis somática para transformación y regeneración de 

transformantes, originalmente descrito para papaya Sunrise por Cai et al. (1991 ). 

Se obtuvo respuesta positiva en la generación de callo embriogénico a partir de 

embriones cigóticos aislados de semillas de papaya Maradol (Figura 4.12), de forma 

sorprendente en los primeros callos pudieron observarse embriones cigóticos a partir del 

quinto día de haber sido traspasados al medio de inducción. 

Figura 4.12 Embriogénesis somática a partir de embriones cigóticos de C. papaya Var Maradol. 
La primera fila se refiere a tejido vegetal en medio de inducción. La segunda en medio de 
maduración y la tercera en medio de germinación. a) Embrión cigótico original , b y e) al quinto día 
dentro del medio de inducción d) a los 15 días e) a los 30 días, formaciones embrionarias visibles, 
f) callo embriogénico en medio de maduración a los 71 días posteriores a la siembra inicial g) a 
los 86 días h) estructuras verdes y elongadas a los 142 días, i) explantes con raíz, hojas y tallo 
visibles en medio de germinación a los 145 díasj) a los 157 días k) a los 164 días. 
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De los 70 embriones cigóticos sembrados en el medio de inducción , 34 (50.82%) 

formaron callo y desarrollaron embriones somáticos 15 días después de haber sido 

sembrados. En la siguiente etapa, 57 (81.42%) callos se transfirieron al medio de 

maduración a los 71 días de haberlos mantenido dentro del medio de inducción. 

Se observó la formación de embriones somáticos en la superficie del callo generado 

alrededor del embrión cigótico dentro del medio de inducción con 2,4-D (Figura 4.12), 

callo fue ganando peso, los embriones somáticos se podían observar a simple vista en el 

medio de inducción. Una vez que se pasaron los callos al medio de maduración , los 

embriones empezaron a reverdecer y crecer, finalmente al ser pasados a medio de 

germinación, los embriones empezaron a generar raíces , elongar sus tallos y se observó 

la aparición de hojas, finalmente se obtuvieron plántulas pequeñas de aproximadamente 

1.5 cm de longitud que fueron re-sembradas en medio de germinación. 

Figura 4.13 Plántulas in vitro de C. papaya var Maradol obtenidas a partir de embriogénesis 
somática en medio de germinación a) a los 180 días posteriores a la siembra inicial b) a los 253 
días en medio de germinación. 

Dentro del medio de germinación las plántulas fueron creciendo a partir de las tres 

semanas posterior al traspaso a este medio, y se re-sembraron cada mes en el mismo 

medio de germinación dentro de cajas Magenta (Figura 4. 13) se observaron plántulas 

normales, con hojas palmeadas típicas de papaya y raíces abundantes. 
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4.3.9 ACLIMATACIÓN DE PLANTAS DE C. papaya var Maradol 

Una vez que las plantas alcanzaron una altura aproximada de 7 cm, se traspasaron a 

sustrato estéril (Figura 4.14). En total se traspasaron 21 plantas diferentes en función de 

su crecimiento dentro de magentas en el medio de germinación 

Figura 4.14 Plantas de C. papaya var Maradol traspasadas a sustrato estéril durante la etapa de 
aclimatación a) planta in vitro previo al traspaso a sustrato estéril b) planta in vitro traspasada en 
sustrato e) planta lista para aclimatación. 

De 21 plantas totales, el 57.14% sobrevivió alrededor de tres meses la etapa de 

aclimatación , 43% murieron principalmente por contaminación y 8 plantas se sacaron a 

invernadero (Figura 4.15) . 

Figura 4.15. Plantas de C. papaya var Maradol en invernadero, obtenidas a partir de 
embriogénesis somática: a) y b) plantas de 308 días de edad, e) planta de 382 días de edad. 

106 



Capítulo IV 

De forma general el tiempo total invertido en la obtención de plantas por embriogénesis 

somática a partir de embriones cigóticos en papaya Maradol fue de 397 días, los tiempos 

se resumen en la tabla 4.1. 

Tabla 4.1 Tiempo de respuesta de embriones somáticos de papaya Maradol y período de 
subcultivo en cada etapa del protocolo alternativo de embriogénesis somática. 

Etapa Res uesta observada Período de subcultivo 
1 5 71 

11 7 71 

111 7 119 

IV 136 

total 397 

4.4 DISCUSIÓN 

4.4.1 TRANSFORMACIÓN DE A. tumefaciens CON LOS PLÁSMIDOS pRB35SAicR Y 

pRB35SAicRGUS EN LBA4404 

Como un primer indicio positivo de la transformación de células de E. coli OH 1 OB se 

consideró el crecimiento de las células en medio LB sólido suplementado con 

espectinomicina (150 mg ml-1) . De acuerdo con el mapa de restricción de pRB-35SAicR 

(Figura 4.1) este plásmido posee un gen de resistencia a espectinomicina. El segundo 

indicio se obtuvo partir de la doble digestión del ADN de plásmido purificado de las células 

transformadas (Figura 4.3) , los fragmentos coinciden con los esperados para este par de 

plásmidos. Toda vez que se obtuvieron células transformadas de E. coli como vector de 

clonación , el plásmido purificado se transfirió a células de Agrobacterium tumefaciens de 

la cepa pLBA4404 por choque térmico. El procedimiento originalmente descrito por Cohen 

et al. (1972) involucró la transferencia del factor R (resistencia a antibióticos) a células de 

E. coli cepa C600 mediante CaCI2 y un pulso de 42 oc, este procedimiento ha sido 

utilizando desde entonces con modificaciones (Li et al. 201 O; Roychoudhyry et al. 2009) , o 

se usan otros protocolos como la electroporación o la sonicación con ultrasonido de baja 

frecuencia (Hayer 201 0). En nuestro experimento, las células bacterianas transformadas 
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también fueron resistentes a la espectinomicina suplementada en los medios de cultivo, 

para confirmar la transferencia del plásmido que contiene el gen de resistencia a 

espectinomicina, se realizó la extracción del ADN bacteriano y se efectuó la PCR descrita 

en la Figura 4.4. Para el efecto se utilizaron oligonucleótidos del gen uida. 

4.4.2 TRANSFORMACIÓN TRANSITORIA DE TEJIDOS DE C. papaya var Maradol 

MEDIANTE A. tumefaciens 

Se lograron transformar de forma transitoria hojas, peciolos y tallos de plántulas de C. 

papaya var Maradol y callos no embriogénicos bajo las condiciones del laboratorio. En el 

procedimiento descrito por Cai et al. (1991) se transformaron embriones somáticos que 

podían observarse a simple vista , en el callo embriogénico utilizado en esta tesis no se 

observaron embriones y la consistencia del callo en comparación con el no embriogénico 

es sustancialmente diferente. 

Se ha utilizado cefotaxime 250 mg mL-1 para remover A. tumefaciens (Zhu et al. 2006) y 

en contraste con los resultados obtenidos en ese estudio, no se ha conseguido eliminar la 

bacteria. Los callos embriogénicos presentaron contaminación aun después de lavados 

con la solución de antibiótico. De todos los ensayos realizados , muy poco tejido libre de 

Agrobacterium reverdeció, probablemente el antibiótico no sea el adecuado para este tipo 

de tejido en particular. Yu et al. (2001) ca-cultivaron segmentos de raíz en suspensión de 

células de A. tumefaciens durante dos días y se determinaron las concentraciones 

óptimas de antibióticos, 125 mg mL-1 de carbenicilina o 250 mg mL-1 de cefotaxime para 

la formación de embriones somáticos en explantes transformados de raíz de papaya . Sin 

embargo se obtuvieron más embriones en el medio suplementado con carbenicilina y de 

estos un menor número de embriones eran anormales en relación con los obtenidos en 

medio suplementado con cefotaxime. Adicionalmente los escasos explantes que 

reverdecieron , necrosaron al poco tiempo y no sobrevivieron en el medio sólido 

suplementado con cefotaxime. 

La inducción con etanol dio respuesta positiva a la exposición a una solución de etanol al 

0.1 %, resultado que concuerda por lo descrito con Salter et al., (1998) quienes 

demostraron la sensibilidad del sistema alcor a concentraciones bajas incluyendo la dosis 

utilizada en el presente ensayo, en plántulas de tabaco cultivadas por hidroponía. 
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4.4.3 EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA A PARTIR DE EMBRIONES CIGÓTICOS DE C. 

papaya var Maradol 

Se conocen algunos métodos para desarrollar embriogénesis somática en papaya, a partir 

de raíces (Chen et al. 1987), óvulos (Litz y Conover, 1982) o segmentos internodales (Yie 

y Liaw, 1977), sin embargo se escogió el protocolo desarrollado por Cai et al. (1991) 

debido a que este protocolo fue optimizado para la transformación de papaya. Los 

embriones de papaya Maradol se observaron entre 5 y 45 días dentro del medio de 

inducción lo que concuerda con el tiempo referido por Cai et al. (1999) de cuatro a cinco 

semanas, en las etapas de maduración y germinación subsiguientes, el tiempo de 

respuesta de los explantes fue similar. A diferencia del protocolo de Cai et al. (1999) los 

tiempos de mantenimiento en cada etapa fueron mayores, con re-siembras frecuentes. En 

el presente trabajo , el 50.82% de formación de callos con embriones (dos semanas 

posteriores a la siembra) , supera al 43% de callos con embriones somáticos reportados 

en la cuarta semana posterior a la siembra según el protocolo de Cai et al.1991 . Las 

plantas obtenidas a partir de este protocolo, desarrollaron raíces abundantes con tallos y 

hojas normales, el porcentaje de supervivencia en aclimatación es cercano al 60% similar 

al obtenido a partir de embriogénesis somática por Farzana et al. (2008). Sin embargo 

este porcentaje no se compara con la supervivencia de más del 90% reportada por 

Manshardt y Drew (1998). De forma general se conoce que la papaya presenta baja 

rizogénesis in vitro y una alta mortalidad durante la aclimatación (Misrha et al. 2007) es 

por tanto necesario mejorar las condiciones de aclimatación de las plantas obtenidas in 

vitro . 
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CAPÍTULO V 

5.1 DISCUSIÓN GENERAL 

En la presente tesis se identificaron in silico seis genes homólogos de TGA en C. papaya 

var SunUp denominados CpTGA1 , CpTGA2, CpTGA3, CpTGA4, CpTGA5y CpTGA6y un 

homólogo a bZIP denominado CpTGA7 que comparte algunos de los dominios exclusivos 

de factores transcripcionales tipo TGA. Las secuencias CpTGA de nucleótidos traducidos 

mostraron altos porcentajes de identidad respecto a las diez secuencias de AtTGA usadas 

como referencia. La diferencia entre el número de secuencias de genes de papaya y 

Arabidopsis es consistente con el hecho de que papaya divergió del ancestro común que 

compartían con Arabidopsis antes de que el genoma de Arabidopsis presentará dos 

eventos de duplicación total de su genoma (Bowers et al. 2003) Ming et al. (2008) 

confirmaron que papaya posee menor número de genes que Arabidopsis. 

Los bZIP de todos los miembros CpTGA identificados poseen sus dominios de unión a 

ADN y el zipper de leucina comúnmente encontrados en estas proteínas según Vinson et 

al. (1989). El dominio de unión a ADN se ubicó en el extremo N terminal de forma similar 

a AtTGA 1 de acuerdo con Katagiri et al. (1990). Residuos fosforilables de Glu , Ala y Ser 

de la región básica de bZIP (Kirchler et al. 201 O) se ubicaron en posiciones equivalentes 

en CpTGA. El zipper de leucina para los miembros CpTGA consta de 28 aminoácidos, 

casi todos los aminoácidos encontrados dentro de esta región coinciden con los 

correspondientes aa en sus homólogos AtTGA. Se conoce por ejemplo que las posiciones 

a de AtTGA contienen residuos cargados (Deppmann et al. 2004) que coincide con lo 

encontrado para las posiciones a en los heptámeros H1 , H2 y H3 de los CpTGA 

identificados en esta tesis. 

Los dominios de activación transcripcional de AtTGA (Chuang et al. 1999, Schindler et al. 

1992) al igual que la firma característica para miembros bZIP del grupo D descrita por 

Jakoby et al. (2002) se identificaron en las secuencias CpTGA, con excepción de 

CpTGA7. 

Se generó un árbol filogenético en el cuál se observó la agrupación de CpTGA 1 y 

CpTGA3 dentro del subclado 1 junto con miembros de AtTGA 1, AtTGA4 (resistencia basal 

Kesarwan i et al. 2007) y AtTGA3, AtTGA7 (activación transcripcional de genes PR-1 , 
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Shearer et al. 2009). CpTGA2, CpTGA4 y CpTGA7 se agruparon dentro del subclado 11 , 

formando una politomía junto con los homólogos AtTGA2, AtTGAS y AtTGA6 descritos por 

Kesarwani et al. (2007) y Shearer et al. (2009) como activadores o represores del gen PR-

1. Dentro del mismo subclado CpTGA4 se agrupó con AtPAN relacionado con el 

desarrollo floral en Arabidopsis (Chuang et al. 1999). Finalmente CpTGAS y CpTGA6 se 

agruparon con AtTGA9 y AtTGA 1 O relacionados con desarrollo floral en Arabidopsis 

(Murmu et al. 201 0). 

Se determinó la expresión basal de los siete miembros de Cp TGA en diferentes tejidos de 

papaya. 

De forma general, el contenido de ARN por tejidos fue el mayor en hojas y decreció en 

pétalos, peciolos y frutos. Comparativamente el ARN del mesocarpio de frutos sanos, fue 

mayor que el obtenido a partir de frutos enfermos infectados con C. gloeosporioides. 

Previamente Dean et al. (2002) reportaron la degradación progresiva de ARN proveniente 

de plantas de N. benthamiana infectadas con C. destructivum. 

Dentro del subclado 1, CpTGA1 y CpTGA3 mostraron un patrón de expresión similar en 

peciolos, hojas, pétalos, frutos maduros e inmaduros pétalos. Previamente Pontier et al. 

(2002) detectaron en hojas maduras de Arabidopsis, la proteína AtTGA2 pero no 

detectaron AtTGA 1 o AtTGA3. Adicionalmente en Arabidopsis, Miao et al. (2004) no 

encontraron expresión de AtTGA3 en silicuas maduras por hibridación Northern. 

En el subclado 11 Cp TGA2 se expresó fuertemente en todos los tejidos excepto en peciolo 

en cambio para el otro homólogo de Cp TGA2, Xiang et al. (1997) encontraron expresión 

de AtTGA6 en peciolos pero muy baja expresión en silicuas inmaduras. 

CpTGA7 se expresó en todos los tejidos aunque lo hizo en menor medida en fruto 

inmaduro. 

Cp TGA4 presentó expresión basal uniforme en todos los tejidos, en Arabidopsis su 

homólogo AtPAN (relacionado con desarrollo floral) se expresó de acuerdo Running et al. 

(1996) en meristemos. 
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En el subclado 111 CpTGA5 se expresó en pétalos y peciolos, al respecto Porter et al. 

(2008) lo asoció probablemente con desarrollo de raíz mientras que en Arabidopsis su 

homólogo AtTGA9 mostró expresión en silicuas y hojas (Murmu et al. 201 O) . 

Adicionalmente Cp TGA5 fue identificado previamente por Porter et al. (2008) como un 

bZIP (número de accesión EF12305) y lo asociaron con el desarrollo de raíz. 

Finalmente dentro del mismo subclado Cp TGA6 se expresó en todos los tejidos, incluido 

hojas y frutos inmaduros, mientras que su homólogo en Arabidopsis, AtTGA 1 O no mostró 

expresión en hojas ni en silicuas Murmu et al. 201 0) . 

Es probable que las diferencias entre las especies (papaya y Arabidopsis) y las 

condiciones ambientales, edad, tipo de explante, condiciones de cultivo promovieron las 

diferencias encontradas entre los patrones de expresión de Cp TGA y AtTGA. 

Se verificó la expresión de genes Cp TGA hasta doce días después de la inducción con 

SA. De forma general, la expresión de miembros Cp TGA es constitutiva con ligeros 

cambios posteriores a la inducción con SA. La detección constitutiva de transcritos de 

AtTGA en diferentes tejidos se asocia con la regulación post transcripcional de estos 

factores transcripcionales (Portier et al. 2000; Lam y Lam, 1995). Los homólogos 

identificados en papaya probablemente se regulan de la misma forma, a nivel post 

transcripcional , lo que explicaría los resultados obtenidos. 

La expresión de Cp TGA 1 no fue alterada por la inducción con SA, tal como se reportó 

previamente por Zimmermann et al. (2004). Al respecto Després et al. (2003) reportaron 

que la aplicación de SA no aumentó la expresión en Arabidopsis de su homólogo AtTGA 1 

pero promovió la interacción entre AtN PR 1 y AtTGA 1. Probablemente esta misma 

regulación ocurra en papaya. La expresión aumentada de Cp TGA3 observada en 

respuesta a SA es concordante con la expresión de AtTGA3 en plantas tratadas con SA 

según lo reportado por Farinati (201 0) . 

Cp TGA2 no aumentó su expresión en respuesta a SA, esto contrasta con lo observado en 

Arabidopsis, donde la expresión de AtTGA2 aumentó en respuesta a la aplicación con INA 

(Kim y Delaney, 2002) . En cambio la expresión aumentada de CpTGA4 posterior a la 

aplicación con SA es inesperada debido a que su homólogo AtPAN se ha relacionado 
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más a procesos de desarrollo (Maier et al. 2011). CpTGA4 y AtPAN posiblemente 

compartieron un ancestro común con homólogos TGA relacionados con defensa, por 

tanto desde la divergencia con Arabidopsis, ambas funciones (defensa y desarrollo) 

posiblemente permanecieron conservadas para Cp TGA4 . De igual manera Cp TGA5 no se 

expresó posterior a la inducción con SA, mientras que Cp TGA6 si se expreso, sus 

respectivos homólogos se asocian con procesos de desarrollo (Murmu et al. 201 O) . 

Debido a que los genes tipo CpTGA pertenecen a una familia de factores 

transcripcionales, es probable que estos FT pueden regular diferentes tipos de genes 

Todos aquellos genes que posean dentro de su promotor regulatorio secuencias del tipo 

as-1 , podrían estar regulados por los TGAs independientemente de su relación con la 

defensa en plantas. Mueller et al. (2008) determinaron que de entre 54 genes inducidos 

por PPA 1 (fitoprostano involucrado en respuestas a detoxificación, estrés, transporte, ciclo 

celular entre otros) 26% de los genes poseen el elemento as-1 , entre estos se incluyen 

genes como el de Citocromo P450 (At3g28740) y GST6 (At2g47730). Y además, el 19% 

de genes inducidos por PPA 1 son inducidos por SA. 

La expresión de CpNPR 1 y CpPR-1 d aumentaron posterior a la aplicación con SA, lo que 

concuerda con lo reportado por Zhu et al. (2003) para estos genes en papaya. En esta 

tesis se reportó por primera vez el aumento en la expresión del gen CpGST1 en respuesta 

aSA. 

Se evaluó también la expresión de genes Cp TGA al ser retados en frutos de papaya 

Maradol contra el patógeno C. gloeosporioides. Finalizado el experimento de exposición 

de frutos al patógeno los frutos que no fueron expuestos a C. gloeosporioides presentaron 

ligeros síntomas similares a los que produce el hongo, esto se atribuye a la posible 

presencia de patógeno de forma endógena en los frutos . De acuerdo con Prusky y 

Plumbley (1992) el apresiorio de C. gloeosporioides permanece latente en frutos 

inmaduros, adicionalmente el etileno involucrado en la maduración de los frutos de 

papaya pudo inducir la germinación y formación de apresiorios de C. gloeosporioides, 

efecto que ha sido descrito previamente por Flaishman y Kolattukudy (1994). 

En el subclado 1 los miembros Cp TGA 1 y Cp TGA3 mostraron patrones de expresión 

equivalentes en los frutos 5 0 , 5 9 , M y Cg, sin embargo la expresión fue aparentemente 
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menor en frutos Cg, en estos frutos la elevada presencia de acérvulos propios de la fase 

necrotrófica (Horbach et al. 2011) sugiere que los genes Cp TGA 1 y Cp TGA3 no 

responden adecuadamente a la elevada presencia del patógeno, probablemente C. 

gloeosporioides reduce la expresión de genes de defensa como estrategia para colonizar 

el tejido infectado. De forma inesperada se observó un patrón de bandeo similar para 

CpTGA6 cuyo homólogo en Arabidopsis, AtTGA10 de acuerdo con Murmu et al. (2010) se 

asocia con aspectos de desarrollo. lnteresantemente CpTGA7 fue el único en el que se 

observó mayor intensidad de la banda en frutos Cg respecto a los frutos 5 0 , 5 9 y M, pero 

no posee un homólogo definido en Arabidopsis con el cuál se pueda comparar. Los otros 

miembros Cp TGA2, Cp TGA4 y Cp TGA5 aparentemente no se relacionan en la defensa 

en contra de C. gloeosporioides. 

De forma general en la presente tesis se consiguió por primera vez la expresión transitoria 

en callos no embriogénicos de papaya, hojas y tallos provenientes de plántulas de 

papaya. Adicionalmente se ha conseguido la regeneración de plantas no transformadas 

mediante embriogénesis somática a partir de semillas de C. papaya var Maradol. 

Se efectuó una PCR con oligonucleótidos para detectar la presencia del gen uidA con la 

finalidad de verificar la inserción del cassette de expresión 35S::AicR::GUS en células de 

Agrobacterium tumefaciens (cepa pLBA4404) transformadas por choque térmico. 

Mediante estas células que poseen el gen reporteo uidA regulado por un promotor 

inducible por etanol se transformó de forma transitoria callos, células en suspensión, 

explantes (hojas y tallos) y embriones cigóticos de C. papaya var Maradol. 

Los ensayos de localización histoquímica de GUS resultaron positivos para tejidos 

inducidos con etanol demostrando la inserción del gen uidA regulado por el promotor 

inducible por etanol. La inducción con etanol a una concentracion baja de 0.1% concuerda 

con lo descrito por Salter et al., (1998). Sin embargo, durante la transformación de callo 

embriogénico de papaya Maradol, el tejido aparentemente no resistió el proceso de 

transformación con A. tumefaciens. El material vegetal se necrosó en etapas 

subsecuentes a la transformación, se presentó dificultad para remover A. tumefaciens del 

tejido transformado aunque se utilizó antibiótico en la concentración previamente 

reportada para esta especie (cefotaxime 250 mg mL-\ Zhu et al. 2006). 
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Con la finalidad de obtener un tejido que pudiera resistir la eventual transformación con A. 

tumefacien , se siguió el protocolo descrito por Cai et al. (1991) específico para generar 

embriones somáticos a partir de embriones cigóticos de papaya. 

El protocolo de embriogénesis somática generó respuesta de forma muy rápida y 

evidente, más del 50% de embriones cigóticos de papaya Maradol desarrollaron 

embriones somáticos 15 días después de la siembra inicial , lo que contrasta con el 43% 

reportado por Cai et al. (1991 ), en etapas subsiguientes se pudieron obtener plantas 

regeneradas de papaya Maradol mediante este procedimiento. De 21 plantas evaluadas, 

el 57.14% sobrevivieron en los tres primeros meses durante la etapa de aclimatación , 8 

de estas plantas se sacaron a invernadero. 

5.2 CONCLUSIONES GENERALES 

De la información generada en la presente tesis , se pueden concluir lo siguiente: 

• C. papaya var Maradol posee seis secuencias de factores transcripcionales del 

tipo bZIP pertenecientes al grupo D denominadas CpTGA1 , CpTGA2, CpTGA3, CpTGA4, 

Cp TGA5 y Cp TGA6 y un homólogo a bZIP denominado Cp TGA 7. 

• Las secuencias CpTGA de nucleótidos traducidos son homólogas a secuencias de 

AtTGA de Arabidopsis, tienen altos porcentajes de identidad y comparten dominios 

característicos entre sí. 

• Con las secuencias CpTGA y AtTGA se puede obtener un árbol filogenético que 

describe la relación evolutiva entre estos factores transcripcionales. 

• El árbol forma subclados definidos donde miembros de CpTGA se agrupan con 

AtTGA en función de su posible relación con aspectos de defensa y desarrollo. 

• Dentro del subclado 1 CpTGA 1 y CpTGA3 se agrupan con AtTGA 1, AtTGA4, 

AtTGA3 y AtTGA 7 involucrados en la defensa de Arabidopsis contra patógenos. En el 

subclado 11 CpTGA2, CpTGA4 y CpTGA7 se unen formando una politomía no resuelta , y 

se agrupan con AtTGA2, AtTGA5 y AtTGA6, activadores o represores del gen PR-1. 

Dentro del mismo subclado CpTGA4 se agrupó con AtPAN relacionado con el desarrollo 
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floral en Arabidopsis y finalmente CpTGA5 y CpTGA6 forman un subclado con AtTGA9 y 

AtTGA 1 O relacionados con desarrollo floral en Arabidopsis. 

• CpTGA5 es un TGA de papaya, previamente había sido reportado como un bZIP 

sin especificar cuál. 

• Los genes Cp TGA tienen patrones de expresión basal variables en peciolos, hojas, 

pétalos, frutos maduros e inmaduros. De forma general , CpTGA1 y CpTGA3 se expresan 

en todos estos tejidos. CpTGA2 se expresa fuertemente en todos los tejidos excepto en 

peciolo Cp TGA4 y Cp TGA 7 se expresan en todos los tejidos. Cp TGA5 se expresa 

únicamente en pétalos y peciolos mientras que Cp TGA6 se expresa en todos los tejidos 

ensayados. 

• La expresión de genes Cp TGA es constitutiva por tratarse de factores 

transcripcionales pueden regular genes bajo diferentes estímulos, la regulación de los 

Cp TGA podría ser de tipo post transcripcional. 

• C. g/oeosporioides podría reducir la expresión de los genes Cp TGA 1 y Cp TGA3 

los cuales no responden adecuadamente a la elevada presencia del patógeno, 

probablemente C. gloeosporioides reduce la expresión de genes de defensa como 

estrategia para colonizar el tejido infectado. 

• CpTGA2, CpTGA4 y CpTGA5 parecen no estar involucrados con la defensa en 

contra de C. g/oeosporioides. 

• Es posible que Cp TGA 7 se relacione con la defensa en contra de C. 

gloeosporioides en papaya. 

• Es posible transformar callos , células en suspensión, explantes (hojas y tallos) y 

embriones cigóticos de C. papaya var Maradol mediante una cepa de A. tumefaciens que 

posea un gen reportero uidA regulado por un promotor inducible por etanol. 
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• De forma transitoria el gen uidA regulado por un promotor inducible por etanol , se 

expresa en callos, células en suspensión, explantes (hojas y tallos) y embriones cigóticos 

de papaya Maradol a concentraciones bajas de inductor. 

• Es posible obtener plantas regeneradas de papaya Maradol de forma eficiente a 

partir de embriogénesis somática de embriones cigóticos. 

5.3 PERSPECTIVAS 

El aporte de la presente tesis ha sido significativo, como perspectivas derivadas del 

presente trabajo se mencionan las siguientes: 

• Determinar la expresión basal de los Cp TGA descritos en esta tesis en tejidos que 

no se consideraron en la presente tesis, especialmente los del subclado 111 , CpTGA5 y 

Cp TGA6 podrían probarse en todos los órganos florales. De igual manera el homólogo a 

AtPAN, CpTGA4 potencialmente comparte las mismas funciones que su homólogo en 

Arabidopsis. 

• Hay evidencia de que CpTGA5 se relaciona con el desarrollo de raíz podría 

determinarse la expresión basal en raíces de papaya Maradol. 

• Aislamiento de las secuencias tipo TGA de papaya, su secuenciación y análisis 

posterior (comparación con las secuencias obtenidas in silico) . 

• Estandarizar las condiciones para la utilización de PCR cuantitativa con la finalidad 

de evaluar la expresión de genes. 

• Generar plantas de papaya Maradol hasta edad adulta , libres de patógenos, con la 

finalidad de obtener frutos que puedan utilizarse como modelo de estudio relacionado con 

enfermedades como la antracnosis en papaya. 

• Evaluar la expresión de los genes Cp TGA en función temporal durante toda la 

etapa de maduración del fruto , considerando frutos infectados con C. gloeosporioides y 
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frutos sanos con la finalidad de conocer el progreso de la enfermedad y su influencia 

sobre la expresión de los Cp TGA. 

• Caracterizar el sistema de plántulas de papaya Maradol infectadas con el 

patógeno C. gloeosporioides, en particular este procedimiento serviría para desarrollar 

experimentos relacionados con estrés biótico usando como modelo a papaya. 

• Derivado de esta tesis , se tiene un protocolo con potencial para ser usado 

específicamente en transformación genética de papaya y regeneración de transformantes, 

es por tanto importante continuar con el trabajo de obtención de embriones somáticos a 

partir de este protocolo. 

• Se consiguió expresión transitoria en embriones cigóticos de papaya Maradol, 

cabe la posibilidad de generar a partir de estos embriones, callos embriogénicos y 

finalmente regenerar plantas transformadas. 

• Proceder a la construcción de los cassettes de expresión del sistema regulado por 

un promotor inducible por etanol , debido a las diversas respuestas obtenidas en la 

expresión de los FT tipo CpTGA , probar con todos los miembros de la subfamilia y evaluar 

el gen que promueva una resistencia mayor a C. g/oeosporioides. 
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ANEXO 

Parte de los datos referidos en la presente tesis fueron incluidos dentro del artículo: 

ldrovo Espín F. M. , S. Peraza-Echeverria, G. Fuentes, J. M. Santamaría (2012). In 

silico cloning and characterization of the TGA (TGACG MOTIF-BINDING FACTOR) 

transcription factors subfamily in Carica papaya. Plant Physiology and 

Biochemistry 54:113-122. 
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1'1: ~ 1'G.'\. az:n.scri¡nian fac ors belong ta me su .... farml~· af bllP gra ' P D t'r..a! play a majar mle i dl.<c2.Si!' 
:re~isra~.::e and ilevE D¡:.:nem. Me;¡ Dftbe·'l'GAldemif..=d. [n .>.rl ldapsis Jn:uao: .,.,.¡ t'r..c· JruS::i!f r:¡¡,ulmr 
cf SA • Plt 1 ~h<.t camrals tl:.- eKpw;sinn af • genes. 

.Jii ~: ::u:inl! z:ipp!•.r 

~.s a fi1st <.pprDa- to EIEirnJne tbe posslble iltva ~·:r.;m: t of ~the~e o ·¿nscripiian facm1s i plljlllya 
dffense, Wf: chzra::teráed Anbid.Dpsi.; TGA. en'!: o Oí!> üom r:l:.e g<m orm of .Cm'"'l' ¡;crp~1:1 e,,, Suo p. Sil< 
aJrl:Dia¡¡,; C¡;·TGA J cD c:prGAS, l'rer!' ldeo: if.l!d. e ¡uedl::Ii'!l t::pTGA prn!!Jos ·,..,ere bJgbly si:m.iw ro Atl'GA. 
sequences ¡;r. ¡;:robi.~• IJ ¡t..,;.re Ihe ;ame LlNA bi:r..d[ng prnpen:Je¡¡ and o·¿nsct tprlona.l regu u icn fe<.turu • 

e• p1ateir. se;¡uences ali~m:r.t e•.'l:!er.ced t!:le presente af ta~.iel'1ied dcw..alns, t hl.racrerisdc· Df rl:is. 
~~:ou~ o: rrar..srrl¡:da~ f<.ctar!<. 11::~ plt'i ogi!r,Y shaw<dJ tl:u Cp ~. e•.•ar.•ad ima rhne dttferu.r sube me·.; 
a~;;odar.ed w tb clEfeme m::l BDra clE\•elapmenr. Tllis is me• f.rsi repon oí b.;,¡;a ·v¡pre~ian pa:Ium, 
assessed by Rl"l'CK, fra::n Ihe '' ·bale• >l.':bfil rn il:,• nf q,\"Gt!, J'S'.em':ers fr. dJfferen¡ ti.sslt!s f:rarn JlllpliY.:Ii ~v. 

~.und.ol Jruiure· plana O••er..IJ, C¡;'I'GAl. c:proo cpTCA6 3r..rl C¡;TC.~ sr..owed a < l expreiSl.on io all 
diSues r.esred; CpTC.II2expre,;ed Slra:n¡gly tn all 'tissues e.>O:E¡;:I in pet1oles whlle C¡;TC..!¡Se>epressed a r.ly in 
:pna:.S ar. ro~ law~>r e><.:• r:t 1n pO>riDies. AIIhou¡¡ more derailO>d sllL!!fes [n 1.nth rs z;r.d O' ilT floral 
mucruJeJ. n e requiJe:l, v.<e suggesr : h•.r CprOO mfghr be tissue-s:pedii t , and ir mi~ t be· i:rw:ol•.••d in 
;plpa:,.a flali'l ! deo/E apmem. e me• c1her :ar. d, we repart ue fDr <he firsr -time, ~he e><preSliia ai ~ 
wba le larnl:l~r of CpTGidn respansl!' re sillryl'c add (S~.). The expre&ii:Dn ai CpTC!L\ QJ'I'GI;4 aod Cp1t'Jt6 
ncre.ased n t e!>pDn~e ta SA. ·o~~·b ar wau d ¡ug¡¡e>r lts in~"!!Jo.·:w.em me Slt.R rEipDru;e i p3pa:;a. 

l. lntniduction 

P'apaya. pmbab.!,• h.:. ·its c rígnns in M~ca an Costa Rcra. and 
no·.vada)'« Ls- ttuivc.ted in tro;¡iraJ ·t:bmat r:s <.ro' :n tlu~ wor. .1e 
fru.itis c:D nsumr:d fr:e~ h. ha:5 a hi¡¡~ rontc·n.t of vctantin ,;, ~mi. B an 
.:ottta i n~ t ltr: ¡;:¡; otr:c•lytic e nzyn::.c papa:::>c u-e a mcat .oftcne r. 
Pa:;Ja~·a is the llrst t rnpia.l ~ tt ge, eti raJI)• rr.ad iiled ;n•. SunU;¡, 
PilSV resistan ) a nd was r:r:~ntly· .eque'!l[Cd [ l 

Rc!~ta::>~ ~nc:s ~R) rnc:d tatc the n!'togn:tion c·f pe.thogen . o:r 
pat.1ogr:n p roteins [2 ~ chis ~rog;n:eioñ induces ch.r: e<.rly produ.t
tlol'll .a f rtut~·.·c oxyge;n ~pe de! !ROS.) nél!:c.!:sa; y far h)fp~rscnsJt: •."c 

re.s;¡a n~ (HR) u att cc.mfinr:s 11: p<.t.hog:~n in e.uot.c ccl l5 ava: ·ng 

,f..!I E.~·l t'Ct' :L'Ir.: ~Pti 1. J:af;.~~:;tn!!!(SOr or FOJ!hr.~ri!!S...s ~la~ !t!:le; iJ. f.Eii • 
Ali lUlo.; li.. F "!>""""..! Llld ; 0 1!0 1 <::l..a•m. r:<' ricl1 ··:1:..oir1S 1 •n:! 11 ; 
!:'~S..StiJ ri~ ~l<e'$"' ! .4., " .. l ic~dc J.dd~ !~.r;:_ !~:li~r:tiC.' },CZftl irecJ f~Sil l.;; l ' ~. 

• Carr~sFan;Lt~ .r.JLh::. l'~J.: ~ s¡;.;.ft 94.2 !31:!~t:; fanc -5l. ~9 ~i. l j.; e_ 
!•!ml:'J :lt!:ft"eS !!'.: .:. :H~tbi~- ''iJT..X ( .M. ~ r:•1a lú i;nl, SZntyF ~!:'cir,y..cr..JC 

S f.e.t~I:d·..!!','t! rt" i.lt. g1t::~I:J.edfcic:~.l:nl. c.:. r~.Je:Jl t9~ jw.ert..-dlt:iqtm:Jt 
(J.M. S:::.s· ;r,¡¡ r ÍOJ ~ 

Of•n .r;.:.:t81S- !.~ Trar..t m.: - ~ :l !! U lt!: .. •i.eo.x Y,.,6¡S~n SM . . "di ci¡;l:.u r:!t.eo:,•e 
d~ io t ~ . I U 1 5_1jj¡i i.J;.> li,)•.2012.CG!.J: 1 

l: 2012 E\'li!T Mas!iDn S~S,. t!ghrs C!Se!ved. 

liS rlispr:rs:on throu.¡¡. t lu: pan: e.rnl limit::Jg tm~ pa ÍlDg n ta'a ·~.ss. 

·a f wa ~r ;;,nd nu:trients [3,4]. 'Fhe a:ctt'.·ztion of salic:yl:c acid 'Sl\ 
d~pendent s igrt.E.Ii ns ¡;>l.thv.-a::,~ driv.,·s str:on;g 1!:Kpt'l.'$s ion ·nf patito" 
g;ene:sts n:lw:d (!"/~] ~n s t hat tonttibll~ ID e ¡¡::.mt resis=a: 
[31. SI\ ddr:ruJ·"e f<.lru:tr:on is wr:ll documr::n~r:f in ditof p la.nu in 
w.n:clt • .l..i t}·ik c:cid (S,>\) is nr:IJI'.S!ar:,• to prmnote t lu: l::a • rcs:..
ta.n~l! a¡¡ain.!:t pa O,!;l::lS and Systen::.i<: 1\.o;¡uil'td Re.siS".mre (SAR) 
[51. SP,R a p lan. def~ree !;:,·st~m camp rLerl a local and s~·~~n:;;i r 
lmn::.u CLi t:)r ag¡:ill.St., w: .e ~a.."'Jgt ar pa <>g~ SA accu:mulat~! in 
;;:f:'ecttd á nd unall'ccte eiss-- ~tta·wing a ng le.s:iCLg prntl:lrtin~ 
d iro in t.ubt.r:c.uenl clu!l 1 én,¡¡cJt ! 4 ,6].. 

The S'.ilif<mily a f lC.J\. ('liCACG MOTIP-Bll\'DING F.~.CIDR) tran
scri pt¡.DTI f;;.ctors ;;::e m~:nb~:! o! é . amJiy C- OIC birul:in;g factors, 
tlats l..éuci ne zL¡¡:¡per. an sup=as of !:.i.s:c omi!inc. [ 7~ In 
mz:n: . .o,na bZIP : .n: in~·ah.o-ed b e~do¡:m: · :n~. •dra.dic:n rhyt• m. 
I~:Eming, n::.emor:,•. •5 .,ptmse ta ~.tress. arnl. rwia tion. l ile ba> i<: 
E..::ud.'le zip¡:<:·t· (bZJP, 1$. a ¡·cg;ion fa rmecl b:; twa• .com.cin .... Firs., the 
ba.tlr n :g;ion !o:m~d by ;:JC!Si tJ·,eiy ch.u¿;e a n::.ino i.ti :s A~g;irrine ar 
lysinr:, that d.in!ctly ortt~·rattS ·with t.ot: DNA.And !.J::c:on th~ zippt:r 
fc;rmet1 by 3G fo 4 rc:·s:dues ~onta.in1og; leut:::ncs s¡pac¡r: n::g;u lari~' 
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every seven ami o acids lxxxx10tl.xxxxxxl repeated at lcast t hrec 
t imes. nti$ do rnain is invo ved in imcriza io n (8-1 11. 

l nArabldop.sfs, bZ!I' mcmben ostly horno imcnze. the eudnc 
repeats are te rmt:d cptads, each of the sevcn positions of amino 
acids is desig11ated w ith a ettcr a. b. e d. í!, fand g. osil!ons a . d. r 
an g c cterml e dimeriz.a tion spccifldty. Chargcd amino actds in 
po ition á inhi b1t omodimcr form¡¡tion, ucines usually are plaecd 
in positton d stabilizing thc dimer, A a y ami no acids in pos• i.ons r 
an g interact a nd di m rize two t ranscn ption factors. lf t e inter
action oceurs betwccn oppOsitr: ly charged ¡¡mino aci , it promotes 
homo imerization but if the intcrac:tion 1S bctwcen simllarly 
eharg ami no aci s tite omod tmc rization is inhibited [ 11-13]. 

In p lln s, genes as oaatcd w it t ese transcription factors are 
g lu athio ne transfcrase in uced In general oxidativt stress eve nu • 
NPRI and PR gtnes [14-17]. 

on-exp essor o f patho~nesl s re late - 1 (NPR I) ls an impo rtan 
componen! of SA s ign~l pat way, NPRI ac~ as ¡¡ SA rans r:tor 
later on pilt ogen attack. In ide t e eytoso . a change m re ox 
pote tia l promotcs e-polymcrization of NPR I in mo nomers that 
m1grate into t e nuclcus w ere 1t fila tty interar:t w ith GA tran
scripbon far:tors o inouec a strong cxprcss ion of PR genes 
coller:ttve y kttown as SAR genes ) [4,18,19]. e transcri pt!onal 

ac vation domains is form by Giutammc r ich domain.s Q and Qll 
an acidic amino acids [20,2 11. TI e intc rar:tion affini ty of TGA 
mcmbe for NI'R 1 wo~s aucssed w it á yc:<ts t wo-hybrid systc:m 
[22]. TGA3 a the htghest a ffi mty tu ;IIPR 1 followed by TGA2, TGAS 
an TGA6. On l hc contrary. TGA I showcd the lowest a ffi nity whi lc 
for Gi\4 a 'finity w~ not detcr:te 

csprés ct a . 123) etermine hat TCAI and TGA4 bin N?RI 
a er ind ction w ith SA Two oxidizcd Cys res id cs. 260 and 266, 
prevente tite interaction bcto.vcen TGA I an N R l. but he ir 
reduced s tate prometed the inte rac ion. SA ces thc siducs 
a the interar:tion wl PR 1 p rocee s. Ti tesc residues w herc 
locatcd w tthin Glutaminc ric domain Ql. rcspo nsib e for t he 
t ranscriptio nal activau on 1201. 

1 llrobidopsis 10 members of GA transcri ptio n far:tors are 
know n, placcd in group O of the class ificaeion proposcd by ja. obi 
eti!L [241. e ;unino aéid cansen us signaturc of t e bZIP members 
of ,group O in the C terminal is Yx2RL!RQIA SS ILS IW [24] . 

AtTGA transcri pt ion far:tor.s gulate iffcrentially thc: expresston 
of PR defense genes [25], accord ing to thc s im il.arity of the ir protc i1t 
seq ences, AtTCII involvc:d in efc nsc gene cxpress ion w herc 
grouped in sub ades. 

Subclade 1 is fonned by AtTGA 1 01 nd AtTGA4: AtTGA 1 is im·olved 
in b~al resls :ance and is ;>arti<tlly red un m w íth AtTGA4 I25,26]. 

Sub l.áde 11 iS fo rmed by AtTG!\ 2.1\tTGI\5 and At Gl\6. AtTGI\2 i 
aPRI rc:pres or or¡¡r:tJYator,depe nd ingof cas- I domilinto w eh 
it binds , and sJtares redundant function of PR 1 activator with 
AtTG.'\5 a nd 1\tTG:\6 125-28 1. PAN contra s the Oora l meris tem 
identity. dte size of he meri stem a nd he Oor<tl or¡¡an number 
[20,29). 

Subclade 111 is forme by i\tTGi\3 an AeTGA7. AtTGAJ is 
m volved in bau J and ind uced resista ce an is he ajor tran
scn ptio md activat or of PR genes. AtTGA7 a l so rcg tes e defcnse 
gl! nc ac:tivation [25,26.281. AtTGA9 and AtTGIIIO ave overlapping 
f ctio1 s u rin¡¡ ant er dcvelopmc nt. t e:r protc ins inte ract w 1th 
two CC-gluta oxins ROXYI an ROXY2, exprc:sscd in nowc r and 
ilwolv~d in m ther evelopmcnt. 1\1 oug PAN i re atcd to llo ra! 

evc lopment. 
The present study escribes (a) the i entiAcation in silico ·of TGA 

transcri ption factors found in Carica papaya cv. SunUp geno me, b) 
he bitsal expressfon o f TGA homologgcnes in C. papaya cv. Maraclol 

in diffe nt tiuues an (e) possib lc e anges in thc cxpress ion of 
TGA homolog ¡¡enes in leaves of C. papaya cv. M arado!, a ftc r bc ing 
cha llenge w ith Si\. 

ANEXO 

2. RI!Sul ts ~nd d lscu sion 

2.1. Papayo gtnom e possese s~~ CpTGA genes, ortho/ogs to AtTGA 
subfamily 

Six new gcno mic sequenccs show ing horno ogy to Arab:dopsis 
TGA trans ption factors wcrc fo n wtthin e gcnome of 
C. papaya cv. SunUp. The predicted TGI\ protdns were highly 
similar to TG.i\ scqucnccs from Arabidopsis !hallana (Table 1 ). The 
protem scq uenccs name hcrc inaftcr CpTGA I, CpTGA2, CpTGA3, 
CpTGA4, CpTGA5, CpTGI\6 wc.rc clus iAed an namcd bascd on he 

o rr:ology and p y.o¡¡eny wi A !haliana TGA mcmbcrs. 
Trans atcd nucleotide alignmc nt between JO AtTGA and G 

CpTGA mc mbcrs. s.1owc conscrved a t ino aci s in equiValent 
¡¡OS1tions a Ion¡¡ he 16 equenccs consi e red (Fi¡¡s. l and 2 ). 

The pa ir-w ise compari son analysis of the p rcdictcd protem 
sequences of CpTGI\ l. 1\tTGI\ l and AtTGA4. showed ic!cntity 
percentages ltigltc r t an 82JI;. For the ornolog CpTGA2 wu more 
re ated to AtTGI\2 80.1% idcntity), t . an to AtTGA5 or AtTG/16 (76.9 
an 79.4%, pcr:t tve y~ CpTGA3 s owc idcnti ty pcrccntagcs of 
77.9X for At GAJ and 75.8X for At Gi\7. C?TGI\4 showcd 76.5JI; 

cntity wtth At A •, whilc Cp GAS shov.-cd idcntity pcrccntagcs of 
79.4% w ith AtTGA9 and finally CpTCAG showed 8 1.5% identity w ith 
1\tTGAIO {Table 2. 

n t crc a re ess CpTGA sequences ·n comparison with TGA 
scquences reported for A. thaliana, result t at is cons!stent w:~h the 
abse ncc of geno mc duphcat1on uf C. papaya rcfcrrcd by Mmg e a l. 
[ Jf. Papaya diverg from ll rabidopsis, bcforc Arabidapsís un e r
gonc two scq entia l whole gcnome duphcatio n (WGO) evcn ts j3DI. 
as a rcsu t, many genes found in Arabi:lopsis a re rcd un an 
nctuding ll tTG.II mc mbcrs [25,3 11. 

22. The CpTGII predícted pro teins sl:o·Ns the characteristic 
stTuctural domnins 

22.1. The bZIP dom ain in CpTGII sequences. sl:ares conserved 
omino aéíds found in AtTGA mtmbers 

Transcript1on factors s eh as t ite TGA sub- family. bind spec llc 
0:-11\ sc:quenccs an are c.apab lc of activati g o r pressing tran
scn¡¡tion. ey are formcd by modular protcins with fu ctionally 

íst iltr:t aomains an ¡¡re respons ivc in specifi c t ssuc, ccll type, m 
a t ransient or Stimulus-depcndcnt manner [32]. revious align

ents of TGA t ranscri ption facton ha ve s own conscrvcd orna ins 
among subfamily members involvc m ranscr ipt1on regulation 
[9 21,24.33]. 

nte bzip i CpTGA protcins was forme by to.vo omains. t ite 
0;111\ bi nding omain an the Lc ucine ztpper a 1t was escn bcd for 
thi s prote:c strur:t re Vinson et al. [ 11 •. DNA bind ing omain of 
CpTGA seque ces wcrc locatcd in the N termi nal as it w as reported 
¡lrevious y for 1\tTGi\1 134 . 

Wi thm thc ONA binding domam a 1 tnc homologs had Gluta
mi e, Alanine a Sen ne rcst es regular.y spaced by thrcc a mino 
acids Qxxxi\xxxS (Fig. 1 ), thi! rcs i ues are acate in eq uivale t 
pos:tions of putatlve p osphorylatab.e res idues prcv1ously 

T•I>Le 1 
enC!'.s sht7~w"i s hamolo~y ta Arabidc¡ufs TCA tr~n s:c p!ion 
• genrm:• or c. fCpaya r:v. Sur. p. 

N~rne- Ac~u. ion n'Jm~er ••) 
CpTC.~ I DSSSI 620 
CpTC.•.2 05981 323 
CpTC.~J DSBat 359 
CpTCA4 DSoSI S2 1 0:92 
CpTC.•.S Ef1ll 03, Cp25 3 16 
CpTC.~S os;a t 6os 3 14 
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Fi3. 2. Sc;h.e.m., t i~ te¡J rese~t-. n cf p r~ thct!:l CpTCA p:n.~eiru bned on previous 
~li ¡prnoet p•rrorm• • · .11 M~G...0,5 j5l f. Menóm of CpTCA. pn>!•in 1• - th • • r•n· 
thesis . l o~ Yert! tri,u;¡Id {J I ~.;.t.a~ · e, . :nine .nd s!rir.. -t rdi:I•J!s). uui il .ut• 
tnJte ¡;t¡sith:nt :Jf the o~ b ndir;¡ ~l:rl ii ÍI (090 }. c.-eine 1 pér {l.e'-JZi:P). C~t&~ni r:~e 
rich .tei:J ttrni1it!S 'QJ ;~ e :! I).. Ch.ar.actet isticsigr:iltJn! .afsroupD 'S} !/S · e ret: ... 
d Jes: (C) lnv ~ l·!d i the- ic ter.tctiOtj \ '111 NFiH Jre ~prtS!t!~d lcr CpTCA1.Tb!! 
rt •Jr.:tbe:s .t!l JrfO"N tJ 'Ier .!_: S !'~L!' rtc!'. shów the positit:l :tf d~ ! r~ u.clur f'JtFOrt 
IÍ;J rt .Jis. 1l · ~ í»n !!' pr.-.po rli !ll~ iJ I ,ter tite ler...; art~-e ~eque r:: :.es. 

dese bed by l(lrchlér eraL [351 commonl~· fo n in the bas•c rég!on 
of li-ZIP protcin.S. 

Ce rtam moti were íuentified as pe · s•blc nuclear export signals 
' l'iES ). On CpTGA I a single Lcu "nc place within OBD in po.si t ion 
114. On CpTGA2 thc motif Exxx Kl anda e cinc in pos ittons 179 
an 313, · ~pcct i vety. The tr:o if LxxxQ fn position 96 fo r CpTGA3 
and fina lly thc mot if . L fo r Cp GA6 in positton ll 6, th is was t.hc 
only motif prtdictc outsidc t 1! 080. 1'\o nué ear éxport signals 
wcre prcd icted for C¡¡TG/14 or Cp GAS (Fig. 2 

1! is well known t at p otéin phosp or at ion ·of t ramcriprlon 
factor5 is invol vc in thc rcg lation o. gc1t c c:xp-cssio n in plants 
[36]. wi i the basic reg ion, t hc Ser'3 rcsiducs fc und in a ll CpTG1\ 
mcmbcrs are p lace in equivalcnt posi t!ons as Scr19 in ArabidopSiS 
lu10wn to me iatc phospho ation 114,35 1. hosphorylation of this 
resi e resulu iu DNA binding impcd iment [371 and may be 
involvcd in rcpu!Sio n ofthc transcri ;:>t ion factor from t e , romotcr 
[35]. nlcrcforc, pho~phorylation •Could be rcspons:blc for a Anc 
tune rcg lation c f papaya genes, modu!a~cd by CpTGA cmbcrs. 

Tite Ltucine z ppcr of A! G/\. (o e by 28 ami no .acit! r·cSi e$, 
ls well conserve in al! CpTGA. tu ir was rcpo d prcviously. AtTGA 
le cine zippers contain c:harge ami no ad si n alt a pos itions 1121. 

Our results showct! that e e cinc zip¡¡c:r of CpTGA membcrs 
(Figs. 2 and 3 is forme of ep.ads H O, 1, 2 a 3. In po~itlon 

.d Lcuc'nc resid es wcrc found fo r ep: ads O and l. howt:ver for 
heptads 2 a nd 3, Vafi nc and Glutamic acid res:ducs wcrc fount!. 
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Fií. 3. /e 'no • -=~ cc::r. J tiJa cfl:.pt•ds O.l ) <nd ¡>JI'LJ ICI (•·!) i n L<u::ine zipp•r 
cf d:..! s.uc memb~n arre· TCA and 10 membert D! AtTCArb.m.'! en .J !ig1~mtnt ¡?er• 
rarme wilh M~CA5 163]. Tfl !! ddTe.rent :n-..-;:no .1 cid ej'p!'.S (~i .tt ic. b.asi:. 11~ • iC .:nd 
1·)-drcx-¡ lic) .m! .J:.S:j indic.,;t4d. 

Positíofl g are 'l roxylic fo r hepta O (c:xccpt fo r CpTGA3 whcr·e 
wa~ p accd a H) wd e¡¡r;;d l. and aliphat<C (hcptads 2 an 3 . 

ositions tare ac:dic for hep~ads O an 2. a iphal:ié for ep.;;d 3. and 
ma n 'l hyd roxyl ic for hepta l . Alrnost t e n mc res• ues ;;re 
pn:sent 111 cc¡uivalent positions for 1\tTG.A. stJbfami 'l mcmbcrs. 

For papaya , -o· r rés u ts s ow .;;Jmosr thc s;;rne amlno ac<d 
compos:tion pattem not only in a pos ition but in all positions of 
1ep•ads t hatform thc uciné zipjle r in CpTGA. Only t e rcsid ues of 

H2 in pos il ion ~ are ;;cid ic, but o more charge amino ad s wcrc 
found m any g pos!t ion. c rcforc, thc au ractivc mtcractions of 
rcs id es in pos itions g an 1! are probably in ibitc for CpTGA, 
maklng d iffi t the fo rmation of hetera mers.. In com pa rison to 
H 1 for At5¡¡4.2910 ' bZIP gi'O' p 1\)[241. po! ition g is occ picd by 
Glutam ic aa d , whilc posit on e has a Lyslne, a basic a mi no act 
rcs id ue promo g t e at ract ive interactio n and homodimer 
formation [ 12,131. 

Horno irn crization ofCpTGA I (Fig.4) s ow e wo Leucines, one 
Valinc and onc G ycinc place in the inner rcgion of thc co i e eo1l 

'agram. The amino aci resloucs yrosi nc, Scrine, Lcu ·ne an 
1\la ninc wcrc ,placcd in posi tion gof t e upper d and ·aced he 
am i o ad res:ducs Glutamic ar.:id, Jso cudnc, Glutam ic aci 
Le· ci ne in posi ion it of t e owcr hcl' . 

2.2.'2. Th~ Glutomi e rich acid domuins a r11 found within CpTGA 
sequenc5 

All .of thc CpTGA scqucnccs pos cssccl connccting omains of 
variab.e length hat inkcd the 0 :-IA bi nd ing t!omail ts to thcir 
rcsp<.octivc t ranscriptional act vation t!omai ns, compo ed by 
Glutamine rich act omai11s Q and Qll [20.33 1. Bot domains wcrc 
iucntiAcd in all CpTG.A. mcmbcrs. For AtTG!I n: embeu t e average 
numbcr -of gluta ine r·cS itlués within Ql was 27¡, an for CpTGA 
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f~g. 4.. 1 " l:u:d i r=u~ri:OJti a:::a schern OJtic ~:;net:e-:~ l.l!· J r.J 1: t'~TCA b o:i:t~ ZlFp!'.r. lhe 
d· !~mi: chJ.:J..ct::rit~ i.cs 1! t ,:..-r. n_o o~c i s · --~ ;;:ar:o.n~ r:. tz:d t :¡ ... ! .:~de, wl:it! o~:n :f g1.1~ 

sp2Jerr~ rtti:ith.:::m e :.mina u:id r~siduei .t..~ ( !"1..:1 :::J C!'l Lite rig t sid!! >!I r ~ 1:.:!! ".lppt:r' 
.1:nl!: lo~·~ ~:r ~: 1 [):.:a;t-:.1 e Vi:ns:.m t:t .:a !61]. 

m~mbers •,vas 28~. How-ev~r. in Qll t e il'.'C rag~ ~rt:entaí!J: fe. 
lltTG/1. mcmbers was. 23X and 32:1: for C¡¡TGA. 

TheArs Glutaml e ri c mai.n Q.t :Fig;s.l.2 and Sa)S h<l"o\!Cdt.le 
fc l owm.¡¡ (Oitscnsus sequcnce Qx.3[ I[CY!xl t.x 1 [QH]Sxl Q]QE]i\B 
!DE]AliSY IQGxl !E.D]xl 1-tQNIQ, The pt~dkted consen~us s~qucncc 
(!'lgs. l. 2 and 5b} c. L'lc secan G lltam ine rich do:na1n Qll ·• as [QR] 
A x l R[QHIIQE][Tl jtjQH [Ml]x l jRQ] Vj Tx iRQ 

Our rcsu.ts sho·. d tnat G utamine domat.'ls in ¡JI CpTCA 
m cmbcrs wer~ p aécd. en C tc: rmi na 1 a.s tt wn s~gc stcd for A1TGA3 
and AtP.i\ bs Mcng ct a [33] a C: lt uang et al. [20]. resprctL'.'C ~
With.in omai ns Q. an Q 1 !rom AtTGA mC'mbcrs, thc a.veragc 
numbcrof GI tami n~ r~1 ucs in cae om2i 11 wasa most thesamc 
for their o ologs CpTGA Fa~ papa::;a. we fcu:l 27.8~ and 24.6i\ 
G lutan::. ¡n~ res i '-'CS !o; Ql and Qll ~ e.Spccti·~c.y, rompa•cd with, 

• a 
3 

4 

3 

o 
N 

b 
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27.3~ an 23.S:l ~eport:orl fo:r A t .ano, respecú\lely. Domam! 
-enr ié.hed w :th Gluti.mine or ác¡ res::d ues .lm: invo .... e n activa.
ticm of t;ans~nptiolt fa'-'tars as repa~ p; evio s ly b~,.- EC&tagi ri cu . 
[34J an Schweclt hetmet ett al [3S j. 

2.2 .. 1. Cy:rtrine rrel·ldt~ e-.r co!.dtf crr a.r aind~ng !'!'teso fat NPR- 1 
Within Q.l pre ictc do:nain, two C:l.S r~si t!t:S wot.re oéate in 

CpTGAl (OoooucC) in cq illa ent ¡JO.Sitions of Ci 60 an C.is a 
prc,·¡ou.sl;• repGrte fur AtTCAI, i m;ol~cd w ith e !~n~ri!cticn 

bctw-c~n :\tTG1\ l and N'PRI afte r S:t\ tlll uct1cn [2.3 •.. O:xid ized 
C;·scd 11.es frequ:ently fn rm di!ulflde bonds i n~·olved i st abilizatí on 
n f pr-o.eillS a nd reg•..!littiOI\ of bic lc·gfcal ac vit:>j 139 
tion ~ ltatCpTG.t\ l, pcsscss two Cystemc résiducs (C;•s"- and Cys2~ 
wt~lun t hc Glutaminc ri c:h. domajn Ql. uggests tha t as, tran
scri¡!'t:on !act.o:- cou ld be e¡;:¡en cnt of ·redOJ< condit tons and 
rontro e b~• SAduring intetacttun wit h NP;n his was pre ·io s ~~ 
repo. e or /o.tTG.t\ 1 t hat forms an inta-amoleru la.r disulAde bond in 
th C;•s ·si e!! nder oxt 1zin.¡¡ conditfons pn:ventin¡¡, t ite int~r
ac:tton wi NPRl. In contraSl', undcr furt crSA i uct!cn, AtTGAiis 
reduccd a nd int~racts w [th l\I'R I [23 1. Thc~mai ning rr.~rnb~rs la 
theJ:c resid es on th~ act1-.raticn omai n ·Q[, thctd orcSA rcgulatcs 
tht im~üctlol\ w itl1 l\PRl b:y· a lternati:vc m~cltmisms. R~~n y 
Bal•le ct a [.:00] su,sgc.ttd that 5A diS$cmb.e the At GA2 I:'Jiga.:n .er 
prior to t e intc:~action wi Rl. /Hho ¡¡h it :s nct e ear MPJ\J.\1 
i.S r~gu l at~ b:.O an intermole '" 1su fi e bn g~: or b~ S-g uta
th.icmylation, Ati'Al\' intcra.cts r:n nstl.t u • ly wi co.acta: s SO?l 
,and BOE'2 b:y m~ans. o( C)tS3 equ\la l~ntto C:,•!?'s6 in AtTw\1. [26]. 
aOPJ ccdLilcs !o:- a. BTil¡1'0Z omain p¡rtl'!ein with a.ou'y 1n repeats 
f1wcl~~ in leaf morp. ogc;1~s is, in .fact NPRl b~ a ngs to the same 
famu · ofBOJ.>l [4 lj . 

The :flora glutare c:OOns ROXYl a:l ROXY2 im•c lved. m antbc r 
d~~·~.opment are prcbably redox-rcgulattd by AtTG.A9 and 

!Tig.. 5. ~..eJ.;.: lig-Jrn af' txm~~r,•ei!ldotr IUI i:t Cp a . :oer.=t!'rs (.1) Ch . .t.n:ni:'!t~ 
g!'ller.lt!':l f:arn 1,\'~'tl.a!'O l .E.2 e.c.:. 

dcrn.~i Q1 (i:::I) Cbtz.mirte rit: lb dcltra.tn ql (tl osra:!ert:d:~ siptu:;'C'arJ:sZ:Jl· p;r:u::¡:o D. l:J~¡:, ·~ .. ~ 
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118 

AtTGAlO. Oxidizcd C-tcmii a l Cy!i rcsi ues could orm a di iol 
bridge that in 1bitJ At GA9-t\ tTGA 10 com plcx r.anscript ion factor 
activity, u pon rcdox change thc recluctio n of ·Cy!. res u es ·Coul d 
initia e ROXY I and ROXY2 biosynt cs is [26]. CpTGAS and CpTGi\.6 
s are Cys resid ucs in cquivalcnt pos itlD nS hose of AtT-GA9 and 
At GA lO. at are presumab y invo lvc in rcdox regulation. 

rlnally, all C;:~TGA cmbc rs posscss on he C-tcrmi a , the 
t ha racteristic S>gnat re i entifi c for AtTGA Group , and 

escribed by jaKoby e a . ! 24~ The predi etc co nsen sus se ucncc 
wa~ Yx2RLR AT] SSLW Fig. Se clcspitc 5 owing this siglt atun:, 
until t e pre.!C nt date, is is ot associa cd w i h a pa~ticular b 'o
ogi cal function. 

2.3. CpTGA a e grouptd wi:hin tltree phy/ogen!!tic subda:Jes 

l!ascd on he sequcnccs alignmen (Fig. 1 á p y ogenc tic trce 
was gcncr~tcd to eva!uate thc evolutionary rc.at ionshiDs of 1\ra
bidopsis TGA membcrs and the ir ortho ogs in papaya. Al AtTGA 
an CpTGA homologs, grouped within rec subcladcs (Fig. 6). 

revious y, Shearer ct al. (2i! ( al$o lt:cn ified t lm~e cladcs .uso
ciatco with dcfensc in A thaliamz. At lea st onc GA in papaya ean be 
groupcd in cae of t hc cládes 1.11 or lll. mentioncd abovc. Howevcr. 
this classifkation id not conside r TGA mcmbers involvccl in 

evt lopment. 
More t'CC(:Jlt . Murm u ct a l. {26( próYidecl a phylogr. ny where 

threc rnain sube ;;des werc clcfincd. In acco rclance with t ls new 
dassl6cation : 

CpTGAl ánd CpTGt\3 wcre g rouped in s bcladc l. CpTCA 1 
groupecl along W1th AtTGA 1 an At G.>\4, known ea be in volved in 
basal resistancc [2 5]. '. ,¡e CpTGA3 was groupcd w•th AtTGA3 and 
AtTG/\7. invo ved in t he t ranscrlptiOit al act ivation of PR genes [28], 
t he r.r:fore CpTGA3 co Id cct simila y. 

CpTGt\2 a ncl CpTG/\4 w ere g ouped in subclade ll. Cp GA2 was 
grouped \'lit A TGA2, At GAS and AtTGA6 an il. might be 
fnvolv-cd in t ranscript ional act1vation or re;:~r.cssion ofP/1./ gene, as 

escrlbcd by Kcsarwani e al (25 ( and S eare r ct a l. [281. CpTGA4 
so grou;;e with Atl'AN. pcrllaps as a result of an ea rlie r evolu

ionary dlvergence (!' ~g, 6). As A PAN is k11own to be i volve in 
llor.~l evc loprnent [20 (, it rnight be t en po5s ib e that CpfG.i\4 
might p lay a dua l f nct'on in plant clcfc11Se as we ll as in floral 
cevclopn:en in p ipaya. 

CpTG.i\5 a d CpTGAG werc groupr:d Jn subd ade 111 a ong wlth 
AtTGAil and t\tTGt'\ 10, respecttvc ly, t hosc transcript io n facton are 

.a tcd to tlowcr de,•c!oprnent in Arabi opsis. A cl it onally, CpTGA5 
gro pcd a long wit At GA9, tha hu also bccn reporte to be 
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Fis- f , Neighbor jc nin,g phylo.;'!ne~ic tree or TCA ,¡ • ~:< o~t id J~:¡~.:ences front A.-ati· 
:!aFfis t...,""''ar: d Cañc::: FU.F'l f!v~ .Suc.Up sl.:.a\\'1nS e I'Orme:l su::.:l.ades. CpTC..S. itre 
lt;,¡h!i¡;b~ by bl•di: circlot, Ph~~.s•ny wos l!l'''"' ··•d wi~r l.mC.'\5 (63], 
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ighly cxprcsscd during se nescencc, but a lso expressed as 
a re ponse agaíns Pseudómonas syringae, in Arabidops is [42]. 

2.4. Express ion .of Cp TGA genes 

2.4.1. CpTGA g~ne~ ~howed differenr basal expres~ion in differen: 
:l.stués f rom C. papaya cv. Morado! 

Differcnces wcrc etectcd in t e basal cxpression of t hc six 
Cprr.A membcrs aman¡¡ the d iffercnt t!Ssucs testcd (Fig. 7 . ln (our 
of he CpTCA genes (TGA 1, TG3, TGA4 and TGi\6 ) basal cxpressio n 
was detected in a ll t iss e~ ested . In CpTGA2, cxprcssion was 

ctectc in all tiss es exccpt in pct!olcs while for CpTCAS, basal 
cxprcssion was only cetcctcd in ¡¡eta s ancl to a ow er extcn~ in 
pc•io cs. 

CpTGAI showcd unifor bán · intc nsity in ¡>é io.e . léavcs. 
pct.als and mat re fruit 'b t a ba nd or lowc r i cnsity in 'mmaturc 
frui s. CpTGAJ ha a lso unlform ban inr.c nsity m !caves. pcta ls. 
immaturc an mature fr uits. but shov..-cd a ban w it. slignt ly 

¡g he r inten.Si ty for petlolcs. The s im ila r exp ression patte s hown 
by CpTCA I and CpTGAJ might suggcSt that hey Iteré he samc 
regulatory con rol. CpTGA2 showcd un!fon n Incense ba nds in 
eavcs. peta s. immature .and rnaturc f :ts but no ban wa 

observcd in petío.es. CpTGt\4 s owed cl iffuse bands in pct rolc. 
cave . pctals and immature fruits and ,a band of si g,htly highcr 

intensity in mature frui ts. As mentione abovc, CpTGA5 showe an 
in tcnse lland inpetalsa nd a d iffusc band inpe.io lc:s. w i e CpTGA6 
showcd ban s in a ll iss ue . a lt hough the intensity of thc bands was 
ughc r m etio e an peta ls, lowcr in i maturc frui ts and m uch 
ower in lr:aves and rnature frultS. 

Sorne uf our results. ccmt rast w i ho e reporte d scwhcre for 
A t.~olianá. Fo r im tancc, wc foun basal cxp ression for CpTGA I, 
CpTGA2 and CpTGA3 in matu rc !caves and young ftowcr pctals. In 
c·ontrast , Pon ie r ct al. [43] o nly dctcctccl AtTGA2 p rotein in Ara
bidops is ma t le ave but thcy clid not dctect AtTGA 1 or AtTGA3. 
Also, we c!id ot find cxprcssion of CpTGJ\2 (high i enti ty 
perccntage w it AtTGA6: Tablc 2) in pet1ole, but wc found high 
exprcss ion in immat re fr ' t. In rontrast, Xlang ct a . (27] fo nd 
exprcssion of ll rTGA6 in Arabidop! is pct!oles but ve ry low 

p L Pt lf iMf 

Cp TGA1 1 t~OG) 
CpJ:GA3 ~,..... ...... , ... ,.,_,....-.:,·•· - - . t2ll<lJ 

~==========~ 
CpTGA2 1 
'CpTGA4 L _______ _:___¡ 

CpTGASI 1 jf83) 

CpTGA6 L... ------------l t212l 
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T (+) O rlf (-) 

T (-1 O r/f (+) 

Fis. 7. RT·PCR b as01l t!xp r!!:tti:m p.ttt~us or Cp CA. P ~tiule L il ve:i. Pt PetOJ it. Jf' 
lmni.J.h::; r<! rruits, Mr M.ah:r! rruits !ru1:1 C. pc1!>.~j''J. <:>;. Mou: t!:.ll 01 'JH p l:n: ts The· tt 
thr~ rc·;.•s ~ how RI · PCR ccn trali.. Pt:sit ive ttr~ tr c: LSir...g Elt:ngwti:m Fo1!::ct t .. .J!~ IA 
[F 1 oz~ r:~g:ti\· e ~n!rc f , wi~h or withO'Jt W SA. t:_rnFI.Ce:, .. nd , cr witho u: p.atr 

t:( (QrW11 ol :t r!\'~U! ·-tf% :JI ¿;:.n: ur:l rt:tid!!'S. }.,;:. r:a;e CCTI~ntró1 l i :m 1. 2:!ri W¡Y', ! Jet• 
trcphoresit 'll'.ti i:e ~ te 55 min 75 V. [xp! :tr .a lic c::s iiut (bp} .m: :Je!.ailed in 
p ·•nt~,.¡ . 
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cx¡:m:ssio:n in imrr:.arure sit¡¡¡-ucs. ln ~lte case of C¡:JTGI\.3 we found 
o:;m:ssio:n o! CpTG/11 in papaya a~urc fruits w.n e in .o\rab:dopsis, 
Mi;mctaL [~~ ~ did m And cxpr·cssion ofli tTG/i3 in mahm: silit¡ucs 
w tth l'í o rtlt crn bybrid izat i o n. 

[n he cc.sc olí CpTGii4, we !outt d ·iffusc but umform bc.sa l 
cx¡m:ss ion in <.11 t tssucs tc,saxJ including ¡;¡.etals. [n llrabi do;¡s i~ tnc 
cxprcss io:n of its closc:St hom~' log /itPAi\', hc.s bcc obscr·•cd in 
mcri stcrr:.s [29] and it as. bcen rw olvcd in tite rc;g c.tion of e 
nu mbe r o r pcria nt orgc.ns in /lrc.b idops¡s [20] as well as be en 
slt ov;n to regu late AG'AMOli5 tAG), relate ro llora.! p<.ttcrnmg in 
;\ ::-abido;;rs¡s [4S]. In pa9a~a. we ana ~:zcd lioc cxp;e!Sto n o f C? Gi\Jl 
in ¡;:>etals from Oowe rs in carly dcvc opmcnta St <.l[CS and furt e; 
a na lysts. s.muld be made t ot lter Oo::-a organs in mere mat re 
Oowers. 

Ln t he ~ase of C;¡TG.o\5 we foun basa cx;¡; essi o n only 111 ;¡cec.:.s 
and te ;; owe¡· e>~.tcnt in ~~tiolcs. rn Arab:dépsi!, m co ntrii.st, it.s 
~~osest ' m a lo¡; ALTG,MI ha.d shown cxp;cs!ion in sil iqucs a nd 
leavc~ 1261. On thc mhcr and, ourr rcs11lts u.¡:gcsr tnae CpTCJ\51s 

e samc as t he e ne rcpo:-tcd ;¡;e\•io·.ZS.)< for C pap.~ya :a.s scquen~e 
E?123C5.; C!'Z'S,; id.entl fie by Pon er et a l.l46 l as a clortc similar te• 
igiJ. eilm'2 (lg2 ).J¡ene t ~ac enea é!-Cor a ba! i ~ l:¡¡!ci ne z.ippcr p rote in 
in m.aize, p: c-bab.¡.• ass~>ciatcc w itb root dcvcl o;¡:nent. 1 n OUT 

ex¡;:>e~¡mencs no data on ehc e-xprcs! io11 of thus TGA in roors are 
ava.i lab.c u td it sho .d be furti1CT Lm <estig-ateC!. In t ilé case of 
Cpo7Gii6, we found ba:s¡ ex¡:m:ss io¡;-¡ in a 1 t1Sstres in u:d ing lei.vcs 
a n.=l irr:.macure (ru¡es, whi.c its lt omo.og in Ar.:rbidopsis, AtTGil iD, 
showcd no a¡:¡ress ion in leaves nor in s; iques [26· . 

Thcse differcnces mig tr be pa rt ~· d :tn buted ec dL!fercncct Íll age 
a.nd enw:rc nmC'nta cand:t ia:l of ba<h s:,r.stems. ~or .A:rabido::Js is most. 
oi che assay.s wrm! m.c.de in seedUngs or sma ll plantlcts: while in 
papaya we used .samples fmrn mat re plants fmm t he Aei d, w ere 
p lants are expa:sed to .a W l e r-a, "C of em•ironmental rondit.ions. 

2 .4.2. e;: re~ 8:"' .es are s;:vnsfve ro S.l\ 
As. a. fi~st a ppl oc.c:h to d t:t<:rmine the pa~s:l:: le in va lvement o~ 

epi"G.~ t rc.nscriptr:an factars in C. ;:.::.paya C.'l. Maradol ddem c , we 
assessed the exprcss:cm ·Df all epl"GA m~ber after a;¡;¡licat ta n o. 
:SA ~ 1 mM;. 1\s a. re!~nce fe¡· S.il.R, t íne c:han¡;es. i.11 ~he ex¡:¡•n:ss io:n o. 
ep?/ll-d [47] and Cp.'~P!U [4S] we: e also e·laJuated in t e sa::n.e 
a¡:>en ment . lt i we ll tLnown tllat l:he -es~c.bl itlm.ento~ SAR is :iven 
b~< •en o¡¡e:latJS S.o\ t lt i. t cads t e i! cc:-nformat¡onal clt c.n,g,; a f a 1\'l'RI 
ina.ccive oli¡¡omcr form l!o an ao:tth·c mo:l~>mer; t lllt.S rnonomcr n~a
c:. c5 tlt~ nu. eus of th in uccd p.a:nt ce :.s, intrrc.ru w ith TGA 
t r-anscn ?lion fa ctar5 a nd final!~· pror:r.ate Pi!1 protc ins biosynthes:s 
!115.49,. ~1 uta::-Jc ,_~r J -J !md!lido;;¡m p_an~s 5howi!Xi ceduced PR J 
cxpre!Si.o;:¡ a fte r mductio n w tt h t-zm!irr [ 5•~ 1 . t r¡¡,nsge11ic p la nts 
cxprr:Hlng !'ia.l:G, g nc elt i!.t e nrodes far c. bactc rial Si!.i cylate 
h)'drox~·la.se ( ron~·c rts S/1 ca ca!echo ) s O'A'C • o accumu_atio n of 
FR- l t=ans<:;upl a!t ca pat:JO¡¡en in!~tion a.rt d SAR .isr> ¡:>tio:n !5Jl. 
T e cxo¡¡cnctr5 ap? .LCation of SA muld aGso mg~r SA~ res?oo!:e, 
· e acru."llu.a~ion of Piil1 in eoba.ccc:. lea:..-es in<:: ea.sr::.d. pa ra l.c l to tn c: 

<:onrentJra~ia C!f e."<o¡;cnous SA 15,2 ~ 
[n our ,cx:pe rim.:!'nt, i11 trm -.s o. · CpTGii. ea•:e5 h t •m 11n~c.t~d 

,pla.nts s.~ov.·e a wea basa expressic·n m a ll Cpi"G/i genc5 •C:Xti!pt 
far e;;n:;:.~5 f.:F •g. 8; da~¡ o; be~ore being trec.t~ wi SA. .o\t t lt e ourth 
day .c.fterr ttlu~ ap?.1catJ.cm a f S.'\, t ite C'.Xprt:ss ion of e¡::•J'GU. CpTG.>t-4 
a tt d Cp TG.Il!i' i ncrease d. w llilc t he ~xp re.sSLon of Cp J'G'.Z =nd cp TG.il. J 
rerr:.c.ined unc:ha n¡¡~d. ln tit e case: oí e~J'Gf5. Ets express!an in lec.ves. 
W i!.S lnC<t i -r<:-d after app liCi.tiO::l a f SI'~ 

he in<:n:ased express ion c f CpTGiiJ il'b res!Jonse toSA i>, in lmc 
wftth pre~uru~ re;¡orts in A. tm:diana w h t:rt! 'he expre s ion of il.rrt;:A3 
a l.so increasc: a lmost fhre-.old when trc:c:tcd w:th SA com parcd 
w¡t h na n induce p.i.n s [ 53 1. On t , e: othe r hand, t lte méreasc:d 
ex¡pr.es5ion of CpTGii4 fa llow ng S.o\ treatment was so::Tic how 
une><¡>l:ct<: as lts ;,, t.l>~ii2n ortholag,}.tfl'i.N hc.s bc:cn mm-., r~le.tcd 
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1t9 

SA(llmM) 

o 4 8 12 days 

CpTGA1 (2.00) 

CpTGA3 (20a ) 

CpTGA2 (2SO) 

CpTGA4 (183) 

CpTGAS (1U) 

CpTGA6 (212) 

CpNPR1 (246) 

CpPR·1d (125) 

CpGST1 (244)• 

CpEF1a (200) 

Fiz.JI. RT G! •xprm "" FOtl.,rn s<~fCpKA ·6.Cp\'~-~ , CFP-~·J . CpCSTJ or~ C,n.r.rJ<r 
fra:r.. 4:! da¡r•c:.d e ?=!.DD~ :! t'''· M.:ar.:af :d se~:Jl:n¡s. :.. Q.-4, E.:.:z 12 dz;ys .aflc"l' .J, J:Jer:t 
'l(~i!b SA (t mM~ .ltg:.r:~~· ~:a:;ncs:tr:Jtbr. .. i; .. u,• •.!!le::!ro¡:t.url!'3 w.::as J~ ec 55 min .H 
iS '-'· ú ¡::u t!'!:J :.m¡:r:u:t si.t:o.s: (llp) :.re d.!!L::Id ir'l put:n!l::o.sis.. 

to deve opmenta l praces..;~s [54]. Ho·.vev , e inc:rea:se ·cx;¡:-~s.

s:an of CpTG'i~ fol lowing s:ñ ur~atmen~ in papc,~'a m g ht t! 

CX?.aine by t. e: fao tllc.t CpTGJ\4 an .o\ti'.il. pc;~s ibl.:,• sharcd 
i! ccm:.rnon anccstor wi TG.i\ ho::nologS relate w it h d r~ c: 
AtTG}I.2, 5, 15 an CpTG.tU; Fig. 6), it is th"'"~-Or·~ :poss.ib e: t.haf inm 

th d i-. rgencr: w it h J\.rab: cpsL, batl1 f ncttcms (defem a nd. 
de~c:.opm ent) r·r:ma.in"d con.tet~ for Cprt;:},4. Tlt e incrca$cd 
ex¡;¡ :res si o n Gf e~ J'Gf.6 as a r"S?ansc to S.!\ induction in e p.ap!i)'ti, 
mi¡¡¡;~t a lsa, appear som<! how ' <!lll.pmed, as itJ: A;rabidopsns 
l1amo.ag .tl,m;Aw. hc.s bec:'n rr..are assodatcd ta d!!!~·e loprrumral 
proelCJ!t~s [26]. Howc•·e;: ro o '-'!r lmow r:c.¡p:!, apr:ri.mr:nes i.S!é.:s:ng 
the l!Xp;es-sian a f ArTCil. ID aft<:r induaion w i SA ha-. ot l:!.ng 
con ucte 

The: aa l hat t e: x;¡res!óio:n o. CpT•G.;\ 1 wa ot alt e1c b~• the 
cx:;ms• re t oSA. i~ ín a,grec:ment w[th¡p:e·.-ious repc rt fo JltTGAJ in 
.ll. t.lwlit!.,.,t! [421. e ~press.ion of At GA I Í!.nott im:rea!ed b~· SA 
SA sti ll drivc::s t he inte~:a.ct¡on of At.N'J'RJ ii.ln tl•t!GA I [23 it i! 
Flau.tib le ! lt~t t he Same cc:gula.tr:an éou. be a.t ·e·,red rn pa:pa~¡a.. it! 
·art C!log CpK.J\1 caul lti!.~·e cansttmtwé expression and not 
im::rea~e in n~s¡:¡c•nse to• S.ñ ( Fig. !i b t ~·~• SA m igl1t bc: dmrmg t hl!' 
interaction of the already ·CXpres~r: CpTC.J\1 and CpJW',tl l to !:VI!'n
tua l,~r inducr: the cx¡:>: essia n o. PR l genes. The fact thc.t the 
cx;¡ression o! epi"Gt\2 id rt atclt¡;¡ngc: in reS:panse t o•S.i\ n C. pop!lyL!, 
is in c:ontrast wi the sligl1t incr~sed ex¡;~:rtssi cm o. MJ'Gfl2, ree 
d;;:ys c.fcer a¡:>p.icatmn of NA (aSA ana log) report~ ¡;re ·ousi!J in 
l e~·.·~:s. o. l'• . th ·""a ! SS ~ T l'l~:facrth;;,e eexp~c:Ssion a fCpTG/i.Swas 
nat induce t:i:,• SA in our expen mc:nt i.s in li.n with ·por w e~ 
its o:tlul log J .r1G\.S sho·.V<:d no exp:cssionl di!.!JS a tet a¡:r¡:¡licatlon 
of ll\A [55]. 

!U c:xpecte , CpPR- Id wa nat exp; es ed m untfl:at~d p i!nts ' t 
c:xpn:s io n was. n u t'cd 4 days aft:er SJI. ~atment Fig. 8). Thc: 
CX;:l:tt!Ssicn of Cp?,Q-I d in aur S.o\ as!a:¡.· :S ~ggeses t hr onset o.'SAR in 
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our papaya sccd li ngs cxposed to SA. Four mcmbcn ·Of PR-1 gene 
have been 1 en ific in C. popa}'a butonfy CpFR- Id showcd high up
regulate cKpréS.Sion 3 aftcr induc ion wi h BTH, cxprcssion·that 
~ hcr inc;rcase 14 days after inductiun j47,56]. 

The incrcase cxpresston of CpNPRI following SA treatment 
Fig. 8), tS in linc wit prcviou~ rcpo rts fo r papaya wherc Cp/1/PRI 

was exprcsscd In thc abscnce of ilTH (analog of SA but incrcascd its 
transcrip levcls alrnosr twofol after in uctío11 with BTH [471 . In 
the c.uc ofCpGSTI incrcase express¡on in res;xmsc o SI\, his gene 
was originally dcscribed for C. papaya C!ol. E sotl a 2. as be ing 
slightly cxpresscd in !caves but ighly cxpre!sc in ripe frui t j57l 
but no f rthcr report cxist ocumcnting i s cxp rc sion in 
response lO SA in papaya. In !\rabi opsis howcvcr. AtGST25 was 
induccd fur e r SA app lication an ls cons i ercd as an early SA 
response gene, indepcnce t .of AcNPR 1 jSll l. Thcrc~orc. CpGSTI 
probably co Id be al so use as aSAR rna rkcr m papaya. Finally, as 
cxpeeted. e ho sc-keep ing control ge ne Efla , maincd unal
tercd befare and aiter SA treatment. 

In conélusion. tbis is e first rcport that escr ibes the prcsencc 
of genes that encocle for TGA TGAeG MO F-31ND' NG FACTOR) 
transcription faetors Wit i thc gene me of C. papaya cv. SunUp. The 
in íi!i::c charac,erizatíon dcscribecl s eh genes and t heir prcd ietcd 
propc rtlcs this l<nowlc gc is usdu l for understand thc tomplcx 
system of transc:ri ptional rcgulation of thesr: pro~ein sub-farnily 
invol•-cd in dcfensc an ar:vc lopmcnt. SlX n clcotidr: sequcnccs cf 
CpTGA genes wcrc isolatcd in si!ico. Ti ese genes s owed variable 
cxprc:ssfon in d ill'ercnt ' ssues in e papaya r::ot. Ma radol , .a cornrner
d ally itnpona t varlety. We havc a so emonstrated t ai CpTGA 
subfalfiily was for rned by 6 genes, fcwert an in A thcr!iana that has 
10 mcmbcl'S. TIIis is consis enr w i h thc rcd uction in mcmbr:r's 
number ofvarious gene familics found in C.p~payc w e n comparcd 
toA. cha!ian<L The.Sc genes in C. papaya em:oded the protcins na mcd 
ep GA I, epTGA2, epTGA3. CpTGM. CpTGAS a nd epTG,•\6. Their 
predictc protcin sequcnccs were ighly similar al'ld .sharc all thc 
main attn butes an those rtported for A. d:a/iano TGA proteins, 
including their d is 'nctivc si¡¡nature. e phylogc1tetic alla ys is 
revcalcd that epTGAJ to eprG,\6 wcre grouped in thrcc subcla es 

rcvious y i entific to cantai ArabidopSlS TGA scqu cnces 
'nvolved il1 eefensé. Wc a lso fo n tnat 5 of 'hose epn;A \VCre 
expresse in p ants from commcrcia plantat ons of C. p!lp~)l!l cv. 
1ara ol in vario ~ t~ssues. As dense an evelopmem genes 

jlrobably s are a t ·Omt®n ant:estor. is !easib le that t ese genes 
pos ses a common re¡¡ 1 atory mechani sms 'n papaya. for he fi rs 
time, we rcport t e expre:Sston of the w ole (amily cf TGA tr.al t· 
scripuon factors in papaya after induction w ith SA using C. ¡:apoyo 
c.•. M arado! seed lings. The cv' cncc SU!rgcm that CpJG/13, CpTG/\4 
an CpTG.I\6 rcspond toSA and cy might be the CpTGA membe rs 
involved in t e SAR n:sponse in ¡¡apa~·a. A l~hough furthcr s tudies 
are nccdcd. he (aco that CpTGi\5 did not expreue in .caves or 
fr , bu showed. astro · cx;¡rcssion in pcta ls, rnighr s ggest tnat 
CpTGAS c~'uld have a t issue-stJCC lk exprcsston, and it m ight bo 
involved on floral dcvc opmcntal proccsses in papaya. 

3. 1\tetnods 

J. J. In silico clonir.g 

Tit e Arabidopsis TG1\ cad ing seq· e nces obtainc from 1\lR 
atabase (591 werc s bjectc to protein- n! lated nuclcatidc 

TB LASTN [GO comparcd w1 h thegcnome !romC¡:apay.:zcv.S nUp 
acress:on numbcrs (DS9S 1520 to 05984726). ~orti ng an tc enti A
cation of ehe scq ences with highcr r:nti t:f was rnade w•th Slast 

arser \' 1.2 ( htt;¡:¡"gcncproject.al terv i s~a.org ) (!i l . 
Coding sequcnces with E \'alucs lower t an 10-' and i eñti ty 

pcrrcntage ¡gher han 25]1; wi m e C. p~¡;aya gcnorne wcre 
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re ricvcd rom thc scq ente databasc ;;nd .analyze wit thc 
a gOrithm softwa re o( gene predietion fGE 'ESH ( ttp:j¡linuxL 
softberry.com!aiLhtm ). To test t e prcsenee of TGA genes in C. 
p<tpaya cv. Mar;;dol. we dcsigul-d s;¡ccifit oligon clectidés for RT· 
.PCR from TGA omo og ge nes of e papaya cv. SunUp. Primel'S 
wer.e dcsigncd wit h thc ássl~tancc of !'a!t PeR oft-.va re [62). 

3.2. Protein .a~ignme t and p.~ylo_genetir anafys!s 

Tite multipla seq cnce alignment an he p o¡¡enetic t ree of 
he prcdictcd proteilts frot C. papaya cv. SunUp an t he ret rieve 
roteins from llrabidopsis were performcd wit MEGI\5 [63]. Thc 

p ylo¡¡cny was obta inéd by ncig 1bo r-joini g (NJ) 'stc.nce based 
mct od with 1000 boout rap rcplications. and thc calculated 
evo utionary d istances wcrc obta ined from t e Po isson correction 
evo tionary modcl , gaps and missing data wc re trcatcd wi h pa ir
wisc e eeion. Edition of thc alignmertl was pc rlo rmed with BioEdit 
(641 ( ttp :/fwww.mbio.ncsu.cdu!BioEdit/BioEdit.html ). 

l.ogos werc generated for thc Glutamine rich acid omains .a 
Group O signat re with \Vebloga ver. 2.8.2 [65J. Pred:ctlon of he 
N clear Expart Stgnals was performecl with 'ct.'I ES (661. 

'1.3. Plant material 

e papaya cv. M arado! samples wcrc co ccted from the fteld in 
he commcrcial ¡;lantatton "Rancho Alegre" locátcd in Y catán. 

Méxrco (~ 21•!8.219' : W 087•46.179'). Fivc plants of approximately 
one yci!r o, were •eleete , from each p ant pet10lcs, eaves, pctals 
fro1 nopcned flawers, inunaturc and mat ~e frui s wcre removed 
from t he p.ants an frozen in lfqula nitrogc n an sto red at -80 <e 

nti l proccssco. !'or the SA aHay, grcen ou e grow:1 43 day-o ld C. 
papa}oa cv. Marado secdl in¡¡s. wc~e sed. 

3.4. R/1/A !sola!ion and RT-PCR 

nssue samp.cs we reground to fine pow dcr in liquid nitrogcn an 
wdghte up toSOO mg..RNI\wa• iso lat·ed wit CTt\i!buiic~ ~xtraction 
pro acol standa. ized in our laboratory. e RI'\A conccntratron was 
· casured wi a 1\'anoDrop" ' 1000 Spectrophotomcter, RNA qua ity 
was assesscd by agarose gel e.ec ophorcsL 

RT- PeR reaetmns were pcrfo rmed Wit an Eppcndorf t lCrmo
cyd er as fol aws: !'irst dcnatural zation stcp. 95 • e fo r 3 rnin: 38 
cycles wit denaturalizatiolt at 95 •e (30 s), alignmcnt at 56 e 
(30 s), exte11S:on 72 ' C ( 1 mi11) and final extcns ion at 72 •e ( 10 min). 
Elcct:ophorcs is of RT-PeR was rnade on agarosc gel ( 1.2~ during 
1 lur75 V. 

3.5. Si\ tr!atmi'nt assay 

For he S,o\ assays (S plants per treatment) of 43 day-o d 
C. papaya c.... Ma1·adol sccd lings grown in trays COJ I'I ai ning 
Agro lite- eat ro. oss ( 1:1 substratc n e~ grcenlto usc condition~, 

were sed. Untrcatcd seedl'n!rs-. r·c a ested at ay o ancl rro~en 
m liq id nitrogen. ea_uivalcnt ¡¡ oup of seec:l l' n¡¡s wcrc trcate 
with 30 ml ol a sa l .ion contaamn,¡¡ 1 m 1 salkylle aeid (S•gma, 
USA) by roo~ drcnching. Leaf !amplc werc· en t •.ke n 4, 8 an 12. 
a~· s after SA a;¡plicatton, frozen Íll llc;u id nit ,._,¡en a store 

at -SO •e until proccssc 

1\C:knuwlcd,gmen ts 

'Nc tha nk Dr. jorge Hum bcrto Ramirez-r-rado a nd Dr. Lu is;; 
ópez-Oc o~ (CCY, Méx ico ) for t e!r cxpc rt adv;ses a11d usef 1 

conuncnts. Wé wis to tJtank Mr. José Arjon;; (Rancho A egre, 
Yucatán, México) for providing pl ant materia l of C. ¡:Jpaya cv. 
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Mc.n.do , for our ana lys!s. Thi! r~stardl wc.s suppa: ee<d l::y CO:S
ACYT, ·rojcct 1\~ CBS3829 ;.nd COilr1\CYr scha :an hip ?;U2S112 
grc.nted ta FL 
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