




















Al Técnico Eduardo Castillo por su valiosa asistencia en la transformacién de papaya.

A la Dra. Marcela Gamboa y la Q. I. Irma Medina B: abal por proveer las cepas de C.
gloeosporioides.

A la MC. Mariana Menéndez y MC. Miguel Angel Vallejo por facilitarme oligonucleétidos

utilizados durante mi investigacion.

A la MC. Anabel Solis por facilitarme callos de papaya Maradol utilizados en la presente

tesis.
Al Ing. Fernando Contreras M. por facilitarme frutos para el ensayo de C. gloeosporioides.

A la MC. Sophia Loayza, investigadora incansable, por su apoyo, comentarios y

sugerencias.

Al Sr. José Arjona por facilitarnos material vegetal de papaya utilizado en la presente

tesis.

Al la Lcda. Gilma Michell, a Landy y Alejandra en la direccién de posgrado por su

constante interés y apoyo.

Al CONACYT por la beca de estudios N° 228112 y al proyecto de ciencia basica N° 83829

a partir del cual derivd esta tesis.

De forma personal, expreso mi eterna gratitud con México, con el aporte de su maravillosa
gente pude realizar mis estudios de posgrado y culminar con mi formacion profesional.

Al Dr. Jorge Santamaria Fernandez y la Dra. Gabriela Fuentes Ortiz por brindarme su

amistad, apoyo incondicional, oportuno y sincero.

A mis amigos en el Lab. de Fisiologia Molecular Carlos Talabera, Francisco Espadas,
Mariana Menéndez, Benjamin Rodriguez, Anabel Soliz, Mariela Vazquez Calderén,






























Figura 3.8 Amplificacién de secuencias de ADNc de homélogos de TGA con
nligonucledtidos especificos

1 gura 4.1. Mapa de restriccion de pRB-35SAIcR

Figura 4.2, Procedimiento para extraccion de embriones cigéticos

Figura 4.3 Fragmentos esperados para los productos de la doble digestién
con Hindlll y EcoRI de los plasmidos pRB35SAICRGUS y pB35SAlcR

Figura 4.4 Gel de los productos de PCR para el cassette de expresion
35S::AlcR::GUS y el control positivo el gen uidA (GUSPIlus) que presentaron
una banda Unica de 1200 pb

Figura 4.5 Callos no embriogénicos de papaya Maradol transformados
transitoriamente con el plasmido pRB35SAIcRGUS.

Figura 4.6 Expresion transitoria de uidA (GUSPIlus) callos no embriogénicos
de papaya Maradol.

Figura 4.7 Transformacion transitoria de callos embriogénicos de papaya
Maradol y ensayo histoquimico de GUS

Figura 4.8 Transformacion transitoria de callos embriogénicos de papaya
Maradol

Figura 4.9 Expresion transitoria de uidA (GUSPIus) en hojas (con peciolo) de
plantulas de papaya Maradol de aproximadamente 21 dias de edad
provenientes de invernadero

Figura 4.10 Transformacion transitoria de tallos de papaya Maradol

Figura 4.11 Ensayo histoquimico de GUS en embriones cigéticos de papaya
Maradol transformados con bacterias que poseen los plasmidos
pRB35SAICRGUS, pl.BA4404 y pCAMBIA1305.1

Figura 4.12 Embriogénesis somatica a partir de embriones cigéticos de C.
papaya Var Maradol

Figura 4.13 Plantulas in vitro de C. papaya var Maradol obtenidas a partir de
embriogénesis somatica en medio de germinacion

Figura 4.14 Plantas de C. papaya var Maradol traspasadas a sustrato estéril
durante la etapa de aclimatacion

Figura 4.15. Plantas de C. papaya var Maradol en invernadero, obtenidas a
partir de embriogénesis somatica

72
89
94
97

98

98

99

100

101

102

103

103

104

105

106

106

vi






Abreviatura

LISTA DE ABREVIATURAS

2,4-D
ADHI
AldDH
as-1
ASF-1
BTB/POZ
BTH
bzIP
CAT
CTAB
DAPI
DUA
EDTA
EMSA
ERF
ET
FTs
Genes R
GUS
HR
INA
JA
LeuZIP
MeSA
MS
NPR1
PAL
PAN
PR1
PRSV
PVP

2, 4- Dichlorophenoxyacetic acid

Alcohol dehidrogenasa |

Aldehido dehidrogenasa

Elemento as-1

Activating sequence factor 1

Broa omplex, tramtrack, and bric-a-brac/poxvirus, zinc finger
Benzo-(1,2,3)-thiadiazole-7-carbothioic acid s-methyl ester
Basic domain-Leucine zipper / Dominio basico-zipper de leucina
Cloranfenicol acetil transferasa

Cetyltrimethylammonium bromide
4',6-Diamidino-2-fenilindol

Dominio de unién a ADN

Ethylenediaminetetraacetic acid / acido etilendiamino tetraacético
EMSA (Electrophoretic mobility shift assay
Ethylene-response factor

Ethylene / etileno

Factores transcripcionales

Genes de resistencia

Glucuronidase

Hypersensitive response / respuesta hipersensible
2,6-dichloroisonicotinic acid

Jasmonic acid / acido jasménico

Leucine zipper / Zipper de leucina

Methyl salicylate / salicilato de metilo

Murashige y Skoog

Nonexpressor of pathogenesis-related (PR) genes 1
Phenylalanineammonia-lyase

Perianthia

Pathogenesis related 1

Papaya ring spot virus-P

Polivinilpirrolidona

viii












Abstract

TGA ftre..ocription factors (TGACG MOTIF-BINDING FACTOR) are involved in plant
defense and are found to interact with the NPR1 protein considered as the master
regulator of systemic acquire: esistance (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 the10 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 CpTGA1, CpTGA2, CpTGA3, CpTGA4, CpTGAS5 and CpTGA6 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. It was proposed the classification of CpTGA in function of
the forme ubclades I, Il and lll involved in defense and development.

CpTGA1, CpTGA3, CpTGA6 and CpTGA4 showed basal expression in all tissues that
were tested. CpTGA2 was strongly expressed in all tissues except in petioles while
CpTGAS 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. CpTGA1, CpTGA3 and CpTGAG6 apparently showed lower expression
in infected fruits suggesting that these genes do not respond adequately to the pathogen.
CpTGA2, CpTGA4 and CpTGAS5 showed no change in expression and probably are not
related to the defense against C. gloeosporioides. On the contrary CoTGA7 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 Marado! 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 promoter, somatic embryogenesis, papaya Maradol
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de micelio y formacién de apresorios miuitiples aumentando la capacidad de los hongos
para ingresar dentro del hospedero (Flaishman y Kolattukudy, 1994).

Casarrubias et al. (2002) determinaron que el mayor avance de la antracnosis
(esporulacién de C. gloeosporioides) se presentd en frutos en estado de maduracién para

consumo y aquellos que iniciaron su etapa climatérica.

Por tanto el problema relacionado con la infecciéon por C. gloeosporioides en papaya
radica en que el hongo se encuentra presente en etapas tempranas de desarrolio del fruto
sin presentar sintomatologia, pero una vez que el fruto empieza a madurar, el hongo
utiliza la sefal quimica promovida por el etileno para iniciar su proliferacion 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 patdgeno durante el almacenamiento, transporte, y venta del

producto.

El aporte fundamental de esta tesis se centra en la caracterizacién molecular de factores
transcripcionales tipo TGA en papaya, el estudio de la expresién de genes que codifican
para estos factores transcripcionales relacionados a su vez con la regulacion de genes de
defensa y finalmente el establecimiento de un procedimiento para la obtencion de

embriones cigoéticos con potencial para su transformacion 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 (Ploetz, 2008).
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estable en papaya. La primera linea resistente al PRSV Hawaiano se denominé Sunset y
posteriormente se obtuvieron otras lineas 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 c..us trabajos referentes a la tra...formacion genética de papaya se han
reportado (Tabla 1.1).

Tabla 1.1 Reportes selectos de transformacion genética de C. papaya

Caracteristica Autor

Silenciamiento del gen ACCoxidasa,
maduracion retardada en frutos de papaya

promueve la Lépez et al. (2009)

Exnresion de una defensina de Dahlia en papaya,
re_._tencia a Phytophthora palmivora

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

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

Insercién del gen ESAT-6 para inmunnoprofilaxis de
tuberculosis, papaya como una posible vacuna comestible

Expresion del gen de citrato sintasa d. Pseudomonas
aeruginosa, tolerancia a aluminio

Expresion del resistencia a fosfinotricina

(herbicida)

gen bar,

Zhu et al. (2007)

McCafferty et al
(2008)

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 secuenciacién 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 tincién con el fluorocromo DAPI especifico de ADN (Singleton y Sainsbury,
2006), Ming et al. (2008) determinaron en la etapa de paquiteno de la meiosis, que:
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El dominio bZIP dimeriza a través de 30 a 40 residuos proteicos y el sitio especifico de
union a ADN se encuentra inmediatamente después del extremo N-terminal (Kohn et al.
1997). Para Arabidopsis los bZIP en su mayoria homodimerizan, las repeticiones de
leucina se denominan heptameros y cada una de las siete posiciones de aminoacidos es
designada con una letra a, b, ¢, d, e, fy g. Las posiciones a, d, e y g determinan la
especificidad de la dimerizacion. Los aminoacidos cargados en posicidon a inhiben la
formacion de homodimeros, las leucinas usualmente se ubican en posicion d
estabilizando el dimero, finalmente la interacciéon entre aminoacidos en posicién g de un
zipper de leucina y aminoacidos en la posicién e de otro zipper de leucina opuesto resulta
en la atraccion o repulsiéon lo que finalmente determina la homodimerizacién o
héterodimerizacién de zippers de leucina. Si la interaccién ocurre entre aminoacidos
opuestamente cargados, se promueve la homodimerizacién pero si la interacciéon es entre
aminoacidos similarmente cargados la homodimerizaciéon se inhibe (Deppmann et al.
2006, Deppmann et al. 2004, Vinson et al. 1989).

En un estudio realizado por Kirchler et al. (2010) se determiné que los residuos de serinas
en las posiciones 15 y 19, dentro del dominio de unién a ADN de los bZIPs en plantas,
tienen el potencial de ser sitios de fosforilacion in vivo. La modificacion generada por esta
fosforilacién provocaria la repulsion del bZIP del elemento al que se una dentro del
promotor regulatorio del gen, permitiendo la regulacion fina a nivel post transduccional.

1.3.1 FACTORES TRANS UIPC \NALES TGA

Los TGAs se encuentran dentro de la clase de bZIP, pertenecen a la familia de factores
de unién a la caja G, clase zipper de Leucina y superclase de dominios basicos
(TRANSFAC 6.0; Wingender et al. 2001).

En Arabidopsis se conocen 10 miembros tipo TGA (Figura 1.3) que se ubican dentro del
grupo D (Jakoby et al. 2002).

12
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Figura 1.5 Cisteinas involucradas en fa interaccion entre TGA1 y NPR1 El tridngulo invertido
blanco indica ia posiciéon 260, el negro la posicién 266. Aminoacidos idénticos encerrados en
rectangulo negro, similares en gris, el resto aminoacidos divergentes (Basado en Despres et al.
2003)

1.4 SECUI ICIA ASF-1Y EL.ENTO as-1

De acuerdo con Lam et al. (1989), la secuencia ASF-1 (Activating Sequence Factor 1) es
un. roteina con especificidad de uniéon 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 PR7 y poseen motivos TGACG que intervienen
en la respuesta a SA en tabaco y Arabidopsis, para diferenciarlos se los denominé como
LS5 y LS7. En N. tabaccum la secuencia de LS7 es TaAC GTCA y la de LSS 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 acido 2,6-
dicloroisonicotinico (INA) y acido salicilico (SA). Se conoce que en tabaco, este elemento
cis puede ser activado por SA a concentraciones de 1 mM (Kegler et al. 2004). La
mutacién del elemento LS7 produjo la pérdida total de la induccién de PR1. Mientras que
LS5 es un elemento regulatorio negativo cuya mutacion aumento la expresion de PR1
(Lebel et al. 1998).

En ensayos de unién competitiva a ADN Schindler et al. (1992) demostraron que TGA1 de
Arabidopsis interactuaba fuertemente con el pentamero TGACG. E! dominio de unién a
ADN en TGA1 se localizé en el extremo N terminal mientras que el C terminal esta

16
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1.5.1 RECONOCIMIENTO, GENES DE RESISTENCIA

Las rapidas respuestas defensivas de las plantas conducen a un crecimiento limitado del
patégeno, y se explican en base al modelo de gen por gen que describe la interaccion
entre los productos de los genes de avirulencia (Avr) del patégeno y de resistencia (R) del
hospedero.

La produccién de efectores virulentos del patégeno conducen al reconocimiento por los
genes correspondientes de resistencia de la planta. Los patégenos reconocidos por esta
via no causan enfermedad y se llaman patdgenos avirulentos, el hospedero es resistente
y la interaccién es incompatible. Al fallar el reconocimiento por la falta del gen de
avirulencia o el gen R del hospedero, el patdgeno se llama virulento, el hospedero es
susceptible y la interaccion es compatible (Glazenbrook, 2005).

La resistencia mediada por genes R se asocia con la producciéon rapida de especies
reactivas de oxigeno 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 patégeno

-

dentro de '~ '~ s yevitarque s © 1 través de la plante -~~~ “almente

limitar el ac trientes y agua ¢ ilazenbrook, 2005; W 15).

Adicionalmente, los genes R se involucran en la activaciéon de la ruta de sefializacion
dependiente de acido salicilico (SA Salicylic acid). El acido salicilico se acumula en el
tejido afectado y sano donde promueve la expresion de proteinas relacionadas a la
patogénesis (pathogenesis-related PR) que finaimente contribuyen a la resistencia
sistémica adquirida SAR (Systemic Acquired Resistance). La SAR comprende inmunidad
local y sistémica en contra de un amplio rango de patégenos normalmente virulentos. Es
de larga duracion y efectiva en retos subsecuentes. (Glazenbrook, 2005; Weigel 2005;
Spoel et al. 2003).

1.5.2 SENALIZACION DE DEFENSA, BIOSINTESIS DE ACIDO SALICILICO

Se conocen dos rutas de biosintesis de SA en plantas:

18
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1.5.3 RESISTENCIA SISTEMICA ADQUIRIDA

Forouhar et al. (2005) demostraron que la esterasa de tabaco SABP (SA-binding protein)
presenté actividad con el metil salicilato (inactivo) como sustrato para producir SA (activo)
por hidrélisis. Posteriormente Park et al. (2007) determinaron que el MeSA es una sefial
traslocable por floema para inducir SAR y que SABP2 es su receptor en tejido distal
(lejano al sitio de infeccién). Por otro lado, V rd et al. (1991) identificaron genes que se
expresaron fuertemente dentro del primer dia posterior a la aplicacion 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 proteinas 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 B,3-glucanasa extracelular.

En Arabidopsis, la expresion de PR1 puede inducirse por aplicacion exégena de SA o de
su analogo fisiologico, el acido 2,6-dicloroisonicotinico o INA (Zhang et al. 2003).

Sustancias relacionadas con SA se ilustran en la Figura 1.8.

cooH CoOMe COOH
OH OH l X
=
a” N7 g
Metil salicilato Acido

Acido Salicilico

SA B gluc 2,6-dicloroisonicotinico

INA.

Figura 1.8 Acido salicilico, derivado glucosilado de SA, metil salicilato y el analogo funcional
sintético acido 2, 6-dicloroisonicotinico (Chaturvedi y Shah, 2007).

De forma general, plantas mutantes y transgénicas afectadas en la acumulacion de SA,
son mas susceptibles a infeccién por patégenos que las silvestres. En cambio al bloquear
la respuesta a JA se generan plantas mas susceptibles a herbivoros y con susceptibilidad
aumentada a patogenos necrotrofos. Este efecto se debe a que SAR suprime la
sefializacion de JA, priorizando la resistencia a patégenos bidtrofos sobre las defensas de
JA a insectos herbivoros y patégenos necrétrofos (que usualmente matan el tejido vivo y
se alimentan del remanente). La acumulacion de SA activa y trasloca NPR1 al nucleo y
este a su vez promueve la activacion de genes PR, el remanente de NPR1 activado en el

citosol suprime la expresién de genes y bioacumulacién de JA facilitando el ingreso de
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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 expresion del gen PR1 altos y similares. La expresién 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 induccién con INA present6é baja expresion
de PR1. Por tanto TGA2, TGAS y TGAG son suficientes para producir la expresiéon de PR1
y su consecuente resistenci. 1 patégenos, luego de la induccién por INA. Su funcién es
redundante en la induccioén de SAR (Zhang et al. 2003).

La expresion de gen PR1 inducido por INA en dobles mutantes tga1-1/tga4-1, fue similar a
la del mutante tga1-1. En cambio al inocular los mutantes con Pseudomonas syringae pv
maculicola ES4326 y cuantificar el crecimiento bacteriano, tga1-1/tga4-1 permitié mayor
crecimiento que el observado en tga4-1 y un poco mas que en tga1-1 (Kesarwani et al.
2007). El crecimiento bacteriano comparado entre los pares de mutantes tgai-1/tga4-1y
npr1-1 fueron casi los mismos, (ademas de ser mayores que el crecimiento observado
entre tgad4-1 y la variedad silvestre). Por tanto TGA1 y TGA4 regulan positivamente la
resistencia basal, son parcialmente redundantes y TGA1 tiene un mayor efecto en la
resistencia que TGA4 ( sarwani ef al. 2007). Usando construcciones de ihpARN (intron
hairpin ARN) especificas para TGA4 y TGA5 de Arabidopsis, Rhonda et al. (2004)
determinaron en ensayos de inducciél :on SA que TGA4 es un represor y TGAS es un
activador de la expresion de gene: jue poseen el elemento as-1 en sus promotores.

El mutante TGAB6.cr sobre expresa TGAS, la doble mutante tga2-2/ TGAB,cr produjo un
aumento considerable en la expresién de PR1 en relacién con la expresién conseguida
mediante los mutantes TGABcr ¥ tga2-2 lo cual demostré6 que TGA6 es un activador
transcripcional constitutivo de PR1, reprimido por la presencia de TGA2. El triple mutante
tga2-2/TGABcr/tga3-1 produjo la represion total de PR1 reforzando la afirmacion de que

TGA?3 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 lineas mutantes (T-ADN de insercion) perianthia-1
y perianthia-2, Running et al. (1996) determinaron que PAN se relaciona con el numero de
6rganos florales. Comunmente las flores silvestres de A. thaliana poseen cuatro verticilos
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1.9.2 OL._TIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar la estructura y filogenia de homoélogos de factores de transcripcion
TGA en la variedad fransgénica de _ _paya SunUp.

2. Evaluar la expresién de homologos d¢ |enes TGA en C. papaya var Maradol de
forma basal y posterior a la aplicacion de SA e infeccion con C. gloeosporioides.

3. Evaluar el sistema inducible de expresion alc en C. papaya var Maradol utilizando
un gen reportero.

1.9.3 ESTRATEGIA EXPERslcivrAL

Para probar las hipétesis y cump... con los objetivos propuestos se disefid la estrategia
experimental ilustrada en la (Figura1.10). Se dividi6 el trabajo en tres etapas de

investigacion:

Etapa 1 Durante esta etapa se realiz6 la busqueda de secuencias TGAs de A. thaliana, se
trabajo6 in silico para aislar las secuencias homologas a bZIP de A. thaliana en C. papaya
var Maradol. Se alinearon las secuencias, obtuvo la filogenia de las secuencias y
disefiaron oligos para RT-PCR.

Etapa 2 Durante esta etapa se procedié a efectuar los ensayos in vivo, se colecté el
material vegetal de una plantacién comercial para determinar la expresién basal de los
homologos de TGA en C. papaya var Maradol, se utilizaron plantulas 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 plasmido que contiene el sistema pAlcR/alcA inducible por etanol con
el gen reportero uidA . Posteriormente se realizé la transformacion transitoria en
diferentes tejidos de papaya, y paralel:i nte se estandarizo un protocolo de
embriogénesis somatica mediante el cual se obtuvo embriones somaticos a partir de

embriones cigéticos de C. papaya var Maradol.
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Como resultado de la secuenciacién del genoma de C. papaya var SunUp Ming et al.
(2008) identificaron 56 genes tipo bZIP, de los cuales unicamente uno ha sido reportado.
El gen nombrado Cp25 homologo de liguleless2 (Ig2) que codifica para una proteina de
zipper basico de leucina (Porter et al. 2008). Los factores transcripcionales tipo TGA, el
numero de miembros de este tipo 0 sus dominios proteicos no han sido reportados en
ninguna base biolégica de datos o en articulos de investigacién.

El objetivo de este capitulo fue determinar el nimero de miembros de factores
transcripcionales bZIP que pertenecen a los del tipo TGA. Para lo cual se realizé6 una
busqueda dentro del genoma secuenciado de C. papaya var SunUp, se identificaron los
factores transcripcionales de la clase bZIP grupo D, se agruparon en funcion de la
filogenia de sus secuencias proteicas. Finalmente se determinaron los elementos
conservados dentro de cada secuencia para su posterior clasificacion como TGA.

De la busqueda ii ilico de secuencias homélogas a TGAs en A. thaliana, encontramos
siete que compartieron motivos conservados conocidos previamente en TGAs de A.
thaliana. La filogenia de estos homoélogos de TGAs permiti6 agruparlos en clados
posiblemente relacionados con la defensa y desarrolio en papaya.

La informacién obtenida a partir de la identificacion y clasificacion de homoélogos de TGAs
para C. papaya var Maradol podria ser usada para generar variedades de papaya
...2joradas genéticamente, con especial énfasis a la respuesta en contra del ataque por
patégenos, en la que los factores transcripcionales TGAs estan directamente

relacionados.

2.2 MATERIALES Y METODOS
2.21 SECUENC...SC_ NUCLEOT DS Y PROTEINAS 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 numeros de accesion DS981520 a DS984726 (WGS scaffolds
DS981520-DS984726) en el GeneBank del NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore?term=DS$981520:D8984726[PACC])).
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Las siete secuencias CpTGA poseen el zipper de leucina, cuya longitud es de 28 residuos
de aa y estan formados por heptameros HO, H1, H2 y H3. En la posiciéon a se encontré
residuos alifaticos de valina para el heptamero HO mientras que para los heptameros H1,
H2 y H3 se encontraron residuos cargados. En la posicién d, residuos de leucina se
encontraron para los heptameros H0O y H1, sin embargo para los heptameros H2 y H3, se
encontraron residuos de valina y acido glutamico. Las posiciones g son hidroxilicas para
los heptdmeros HO (excepto para CpTGA3 donde se encontré una histidina) y H1, los
heptameros H2 y H3 tienen posiciones g alifaticas.

Las posiciones e son acidicas para heptameros HO y H2, alifaticos para heptameros H3y
principalmente hidroxilicos para el heptamero H1 (Figura 2.2).

De acuerdo con nuestros . .sultados, probablemente el zipper de leucina de CpTGA1 esta
conformado por dos leucinas, una valina y una glicina ubicadas dentro de la region interna
de la hélice, los residuos de tirosina, serina, leucina y alanina se ubican en posicién g de
la hélice superior, en la hélice inferior las [ - _iciones e’ son ocupadas por acido glutamico,

isoleucina acido glutamico y leucina a: ).

- Alifitico \cido
i lidroxilico }sico

Figura 2.3 Representacié esquematica probable del zipper de leucina de CpTGA1, las
caracteristicas quimicas de 108 aminoacidos se representan por esferas, las posiciones de
residuos de aminoacidos se detallan al lado derecho de la hélice superior e inferior, la flecha
roja indica la interaccion necesaria entre g y e” para promover la dimerizacion.

2.3.3.2 DOMINIOS ACIDOS RICOS EN GLUTAMINA

Las secuencias CpTGA1 hasta CpTGA6 presentaron dominios de conexién de longitud
variable que enlazan el dominio de unién a ADN y el zipper de leucina con sus respectivos
dominios de activacion transcripcional. Estos dominios se identificaron como Qi y Qll
(Figura 2.1) y se ubicaron en el extremo C terminal de las secuencias.
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cisteinas pueden iniciar la biosintesis de ROXY1 y ROXY2 (Murmu et al. 2010). CpTGAS
y CpTGA6 comparten residuos Cis en posiciones equivalentes a AtTGA9 y AtTGA10 que

presumiblemente estarian in  icradas en la regulacién redox.

Finalmente, con excepcién de CpTGA7, los miembros de CpTGA poseen sobre el C-
terminal, la firma caracteristica identificada para AtbZIP del grupo D descritas por Jakoby
et al. (2002). La secuencia consenso predicha fue YX2RLR[AT]LSSLW, aunque posean
esta region caracteristica, hasta la presente fecha no se ha asociado con una funcién

biolégica en particular.

245 LOS MIEMBROS DE _pTGA SE AGRUPAN EN SUBCLADOS DEFINIDOS
RELACIONADOS CON DEFENSA Y DESARROLLO

Basado en el alineamiento (Fig. 2.2) un arbo. wogenético fue generado para evaluar las
relaciones evolutivas de genes AtTGA y sus homodlogos en papaya CpTGA. Las
secuencias homologas AtTGA y CpTGA se agruparon dentro de tres subclados (Fig 2.5).
Previamente Shearer et al. (2008) también identificaron tres clados asociados con
defensa en los genes TGA de A. thaliana pero esta clasificacion no considerd a los genes
involucrados en desarrollo. En el caso de papaya, al menos un miembro de TGA de
papaya se identifico en cada uno de los clados |, Il o Il anteriormente mencionados.
Recientemente Murmu et al. (2010) reportaron una filogenie con los diez miembros de
AtTGA en la cual se generaron tres subclados definidos. De acuerdo con esta nueva
clasificacion CpTGA1 se agrupa con AtTGA1 y AtTGA4, conocidos por estar involucrados
en resistencia basal (Kesarwani et al. 2007). También dentro de este subclado CpTGA3
se agrup6 con AtTGA3 y AtTGA7 involucrados en la activacion transcripcional de genes
PR (Shearer et al. 2009), por tanto CpTGAS3 podria estar actuando de la misma manera.
CpTGA2 se agrup6 en el subclado Il con AtTGA2, AtTGAS y AtTGA6 por tanto es
probable que se involucre en la activaciéon o represion transcripcional de PR7 como fue
descrito por Shearer et al. (2009) y Kesarwani et al. (2007) para el caso de los TGA de A.

thaliana.

Estos homélogos se agruparon formando una politomia debido a la incertidumbre sobre el

orden correcto de la ramificacion generada mediante €l método de Neighbor-Joining (con
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En cambio los patégenos han desarrollado mecanismos que suprimen la resistencia del
hospedero, los biétrofos suprimen la respuesta dependiente de SA y de forma analoga los
necrétrofos suprimen las respuestas defensivas dependientes de JA (Barret y Heil, 2012).
Frente al ataque de un patégeno se distinguen las reacciones compatibles en las que
existe una fuerte infestaciéon por parte del patégeno y las reacciones incompatibles en las
que la planta resiste al ataque del patégeno. La respuesta hipersensible es la tipica
reaccién 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 acido salicilico (SA Salicylic acid), un derivado
del metabolismo de los fenélicos que actua como sustancia sefial. Adicionaimente, se
sintetizan enzimas liticas, las proteinas PR (pathogenesis-related) para la defensa en
contra de los patégenos (Schulze et al. 2002).

El SA promueve cambios en el estado redox dentro del citosol que disparan la reduccion,
monomerizacién y translocacion nuclear de NPR1 que se une a factores transcripcionales
TGA para finalmente aumentar su actividad de unién 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 supresion de la expresion 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-7 dentro de sus promotores que potenciaimente 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. 2010), se conocen tres subclados el primer subclado conformado AtTGA1 y
AtTGA4 involucrados en resistencia basal (Kesarwani et al. 2007). También dentro de
este subclado AtTGA3 y AtTGA7 estan involucrados en la activacién transcripcional de
genes PR (Shearer et al. 2009).
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con SA y finalmente al ataque de una cepa de C. gloeosporioides de concentracién

conocida.

Los result...os permitieron identificar la expresiéon de homélogos de genes TGA en
peciolo, hoja, flor, fruto maduro y fruto inmaduro, adicionalmente se reportaron los genes
que respondieron a SA y al patégeno.

3.2 MATERL .ESY METODOS
3.21 EXTRACCION DE ARN TOTAL

Se pulverizé el tejido vegetal en un mortero con nitrégeno liquido y se pesé dentro de un
tubo para microcentrifuga entre 100 a 500 mg. Se afadieron 500 uL de amortiguador
caliente (60 °C) compuesto por CTAB (2 %), polivinilpirrolidona PVP (2 %), Tris-HCI (100
mM pH 8.0), acido etiléndiaminotetraacético EDTA (25 Mm), NaCl (2M) y -
mercaptoetanol (2%). Se mezcl6 vigorosamente e incubé a 60 °C por 15 min mezclando
suavemente por inversion cada 2 minutos. Se afiadieron 500 pL de cloroformo: alcohol
isoamilico (24:1) y colocaron los tubos en hielo por 5 min. Se centrifugdé a 12000 rpm por
10 min (4°C). Se trasfirié el sobrenadante a otro tubo para microcentrifuga y se afiadieron
250 uL de LiCl (7.5 M). Se dej6 incubar hasta el dia siguiente a 4 °C. Se centrifugd a
12000 rpm durante 30 min (4 °C). Se deseché el sobrenadante y se resuspendié el ARN
en 30 uL de agua ultrapura. Este ARN se almacené a -80 °C. Se midi6é la concentracion
(en ng uL™") mediante NANODROP® y se observé la calidad del ARN en gel de agarosa al
1.2% a80V.

3.2.2 SINTESIS DE ADNc

El ARN total fue tratado con ADNasa, para cada reaccion se preparé la mezcla
compuesta por 1 uL de amortiguador para ADNasa 10x, 1 L de ADNasa1, 0.5 pL de
inhibidor de ARNasas (RNAse OUT) y 20 uL de ARN. Se incubé durante 15 minutos a 30
°C, se afiadié 1 uL de solucién de paro y finalmente se incub6 durante 10 minutos a 65°C.

Se transfirié6 a un tubo para microcentrifuga el volumen necesario de ARN en disolucién
para obtener una concentraciéon de entre 300 a 500 ng ARN uL". Se adicion6 agua
ultrapura para ajustar un volumen de 9.0 L. Se adicioné 1 yL de Random Primers una
concentracion 1.0 uyg mL™" y 1.0 pyL dNTPs (10 mM). Se incub6 a 70 °C por 5 min
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La reaccién se efectué en un termociclador Eppendorf mediante un programa que
consisti6 de una etapa de desnaturalizacién a 95 °C (3min), seguido de 38 ciclos con
desnaturalizacién a 95 °C (30 s), alineacién a 56 °C (30 s), extensién 72 °C (1 min) y una
etapa de extension final a 72 °C (10 min).

Las muestras se fraccionaron en un gel de agarosa al 1.2% a 5V cm™ 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:

e Para determinar la expresiéon basal en los diferentes tejidos de C. papaya var
Maradol, se utii__ron ARN de plantas de aproximadamente un afio de edad
colectadas en la plantacién comercial “Rancho Alegre” en el Estado de Yucatan (N
21°18.2190, W087°46.1790). Se usé 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 removio la semillas). El material

vegetal se mantuvo en refrigeracién a -80 °C hasta su procesamiento.

° Para el ensayo en respuesta a la inducciéon con SA se utilizaron plantulas
de 43 dias de edad cultivadas en invernadero en una mezcla de Agrolita-Peat
Moss (1:1). Las plantulas se regaron regularmente con agua destilada y cada ocho
dias con solucion nutritiva de Hoagland (Hoagland y Arnon, 1950). Tres dias
previos al ensayo, las plantulas de papaya Maradol se llevaron a un cuarto de
cultivo con fotoperiodo de 8 horas de oscuridad y 16 horas de luz a 25 °C para su
aclimatacién. Las plantas no inducidas se regaron con 30 mL de agua destilada y
las inducidas con 30 mL de una soluciéon 1 mM SA y se cosecharon a tiempo cero
y a cuatro, ocho y doce dias posteriores a la induccién con SA y se almacenaron a

-80°C hasta su procesamiento.

3.2.5 MATERIAL VEGETAL PARA EL ENSAYO DE EXPOSICION AL PATOGENO C.

gloeosporioides

Se utilizaron frutos en etapa de madurez fisiolégica 2 de acuerdo con la clasificacion del
estadio de madurez propuesto por Santamaria et al. (2009). Se lavaron ligeramente con
detergente liquido y abundante agua, se agruparon los frutos en tres grupos, el primero
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CpTGAS3 se expresé en frutos maduros mientras que en Arabidopsis, Miao et al. (2004) no
encontraron expresion de AfTGA3 en silicuas maduras por hibridacién Northern.

Para el caso de CpTGA4, en la presente tesis se reporta la expresiéon basal uniforme en
todos los tejidos, en Arabidopsis la expresion de su mas cercano homologo AtPAN se
observo en meristemos (Running et al. 1996) y se involucra con la regulacion del nimero
de organos de periantia en Arabidopsis (Chuang et al. 1999) asi como la regulacién de
AGAMOUS (AG), relacionado con el patron floral en Arabidopsis.

Para CpTGAS, se encontré expresion basal en pétalos y en menor medida en peciolos,
para el caso de Arabidopsis, su mas cercano homélogo AtTGA9 mostrd expresidén en
silicuas y hojas (Murmu et al. 2010). Adicionalmente CpTGAS es la secuencia
previamente reportada para papaya por Porter et al. (2008) como CP25 (numero de
accesion EF12305) una clona similar a liguleless2 (Ig2) un gen que codifica para una
proteina de zipper basico de leucina en maiz, asociado proL...lemente con desarrollo de

la raiz.

Se observé expresion basal de CpTGA6 en todos los tejidos, incluidos hojas y frutos
inmaduros, mientras que su homoélogo en Arabidopsis, AtTGA10 no mostré expresion en

hoja i en silicuas (Murmu et al. 2010).

Estas diferencias en la expresion de genes CpTGA en papaya pueden atribuirse a las
diferencias de edad y condiciones ambientales de ambos sistemas, para Arabidopsis la
mayoria de los ensayos fueron hechos en plantulas, 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 agrupd en el subclado Il formando una politomia no
resuelta alin y posee un bajo porcentaje de identidad no puede compararse su expresion

con algun homélogo de Arabidopsis.

La expresion basal de los homologos CpTGA fue variada probablemente en respuesta a
los estimulos a los que fueron expuestas las plantas provenientes de la plantacién
comercial de la cual se obtuvieron las muestras, lo que sugiere la naturaleza

multifuncional de los FTS.
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divergencia con Arabidopsis, ambas funciones (defensa y desarrollo) hayan permanecido

conservadas para CpTGA4.

El hecho de que la expresion de CpTGAT no se haya visto alterada por la exposicién con
SA, es consistente con lo descrito por en A. thaliana para AtTGA1 (Zimmermann et al.
2004). Al respecto Després et al. (2003) reportaron que la aplicaciéon de SA no aumento la
expresién en Arabidopsis de su homoélogo AtTGA7 pero promovié la interaccién entre

AtNPR1 y AtTGA1. Es probable que la misma regulacién se efectue en papaya.

En nuestros resultados se observa que la expresién de CpTGA2 no cambié en respuesta
a SA en papaya, esto contrasta con el ligero aumento en la expresion de AtTGA2 tres
dias posteriores a la aplicaciéon con INA (un analogo de SA) reportado previamente en
hojas de A. thaliana (Kim y Delaney, 2002).

El incremento en la expresion de CpTGA6 también puede considerarse inesperado, ya
que su homdlogo AtTGA710 se ha asociado con procesos de desarrollo floral (Murmu et al.
2010). Por su parte, CoTGAS no se expresd ni en condiciones no inducidas ni posterior a
la induccién con SA su homélogo AtTGA9 también se relaciona con desarrollo floral
(Murmu et al. 2010). De momento para los genes AITGA9 y AtTGA10 en Arabidopsis no
se han reportado trabajos previos sobre la expresion de estos genes posterior a la
induccion con SA. El aumento en la expresion de CpNPRT es consistente con lo
reportado previamente para papaya donde CpNPR1 se expresé en ausencia de BTH pero
incrementoé sus niveles de transcritos alrededor de dos veces mas, posterior a la induccién
con BTH (Zhu et al. 2003).

La acumulacion de mensajero: le proteinas PR se ha usado como criterio para
determinar si una planta se encuentra en SAR (Enyedi et al. 1992; Ward et al. 1991). La
aplicacién externa de SA activa el mismo juego de genes que se expresan de forma

natural en la induccién de SAR por la presencia de patégenos (Gaffney et al. 1993).

Debido a que la expresién de CpPR-1d alcanzé un maximo a las 24 horas posterior a la
induccion con SA (Fig. 3.4), este es un indicio del posible establecimiento de la SAR en

las plantulas de papaya Maradol.
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estaban infectados por la presencia del patégeno de forma endégena, la atomizacion con
Mirage redujo el desarrollo del hongo pero no lo eliminé totalmente. El hongo presente de
forma endégena pudo col...izar Ic. frutos y promover la aparicion aunque sea escasa, de
los sintomas observados. Las infecciones quiescentes por patégenos a nivel post cosecha
son comunes para cultivos tropicales (Coates y Johnson, 1997), se conoce que el
apresiorio de C. gloeosporioides actia de forma quiescente en papaya, permaneciendo
latente en frutos inmaduros (Prusky y Plumbley, 1992), adicionalmente se sabe que el
etileno induce la germinacioén y formacién de apresiorios en suspensiones de conidios de
C. gloeosporioides (Flaishman y Kolattukudy, 1994) por tanto existe suficiente evidencia

gue respalde est rgumento.

Los frutos Cg en cambio se observaron afectados practicamente en su totalidad por
micelio o lesiones caracteristicas de la infeccion por C. gloeosporioides (Fig. 3.5y 3.7) por
tanto el in6culo a la concentracién descrita en la secciéon 3.2.6 fue suficiente para
promover la colonizacion de los frutos. Hernandez et al. (2005) caracterizaron
morfolégicamente 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 periodo de colonizacién para C. gloeosporioides en papaya es de 3.9
dias (Lakshmi et al. 2011), tiempo que no coincide con el pico de etileno para papaya
(Santamaria et al. 2009). Es probable por tanto que el tiempo de incubacion del hongo, se
redujera al igual que el tiempo de maduracioén de los frutos para este experimento.

En el subclado | los mi...bros CpTGA1 y CpTGA3 mostraron patrones de expresion
equivalentes en los frutos sin tratamiento al dia cero, frutos S¢ al noveno dia sin
tratamiento, frutos M at izados con fungicida Mirage y frutos Cg inoculados con C.
gloeosporioides. En los miembros de este subclado, la presencia de patégeno enddgeno
en frutos Sy aparentemente gener6 bandas de intensidad mayor respecto a los frutos sin
tratamiento Sy, de forma interesante los frutos Sy presentaron lesiones pequefias y escaso

micelio en los frutos.
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En el subclado IIf CpTGAS no presentdé bandas y CpTGA6 aparentemente aumentd su
expresidon por la presencia del patégeno. De forma sorprendente el homélogo CpTGA7
fue el anico en el que se observé mayor intensidad de la banda en frutos Cg inoculados
con G. gloeosporioides respecto a los frutos Sy, Sy y M. Sin embargo este miembro de
CpTGA no posee un homologo definido en Arabidopsis con el cual se pueda comparar. La
expresion basal del homélogo mostré expresion uniforme independientemente del tejido
ensayado.

La expresion del gen CpPR-1d fue constitutiva en todos los frutos, apoyando la idea de la
posible presencia de patégeno endégeno, es conocido que C. gloeosporioides permanece
de forma latente en frutos inmaduros (Prusky y Plumbley, 1992) por tanto obtener frutos

totalmente libres de patégeno es una tarea muy dificil de conseguir.

La expresién constitutiva de genes de defensa en papaya se ha reportado previamente.
Porter et al. (2009) determinaron que la expresién de los genes tipo PR identificados
como Cp29 (codifica para una B-1,3-glucanz.__) y Cp-o (codifica para una proteina HIR de
sus siglas en inglés hypersensitive induced reaction protein) presentaron expresiéon en
raices no inoculadas con Phytophthora palmivora, la expresién de estos genes
aumentaron doce horas después de la inoculaciéon con el patégeno. De forma interesante
Porter el al. (2009) mencionan que, aunque la expresién de Cp29 aumenté debido a la
presencia del patégeno, 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 infeccion.
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syringae DC3000:AvrRpm1. Para evitar efectos pleiotropicos Gatz (1997) destaca el uso
de sistemas inducibles para la expresion de transgenes.

Existen muchos promotores caracterizados que se utilizan en la transformacion de
plantas, la eleccién de un promotor en particular depende del objetivo del proyecto de
transformacion (Potenza et al. 2004).

Roslan et al. (2001) usando un cassette alcR:alcAGUS determinaron que la concentracion
Optima de etanol al 2% suministrado por riego en plantas transgénicas de Arabidopsis,
promovié una mayor actividad de GUS luego de 16 horas de la induccion.

Sweetman et al. (2002) generaron plantas transgeinicas de papa y registraron actividad de
GUS 24 horas después de la induccién 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 mas efectivo que la atomizacion y el riego. E! sistema se consideré efectivo
para la activacion de genes particularmente en la postcosecha.

Deveraux et al. (2003) obtuvieron plantas transgénicas de Arabidopsis que contenian
cassettes compuestos por un promotor tejido-especifico, el sistema alcR-palcA y el gen
marcador GFP. Las plantas inducidas con vapor de etanol durante un dia generaron
fluorescencia durante tres dias, al cuarto dia la fluorescencia empez6 a decrecer y al
septimo dia 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 expresion de un gen relacionado con la defensa y regulado con un
promotor inducible por etanol en este caso como herramienta biotecnoldgica para el

mejoramiento genético de papaya Maradol.
42 MATERIALES Y METODOS

4.21 PURIFICACION DE LOS PLASMIDOS pRB35SAIcR Y pRB35SAICRGUS

Los plasmidos identificados como pRB35SAIcR (Figura 4.1) y pRB35SAICRGUS fueron
gentilmente donados por el Dr. Frederik Bérnke (previamente aprobado por SYNGENTA)
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Se picaron las colonias que crecieron en el medio sélido y se suspendieron dentro de
tubos conicos en 5§ mL de medio de crecimiento LB liquido con el mismo antibiético e igual

concentracion.

Para la purificaciéon de los plasmidos se utilizé el procedimiento descrito en el manual de
High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche). Se homogenizaron por agitacién ligera de los
tubos cénicos las suspbensiones de colonias bacterianas de E. coli DH108B transformadas

con los plasmidos p. . vw-. ....RGU¢ AlcR ©- *~~* 1 mL de cada suspensién
por separado y se centrifugaron lo: 1000 1te 1.5 min. Se desecho el
sobrenadante de cada tubo y se 250 nortiguador de suspensién
ARNasa y resuspendieron las pasti unta ropipeta. Se afadieron 250
pL de amortiguador de lisis, se me versic 2j6 reposar por no mas de
cinco minutos. Se afiadieron 350 Po we weoguade. o ....on, mezclaron los tubos por
inversién y dejaron re ‘e 5 min en hielo. Se centrifugaron los tubos a 14000

rom durante 10 min. Se tomaron 800 pL del sobrenadante de cada tubo y se transfirié a
los tubos con filtro. Se centrifugaron a 14000 rpm durante un minuto. Se afiadieron 500 pL
de amortiguador de lavado | y se volvié a centrifugar los tubos a la misma velocidad y
tiempo. Se afiadieron 700 pL de amortiguador de lavado Il y se centrifugd a 14000 rpm
durante tres minutos. Luego se afadieron 50 yL de amortiguador de elucién y centrifugé a
maxima velocidad durante minuto y medio para colectar el plasmido purificado.
Finalmente se verificé la introducciéon de los plasmidos pRB35sAIcRGUS y pRB35SAIcR
en E. coli DH10B por digestion del ADN extraido de sus respectivas suspensiones

mediante una doble digestion con Hindlll y EcoRI.

4.2.2 TRANSFORMACION DE A. tumefaciens LBA4404 CON LOS PLASMIDOS
pRB35SAIcR Y pRB35SAICRGUS

Se utilizaron cepas de Agrobacterium tumefaciens LBA4404 que poseen el plasmido
pLBA4404. Se mezclaron en tubos diferentes 5 yL de los plasmidos pRB35SAICRGUS y
pRB35SAIcR con 100 uyL de la cepa bacteriana A. tumefaciens LBA4404, la cual se
transformé por choque térmico y se plagueé de acuerdo con el procedimiento descrito
anteriormente e inocularon las colonias y se dejaron crecer las bacterias en 5 mL de

medio YM liquido durante 24 horas en oscuridad y agitacién (220 rpm).
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4.2.3 TRANSFORMACION DE TEJIDOS PROVENIENTES DE C. papaya var Maradol

Para la transformacién de C. papaya var. Maradol se utilizé el siguiente procedimiento. El
tejido se sumergié dentro del medio que contenia las cepas bacterianas y acetosiringona,
se infiltré al vacio (25 mmHg durante 2 minutos) y se incubé durante 30 minutos con
agitacion (110 rpm) en oscuridad a temperatura ambiente. Posterior a la infeccion los
explantes se transfirieron al medio sélido de induccién (suplementado con acetosiringona)
luego de retirar el exceso de Agrobacterium mediante toallas absorbentes y se cultivé en
oscuridad entre 24 a 26 °C durante 72 horas.

Se transferié el tejido vegetal en medio fresco de induccion soélido suplementado con 300
mg mL™" de cefotaxima. Cuando el crecimiento de Agrobacterium fue excesivo, se lavaron
los callos dentro del medio de induccién que contenia 300 mg mL™" de cefotaxime y se
secaron con toallas absorbentes de papel antes de la transferencia al medio sélido.

Con la finalidad de estandarizar el protocolo de transformacién, se utilizaron diferentes
tejidos de papaya Maradol.

¢ (Callos no embriogénicos y embriogénicos
e Células en suspensién
+ Explantes, hojas y tallos de plantulas

¢ Embriones cigéticos
4.2.3.1 TRAN_. DRMACION DE CALLOS DE C. papaya var Maradol

Los callos embriogénicos v no embriogénicos de papaya Maradol fueron originaimente
obtenidos por la M.C. Ar..oel Solis en el laboratorio de fisiologia vegetal molecular del
CICY. Los callos se mantuvieron en medio sélido compuesto por sales MS al 50 %,
sacarosa 70 g L', glutamina 0.4 g L7, 24-D 10 mg mL" y agar 8 g L hasta su

transformacion.
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elonguen y adquieran coloracién verde, finalmente se pasan al medio de germinacién en
el que empiezan a desarrollar raices 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 celofan, se ajusté la bolsa con una

liga de goma y se sellaron con celofan.

Se dejaron para su aclimatacién a temperatura constante de 25 °C bajo régimen de luz
natural.

Una semana después de haber sido transferidas las plantas, se corté uno de los extremos
de cada bolsa, se hicieron cuatro perforaciones pequefias a cada vaso y se colocaron
sobre un vaso de polipropileno t sparente para colectar el exceso de agua. Se
empezaron a regar las plantas con aproximadamente 30 mL de agua destilada estéril
conforme se requeria. A la semana siguiente se corté el otro extremo de la bolsa y
finalmente a la tercera semana se corté la parte superior de la bolsa de forma longitudinal.
Se mantuvieron las plantas bajo esas condiciones alrededor de sesenta dias 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 °C durante mas de sesenta dias, hasta que la

temperatura estacional no superara los 40 °C.

En invernadero, las plantas se regaron a diario con agua destilada y cada semana se
regaron con solucién nutritiva de Hoagland (Hoagland y Arnon, 1950). Las plantas se
pasaron a bolsas mas grandes con aproximadamente dos kilogramos de sustrato, de
acuerdo con lo que se requirié para cada planta en particular.

43 RESULTADOS

4.3.1 GENERACION DE CEP i DE A. tumefaciens TRANSFORMADAS CON LOS
PLASMIDOS pRB35SAIcR Y pRB35SAICRGUS

De la doble digestiéon del ADN de los plasmidos aislados de las cepas de E. coli DH10B
transformadas con las enzimas Hindlll y EcoRIl, se obtuvo una banda de
aproximadamente 2800 pb (Figura 4.3) que concuerda con la esperada de 2712 pb segun
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también fueron resistentes a la espectinomicina suplementada en los medios de cultivo,
para confirmar la transferencia del plasmido que contiene el gen de resistencia a
espectinomicina, se realizd la extraccion del ADN bacteriano y se efectué la PCR descrita
en la Figura 4.4. Para el efecto se utilizaron oligonucleétidos del gen uida.

4.4.2 TRANSFORMACION TRANSITORIA DE TEJIDOS DE C. papaya var Maradol
MEDIANTE A. tumefaciens

Se lograron transformar de forma transitoria hojas, peciolos y tallos de plantulas 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 somaticos que
podian observarse a simple vista, en el callo embriogénico utilizado en esta tesis no se
observaron embriones y la consistencia del cailo en comparacién con el no embriogénico

es sustancialmente diferente.

Se ha utilizado cefotaxime 250 mg mL™ 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 contaminacién aun después de lavados
con la solucion de antibiético. De todos los ensayos realizados, muy poco tejido libre de
Agrobacterium reverdecioé, probablemente el antibiético no sea el adecuado para este tipo
de tejido en particular. Yu et al. (2001) co-cultivaron segmentos de raiz en suspension de
celulas de A. tumefaciens durante dos dias y se determinaron ias concentraciones
optimas de antibiéticos, 125 mg mL™ de carbenicilina o 250 mg mL-1 de cefotaxime para
la formacién de embriones somaticos en explantes transformados de raiz de papaya. Sin
embargo se obtuvieron mas embriones en el medio suplementado con carbenicilina y de
estos un menor nimero de embriones eran anormales en relacién con los obtenidos en
medio suplementado con cefotaxime. Adicionalmente los escasos explantes que
reverdecieron, necrosaron al poco tiempo y no sobrevivieron en el medio soélido

suplementado con cefotaxime.

La induccién con etanol dio respuesta positiva a la exposicién a una solucién 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 plantulas de tabaco cultivadas por hidroponia.
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Shearer et al. 2009). CpTGA2, CpTGA4 y CpTGA7 se agruparon dentro del subclado i,
formando una politomia junto con los homélogos AtTGA2, AtTGAS y AtTGA6 descritos por
Kesarwani et al. (2007) y Shearer ef al. (2009) como activadores o represores del gen PR-
1. Dentro del mismo subclado CpTGA4 se agrup6é con AtPAN relacionado con el
desarrollo floral en Arabidopsis (Chuang et al. 1999). Finalmente CpTGAS y CpTGA6 se
agruparon con AtTGA9 y AtTGA10 relacionados con desarrollo floral en Arabidopsis
(Murmu et al. 2010).

Se determind la expresion basal de los siete miembros de CpTGA en diferentes tejidos de

papaya.

De forma general, el contenido de ARN por tejidos fue el mayor en hojas y decrecié 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 ef al. (2002) reportaron la degradacion progresiva de ARN proveniente
de plantas de N. benthamiana infectadas con C. destructivum.

Dentro del subclado |, CpTGA1 y CpTGA3 mostraron un patrén de expresion similar en
peciolos, hojas, pétalos, frutos maduros e inmaduros pétalos. Previamente Pontier et al.
(2002) detectaron en hojas maduras de Arabidopsis, la proteina AtTGA2 pero no
detectaron AtTGA1 o AtTGA3. Adicionalmente en Arabidopsis, Miao et al. (2004) no
encontraron expresiéon de AtTGA3 en silicuas maduras por hibridacion Northern.

En el subclado Il CpTGA2 se expreso fuertemente en todos los tejidos excepto en peciolo
en cambio para el otro homdlogo de CpTGA2, Xiang et al. (1997) encontraron expresion
de AtTGAS en pecioios pero muy baja expresién en silicuas inmaduras.

CpTGA7 se expresd en todos los tejidos aunque lo hizo en menor medida en fruto

inmaduro.

CpTGA4 presenté expresion basal uniforme en todos los tejidos, en Arabidopsis su
homologo AtPAN (relacionado con desarrollo floral) se expresé de acuerdo Running et al.

(1996) en meristemos.
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mas a procesos de desarrolio (Maier et al. 2011). CpTGA4 y AtPAN posiblemente
compartieron un ancestro comun con homdlogos TGA relacionados con defensa, por
tanto desde la divergencia con Arabidopsis, ambas funciones (defensa y desarrollo)
posiblemente permanecieron conservadas para Cp7TGA4. De igual manera CpTGAS no se
expresé posterior a la induccién con SA, mientras que CpTGA6 si se expreso, sus
respectivos homdélogos se asocian con procesos de desarrollo (Murmu et al. 2010).

Debido a que los genes tipo CpTGA pertenecen a una familia de factores
transcripcionales, es probable que estos FT pueucn regular diferentes tipos de genes
Todos aquellos genes que posean dentro de su promotor regulatorio secuencias del tipo
as-1, podrian estar regulados por los TGAs independientemente de su relaciéon con la
defensa en plantas. Mueller et al. (2008) determinaron que de entre 54 genes inducidos
por PPA1 (fitoprostano involucrado en respuestas a detoxificacién, 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 (At3 3740) y GST6 (At2g47730). Y ademas, el 19%
de genes inducidos por PPA1 son inducidos por SA.

La expresion de CpNPR1 y CpPR-1d aumentaron posterior a la aplicacién con SA, lo que
concuerda con lo reportado por Zhu et al. (2003) para estos genes en papaya. En esta
tesis se report6 por primera vez el aumento en la __resién del gen CpGST1 en respuesta
a SA.

Se evalué también la expresié.. de genes CL.5A al ser retados en frutos de papaya
Maradol contra el patégeno C. gloeosporioic . .. Finalizado el experimento de exposicién
de frutos al patégeno los frutos que no fueron expuestos a C. gloeosporioides presentaron
ligeros sintomas similares a los que produce el hongo, esto se atribuye a la posible
presencia de patégeno de forma enddgena en los frutos. De acuerdo con Prusky y
Piumbley (1992) el apresiorio de C. gloeosporioides permanece latente en frutos
inmaduros, adicionalmente el etileno involucrado en la maduraciéon de los frutos de
papaya pudo inducir la germinacién y formacién de apresiorios de C. gloeosporioides,
efecto que ha sido descrito previamente por Flaishman y Kolattukudy (1994).

Er | subclado | los miembros CpTGA71 y CpTGA3 mostraron patrones de expresion
equivalentes en los fiuws Sy, ' .. My Cg, sin embargo la expresiéon fue aparentemente
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Con la finalidad de obtener un tejido que pudiera resistir la eventual transformacién con A.
tumefacien, se siguié el protocolo descrito por Cai et al. (1991) especifico para generar
embriones somaticos a partir de embriones cigéticos de papaya.

El protocolo de embriogénesis somatica generé respuesta de forma muy rapida y
¢ Jente, mas del 50% de embriones cigdticos de papaya Maradol desarrollaron
-...briones somaticos 15 dias 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 aclimatacién, 8

de estas plantas se sacaron a invernadero.

5.2 CONCLUSIONES GENERAL

De la informacién generada en la presente tesis, se pueden concluir lo siguiente:

o C. papaya var M. adol posee seis secuencias de factores transcripcionales del
tipo bZIP pertenecientes al grupo D denominadas CpTGA1, CpTGA2, CpTGA3, CpTGAA4,
CpTGAS5y CpTGA6 y un homélogo a bZIP denominado CpTGA?.

. Las secuencias CpTGA de nucledtidos tiauucidos son homélogas a secuencias de
AtTGA de Arabidopsis, tienen altos porcentajes de identidad y comparten dominios

caracteristicos entre si.

o Con las secuencias CpTGA y AtTGA se puede obtener un arbol filogenético que

describe la relacion evolutiva entre estos factores transcripcionales.

. El arbol forma subclados definidos donde miembros de CpTGA se agrupan con

AtTGA en funcién de su posible relacién con aspectos de defensa y desarrollo.

o Dentro del subclado | CpTGA1 y CpTGA3 se agrupan con AtTGA1, AtTGA4,
AtTGA3 y AtTGA7 involucrados en la defensa de Arabidopsis contra patégenos. En el
subclado Il CpTGA2, CpTGA ' CpTGA7 se unen formando una politomia no resueita, y
se agrupan con AtTGA2, AtTGAS5 y AtTGAS6, activadores o represores del gen PR-1.
Dentro del mismo subclado CpTGA4 se agrupé con AtPAN relacionado con el desarrollo
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o De forma transitoria el gen uidA regulado por un promotor inducible por etanol, se
expresa en callos, células en suspension, explantes (hojas y tallos) y embriones cigéticos

de papaya Maradol a concentraciones bajas de inductor.

o Es posible obtener plantas regeneradas de papaya Maradol de forma eficiente a
partir de embriogénesis somatica de embriones cigoticos.

5.3 PERSPECTIVAS

El aporte de la presente tesis ha sido significativo, como perspectivas derivadas del

presente trabajo se menc._..an las siguientes:

o Determinar la expresion basal de los CpTGA descritos en esta tesis en tejidos que
no se consideraron en la presente tesis, especialmente los del subclado lll, CoTGAS y
CpTGAG6 podrian probarse en todos los érganos florales. De igual manera el homoélogo a
AtPAN, CpTGA4 potencialmente comparte las mismas funciones que su homélogo en

Arabidopsis.

o Hay evidencia de que CpTGAS5 se relaciona con el desarrollo de raiz podria
determinarse la expresion basal en raices de papaya Maradol.

o Aislamiento de las secuencias tipo TGA de papaya, su secuenciaciéon y analisis

posterior (comparacién con las secuencias obtenidas in silico).

) Estandarizar las condiciones para la utilizacién de PCR cuantitativa con la finalidad

de evaluar la expresion de genes.

o Generar plantas de papaya Maradol hasta edad adulta, libres de patbégenos, con la
finalidad de obtener frutos que puedan utilizarse como modelo de estudio relacionado con

enfermedades como la antracnosis en papaya.

o Evaluar la expresion de los genes CpTGA en funcién temporal durante toda la

etapa de maduracion del fruto, considerando frutos infectados con C. gloeosporioides y
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