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Resumen 

RESUMEN 

En la actualidad el comercio de papaya (Carica papaya) ha mantenido una tendencia de 

crecimiento acelerado debido a la alta demanda de estos frutos en diversos países. 

México se ha mantenido como el primer país exportador de papaya a nivel mundial (FAO, 

2012). Durante el periodo de cultivo, trasporte y comercio de los frutos existe un elevado 

riesgo de pérdidas de producto debido a diferentes circunstancias: abrasiones 

ocasionadas por insectos, impactos durante la cosecha, selección , manipulación , 

transporte, compresiones durante el empaquetamiento y almacenamiento, etc. Este 

fenómeno es conocido como estrés por daño mecánico y generalmente ocasiona que los 

frutos se deterioren con mayor rapidez y sean más susceptibles al ataque de patógenos. 

Estudios previos han evidenciado la participación de dos tipos de enzimas en los 

mecanismos de respuesta a estrés por daño mecánico en tejidos de frutos: las 

fosfolipasas D (PLDs) y las lipoxigenasas (LOXs). Las fosfolipasas D son enzimas que 

hidrolizan parte de los fosfolípidos componentes de las membranas celulares mientras 

que las lipoxigenasas son enzimas dioxigenasas que estéreo-específicamente insertan 

oxígeno molecular en ácidos grasos poliinsturados produciendo hidroperóxidos de ácidos 

grasos poliinsaturados. 

Actualmente se desconoce si existen PLDs y LOXs en tejidos de C. papaya. Tampoco se 

sabe si estas enzimas participan en los mecanismos de respuesta ante el estrés por daño 

mecánico en los frutos. Por tanto en este estudio se llevó a cabo el análisis in silico de 

secuencias nucleotídicas y de aminoácidos de PLDs y LOXs del genoma de C. papaya 

así como la expresión diferencial de genes que codifiquen para PLDs y LOXs en frutos de 

papaya sometidos a estrés por daño mecánico, todo esto con el fin de generar 

información que permita una mejor comprensión de los mecanismos de señalización en 

frutos de papaya ante el estrés por daño mecánico. 

Los resultados obtenidos en esta investigación facilitarán a largo plazo la generación de 

plantas transgénicas de papaya, con sobreexpresión o silenciamiento de genes PLDs o 

LOXs, que produzcan frutos más tolerantes a este tipo de estrés favoreciendo la 

disminución de las pérdidas de este producto. 
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Abstract 

ABSTRACT 

Today papaya (Carica papaya) trade has maintained a rapid growth trend dueto the high 

demand for these fruits in different countries. Mexico has remained the leading exporter of 

papaya worldwide (FAO, 2012). Ouring the cultivation, transport and trade of the fruits 

there is a high risk of product losses dueto different circumstances: abrasions caused by 

insects, impacts during harvesting , selection, handling, transport, packaging and 

compressions during storage, etc. This phenomenon is known as stress-induced 

mechanical damage and usually causes the fruit to deteriorate more quickly and is more 

susceptible to pathogen attack. 

Previous studies have evidenced the involvement of two types of enzymes in the 

mechanisms of stress response to mechanical damage in tissues of fruits: the 

phospholipase O (PLO) and lipoxygenases (LOXs). Phospholipases O are enzymes that 

hydrolyze phospholipids components of the cell membrane while lipoxygenases are 

dioxygenase enzymes that stereo-specifically insert molecular oxygen in polyinsturated 

fatty acids producing polyunsaturated fatty acid hydroperoxides. 

At present the existence of PLOs and LOXs in papaya tissues is unknown. lt is not known 

whether these enzymes are involved in the mechanisms of stress response by mechanical 

damage to the fruit. Therefore in this study was performed in si/ico analysis of nucleotide 

and amino acid sequences of PLOs and LOXs of the C. papaya genome and differential 

expression of genes coding for PLOs and LOXs in papaya fruit under stress by mechanical 

damage, all with in arder to generate information for a better understanding of the 

signaling mechanisms in papaya fruits to stress by mechanical damage. 

The results obtained in this research will facilitate the long-term generation of transgenic 

papaya plants, with overexpression or gene silencing of PLDs or LOXs, which produce 

fruits more tolerant to this kind of stress favoring the reduction of product losses. 
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Introducción 

INTRODUCCIÓN 

Las frutas contienen muchas vitaminas y minerales que cumplen toda una serie de 

funciones en el organismo: la vitamina A mantiene la salud de la vista y la inmunidad 

contra las infecciones; el potasio favorece el correcto funcionamiento del sistema nervioso 

y los músculos; las vitaminas del grupo B son necesarias para transformar los alimentos 

en energía; la vitamina C puede incrementar la absorción de calcio, mineral esencial para 

la salud ósea y dental, así como la de hierro de otros alimentos, etc .. Con lo difícil que 

puede ser lograr que la población haga caso de un mensaje sencillo, como: "consuma 

más fruta y hortalizas", el verdadero desafío puede encontrarse en los sistemas de 

suministro y distribución de alimentos del mundo (FAO, 2003). 

El fruto de papaya es un fruto tropical cuya tasa de consumo y producción se ha 

incrementado en los últimos años ya que el fruto posee un alto valor nutritivo conocido 

además de ser rico en vitaminas A y C (Chandrika, 2003). En el año 2011 se obtuvo una 

producción mundial de más de 11 millones de toneladas de papaya. México se ha 

mantenido como el principal país exportador de papaya y como el quinto productor a nivel 

mundial (FAO, 2012). 

El corto tiempo de vida de almacén del fruto de papaya limita las distancias de 

exportación y disminuyen la calidad visual de los frutos (Mahmud et al., 2008). 

Normalmente la recolección , envasado y transporte de las papayas son procesos de larga 

duración. Estos factores incrementan las posibilidades de que el producto pueda 

presentar laceraciones físicas, las cuales causan el deterioro fisiológico del tejido, 

acelerando el proceso de descomposición del fruto antes de llegar a los consumidores 

(FAO, 1993). El fenómeno anterior es un tipo de estrés abiótico denominado como "daño 

mecánico". 

Comparados con otros tipos de estrés, existen pocos estudios acerca del efecto del daño 

mecánico en tejidos de plantas, especialmente frutos. Generalmente estos estudios 

emplean pruebas bioquímicas, tales como el índice de peroxidación de los tejidos y la 

concentración de H20 2 (Bailey et al. , 1996; Low y Merida, 1996; Desikan et al., 2001 ; 

Hernández et al., 2001) , para analizar el estrés producido en los tejidos de plantas. 

Algunos de estos estudios se enfocan en las actividades de proteínas que interaccionan 

con los lípidos de las membranas celulares a partir de los cuales se inician cascadas de 
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Introducción 

señalización de respuesta al estrés. Las fosfolipasas D (PLDs) y las lipoxigenasas (LOXs) 

son enzimas que se participan en el catabolismo de parte de los lípidos de las membranas 

celulares en respuesta a diferentes tipos de estrés. Las PLDs son enzimas que llevan a 

cabo la hidrólisis de fosfolípidos de las membranas celulares (Wang , 2000) y las LOXs 

realizan la peroxidación de ácidos grasos poliinsaturados (Koshiishi et al., 2006). Sin 

embargo, a la fecha no se ha confirmado la existencia de genes que codifiquen para PLDs 

o LOXs en tejidos de C. papaya y tampoco se conoce si estas enzimas están involucradas 

en los mecanismos de respuesta a estrés por daño mecánico. 

En base a la información anterior, se realizó un análisis in silico en el genoma de C. 

papaya con el objetivo de elucidar genes que codifiquen para proteínas tipo PLD y LOX. 

El análisis se realizó por medio de diversas herramientas bioinformáticas y de diferentes 

bases de datos de proteínas, genes y genomas de plantas. Después de realizar el diseño 

de los genes putativos por medio de diferentes servidores bioinformáticos disponibles en 

línea, en base a las secuencias obtenidas se diseñaron oligonucleótidos específicos para 

la posterior amplificación de los genes por medio de PCR. Posteriormente frutos de C. 

papaya en distintas fases de maduración se sometieron a diferentes tratamientos de daño 

mecánico. Una vez tratados a estos frutos se les extrajo el ARN total de cada muestra, se 

sintetizó el ADNc y se realizaron PCRs semicuantitativas de los genes CpPLDs y CpLOXs. 

Una vez realizados los perfiles de los genes CpPLDs y CpLOXs, se corroboró la 

existencia y expresión diferencial de los genes CpPLDa1 y CpLOX3. Ambos genes fueron 

aislados y posteriormente secuenciados. El grado de similitud de ambos genes con 

respecto a las predicciones realizadas mediante el análisis in silico fue bastante elevado. 

Simultáneamente se realizaron pruebas bioquímicas en los frutos de papaya sometidos a 

los tratamientos de estrés por daño mecánico. Los resultados de estas pruebas indicaron 

distintos niveles de estrés oxidativo dependiendo del tratamiento de daño mecánico 

aplicado así como de la fase de maduración del fruto. Se observó que el aumento de la 

expresión del gen CpPLDa1 se presentó en frutos maduros e inmaduros sometidos a 

daño mecánico por golpe mientras que el gen CpLOX3 aumentó su expresión solo en 

frutos maduros sometidos a estrés por corte. 

Los resultados generados en esta investigación permitieron la elucidación de parte del 

mecanismo de respuesta de estrés por daño mecánico en frutos de papaya. Debido a la 
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escasez de información sobre genes presentes en frutos de papaya y en frutos de otras 

plantas dicotiledóneas tropicales, estos resultados pueden ser empleados para el 

desarrollo de nuevas investigaciones que permitan una mejor comprensión de los 

mecanismos de defensa de los frutos de papaya ante estrés por daño mecánico y otros 

diferentes tipos de estrés. 
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CAPÍTULO 1 

1. ANTECEDENTES 

1.1 Problemática de alimentos 

1.1.1 Producción de alimentos 

De acuerdo al programa mundial de alimentos (WFP) , hoy en día hay 925 millones de 

personas con problemas de nutrición en el mundo. Esto significa que al menos una de 

cada seis personas no tiene alimentos suficientes para estar saludable y llevar una vida 

activa (WFP, 2012). 

La cadena alimentaria es el conjunto de todas las etapas por las que transita todo 

alimento desde su fuente de producción , pasando por las etapas de procesamiento, 

almacenamiento, transporte y comercialización hasta ser consumido (Pantoja et a/. , 

2003). 

El sistema de Análisis de Peligros y Puntos de Control Críticos (APPCC) es un método 

empleado internacionalmente para garantizar la seguridad de los alimentos. Consiste en 

un planteamiento científico, racional y sistemático utilizado para la identificación y el 

control de peligros microbiológicos, químicos y físicos para garantizar que los alimentos 

sean seguros en el momento de su consumo (Sánchez, 2003). 

La trazabilidad es la posibilidad de encontrar y seguir el rastro, a través de todas las 

etapas de producción transformación y distribución, de un alimento, un pienso, un animal 

destinado a la producción de alimentos o una sustancia destinada a ser incorporada en 

alimentos (García et al., 2007). 

La pérdida de alimentos se refiere a la disminución de la cantidad de alimentos que 

forman parte de la cadena de suministros de alimentos de una o diferentes etapas 

(producción, postcosecha y almacenamiento) para consumo humano. La pérdida de 

alimentos que ocurre al final de la cadena alimentaria es llamada "desperdicio de 
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alimentos", refiriéndose al comportamiento de los minoristas y de los consumidores (Parfitt 

et al. , 2010). 

La producción mundial de frutos en los últimos años ha presentado una tendencia de 

crecimiento acelerado. En el año 2011 se produjeron alrededor de 640 millones de 

toneladas de frutas destacándose la producción de frutos tropicales y se estima que para 

el año 2014 la producción mundial de frutos tropicales alcanzará las 82 millones de 

toneladas. Los países en desarrollo aportan alrededor del 98% de la producción total 

mientras que los países desarrollados importan y consumen el 80% de la producción 

mundial. Alrededor de un 78% de la producción corresponde a las principales frutas 

tropicales (mango, piña, aguacate y papaya) y el 22% a frutas secundarias (guayaba, lichi , 

granadilla, etc.). El mercado de las frutas tropicales ha evolucionado mucho manteniendo 

su precio siempre más alto que el de la fruta tradicional ya que este no se basa en la 

novedad sino en la calidad del producto (FAO, 20 12). 

La vida postcosecha de las frutas y vegetales ha sido tradicionalmente evaluada en 

términos de la apariencia visual (frescura, color, ausencia de desórdenes fisiológicos) y 

textura (firmeza, jugosidad) (Ayala et al., 2004). El mantenimiento de estas propiedades 

requiere de cuidados especiales después de la cosecha de los frutos , tales como: 

prevención de daños mecánicos, reducción de la pérdida de agua e inhibición del 

desarrollo de enfermedades por contaminación con microrganismos oportunistas (Cook, 

1999). 
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1.2 Daño mecánico en los frutos 

El estrés se define como cualquier cambio en las condiciones del crecimiento de los 

organismos que interrumpe la homeostasis metabólica. Estos cambios ocasionan ajustes 

en las rutas metabólicas en un proceso denominado como aclimatación (Shulaev et a/. , 

2008). 

Dependiendo de la naturaleza del factor que causa un estrés este se puede clasificar en 

biótico (producidos por otros organismos) o abiótico (producido por condiciones 

ambientales). Dentro del estrés abiótico pueden encontrarse factores físicos (radicación 

solar, vientos, pluviosidad, temperatura, etc.) y factores químicos (metales pesados, 

salinidad, pH , etc.) (Peña et a/., 2005). 

Es bien conocido que la sobrevivencia de todos los organismos depende de su capacidad 

para percibir y responder al estrés ambiental, ya sea biótico o abiótico. La variabilidad de 

las condiciones ambientales ocasiona que los mecanismos de respuesta de los 

organismos cambien rápida y constantemente. Un ejemplo de estas modificaciones es la 

duplicación de genes, considerada como la fuente principal de innovaciones evolutivas y 

que ha contribuido significativamente en la complejidad y diversidad morfológica de las 

plantas (Zou et a/., 2009). 

El estrés abiótico es la primera causa de pérdida de cultivos en el mundo, reduciendo el 

rendimiento promedio de los cultivos hasta en un 50%. Las sequías, las altas 

concentraciones de sales y las temperaturas bajas son los mayores problemas para la 

agricultura debido a que estos factores ambientales evitan que las plantas crezcan y se 

reproduzcan de manera óptima por los cambios morfológicos, fisiológicos, bioquímicos y 

moleculares que estos causan en ellas (Rodríguez et a/. , 2005). 

Los frutos son tejidos vegetales que contienen alrededor de un 65 a 95 % de agua. Sus 

procesos vitales se mantienen activos aún después de su separación de la planta. Su vida 

postcosecha depende del ritmo al que se consumen sus reservas de nutrientes y agua. La 

manipulación negligente del producto fresco puede causar magulladuras o grietas que 

dan lugar a un deterioro fisiológico , acelerando el proceso de descomposición del fruto 

antes de llegar a los consumidores (FAO, 1993). Este fenómeno es conocido como daño 

mecánico y puede ser causado por diferentes circunstancias: abrasiones ocasionadas por 
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insectos, impactos durante la cosecha, selección, manipulación , transporte, compresiones 

durante el empaquetamiento y almacenamiento (Kushwada et al. , 1995). Muchas veces 

los frutos que sufren daño mecánico presentan un incremento en la ruptura de las células 

afectadas cuando la compresión aplicada excede el límite de elasticidad de las 

membranas celulares, ocasionando la liberación del contenido citosólico en los espacios 

intracelulares y la pérdida de rigidez del área afectada. Generalmente el daño mecánico 

ocasiona que los frutos se deterioren con mayor rapidez y sean más susceptibles al 

ataque de patógenos (Sudheer e lndira, 2007; Florkowski et al., 2009). 

El mecanismo de respuesta al daño mecánico en los tejidos de las plantas se lleva a cabo 

en tres zonas: las células dañadas, el tejido local y el tejido distante al tejido dañado. Las 

células dañadas producen señales primarias que son percibidas por las células no 

dañadas del tejido local, estas últimas responden con cambios en la expresión de genes, 

fosforilación de proteínas y la producción de metabolitos. Estos cambios inducen 

estrategias defensivas que son percibidas en los tejidos sistémicos en respuesta al daño 

mecánico (Schilmiller y Howe, 2005). Muchos estudios acerca de las funciones de los 

lípidos de las membranas celulares en el desarrollo, senescencia y deterioración 

postcosecha de frutos se han enfocado en las cascadas de señalización en las cuales 

participan enzimas que llevan a cabo la hidrólisis de fosfolípidos y la peroxidación de 

ácidos grasos (Whitaker y Lester, 2006). El daño mecánico en los tejidos afectados 

ocasiona la acumulación de ácido jasmónico (JA por sus siglas en inglés) y jasmonatos 

los cuales desempeñan una función primordial como compuestos de respuesta a heridas 

en los tejidos (Schilmiller y Howe, 2005; Wasternack, 2007). Se ha observado que tejidos 

de planta de soya (Creelman et al., 1992), tomate, papa (Peña-Cortés et al., 1995) y 

Arabdiopsis thaliana (Wang et al. , 2000; Chauvin et al., 2012) presentan un incremento 

significativo de la producción deJA en los tejidos dañados. 

La síntesis del ácido jasmónico inicia con la remoción de fosfolípidos polares (como la 

fosfatidil-colina, fosfatidil-etanolamina y el fosfatidil-inositol) por acción de las fosfolipasas 

D (PLDs por sus siglas en inglés) (Bargman et al., 2009; Li et al. , 2009) , generando 

productos como el ácido fosfatidico (Jenkins y Frohman , 2005; Oblozinsky et al., 2011) el 

cual es desfosforilado por una fosfatasa específica convirtiéndolo en un diacilglicerol. 

Consecutivamente una hidrolasa acil-lipolítica interacciona con el diacilglicerol , liberando 

ácidos grasos (Paliyath y Thompson , 1986). Entre estos ácidos se encuentran el ácido 
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linoleico y a-linolénico que son sustratos de las enzimas 13-lipoxigenasas (13-LOXs por 

sus siglas en inglés) las cuales forman parte de las rutas de las oxilipinas (Oiiw, 2002; 

Yo un et al., 2006). La 13-LOX realiza la peroxidación del ácido a-linolénico generando 

ácido 13(8}-hidroperxilinoleico el cual posteriormente es deshidratado y ciclado 

produciendo ácido 12-oxo-fitodienoico (OPDA por sus siglas en inglés) en el plástido 

antes de ser enviado a los peroxisomas. Una vez en el peroxisoma el OPDA es 

transformado en JA por acción de reductasas y una triple ¡3-oxidación. Finalmente, el 

proceso de biosíntesis de los compuestos derivados del JA, como el metil-jasmonato 

(MeJA) y la jasmonil-isoleucina, se lleva a cabo cuando el JA es exportado desde el 

peroxisoma hacía otras cavidades (Staswick y Tiryaki , 2004; Browse, 2009) . Durante la 

actividad de las LOXs se generan especies reactivas de oxígeno (ROS}, tales como 

radicales hidroperóxidos y radicales peróxilos de ácidos grasos poliinsaturados (Koshiishi 

et al., 2006), los cuales pueden causar daños en las membranas celulares de las plantas 

(Bailey et al., 2006; Halliwel, 2006).Con base en la información anterior se denota que las 

enzimas PLDs y las LOXs desempeñan un papel importante en el catabolismo de 

fosfolípidos en las membranas celulares durante condiciones de estrés abiótico (Bargman 

et al., 2009), tales como el daño mecánico (Wang, 2000). 
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1.3 La papaya 

1.3.1 Características 

La papaya (Carica papaya L.) es un frutal que se encuentra distribuido en varias regiones 

tropicales y subtropicales del mundo. Es ampliamente cultivada ya que su fruto es uno de 

los de mayor valor nutritivo conocido (rico en vitaminas A y C) (Chandrika, 2003), alto 

valor medicinal y de fácil digestión . La papaína, una proteasa que se obtiene de los frutos 

de papaya, es una de las proteasas más aprovechadas debido a sus diversas 

aplicaciones industriales (alimentos, cosméticos, farmacéuticos, curtido de cuero , 

medicina, etc.) (Li et al. , 2010) . 

Esta planta tropical crece principalmente entre la latitud 32°N y 32°S, desde el nivel de 

mar hasta 2000 m cerca del Ecuador. Requiere mucha luz, altas temperaturas y suelo 

bien drenado (Hill , 2009). El rango de temperatura del desarrollo del fruto es de entre los 

22°C y 30°C, pero su desarrollo óptimo se da entre los 23° y 26°C. Las temperaturas 

bajas inhiben su crecimiento y las temperaturas altas le provocan abscisión floral 

(SAGARPA, 2005). 

1.3.2 Morfología 

Figura 1. Carica papaya . Tomado de Photomazza (http://www.photomazza.com/?Carica

papaia&lang=es). 
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La taxonomía de la papaya es la siguiente: Reino: Plantae; División: Tracheophytina; 

Clase: Magnoliopsida; Orden: Brassicales; Familia: Caricaceae; Género: Carica , Especie: 

papaya (ITIS, 2012). 

La papaya es una planta trioica (Oiayede, 2005) que produce plantas de tres sexos 

diferentes: femenino (sólo flores femeninas), masculino (flores predominantemente 

masculinas) y hermafroditas, teniendo los frutos distintas formas según el tipo de flor. Las 

plantas hermafroditas se autopolinizan antes de la apertura de la flor, evitando depresión 

endogámica lo que permite realizar repetidos autocruzamientos para fijar el carácter 

deseado (Carrera y Mateo, 2005). 

La forma de la planta de papaya es similar a una palmera. Las plantas jóvenes (1 a 2 

años de edad) tienen un tallo único que en cultivos fértiles puede desarrollar ramas 

gruesas a partir de este. Las hojas son palmeadas, con lóbulos profundos soportadas por 

pecíolos lisos y huecos que forman cicatrices bastante texturizadas en el reverso de la 

hoja. Tienen un tiempo de generación corto (alrededor de 8 a 12 meses) desde la etapa 

de semilla hasta la maduración de nuevos frutos (Litz, 2005). Es una especie semi

perenne que a nivel comercial tiene una vida productiva de dos años y medio (IICA, 2008). 

Los frutos de la papaya son grandes y de forma oval. Estos se forman en el tallo principal, 

usualmente de manera individual y algunas veces en pequeños grupos. El peso de los 

frutos varía desde los 200 gramos hasta los 9 Kg y son verdes hasta la maduración 

volviéndose rojos-naranjas. La composición nutrimental de la papaya se enlista en el 

Cuadro 1. El tipo de fruta varía según el sexo de la planta. Los frutos de las plantas 

hermafroditas tienen forma piriforme/ovalada y de piel gruesa, mientras que los de las 

plantas femeninas son más redondos y de piel delgada (ver Cuadro 2). El mesocarpio 

(pulpa) tiene un color amarillo-naranja, es comestible y rodea a la cavidad de semillas, las 

cuales son negras y pequeñas (0.47 cm). Las semillas están rodeadas por un arilo 

gelatinoso que las une a la pulpa (Baraona y Sancho, 1991 ; Rieger, 2006) . 
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Cuadro 1. Composición de la fruta de papaya. Tomado de FAO, 2012. 

1 Componente 1 Papaya de 
México 

!Humedad% 1 88. o 
Jrroteinas% 1 

0.60 

JGra<sa% 1 0.10 

!cenizas % 1 0.60 

JFíbra diet 0/o 1 

Jcarbohidratos.% 1 9.90 

!Potasio (K) mg 1 257.00 

Jc alcio (Ca} mg 1 24.00 

JPósforo (P} mg 1 5.00 

!Hierro (Fe) mg 1 0.1 () 

Jvitamina A mg 1 21.00 

Jb Caroteno mg 1 

~iamina mg 1 0.03 

JR.iboflavina mg 1 0.03 

JNiacina mg 1 030 

Jvitamina e mg 
1 

62:00 

La superficie del fruto está cubierta por una capa de ceras epicuticulares y por la cutícula 

las cuales se ubican encima del tejido epidérmico, este último está compuesto de una 

capa de célu las alargadas y uniformes en tamaño y forma (ver Figura 2). Después de la 

epidermis se encuentran varias capas de células de parénquima: el epicarpio (contiene 

células pequeñas, cloroplastos y no presenta espacios intracelulares), el mesocarpio 

(contiene células grandes e isodiamétricas con espacios celulares) y el endocarpio 

(contiene células estrechas tangencialmente y con brazos grandes de unión a células 

adyacentes) (Casarrubias et al., 2002). 
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Figura 2. Corte transversal del fruto sano de papaya en maduración de consumo: cutícula (C), 

epidermis (E), parénquima del epicarpio (EC), mesocarpio (MC), canales lactíferos (CL) y vasos 

xilemáticos (VX). Barra= 89 ¡Jm. Tomado de Casarrubias et al., 2002. 

Las flores masculinas y femeninas son blancuzcas de color amarillo pálido y crecen en 

diferentes plantas (dioicos): todas tienen cinco pétalos. Las flores masculinas (ver Figura 

3M) son tubulares, estrechas y numerosas de 2.5 a 3.8 cm de largo. Están localizadas en 

racimos ramificados. Las flores masculinas presentan diez estambres, pistilo muy delgado 

y carecen de estigma (Calderón y Cepeda, 1999). Las flores femeninas (ver Figura 3F) 

miden alrededor de 5 cm de largo, tienen un tallo muy corto y crecen de manera individual 

o en pequeños grupos en la base de la hoja (Little et al., 2001 ). Las flores femeninas no 

presentan estambres y el pistilo está constituido por un ovario elipsoidal liso, con estigma 

muy grande y recortado (Calderón y Cepeda, 1999). Los pedúnculos de las flores 

masculinas son largos mientras que los de las flores femeninas y hermafroditas son cortos 

(Ríos, 2004). Las flores hermafroditas (ver Figura 3H) tiene pétalos unidos, poseen 

alrededor de 1 O estambres situados al final del tubo de la corola y su pistilo tiene el ovario 

alargado (Gil y Miranda, 2005). 
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Figura 3. Flores masculinas (M) , femeninas (F) y hermafroditas (H) . Tomado de Photomazza (M y 

F) y Técnicas de Cultivo en las Canarias (H) . 

Cuadro 2. Tipos de flores de C. papaya y sus distintos frutos. Tomado de Baraona y Sancho, 1991. 

Tipo Descripción Tipo de fruto 

Flores aisladas en las zonas axilares de 
Frutos redondeados u 

Femenina o las hojas unidas con pedúnculo pequeño. 

pistilada Pistilo engrosado y ovoide. Estigma 
ovales. En la base presenta 

una cicatriz pentagonal. 
dividido. 

No produce, aunque a 

Flores que crecen en partículas largas. veces estas flores derivan 
Masculina o 

Corola en forma de tubo con alrededor de en hermafroditas y 
estaminada 

1 O estambres. producen frutos no 

comerciales. 

Crecen en racimos cortos en axilas de las Frutos con forma de globo o 

Hermafrodita 
hojas. Tienen ambos sexos y tres tipos de irregulares de poco valor 

flores: petandría, intermedia y elongata comercial. 

(más común) . Frutos alargados. 

1.3.3 Genoma de Carica papaya 

Carica papaya pertenece al orden de las brassicales que se encuentra conformado de 17 

familias, tales como las caricáceas (que incluye a C. papaya) y a las brasicáceas (que 

incluye a Arabidopsis thaliana). Ambas especies comparten un ancestro común de 

aproximadamente 70 millones de años. Esta divergencia entre ambas especies y el 
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conocimiento de sus genomas permite la caracterización funcional de distintos genes en 

papaya a partir de genes previamente caracterizados en Arabidopsis y viceversa (Yang et 

al., 2004; Lyons et al., 2008). 

Comparado con el genoma de otras plantas secuenciadas, C. papaya tiene un genoma 

relativamente pequeño de 372 Mb (que incluye a aproximadamente 27,746 genes) y 

pocos genes funcionales, teniendo 20% menos que el de Arabidopsis y 34% menos que 

el de arroz (Oryza saliva) (Arumuganathan y Earle, 1991 ; Moore y Ming, 2008). Un poco 

más de la mitad (52%) del genoma de la papaya consiste en secuencias repetitivas , la 

mayoría de las cuales son elementos móviles (Nagarajan et al., 2008). Los telómeros en 

el genoma de papaya consisten en repeticiones de TTTAGGG y estos son 

aproximadamente diez veces más largos que los presentes en otros miembros de la 

familia de las brasicáceas. Los genes involucrados en el mantenimiento de los telómeros 

y la protección de los extremos del cromosoma existen como copias simples, en lugar de 

copias múltiples como en Arabidopsis (Shakirov et al., 2008). Las repeticiones en tándem 

más abundantes son los microsatélites, pero estos solo representan el 0.19% del genoma 

de la papaya, teniendo una densidad de uno por cada 0.7 Kb de la secuencia del genoma 

(Wang et al., 2008). 

1.3.4 Comercio 

A nivel mundial en el año 2011 se obtuvo una producción de más de 11 millones de 

toneladas de papaya en una extensión de alrededor de 438,558 Ha, continuando así la 

tendencia anual de crecimiento en producción y exportación. México se ha mantenido 

como el principal país exportador de papaya y como el quinto productor a nivel mundial 

(FAO, 2012). 

México es uno de los principales productores de frutas del mundo y ocupa el primer lugar 

en exportación de aguacate, sandía, limón y papaya, siendo Estados Unidos y Ganada 

sus principales compradores. De 1994 a 201 O las exportaciones de frutas crecieron en 

promedio anual un 11.3%. De la producción de los 17.2 millones de toneladas de frutas 

que se obtuvieron en 2010, 2.6 millones se destinaron al mercado de exportación de fruta 

en fresco, con un valor superior a los 2,567 millones de dólares. De enero a octubre del 

2011 las exportaciones de frutas frescas alcanzaron los 2.2 millones de toneladas con un 

valor superior a los 2,506 millones de dólares. Los productos agrícolas mexicanos tienen 

19 



Capítulo 1 

una buena reputación en el mundo gracias a sus altos niveles de diversidad, sanidad e 

inocuidad. Esta situación permite a los productores nacionales realizar exportaciones a 43 

países del mundo con los que se tienen acuerdos comerciales , principalmente países 

europeos y asiáticos que cuentan con los más rigurosos estándares de calidad 

(SAGARPA, 2012). 

La producción anual de papaya en México en 2010 fue de alrededor de 616,215 toneladas, 

siendo los estados de Oaxaca, Chiapas y Veracruz los mayores productores. El estado de 

Yucatán se ubicó como el octavo productor de papaya a nivel nacional con una 

producción anual de 17,164 toneladas siendo los municipios de Tizimín, Tepakan y 

Temozón los mayores productores (SIAP, 2012). 

Para poder cosechar los frutos de papaya, los agricultores deben esperar hasta que las 

papayas cambien naturalmente a un color amarillo. Sin embargo, este proceso no es 

uniforme en todas las frutas recolectadas. Además, debido a la suavidad de los frutos 

estos pueden sufrir daños durante el transporte y el tiempo de adquisición a los 

distribuidores reduciendo su calidad (Roselan y Hidayah, 201 O). Basado en su color y 

etapa de desarrollo, la papaya puede ser exportada a lugares distantes cuando tiene una 

coloración verde con estrías amarillas, mientras que para mercados locales esta puede 

transportarse cuando tiene una coloración verde con estrías amarillas y naranjas 

(Santamaría et al. , 2009). 

Cuando los frutos de papaya son manipulados o almacenados de manera inadecuada 

(durante su transporte o comercialización) pueden generarse pérdidas del producto que 

pueden variar desde un 5 hasta un 1 00% (Propapaya, 2012). El corto tiempo de vida de 

almacenamiento del fruto de papaya limita las distancias de exortaciones. Los frutos 

maduros se suavizan rápidamente y son fácilmente infectados por enfermedades a 

temperaturas bajas, lo que ocasiona que mucha de la fruta se desperdicie (Mahmud et al. , 

2008). Para evitar su descomposición los frutos de papaya deben mantenerse 

refrigerados durante su comercialización , transporte y consumo. El fruto es susceptible al 

daño por enfriamiento por lo cual no debe almacenarse a temperaturas menores de re. 
La fruta puede conservarse de 1 a 3 semanas entre re y 13°C en presencia de una 

humedad relativa entre 85% a 90% dependiendo del grado de maduración (Arias y Toledo, 

2007). Se sabe que las temperaturas bajas estimulan la síntesis de etileno, ocasionando 
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una aceleración de la maduración de los frutos (Wang, 1982; Chan et al, 1985). El etileno 

es una hormona que juega un papel vital en el reblandecimiento y maduración de las 

frutas. Estudios previos indican que la producción de etileno en frutos, como tomate y 

pepino, así como el reblandecimiento y maduración de los frutos se ven influenciados por 

radicales libres superperóxidos e hidroperóxidos producidos por ciertas proteínas tales 

como las LOXs (Sheng et al. , 2000; Xue-Yong et al. , 2012). 

Normalmente la recolección , envasado y transporte de las papayas son procesos de larga 

duración. Estos factores incrementan las posibilidades de que el producto pueda 

presentar laceraciones físicas. Debido a la gran diversidad de dificultades que pueden 

presentarse durante el manejo, almacenamiento y transporte de los frutos se requiere la 

generación de nuevos conocimientos que permitan la disminución de las pérdidas o la 

prolongación del tiempo de vida de anaquel de los frutos de papaya. 
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1.4 Fosfolipasas O 

Las fosfolipasas son enzimas que hidrolizan parte de los fosfolípidos componentes de las 

membranas celulares (Wang , 2000). Constituyen un grupo diverso y pueden ser 

clasificadas en fosfolipasas D (PLD), C (PLC), A2 (PLA2), A1 (PLA1) y B (PLB) de acuerdo 

al sitio de hidrólisis en los fosfolípidos. Cada clase puede dividirse en subfamilias basadas 

en sus secuencias, propiedades bioquímicas o una combinación de ambas (Richmond y 

Smith , 2011 ). La estabilidad de las membranas celulares está altamente relacionada con 

la tolerancia a diferentes tipos de estrés abiótico (Campos et al., 2003). El deterioro de las 

membranas celulares acelera el oscurecimiento enzimático y la sobreproducción de 

especies reactivas de oxígeno (ROS por sus siglas en inglés) en los frutos de diversas 

plantas (ver Figura 4). Las fosfolipasas se consideran enzimas clave en la medición de la 

degradación de las membranas celulares, un acontecimiento rápido y temprano en la 

senescencia de los tejidos durante la postcosecha (Li et al. , 2009). Las plantas acumulan 

ácido fosfatídico y ácidos grasos insaturados que son liberados a partir de lípidos, 

probablemente por fosfolipasas tipos D y A2 (Wang , 2000 ; Bargman et al. , 2009). 
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Figura 4. Clasificación de las fosfolipasas y efectos fisiológicos celulares de compuestos derivados 

de Ácido Fosfatídico (PA). Modificado de Hong et al. , 201 O. 

Las fosfolipasas D (PLDs por sus siglas en inglés) hidrolizan fosfolípidos, como la 

fosfatidilcolina y la fosfatidiletanolamina, en el enlace fosfodiéster del carbono en la 
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posición 3 liberando una molécula denominada grupo cabeza (un amino alcohol o una 

base nitrogenada) y ácido fosfatídico (PA por sus siglas en inglés), este último funciona 

como un mensajero lipídico implicado en el transporte intracelular de la membrana (ver 

Figura 4) (McDermott et al., 2004). Reportes previos en diferentes tejidos vegetales 

indican un aumento significativo de la producción de PA generado por las PLDs en áreas 

sometidas a daño mecánico. Las PLDs y sus productos inician la ruta de las oxilipinas la 

cual podría estar involucrada en la actividad de respuesta a daño mecánico, la 

acumulación de fenoles y el oscurecimiento enzimático en diversos tejidos vegetales (Lee 

et al. , 2001; Bargman y Munik, 2006). 

1.4.1 Clasificación de las PLDs 

En Arabidopsis thaliana se conocen 12 genes que codifican para proteínas tipo PLDs: 

PLDa (1, 2 y 3) , 13 (1 y 2) , y (1, 2 y 3) , ó, E y~ (1 y 2) (Wang, 2005; Hong et al., 201 0). Las 

PLDs muestran diferentes dependencia hacia dos reguladores celulares: el Ca2
+ y el 

fosfatidil-inositol 4,5-bifosfato (PIP2). Las PLDas representan la actividad convencional y 

predominante de las PLDs, son independientes del PIP2 y actúan en concentraciones 

milimolares de Ca2
+ (Pappan y Wang , 1999). Las PLDs 13 y y son dependientes del PIP2 y 

de concentraciones micromolares de Ca2
+ (Qin et al., 1997). Las PLDós son reactivas a 

altas concentraciones micromolares o bajas concentraciones milimolares de Ca2
+ y son 

estimuladas por la inclusión de ácido oleico; en contraste, las PLD~s son dependientes del 

PIP2 pero independientes del Ca2
+ (Qin et al., 2002). 

Los productos lipolíticos de las PLDs, tales como el PA y sus derivados, funcionan como 

mensajeros secundarios que afectan la estabilidad de las membranas celulares durante la 

senescencia y otros tipos de estrés (Paliyath y Droillard , 1992; Munnik et al., 1998; 

Liscovitch et al., 2000). Se ha observado en plantas de tomate que estos productos 

interactúan con proteínas G estimulando la apertura de canales de calcio (Aharon et al., 

1998). Las proteínas G son estimuladas por diferentes tipos de estrés abiótico incluyendo 

al estrés por daño mecánico (Urao et al., 1999). 

1.4.2 Estructura de las PLDs y Sitios Activos 

El sitio activo de las PLDs está formado por cuatro dominios conservados de aminoácidos 

(1-IV) de los cuales los dominios 11 y 111 contienen la secuencia .t!xfSxxxxQxxxxxxGSxN 
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(abreviados como HKD, donde x representan aminoácidos no conservados) que se 

encargan de la hidrólisis de los fosfolípidos (Ponting y Kerr, 1996; Xie et a/., 2000). Los 

residuos de histidina (H), lisina (K) y ácido aspártico (O) están involucrados en la 

hidrólisis de los enlaces fosfodiéster de los fosfolípidos (ver Figura 5). La histidina actúa 

como un nucleófilo que ataca al átomo de fósforo del fosfolípido (Sung et a/., 1997; 

Stuckey y Dixon, 1999). El sitio activo de las PLDs se forma cuando las secuencias de 

HKD están en la proximidad adecuada (ver Figura 6). La reacción ocurre de acuerdo al 

mecanismo ping-pong: un ataque sucesivo al sustrato por el grupo imidazol de las 

histidinas, componentes de las secuencias HKD. El ácido fosfatídico del fosfolípido 

liberado forma un enlace covalente temporal con el grupo imidazol del grupo histidina de 

la PLD produciendo un intermediario temporal que puede ser fácilmente liberado al 

reaccionar con agua (Tavernier y Pugin , 1995; Orth et a/. , 201 O). 

Las PLDs de plantas contienen un dominio encargado de la captación del Ca2
+ y la 

interacción con los fosfolípidos, llamado dominio C2. Este dominio se ubica en el extremo 

N terminal, y regula la translocación del Ca2
+ entre el citosol y las membranas (Wang, 

2000; Müller y Petry, 2006). La unión del dominio C2 con el Ca2
+ participa en el proceso 

de translocación de la PLD a sus sustratos en las membranas e induce cambios en la 

conformación de la enzima (Tiwari y Paliyath , 2011 ). Cuando la concentración de Ca2
+ es 

baja, las moléculas con carga negativa PtlnsP y Ptlns(4,5)P2 atraen a los aminoácidos 

arginina (R) y lisina (K), con carga positiva, del dominio C2 favoreciendo el enlace con los 

sustratos de la PLDa y la catálisis por PLD~ y PLDy (Hong et a/., 201 O). Las PLDs 

también incluyen al dominio PLD C terminal , el cual tiene una longitud aproximada de 70 

aminoácidos. Posee una secuencia conservada de FPD que está asociado a los dominios 

C2 y a los motivos del sitio activo de las PLD (Guo et a/., 2006). 
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Figura 5. Reacciones catalizadas por las PLDs y estructuras comunes de fosfolípidos que son 

sustratos de las PLDs. R representa un grupo alquilo, X representa un grupo polar. Modificado de 

Uesugi y Hatanaka, 2009. 

Figura 6. Mecanismo de acción de la hidrólisis de la fosfatidilcolina (PC) a ácido fosfatídico (PA) y 

colina. Modificado de Jenkins y Frohman, 2005. 

1.4.3 Efecto del silenciamiento/sobreexpresión de PLDs en plantas 

Se ha reportado que el silenciamiento del gen AtPLDa1 de Arabidopsis thaliana , tanto en 

variedades silvestres como tolerantes a temperaturas bajas, genera plantas con mayor 

tolerancia a la congelación (Welti et al. , 2002). También se ha observado aumentos 

significativos en la acumulación de osmolitos en plantas deficientes del gen AtPLDa1 
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(Rajashekar et al. , 2006). Otros reportes indican que el silenciamiento del gen AtPLDa1 

disminuye la respuesta del cierre de estomas en presencia de ABA debido a la diminución 

de la producción de óxido nítrico (NO), peróxido de hidrógeno (H20 2) y PA (Zhang et al., 

2009). La sobrexpresión del gen AtPLDó de Arabidopsis thaliana , tanto en variedades 

silvestres como tolerantes a temperaturas bajas, genera plantas con mayor tolerancia a la 

congelación (Li et al., 2004). Se ha reportado que la supresión de los genes AtPLDa1 y 

AtPLDó, ya sea de manera individual o simultánea, en Arabidopsis thaliana inhibe el cierre 

de los estomas ante condiciones de estrés hídrico (Uraji et al. , 2012). También se ha 

demostrado que la supresión de los genes AtPLDa1 y AtPLDó disminuye la producción de 

PA cuando las plantas son sometidas a estrés por daño mecánico; sin embargo, las 

plantas con silenciamiento no son más susceptibles al daño mecánico que las plantas 

control (Bargmann et al., 2009) . 
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1.5 Lipoxigenasas 

Las lipoxigenasas son enzimas dioxigenasas que estéreo específicamente insertan 

oxígeno molecular en ácidos grasos poliinsturados (PUFAs por sus siglas en inglés) 

produciendo hidroperóxidos de ácidos grasos poliinsaturados (Koshiishi et al. , 2006). Se 

encuentran ampliamente expresadas en animales, plantas y también en algunos hongos y 

bacterias (Quinn y Wang, 2008; Zheng y Brash, 201 0). Las enzimas LOXs de plantas no 

se encuentran delimitadas en un órgano en particular. Su presencia se ha confirmado en 

raíces, cotiledones, hipocótilos, flores y hojas y aún dentro de una misma planta, la 

actividad enzimática puede variar ampliamente dependiendo del órgano (Sanz et al., 

1992). 

Las lipoxigenasas llevan a cabo la transformación de los sistemas 1 ,4-cis (cispentadieno) 

de los PUFAs hasta un sistema 1-hidroperoxi-2,4-cis, trans-pentadieno (ver Figura 7) 

(Fernández et al. , 1994; Staswick y Tiryaki , 2004). Su especificad requiere que los dobles 

enlaces tengan una configuración cis, que el grupo metilénico central ocupe la posición w-

8 y que el átomo de hidrógeno que se va a separar del mismo esté en posición L (Bello, 

2000). El paso inicial y limitante de la velocidad de la reacción involucra la abstracción 

concertada de un protón y la oxidación de un electrón del sustrato PUFA produciendo un 

radical que es deslocalizado a través del sistema pentadieno. Después, el radical del 

PUFA reacciona con una molécula de oxígeno formando un radical peróxido intermediario 

que es después reducido y protonado por el centro ferroso de la enzima y una molécula 

de agua, respectivamente. La enzima entonces se prepara para la siguiente reacción 

(Youn et al., 2006; Koshiishi et al., 2006). La reacción enzimática requiere una energía de 

activación menor que la reacción puramente química y se requieren sustratos específicos 

ya que el ácido graso debe contener al menos dos enlaces dobles cis interrumpidos por 

un grupo metileno (Gurr et al., 2002; lvanov et al. , 2010). 
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Figura 7. Mecanismo de acción de acción de las enzimas lipoxigenasas. Modificado de lvanov et 

al., 201 O. 

En plantas, la inserción del oxígeno puede darse en dos posiciones: en el carbono en la 

posición 9 (C-9) o en el carbono en la posición 13 (C-13) , dando lugar a hidroperóxidos 9-

ó 13- con estereoespecificidad S (Palmieri-Thiers et al. , 2009) (ver Figura 8) . Reaccionan 

predominantemente con ácidos grasos poliinsaturados C-18, tales como el ácido linoleico 

(18:2) (LA por sus siglas en inglés) y el ácido a-linolénico (18:3) (ALA por sus siglas en 

inglés) , produciendo mayormente ácido 13-hidroperoxioctadecadienoico (13-HPODE por 

sus siglas en inglés) y ácido 13-hidroperoxioctadecatrienoico (13-HPOTrE por sus siglas 

en inglés) , respectivamente (Oiiw, 2002 ; Youn et al. , 2006). Estos productos, los 

hidroperóxidos de ácido octadecadienoico (HPOD por sus siglas en inglés) y los de ácido 

octadecatrienoico (HPOT por sus siglas en inglés) , son sustratos de diferentes enzimas 

(incluso otras LOXs) en la ruta metabólica de las LOXs (Gobel et al. , 2001) y son referidas 

como fito-oxilipinas u oxilipinas (Feussner y Wasternack, 2002 ; Liu y Han, 201 0). Las 

oxilipinas son una clase amplia y diversa de ácidos grasos poliinstaurados oxigenados y 

otros derivados (Rosahl y Feussner, 2005). La mayoría de las oxilipinas son producidas a 

través de la ruta de las LOXs la cual está involucrada con al menos otras siete rutas 

multienzimáticas (Feussner y Wasternack, 2002). Dos de las más estudiadas son la ruta 

de la aJeno óxido sintetasa (AOS por sus siglas en inglés) y la hidroperóxido liasa (HPL 

por sus siglas en inglés). En la ruta de la HPL se generan compuestos volátiles C6 
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conocidos como GLVs (Green Leaf Volatiles por sus siglas en inglés) los cuales poseen 

actividad antimicrobiana (Prost et al., 2005) y de defensa (Bate y Rothstein, 1998). En la 

ruta de la AOS se produce ácido jasmónico y otros derivados, como la jasmonil-isoleucina 

(JA-IIe) (ver Figura 9), llamados jasmonatos. Los jasmonatos están involucrados en 

funciones fisiológicas (ver Cuadro 3) de las plantas tales como su crecimiento, desarrollo, 

senescencia y respuestas al estrés (Turner et al. , 2002; Shin et al. , 2008; Hwang y Hwang, 

201 0). 

ca H 

~COOH ~COOH 
HOO OOH 

13-HPOTE 94-IPOTE 

Figura 8. Productos de la reacción de las LOXs. Tomado de Feussner y Wasternack, 2002. 
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Figura 9. Ruta de las oxilipinas. Modificado de Browse, 2009 y Hamann et al., 2009. Nomenclaura: 

13-LOX: 13-lipoxigenasa, AOS: aleno óxido sintasa, AOC: ale no óxido ciclasa , JAR 1: Jasmonic 

Acid Resistant1. 
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Cuadro 3. Algunas de las funciones fisiológicas de los productos derivados de lipoxigenasas en 

plantas. Tomado de Gurr et al., 2002. 

Situación Respuesta(s) 
Compuestos 

involucrados 

Resistencia Acido jasmónico; 

a patógenos 
Expresión de LOXs como sistemas de defensa. 

fitoalexinas (Hexanal) . 

Estrés por Acumulación de derivados 9-hidroperoxi de Lípidos 9-

sequía lípidos de la membrana. h idroperoxigenados. 

lnactivación del sistema fotosintético y oxidación 

Senescencia de la clorofila. Efectos complementarios con Jasmoninas. 

ABA y la producción de oxígeno. 

Maduración Efectos diferenciales de jasmonatos en la 
Jasmoninas. 

de frutos formación de etileno. 

Inducción de Estimulación de la expansión celular y Acido tuberónico y 

tubérculos acumulación de carbohidratos. otras jasmoninas. 

1.5.1 Estructura y Sitio Activo de las LOXs 

Las lipoxigenasas consisten en una cadena polipeptídica simple con una masa molecular 

de alrededor de 75-80 k Da en animales y alrededor de 94-104 k Da en plantas (Brash , 

1999). La estructura general de las LOXs, tanto en plantas como animales, consiste en 

dos dominios grandes: un dominio N-terminal-¡3-barril (conocido como PLAT) y un dominio 

e-terminal (conocido como dominio LOX) mayormente a-helicoidal (ver Figura 1 0). Un 

átomo de hierro (que forma parte del sitio activo) se encuentra situado en el dominio e

terminal (Rapp el al., 2009; Umate, 2011). Las LOXs de algunas plantas pueden ser 

enzimáticamente divididas en dos fragmentos que pueden permanecer estrechamente 

asociados mientras que la enzima aún permanece activa. La separación de los dominios 

produce la pérdida de actividad catalítica (Ramachandran et al., 1992). 

El dominio e-terminal o dominio LOX consiste de 18 a 22 hélices y de una a dos láminas 

13 antiparalelas en el extremo opuesto al barril N-terminal. Dos largas hélices centrales 

cruzan por el sitio activo; ambas hélices incluyen tramos internos de la hélice que 

proveen tres ligandos de histidina al sitio activo de hierro (Gil! mor el al. , 1997). 
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El dominio N-terminal o dominio PLAT está compuesto de aproximadamente 150 residuos. 

Este dominio lleva a cabo la unión de la LOXs con las membranas y la adquisición del 

sustrato. Posee una estructura de ¡3-barril compuesto de dos hojas de cuatro hebras cada 

una. Las regiones más conservadas coinciden con las hebras f3 y la mayoría de los 

residuos conservados son internos a excepción de una lisina o arginina que se produce 

en la superficie de la quinta hebra f3 (Bateman y Sandford, 1999; Tatulian et al., 1998). 

Estudios recientes de la sobrexpresión de una lipoxigenasa del maíz (Zea mays) , la 

ZmLOX1 , en plantas transgénicas de arroz (Oryza sativa) indican que el dominio PLAT 

desempeña una función esencial en la captación del Ca2
+ así como en la translocación y 

adhesión de la ZmLOX1 a las membranas de los cloroplastos (Cho et al., 2011 ). 

La activación específica de las LOXs es una propiedad muy importante de sus roles en las 

funciones celulares ya que al encontrarse aisladas estás presentan un estado ferroso 

(Fe2+) inactivo el cual cambia a un estado férrico activo (Fe3+) cuando reaccionan con un 

equivalente del producto hidroperóxido (Fernández et al., 1994; Wecksler et al., 2008). 

La oxidación de la enzima férrica activa es requerida para la catálisis (Brash, 1999). El 

átomo de hierro está octaédricamente coordinado con cinco residuos de aminoácidos 

conservados entre los distintos reinos: tres histidinas, una asparragina y un residuo de 

isoleucina (o valina) en el extremo e-terminal. Una molécula de agua o un grupo hidróxido 

pueden ocupar la posición del sexto ligando (Brash , 1999; Andreou et al., 201 O). 

Figura 10. Estructura tridimensional de la proteína lipoxigenasa L-1 de soya. Componentes: 

dominio PLAT (N-terminal) , dominio LOX (C-terminal) y el átomo de fierro (integrado en el dominio 

LOX). Modificado de OPM , 2013. 
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1.5.2 Clasificación y nomenclatura 

Existen diferentes clasificaciones de las LOXs. Una forma de clasificar a las LOXs de 

plantas consiste en su agrupación de acuerdo a la regioespecificidad de la oxigenación 

clasificándose en enzimas 9-LOX, que forman específicamente ácidos 9-hidroxiperoxi 

grasos, o 13-LOX, que predominantemente catalizan la formación de ácidos 13-

hidroperoxi grasos (Youn et a/. , 2006; Bannenberg et al. , 2009). Esta nomenclatura está 

basada en la inserción del oxígeno (carbono 9 o 13) y en las estereoconfiguraciones R/S y 

E/Z del producto hidróxido-PUF A resultante (Stanley, 2000; Farooqui , 2011 ). Los 

sustratos más comunes de las LOXs de plantas (linoleatos o linolenatos) siguen un 

mecanismo 13-LOX. Los carbonos de los sustratos se cuentan desde la cola hasta el final 

de la cadena y el oxígeno reacciona en la posición w-6 (Brash , 1999). Algunas enzimas 

LOX pueden formar ácidos grasos 9- y 13- hidroperoxi y son denominadas como LOXs no 

tradicionales. Las LOXs no tradicionales son recurrentes en plantas monocotiledóneas 

(Kim et al. , 2003; Jang et a/., 2007; Wang et a/., 2008). Las lipoxigenasas LOX1 , 2 y 3 de 

la soya tienen distintos productos específicos a distintos valores de pH. La LOX1 tiene un 

pH óptimo de 9, produciendo ácido (13S)-hidroxiperoxioctadecanoico (HPOD) como el 

mayor producto del ácido linoléico. La LOX2 tiene un pH óptimo de 6.1 y forma 

proporciones iguales de 9- y 13-HPODs, mientras que la LOX3 tiene un pH óptimo de 6.5 

y produce aproximadamente 9- y 13-HPODs con una relación respectiva de 65% y 35% 

(Huang y Schawn, 2011). 

Otra forma de clasificación de las LOXs está basada en el tipo de similitud de sus 

secuencias de aminoácidos. Las LOXs tipo 1 contienen aminoácidos de no-transición, 

comparten una similitud alta en sus secuencias (más de un 75%) y pueden ser 9- o 13-

LOXs (Liu y Han, 201 O) . Las LOXs tipo 2 poseen secuencias putativas de péptidos de 

transito al cloroplasto, muestran una similitud moderada de sus secuencias (alrededor de 

un 35%) y la gran mayoría de las LOXs de este tipo son 13-LOXs (Feussner y Wasternack, 

2002). Las LOXs tipo 2 pueden además ser divididas en dos subgrupos (ver Figura 11 ). El 

primero incluye a aquellas LOXs involucradas en la biosíntesis de ácido jasmónico 

inducida por lesiones en la planta. El segundo grupo consiste en isoformas de LOXs que 

juegan un papel clave en la generación de derivados de ácidos grasos volátiles de cadena 

corta (Mariutto et al. , 2011 ). 
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Figura 11. Ejemplos de LOXs tipo1 y tipo 2. Tomado de Mariutto et al., 2011 . 

1.5.3 Localización intracelular y ruta de las oxilipinas 

La localización intracelular de las LOXs proporciona información de sus distintas 

funciones fisiológicas en las plantas. Se ha observado una ocurrencia de formas 

particulares en el citosol y las vacuolas. En cotiledóneas además de LOXs solubles se 

han encontrado LOXs particulares en las membranas microsomales, membranas 

plasmáticas y en cuerpos lipídicos. Se pueden distinguir 12 diferentes LOXs en pepino, 

mientras que en las hojas de soya hay más de seis diferentes LOXs. En plantas como la 

cebada, Arabidopsis thaliana y la espinaca se han detectado LOXs mayormente en el 

interior de los cloroplastos de las hojas (Feussner y Wasternack, 2002; Xue-Yong et al. , 

2012). 

La Figura 12 es un modelo propuesto de la localización de las LOXs y otras enzimas en la 

ruta de las oxilipinas. Las 13-LOXs cloroplásticas producen 13-HPOT que es empleado en 

la síntesis de ácido jasmónico por la acción de la AOS en la envoltura interna del 

cloroplasto. Los hidroperóxidos 9- y 13-, que son empleados para la síntesis de 

compuestos C6 volátiles por la acción de la hidroperóxido liasa (HPL) , localizada en la 

envoltura externa del cloroplasto, son producidos por LOXs citosólicas o cloroplásticas. 

Estos compuestos también están involucrados en la peroxidación de los lípidos de la 

membrana que eventualmente actúan como parte de la respuesta hipersensible de 

plantas infectadas por patógenos (Porta y Rocha, 2002). 
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Figura 12. Local ización de las LOXs en la ruta de las oxilipinas. Modificado de Blee, 2002. 

1.5.4 Genes que codifican para proteínas tipo LOX 

Los genes LOXs de la oliva (Olea europaea) son predominantemente expresados durante 

la maduración del fruto y se cree que este hecho se relaciona con la senescencia de la 

planta (Palmieri-Thiers et al., 2009) . Casos similares se han observado en el kiwi (Actinida 

deliciosa), puesto que parece ser que la actividad de los genes LOXs incrementa con la 

maduración del fruto inducida por etileno (Zhang et al., 2006). También se sabe que 

algunos genes LOXs intervienen en la germinación de arroz (Oryza sativa) (Mizuno et al., 

2003) y de la almendra (Prunus dulcis) (Mita et al. , 2001 ). Los genes LOXs son de suma 

importancia en la generación de los compuestos volátiles que conforman el aroma del 

durazno (Prunus persica) (Zhang et al., 2011). Se han identificado cinco diferentes genes 

LOXs durante la maduración del tomate (Solanum lycopersicum) (TomLOXA , B, C, O y E) 

(Schawb et al., 2008). 

En chícharo (Pisum sativum), los genes LOXs exhiben especificidad tisular y regulan el 

desarrollo. Se cree que algunos participan en el desarrollo de nódulos de las raíces y 

tiene un papel defensivo en las relaciones tróficas entre plantas y nematodos patógenos 

(Veronico et al., 2006). Un gen 9-LOX es transitoriamente inducido durante el crecimiento 
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de la papa y su supresión resulta en la reducción del tamaño del tubérculo (Kolomiets et 

al., 2001). Se han identificado varios locus de lipoxigenasas en el genoma completo de 

Arabidopsis thaliana (ver Cuadro 4) y en genoma casi completo de Medicago trunculatula. 

Esto sugiere que pueden existir genes LOXs no identificados en otras especies de plantas 

(Shin et al., 2008). 

Cuadro 4. Características de las AtLOXs. Tomado de TAIR, 2012. 

Número de 
AtLOX Funciones Localización 

acceso (NCBI) 

Defensa contra bacterias, crecimiento, oxidación 
Citoplasma, 

AtLOX1 de lípidos, degradación de las membranas NM_1 04376.2 

celulares y biosíntesis de ácido jasmónico. 
plásmidos 

AtLOX2 
Transporte de iones de calcio, biosíntesis de ácido Cloroplasto, 

NM_114383 
jasmónico y respuesta a temperaturas bajas. citoplasma 

AtLOX3 
Sistema de defensa del cloroplasto, biosíntesis de 

Cloroplasto NM_101603 
etileno, crecimiento y oxidación de lípidos. 

Crecimiento, oxidación de lípidos, defensa contra 

AtLOX4 bacterias, respuesta a daños mecánicos y Cloroplasto NM_105911 

biosíntesis de ácido jasmónico. 

Defensa contra insectos, oxidación de lípidos, 
Cloroplasto, 

AtLOX5 desarrollo de raíces y biosíntesis de ácido NM_113137 

jasmónico. 
citoplasma 

Oxidación de lípidos, respuesta a daños mecánicos 
Cloroplasto, 

AtLOX6 membrana NM_105423 
y biosíntesis de ácido jasmónico. 

plasmática 

1.5.5 Expresión de los genes LOX en condiciones de estrés abiótico y 

biótico 

En la actualidad se conocen varios factores que propician la expresión de genes LOXs. 

Algunos ejemplos son la inducción por jasmonatos, heridas en las plantas (Seltman et al., 
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201 O) , infestación por pestes de insectos (Liu y Han, 201 O) y la disminución de la 

temperatura (Zhang et al., 2011 ). 

Algunos genes LOXs son activados por el daño causado por gusanos en plantas como 

Arabidopsis thaliana , tabaco y tomate (Bruinsma et al., 201 O) . Se conocen seis diferentes 

genes LOXs en Arabidopsis thaliana: dos 9-LOXs (AtLOX1 y AtLOXS) y cuatro 13-LOXs 

(AtLOX2, AtLOX3, AtLOX4 y AtLOX6) (TAIR, 2010; Kilaru et al. , 2011). El gen AtLOX1 

aumenta su expresión durante el ataque de patógenos y durante el tratamiento con ácido 

jasmónico y MeJA (Melan et al. , 1993). El gen AtLOX2 es necesario para la síntesis de 

ácido jasmónico por heridas en la planta (Bell et al. , 1995). Los genes AtLOX3 y AtLOX4 

son necesarios para la fertilidad masculina (Caldelari et al. , 2011 ). El gen AtLOXS 

participa en el desarrollo de las raíces (Vellosilla et al. , 2007). Los genes AtLOX6, AtLOX2, 

AtLOX3 y AtLOX4 participan en el sistema de respuesta de hojas sometidas a daño 

mecánicos (Chauvin et al., 2012). 

Dos genes 13-LOXs de Solanum tuberosum (papa), LOXH1 y LOXH3, presentan 

diferentes patrones de expresión cuando el tejido de la planta es dañado: LOXH1 

mantiene su expresión constante mientras que LOXH3 aumenta su expresión de manera 

significativa (Royo et al., 1996; Farmaki et al., 2007). En plantas de Solanum lycopersicum 

(tomate) sometidas a daño mecánico se presenta un incremento de la expresión del 

TomLOXD (ortólogo de la LOXH3 de papa) en hojas mientras que la expresión del 

TomLOXC (ortólogo de la LOXH1 de papa) mantiene su expresión constante en frutos 

dañados (Heitz et al., 1997). 

Se ha observado que los genes LOXs de diversas plantas sometidas a tratamientos con 

fitohormonas presentan diferentes respuestas de expresión. Recientemente los genes 

LOXs del maíz ZmLOX10 y ZmLOX11 han sido caracterizados molecular y 

bioquímicamente. ZmLOX10 se expresa preferencialmente en hojas y es inducido en 

respuesta a heridas, temperaturas bajas, inoculación con Cochliobolus carbonum, 

hormonas defensivas como el JA, SA y ABA ZmLOX11 se expresa preferencialmente en 

los estigmas y es inducido en las hojas por la presencia de ABA, lo que indica su posible 

participación en las respuestas al estrés osmótico (Nemchenko et al. , 2006). ZmLOX6 

presenta una disminución de su expresión al ser sometido a tratamientos con SA y ABA, 

mientras que es inducido por el JA (Nemchenko et al., 2006; Gao et al., 2008). 

36 



Capítulo 1 

Estudios realizados en frutos de durazno (Prunus persica) sometido a temperaturas bajas 

reportaron que el gen PpLOX4 aumenta su expresión durante el tiempo que el fruto es 

almacenado a bajas temperaturas y posteriormente disminuye su expresión cuando el 

fruto se mantiene a temperatura ambiente. La expresión de los genes PpLOX1 , PpLOX2 y 

PpLOX3 en general presentaron un comportamiento contrario al del PpLOX4 en las 

mismas condiciones de estrés (Zhang et al. , 2011 ). 

Un estudio realizado en Caragana jubata , una especie de planta que crece en zonas de 

elevada altitud y de frío extremo de los Himalayas (Bhardwaj et al. , 201 0) , reveló que el 

gen CjLOX se expresa a temperaturas bajas y que su regulación está influenciada por 

distintas fitohormonas tales como el ABA, SA y MeJA, observándose un aumento de la 

expresión debido al MeJA. Esta información sugiere que la ruta metabólica del jasmonato 

tiene un rol imparte en respuestas a las bajas temperaturas (Kumar et al., 2011 ). 

Se ha reportado que frutos de pepino (Cucumis sativus L.) sometidos a tratamientos con 

MeJA y daño mecánico aumentan la expresión de 10 genes CsLOXs (Xue-Yong et al., 

2012). 

1.5.6 Efecto del silenciamiento/sobreexpresión de LOXs en plantas 

La modificación de la expresión de las LOXs en diferentes especies de plantas genera 

cambios significativos en los mecanismos de respuesta a distintos tipos de estrés. Por 

ejemplo, plantas transformadas de tabaco con silenciamiento de los genes que codifican 

para las LOXs son más susceptibles al ataque de insectos que suelen alimentarse de la 

planta de tabaco así como de nuevas especies de insectos (Kessler, Halitschke y Baldwin , 

2004). Un efecto similar se observa en plantas de papa con silenciamiento del gen 

LOXH3 ya que estas presentan menor resistencia al daño mecánico producido por 

herbívoros. Esto probablemente se deba a la disminución de la actividad de los genes de 

respuesta al JA y de inhibidores de proteínas. Sin embargo, los niveles de jasmonatos se 

mantuvieron constantes (Royo et al., 1999). En contraste, el silenciamiento del gen 

LOXH1 en la planta de papa genera una disminución de la cantidad e intensidad de los 

compuestos volátiles mientras que los genes de respuesta al JA no modificaron su nivel 

de expresión cuando se aplicó estrés por daño mecánico en la planta (León et al., 2002; 

Salas et al., 2005). 
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Los silenciamientos de los genes TomLOXA y TomLOXB no producen cambios 

significativos en el aroma de frutos de tomate; pero la supresión del gen TomLOXC afecta 

de manera importante la producción de compuestos volátiles derivados de ácidos grasos 

(Chen et al., 2004; Schawb et al. , 2008). 

En el caso de Arabidopsis thaliana la supresión del gen AtLOX2 disminuye la 

susceptibilidad de la planta al parasitoide C. rubecula, debido probablemente al cambio de 

la producción de compuestos volátiles (Van Poecke y Dicke , 2002). También se ha 

reportado que la supresión simple o combinada de las AtLOXs 2, 3, 4 y 6 causan una 

disminución significativa de la síntesis de JA y jasmonil-isoleucina, mayor susceptibilidad 

de las plantas al daño mecánico producido por larvas de insectos que se alimentan de las 

hojas nuevas y modificación del fenotipo de la planta (Chauvin et al., 2012). 
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1.2 JUSTIFICACIÓN 

México presenta una gran variedad de vegetación , ocupando el cuarto lugar a nivel 

mundial con 25,000 especies registrada de las 250,000 conocidas y se calcula que hay 

30,000 más aún no descritas dentro del territorio nacional, lo cual lo colocaría en segundo 

lugar en el mundo (INEGI , 2011). México es uno de los países líderes en el comercio 

internacional de productos hortofrutícolas (Macías, 201 O) siendo en el 201 O el primer 

exportador de Papaya a nivel mundial (FAO, 2012). Sin embargo, se ha reportado que las 

frutas tropicales pueden presentar pérdidas de entre el 30% y 60% después de su 

cosecha durante su transporte y almacenamiento (Hewett, 2003). En el caso de los frutos 

de papaya mexicana no se conoce una cifra exacta sobre la cantidad de las pérdidas a 

nivel postcosecha debido a daño mecánico; sin embargo, según Propapaya (2012), se 

sabe que las pérdidas pueden ser desde un 5% y hasta un 1 00% cuando el producto no 

ha sido tratado adecuadamente y las condiciones de mercado no son las adecuadas. 

A pesar de los esfuerzos de los productores para prevenir pérdidas en la producción de 

frutos de papaya, estas pérdidas permanecen latentes. Una alternativa que ha tomado 

mucha importancia en los últimos años es la modificación genética de las plantas, debido 

a que esta alternativa resulta más eficiente cuando se pretende que un organismo tenga 

una característica determinada. Se sabe que las fosfolipasas D y las lipoxigenasas 

intervienen de manera importante en las rutas metabólicas de las fitohormonas de las 

plantas y de respuestas a estrés (Zhao et al., 201 0). Estudios previos señalan que la 

sobrexpresión o el silenciamiento de genes que codifican para las enzimas anteriores 

tienen importantes consecuencias en estas rutas. A la fecha en el caso de frutos de C. 

papaya no se conoce en su totalidad que elementos de señalización se encuentran 

involucrados en respuesta a un daño mecánico. Por medio de la presente investigación se 

pretende llevar a cabo la caracterización a nivel molecular de fosfolipasas D y 

lipoxigenasas en frutos de C. papaya permitiendo a corto plazo entender mejor el 

mecanismo de señalización activado por un daño mecánico y a largo plazo la generación 

de frutos más tolerantes a este tipo de estrés favoreciendo la disminución de las pérdidas 

de este producto. 
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1.3 OBJETIVOS 

1.3.1 Objetivo general 

Determinar la participación de los genes que codifiquen para fosfolipasas O y 

lipoxigenasas en condiciones de estrés por daño mecánico en frutos de Carica papaya 

cultivar Maradol. 

1.3.2 Objetivos específicos 

• Detectar mediante un análisis in silico posibles secuencias homólogas a genes PLDs y 

de LOXs en el genoma de C. papaya. 

• Determinar la expresión diferencial de genes que codifican para proteínas tipo PLDs y 

LOXs en frutos de C. papaya sometidos a un daño mecánico. 

• Estandarizar una metodología para la determinación del grado de peroxidación lipídica 

y la concentración de peróxido de hidrógeno en tejidos de cáscara de frutos de papaya 

sometidos a daño mecánico. 

1.4 HIPÓTESIS 

Estudios bioquímicos en frutos y otros tipos de tejidos de plantas han evidenciado la 

participación de las PLDs y LOXs en el(los) mecanismo(s) de respuesta causado(s) por 

daño mecánico. Con base a los antecedentes, genes homólogos de PLDs y LOXs 

podrían participar en el estrés causado por daño mecánico en frutos de C. papaya cultivar 

Maradol. 
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Figura 13. Estrategia experimental general para la caracterización de genes PLDs y LOXs en 

frutos de C. papaya sometidos a daño mecánico. 
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CAPÍTULO 11. ANÁLISIS IN S/LICO DE GENES QUE CODIFICAN PARA 

FOSFOLIPASAS D (PLDs) Y LIPOXIGENASAS (LOXs) EN C. papaya 

2.1 INTRODUCCIÓN 

La investigación biotecnológica moderna se apoya por un lado en procesos 

experimentales y por otro en la búsqueda de información asistida por computadoras e 

internet en bancos de datos estructurales y funcionales de genes, proteínas y otras 

biomoléculas. Este último proceso es conocido como análisis in silico (Muller, 2009). 

Estas nuevas metodologías son posibles gracias al avance en el campo de la 

bioinformática que permite ordenar la gigantesca cantidad de datos que se han generado 

por la constante secuenciación de nuevos genomas de organismos de interés (NCBI , 

Phytozome, EMBL-EBI). Las herramientas bioinformáticas disponibles de forma gratuita 

nos permiten buscar y comparar de una manera rápida y eficiente estas secuencias entre 

distintas especies (BLAST y FASTA) , predecir in silico las secuencias nucleotídicas y 

proteicas de nuevos genes y proteínas (Softberry) , predecir la posible estructura y posible 

función de los genes y proteínas elucidadas (Multiple Sequence Alignment, Phyre 2, Pfam, 

Prosite) así como el diseño de oligonucleótidos específicos para los genes putativos (IDT) 

(Oliva y Vida! , 2006). 

Una vez obtenidas las secuencias putativas de interés estas pueden analizarse para 

construir arboles filogenéticos (diagramas que indican las relaciones ancestrales entre los 

organismos que producen las proteínas o los genes que las codifican) (Voet et al., 2007) 

cuya construcción puede realizarse por distintos métodos. Entre estos métodos se 

encuentran el de distancias, en el cual las relaciones evolutivas se infieren sobre la base 

del grado de similitud global de los organismos, y el de parsimonia, que infiere las 

relaciones filogenéticas sobre la base del número mínimo de cambios evolutivos que 

deben haberse producido desde que los organismos compartieron por última vez un 

ancestro común (Pierce, 201 0). A partir de la construcción de estos árboles se pueden 

elucidar las posibles funciones de las proteínas putativas en estudio. 
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La utilización de estas herramientas bioinformáticas permite el constante diseño de 

secuencias de nuevos genes y proteínas que sean los mejores candidatos para la función 

deseada. 

En este capítulo se describen las diferentes herramientas bioinformáticas empleadas para 

el análisis in si/ico de genes putativos de PLOs y LOXs en el genoma de C. papaya a 

partir de genes PLDs y LOXs conocidos en el genoma de A. thaliana. Las secuencias 

nucleotídicas de los genes candidatos de CpPLDs y CpLOXs fueron empleadas para el 

diseño de oligonucleótidos específicos (primers) así como para la obtención de 

predicciones de proteínas CpPLDs y CpLOXs a las cuales se les realizaron diferentes 

análisis filogenéticos. 
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2.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

Se realizó una consulta bibliográfica para seleccionar genes PLDs y LOXs presentes en el 

genoma de A. thaliana de los cuales existen antecedentes de su participación en los 

mecanismos de respuesta a diferentes tipos de estrés abióticos. Una vez seleccionados, 

se obtuvieron las secuencias nucleotídicas y de aminoácidos de los genes candidatos, por 

medio de la base de datos NCBI (National Center for Biotechnology lnformation; 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) , y se procedió a realizar predicciones de genes ortólogos en 

el genoma de C. papaya por medio de la herramienta FASTA de la base de datos EMBL

EBI (The European Bioinformatic lnstitute; http://www.ebi.ac.uk!Tools/sss/fastal) y de la 

herramienta FGNESH+ del servidor SOFTBERRY (http://www.phytozome.net/). 

Posteriormente se realizaron diferentes análisis bioinformáticos para una mejor 

caracterización de los genes y proteínas putativas de PLDs y LOXs en C. papaya. A 

continuación se enlistan los análisis realizados: 

Cuadro 5. Análisis bioinformáticos empleados para la predicción de genes y proteínas putativas de 

PLDs y LOXs en C. papaya. 

Alineamientos ClustaiW2 
EMBL-EBI http ://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ 

de secuencias BOXSHADE 

de aminoácidos 3.21 
Expasy http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html 

Pfam 27.0 

Análisis de 
Prosite y Sanger http://pfam.sanger.ac.ukl 

Translate tool Expasy http :/ /prosite. expasy. org/ 
dominios y 

Multiple http :/ /web. expasy .org/translate/ 
motivos 

Sequen ce WEBLOGO http :/ /weblogo. berkeley. ed u/logo .cg i 

Alignment 

Análisis PHYRE 

tridimensionales Automatic fold Phyre2 
http://www.sbg .bio.ic.ac.uklphyre2/html/page.cgi?id 

=index 
de proteínas Recognition 
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Server 

Construct 

Maximum 

Likehood 
Análisis 

Tree MEGA 5.1 Tamura et al., 201 1 
filogenéticos 

Construct 

Neighbor-

Joining Tree 

Una vez que se obtuvieron las secuencias nucleotídicas y de aminoácidos putativas de los 

mejores cand idatos se procedió a realizar el diseño de oligonucleótidos de ADN (primers) 

específicos de los genes candidatos empleando el programa OligoAnalyzer3.1 de IDT 

(lntegrated Device Technology; 

http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/). 
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2.3 RESULTADOS 

Se obtuvieron las secuencias nucleotídicas y de aminoácidos de 2 PLDs (AtPLDa1 y 

AtPLDó) y 6 LOXs (AtLOX1-6). Los genes anteriores fueron seleccionados debido a que 

existen antecedentes de la participación de estos en los sistemas de señalización por 

daño mecánico en hojas de A. thaliana (Wang et al., 2000; Zien et al. , 2001 ; Bell et al. , 

1995; Chauvin et al., 2012). En el cuadro siguiente se indican los números de acceso de 

la base de datos NCBI de los genes seleccionados: 

Cuadro 6. Números de accesos de genes AtPLDs y AtLOXs del NCBI. 

Número de acceso de la Número de acceso de la 
Gen 

secuencia nucleotfdica secuencia de aminoácidos 

AtPLDa1 NM_112443.2 NP _188194.1 

AtPLDó NM_1197 45.3 NP 567989.1 

AtLOX1 NM_1 04376.2 NP 175900.1 

AtLOX2 N M_114383.2 NP _566875.1 

AtLOX3 NM_1 01603.2 NP _564021 .1 

AtLOX4 NM_1 05911.4 NP 177396.1 

AtLOX5 NM_113137.3 NP 188879.2 

AtLOX6 NM_1 05423.2 NP _176923.1 

Las secuencias nucleotídicas seleccionadas fueron comparadas con el genoma de C. 

papaya empleado la herramienta FASTA de EMBL-EBI. A partir de cada análisis se 

obtuvo una lista de los contigs del genoma de C. papaya que presentaban homología con 

las secuencias nucleotídicas de los genes seleccionados de A. thaliana. Se obtuvieron las 

secuencias de los contigs de C. papaya que presentaron los mejores parámetros 

estadísticos (mayores valores de score, identidad y valores negativos de E menores a -

20). En el caso de las CpPLDs putativas se seleccionaron los primeros contigs de sus 

respectivas listas de contigs homólogos en C. papaya mientras que para las LOXs 

putativas se seleccionaron los seis primeros contigs de sus respectivas listas. 
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Se realizaron predicciones de genes y proteínas putativas de PLDs y LOXs en el genoma 

de C. papaya por medio de la herramienta FGNESH+ del servidor SOFTBERRY. El 

análisis se realizó empleando los contigs de C. papaya seleccionados así como las 

secuencias de aminoácidos de los genes en A. thaliana. Se obtuvieron un total de 38 

predicciones: una CpPLDa1 , una CpPLDó y 36 CpLOXs (seis predicciones por cada 

AtLOX). Es necesario mencionar que varias predicciones proteicas de las LOXs eran casi 

idénticas (con una diferencia de 30 a 40 aminoácidos) ya que varios de los contigs de C. 

papaya seleccionados presentaron diferentes valores de identidad con más de un AtLOXs. 

Por lo tanto , se descartaron las predicciones repetidas con parámetros estadísticos 

menores y se obtuvieron un total de 8 predicciones nucleotídicas y proteicas de CpLOXs 

putativos: tres genes ortólogos a AtLOX1 (CpLOX1.1 , CpLOX1.2 y CpLOX1.3) , un gen 

ortólogo a AtLOX2 (CpLOX2), un gen ortólogo a AtLOX3 (CpLOX3) , dos genes ortólogos 

a AtLOX5 (CpLOX5.1 y CpLOX5.3) y un gen ortólogo a AtLOX6 (CpLOX6). 

Posteriormente se realizaron alineamientos de las secuencias de aminoácidos de los 

genes AtPLDs y los CpPLDs putativos y de los AtLOXs y los CpLOXs putativos 

empleando las herramientas ClustaiW2 y BOXSHADE 3.21 (ver Figuras 14, 15 y 16). 

Puede observarse que tanto las AtpPLDs como los segmentos de contigs seleccionados 

(predicciones) presentan los dominios C2, HKD (por duplicado) y el dominio PLD C 

terminal. Se observó la conservación de grupos de lisina y arginina en todas las AtLOXs y 

los contigs de C. papaya en el intervalo comprendido entre los primeros 100 aminoácidos. 
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AtPLDal 1 
CpPLDal 1 

AtPLDal 61 
CpPLDal 60 

AtPLDal 121 
CpPLDal 120 

AtPLDal 181 
CpPLDal 180 

AtPLDal 241 
CpPLDal 240 

AtPLDal 301 
CpPLDal 300 

AtPLDal 361 
CpPLDal 359 

AtPLDal 421 
CpPLDal 419 

AtPLDal 481 
CpPLDal 479 

AtPLDal 541 
CpPLDal 539 

AtPLDal 601 

CpPLDal 599 

AtPLDal 661 

CpPLDal 659 

AtPLDal 721 
CpPLDal 719 

AtPLDal 781 
CpPLDal 779 
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EEOPRNYLTFFCLGNREVKK 
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HLIYITGWSVY 
HLIYITGWSVY 

LEHOLPGHLLRYPIGV 
LEHOLPGHLLRYPIGV 

PI!:] 
R[E 

Figura 14. Alineamiento de la AtPLDa1 y la CpPLDa1 putativa de C. papaya. C2: dominio C2 

(línea verde) , HKD: dominios HKD (línea roja) y PLD C: dominio PLD terminal (línea azul) . Los 

aminoácidos resaltados son los característicos de sus respectivos dominios. 
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AtPLDd 181 QIH 
CpPLDd 1.69 KNP 
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AtPLDd 
CpPLDd 

AtPLDd 
CpPLDd 
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CpPLDd 

AtPLDd 
CpPLDd 
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T~VD~L~K~ES~RS~~G~D~EK~TSND~K~ 
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L~R-TT!!fi:lA~Sii 

Figura 15. Alineamiento de la AtPLDó y la CpPLDó putativa de C. papaya. C2: dominio C2 (linea 

verde) , HKD: dominios HKD (línea roja) y PLD C: dominio PLD terminal (línea azul). Los 

aminoácidos resaltados son los característicos de sus respectivos dominios. 

68 



Capítulo 11 

Puede observarse que tanto los AtLOXs como las predicciones en C. papaya presentan 

los dominios PLAT y LOX. Se observó la conservación de grupos de histidinas en todas 

las AtLOXs y los contigs de C. papaya en el intervalo comprendido entre los aminoácidos 

400 y 600. Estas histindinas son parte del sitio activo de las lipoxigenasas (Steczko et al. , 

1992). 
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CpLOX1_ 1 
CpLOX1 _ 3 
CpLOX1 2 
AtLOX1 
CpLOXS 2 
CpLOXS_ 1 
AtLOXS 
AtLOX2 
CpLOX2 
AtLOX3 
AtLOX4 
CpLOX3 
AtLOX6 
CpLOX6 

CpLOX1 _ 1 
CpLOX1_ 3 
CpLOX1 2 
AtLOX 1 
CpLOX5 _ 2 
CpLOX5 _ 1 
AtLOXS 
AtLOX2 
CpLOX2 
AtLOX3 
AtLOX4 
CpLOX3 
AtLOX6 
CpLOX6 

CpLOX1 1 
CpLOX1 _ 3 
CpLOX1 2 
AtLOX1 
CpLOX5 _ 2 
CpLOX5 _ 1 
AtLOXS 
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1 
1 
1 
1 
1 
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1 
1 
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1 
1 
1 
1 
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1 
1 
1 
1 
1 
1 
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42 
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30 
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20 
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121 
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72 
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91 

118 
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-----------------MYCRES---------------LSSLQTLNVAKSLSSLFPKQSA 
MAYRVAPRQRTLPRSALRSCRITTKFKVSSENKKMNTRIETLHTTNLFPLYSSSFSSSTS 
------ - -----------MALAKELMGYPLITERSSLVSSASH----FKKRTQS - --TQF 
--- - ------------ - -MALANEIMGSRLIFERSSSLASPFHSRFSIKKKTQR- - -TQF 
------------------MALAKEMMGYSMIE-RSPWLASSKKLRLKYRDNSLPQRKTQL 
------------------MFVASPV---KTNFNGVSLVKSPA--------FSALSCRKQH 
------------------MYAIKPIPLFKTEFFGATVRNVPANYGGGENEFMQGSYRVGS 

-----------------MLRHLK~FAGE---DGAVIGKK-----------SRFGVGEQK 
------- ------- - --MMKHVIDLWASKYCRSKKMLKQC- -- --------GRRECDETR 
-----------------MSTQTT~IVGK--- -- - -- ----------- - - - ---------
-----------------MFGELRDLLTGG------------------------GNETTTK 
-------------------------------------------------------MDETI 
------------------- - - - ---------------------------------MDETI 
----------------MIHTDIA~ILCVKPKTTKKTKTME - - - ------ --EDVKKTTTM 
LIN-PISAGRRNNLPRPNLRRRCKVTASRANIEQEGN--------------TVKEPIQNI 
NVSKPSALSHDRNFLRPIYTHHYSLCKSKKLLQHHARSLCVRGSTNPFQELSIRYKQDHI 
SINPFDRRPRKTK--SGVVAAIS~LVKTLRFSTTTGDRK---------SEEEEKAAVKF 
SINPFDPRPMRAVNSSGVVAAIS LVKTLRISTVGRKQE---------KEEEEEKSVKF 
RINPGSVFLEHRRTNPVVVAALS LIKSIGSSNSSSGR------------ENENKAVKF 
RVP--ISRQVRAVISREEKAVDQ GKKSTNKPLINSSQF---------PWQRSKYTGSK 
RVK--GAGSIRAVISREDPIVES---KQSLEAKEVSGSVA--- - -- -- - SCS - SNVKRGI 
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CpLOX1 _ 1 143 
CpLOX1 _ 3 148 
CpLOX1 _ 2 130 
AtLOX1 135 
CpLOX5 2 122 
CpLOX.5_ 1 122 
AtLOX5 151 
AtLOX2 174 
CpLOX2 230 
AtLOX3 197 
AtLOX4 203 
CpLOX3 203 
AtLOX6 191 
CpLOX6 199 

CpLOX1 _ 1 
CpLOX1 _ 3 
CpLOX1 _ 2 
AtLOX1 
CpLOX5 _ 2 
CpLOX5 _ 1 
AtLOX5 
AtLOX2 
CpLOX2 
AtLOX3 
AtLOX4 
CpLOX3 
AtLOX6 
CpLOX6 

CpLOX1 _ 1 
CpLOX1 _ 3 
CpLOX1 _ 2 
AtLOX1 
CpLOX5 _ 2 
CpLOX5 _ 1 
AtLOX5 
AtLOX2 
CpLOX2 
AtLOX3 
AtLOX4 
CpLOX3 
AtLOX6 
CpLOX6 

CpLOXl _ l 
CpLOX1 _ 3 
CpLOX1 _ 2 
AtLOX1 
CpLOX5 _ 2 
CpLOX5 _ 1 
AtLOX5 
AtLOX2 
CpLOX2 
AtLOX3 
AtLOX4 
CpLOX3 
AtLOX6 
CpLOX6 

200 
205 
187 
192 
179 
179 
211 
230 
285 
252 
258 
258 
246 -
254 

254 
259 
241 
246 
232 
232 
269 
289 
341 
309 
315 
314 
302 
311 

314 
319 
301 
306 
2!H 
291 
328 
345 
396 
365 
371 
372 
360 
369 
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CpLOX1 _ 1 
CpLOX1 _ 3 
CpLOX1 _ 2 
AtLOX1 
CpLOX5 2 
CpLOX5 = 1 
AtLOX5 
AtLOX2 
CpLOX2 
AtLOX3 
AtLOX4 
CpLOX3 
AtLOX6 
CpLOX6 

363 
379 
350 
355 
340 
340 
377 
389 
444 
414 
419 
420 
408 
4 1 7 

CpLOX1 _ 1 398 
CpLOX1 3 439 
CpLOX1 - 2 385 
AtLOX1 - 390 
CpLOX5 _ 2 375 
CpLOX5 _ 1 375 
AtLOX5 412 
AtLOX2 424 
CpLOX2 479 
AtLOX3 449 
AtLOX4 454 
CpLOX3 455 
AtLOX6 443 
CpLOX6 452 

CpLOX1 1 454 
CpLOX1 =3 496 
CpLOX1 _ 2 441 
AtLOX1 446 
CpLOX5 2 431 
CpLOX5 - 1 431 
AtLOX5 - 468 
AtLOX2 482 
CpLOX2 537 
AtLOX3 506 
AtLOX4 512 
CpLOX3 512 
AtLOX6 502 
CpLOX6 509 

CpLOX1 1 512 
CpLOX1 =3 554 
CpLOX1 2 499 
AtLOX1 - 503 
CpLOX5 _ 2 489 
CpLOX5 _ 1 489 
AtLOX5 526 
AtLOX2 538 
CpLOX2 593 
AtLOX3 562 
AtLOX4 569 
CpLOX3 568 
AtLOX6 559 
CpLOX6 564 
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CpLOXl 1 572 
CpLO·X1 _ 3 614 
CpLOXl _ 2 559 
AtLOX1 563 
CpLOX5 _ 2 549 
CpLOX5_ 1 549 
AtLOX5 586 
AtLOX2 598 
CpLOX2 653 
AtLOX3 622 
AtLOX4 629 
CpLOX3 628 
AtLOX6 619 
CpLOX6 624 

CpLOXl_ l 631 
CpLOXl _ 3 673 
CpLOX1 _ 2 618 
AtLOXl 623 
CpLOX5_ 2 608 
CpLOX5 _ 1 608 
AtLOX5 645 
AtLOX2 658 
CpLOX2 713 
AtLOX3 682 
AtLOX4 689 
CpLOX3 688 
AtLOX6 679 
CpLOX6 684 

CpLOX 1_1 691 
CpLOXl _ 3 733 
CpLOXl _ 2 678 
AtLOXl 683 
CpLOX5 _ 2 668 
CpLOX5 _ 1 668 
AtLOX5 705 
AtLOX2 718 
CpLOX2 773 
AtLOX3 742 
AtLOX4 749 
CpLOX3 748 
AtLOX6 739 
CpLOX6 744 

CpLOX1 _ 1 749 
CpLOX1 _ 3 791 
CpLOXl _ 2 736 
AtLOXl 741 
CpLOX5 _ 2 726 
CpLOX5 _ 1 726 
AtLOX5 763 
AtLOX2 778 
CpLOX2 833 
AtLOX3 800 
AtLOX4 807 
CpLOX3 806 
AtLOX6 797 
CpLOX6 802 
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CpLOX1 _ 1 807 
CpLOX1 _ 3 849 
CpLOX1 _ 2 794 
AtLOX1 799 
CpLOX5 _ 2 784 
CpLOX5 _ 1 784 
AtLOX5 821 
AtLOX2 836 
CpLOX2 8 91 
AtLOX3 859 
AtLOX4 866 
CpLOX3 8 65 
AtLOX6 857 
CpLOX6 862 

CpLOX1 _ 1 8 62 
CpLOX1 _ 3 904 
CpLOX1 _ 2 849 
AtLOX1 854 
CpLOX5 _ 2 844 
CpLOX5 _ 1 844 
AtLOX5 881 
AtLOX2 891 
CpLOX2 946 
AtLOX3 914 
AtLOX4 921 
CpLOX3 92 o 
AtLOX6 912 
CpLOX6 917 

Figura 16. Alineamiento de las AtLOXs y de las CpLOXs putativas. PLAT: dominio PLAT (línea roja) 

y LOX: dominio lipoxigenasa (línea azul). Los aminoácidos resaltados son los característicos de 

sus respectivos dominios. 

Posteriormente se realizaron análisis de la conservación de aminoácidos de los distintos 

motivos de las PLDs y LOXs de A. thaliana y las predicciones de C. papaya por medio del 

servido WEBLOGO (ver Figuras 17, 18 y 19). El análisis en el dominio PLAT de ambas 

PLDs indica la conservación de residuos lisina y arginina los cuales son característicos de 

este dominio. También se observó la conservación de los motivos HxKxxxxD en los 

dominios HKD1 y HKD2. El análisis del dominio LOX indica la conservación de los 

motivos de histidinas (tres histidinas en el primer motivo y dos histidinas en el segundo 

motivo). 
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Domin ioC2 

.8 

DominioHKDl 

IDominio HKD2 

Domi nio C terminal 

Figura 17. Frecuencias de aminoácidos en los dominios de las PLDa1 s de A. thaliana y C. papaya. 

Los aminoácidos resaltados en los cuadros rojos son los característicos de los dominios HKD. 

DominioC2 

<W ~ O t __ g -~ ~~ ~~ . ~fu ~Rt J ·-~~~ta ~ tor~~ _t~~~G~ ~~~~~u ~~ ~ _t~~ . 
t§l J _ ~ __ 8 I _ -~lt -~~~86s __ ~ij~ij~~s __ fi~ . _ iH::<n~~ij ~ qqQ ~ ~' :~ ·-----__ 

Dominio HKDl 

.____....;;....;;.......-...0 .......... Q : .. ~(r~· · ·ÑBK n T m • l GG . O COGB _ 

.....__ ___ D___.J,)EV _ • . G$ ~ N n 1\:JQF:l$ . 

Figura 18. Frecuencias de aminoácidos en los dominios de las PLDós de A. tha/iana y C. papaya. 

Los aminoácidos resaltados en los cuadros rojos son los característicos de los dominios HKD. 

75 



Capítulo JI 

Dominio PLAT 

¡;~~K . ~ . ~- . - . - E_ y .•. i!i p [). ~ u G ~ -~ 1:1,. 
~ ~ NM~ ~ ~~~~s=~~~~~~=~~~~~~~~~~~~M~R~~~~~~3.~Q3~~~-~~C 

DominioLOX 

4 

Figura 19. Frecuencias de aminoácidos en los dominios de las CpLOXs de de A. thaliana y C. 

papaya. Los aminoácidos resaltados en los cuadros azules son los característicos del dominio LOX. 

Se llevó a cabo el análisis de los dominios de las CpPLDs y las CpLOXs putativas 

empleando las herramientas Pfam 27.0 de Sanger y el analizador de Prosite. En la Figura 

20 se muestra los resultados de los análisis de ambas CpPLDs y de las CpLOXs 

(compartido por las ocho CpLOXs putativas). Como puede observarse, los resultados de 

ambos servidores son iguales, indicando que las predicciones de los genes putativos 

CpPLDs y CpLOXs posiblemente posean los respectivos dominios. 
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CpPLDa;1 
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Figura 20. Análisis de dominios de la CpPLDa1 , CpPLD\5 y las CpLOXs (común en las ocho 

CpLOXs putativas). 
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Como método de corroboración de la clasificación de las predicciones proteicas 

diseñadas, se elaboraron diferentes árboles filogenéticos de las secuencias de 

aminoácidos de genes PLDs y LOXs de Arabidopsis thaliana y de genes ortólogos de las 

AtPLDs y AtLOXs de otras especies de plantas las cuales fueron obtenidas de las bases 

de datos del National Center for Biotechnology lnformation (NCBI, USA) mediante un 

análisis empleando el algoritmo BLASTp, con la matriz BLOSUM62 (ver Figuras 21 y 22). 

Se emplearon dos métodos diferentes: Maximum Likehood Tree y Construct Neighbor

Joining Tree. En ambas metodologías se obtuvieron resultados muy similares. 

Figura 21. Árbol filogenético de secuencias de aminoácidos de PLDs conocidas en plantas y de 

predicciones en C. papaya. Nomenclatura: círculos negros: proteínas ortólogas a AtPLDa; círculos 

azules: proteínas ortólogas a AtPLD¡3; círculos morados: proteínas ortólogas a AtPLDy; círculos 
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rojos: proteínas ortólogas a AtPLDó; círculos añiles: proteínas ortólogas a AtPLDE; círculos verdes: 

proteínas ortólogas a AtPLD<; círculos naranjas: predicciones de PLDs en C. papaya. Datos: 

método: Maximum Likehood Tree; modelo: JTT; prueba de filogenia: Bootstrap (1 000 

replicaciones) . 

El análisis filogenético de las secuencias de aminoácidos de LOXs indica la formación de 

dos grupos de genes LOXs: los genes ortólogos a AtLOX1 y AtLOX5 (pertenecientes a las 

LOXs del tipo 1) y genes ortólogos a AtLOX2 , 3, 4 y 6 (pertenecientes a las LOXs del tipo 

2). Este comportamiento concuerda con el observando por Bannenberg et al. , 2009. 

Tipo2 

Tipo 1 

Figura 22. Árbol filogenético de secuencias de aminoácidos de LOXs conocidas en plantas y de 

predicciones en C. papaya. Nomenclatura: círculos rojos : proteínas ortólogas a AtLOX1 ; círculos 
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azules: proteínas ortólogas a AtLOX2; círculos verdes: proteínas ortólogas a AtLOX3; círculos 

morados: proteínas ortólogas a AtLOX4; círculos cafés: proteínas ortólogas a AtLOX5; círculos 

negros: proteínas ortólogas a AtLOX6; círculos naranjas: predicciones de LOXs en C. papaya. 

Datos: método: Maximum Likehood Tree; modelo: JTT; prueba de filogenia: Bootstrap (1 000 

replicaciones) . 

Adicionalmente también se realizaron árboles filogenéticos de PLDs y LOXs (utilizando los 

mismos datos) empleando el método de Neighbor Joining (ver Anexos 1 y 2). 

Se realizó un análisis comparativo, empleando al servidor Phyre2, de las estructuras 

tridimensionales de las proteínas conocidas en A. thaliana así como las proteínas 

putativas en C. papaya (ver Figuras 23, 24 y 25). 

AtPLDa1 CpPLDa1 

Figura 23. Análisis de las estructuras tridimensionales de las proteínas PLDa1 s de A. thaliana y C. 

papaya. 

AtPLD~ CpPLD5 

Figura 24. Análisis de las estructuras tridimensionales de las proteínas PLDós de A. thaliana y C. 

papaya. 
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AtLOX1 

b) 
AtLOX2 

e) 

AtLOX3 

d) 

AtLOX5 

e) 

AtLOX6 

CpLOX1.1 

CpLOX2 

AtLOX4 

CpLOX5.1 

CpLOX6 
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CpLOX1.2 CpLOX1 .3 

CpLOXJ 

CpLOX5.2 

Figura 25. Análisis de las estructuras tridimensionales de las proteínas LOXs de A. thaliana y C. 

papaya (a: AtLOX1 y CpLOX1s; b: AtLOX2 y CpLOX2; e: AtLOX3, AtLOX4 y CpLOX3; d: AtLOX5 y 

CpLOX5; e: AtLOX6 y CpLOX6). 
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Una vez realizados los análisis anteriores, se procedió a realizar el diseño de primers 

específicos para los genes CpPLOs y CpLOXs putativos (ver Cuadro 7). Este se realizó 

empleando las secuencias nucleotídicas de las predicciones mediante el programa Olygo 

Analizer 3.1 de IDT. 

Cuadro 7. Pares de primers para genes LOX de C. papaya (CpLOXs). 

CpLOX1 .1 ATGTTGAGGCATTTAAAAGAAG 50 TATTGAGACACTGTTTGGAAT 

CpLOX1.2 ATGTCGACGCAAACAACA 53 AATTGAGATACTATTTGGAATTCCCT 

CpLOX1.3 ATGATGAAGCACGTAATAG 47 GATCGAGATACTATTTGGAAT 

CpLOX2 ATGGCCTACCGTGTGG 55 AATGGAGATGCTATTAGGAACTCCTT 

CpLOX3 ATGGCGCTGGCTAAAGAAA 55 TATCGACACACTGTTTGGGAC 

CpLOX5.1 ATGGATGAGACCATCATCG 52 AATTGAGATACTATTAGGAATTCCCT 

CpLOX5.2 ATGGATGAGACGATCATC 48 AATTGAGATACTATTAGGAATTCC 

CpLOX6 ATGTATGCCATCAAGCC 50 GATAGAGATGCTATTGGGTATT 

CpPLDa1 ATGGCGCATTATTTGATG 48.3 AGTTGTTAATATTGGAGGGA 

CpPLDó ATGGCTGAAGATAACTCCG 51 .8 AGTACTGAGAGCATCAGGAA 

Una vez realizados los análisis in silico , se procedió a realizar la selección y el tratamiento 

de daño mecánico de frutos de C. papaya . 
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2.4 DISCUSIÓN 

Actualmente existen varias investigaciones acerca de las funciones de las PLDs y las 

LOXs en los mecanismos de señalización de respuesta de los tejidos de plantas 

sometidos a estrés por daño mecánico, especialmente hojas. Generalmente los tejidos 

presentan un incremento de la expresión de los genes que codifican para las PLDs y las 

LOXs así como de la actividad enzimática de estas (Wang et al., 2000; Zien et al., 2001 ; 

Bell, Creelman y Mullet 1995; Chauvin et al. , 2012) . Sin embargo, las proteínas y genes 

que conforman estos mecanismos aún son desconocidas en los distintos tejidos de C. 

papaya así como la existencia y participación de las PLDs y LOXs en estos mecanismos. 

El hecho de que C. papaya y A. thaliana pertenezcan al orden de las brassicales permite 

la caracterización funcional de distintos genes en papaya a partir de genes previamente 

caracterizados en Arabidopsis y viceversa (Yang et al., 2004; Lyons et al., 2008). La 

consulta de investigaciones previas fue empleada como criterio de selección de las 

CpPLDs y CpLOXs putativas que podrían participar en los mecanismos de señalización 

de respuesta en frutos de C. papaya en diferentes estados de maduración sometidos a 

estrés por daño mecánico. Por tanto, se seleccionaron los genes AtPLDa1 , AtPLDó y los 

seis tipos de AtLOXs como genes de referencia (Wang et al. , 2000; Zien et al., 2001 ; Bell, 

Creelman y Mullet 1995; Chauvin et al., 2012). 

Como se mencionó anteriormente, los alineamientos de las secuencias de aminoácidos 

de las predicciones de CpPLDs y CpLOXs presentaron elevados grados de similitud e 

identidad con respecto a sus genes/proteínas ortólogas en A. thaliana. Además, los 

análisis de dominios indicaron que las predicciones de CpPLDs y CpLOXs poseen los 

dominios y los motivos característicos de estos: los dominios C2, HKDs y C terminal , en el 

caso de la CpPLDa1 y la CpPLDó (Orth et al., 201 O; Hong et al., 201 O; Guo et al., 2006), y 

los dominios PLAT y LOX, en el caso de todas las CpLOXs (Rapp et al., 2009; Umate, 

2011 ). 

Los análisis filogenéticos realizados empleando distintos modelos indican que las 

predicciones realizadas en C. papaya (CpPLDa1 , CpPLDó y las distintas CpLOXs) se 

ubicaron en los sub-grupos correspondientes, lo que permite predecir su posible actividad 

enzimática. El análisis tridimensional de las proteínas conocidas en A. thaliana (AtPLDa1 , 
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AtPLDó y las distintas AtLOXs) indica que estas presentan estructuras muy similares a las 

predicciones realizadas en C. papaya (CpPLDa1 , CpPLDó y las distintas CpLOXs). Se 

observó la presencia y disposición espacial común de los dominios característicos de 

cada tipo de proteína. 

Una vez recabada la evidencia anterior (los elevados grados de similitud e identidad entre 

las predicciones y sus ortólogos en A. thaliana , la presencia de los dominios y motivos 

característicos en las predicciones y el elevado parecido entre las estructuras 

tridimensionales de las predicciones con sus ortólogos en A. thaliana) se diseñaron los 

primers específicos de las predicciones de genes CpPLDs y CpLOXs. 

2.5 CONCLUSIÓN 

Los análisis in silico de las predicciones de genes y proteínas de los tipos fosfolipasa D 

(CpPLDa1 y CpPLDó) y lipoxigenasa (8 CpLOXs) en C. papaya obtenidas indicaron que 

estas poseen todos los rasgos generales característicos (dominios, estructura, etc.) de las 

proteínas PLDs y LOXs, respectivamente. Los análisis filogenéticos, en los cuales se 

emplearon las secuencias de aminoácidos de las CpPLDs y CpLOXs putativas y de 

proteínas ortólogas funcionales conocidas en otras especies de plantas, señalan que las 

predicciones de las diferentes proteínas CpPLDs y CpLOXs también poseen 

características específicas de los diferentes tipos de PLDs y LOXs conocidos, 

respectivamente. Sin embargo, la existencia de los genes codificantes, su expresión 

diferencial y la funcionalidad de cada proteína CpPLD o CpLOX con respecto al 

mecanismo de respuesta a daño mecánico en frutos de C. papaya cultivar Maradol con 

distintas etapas de maduración aún debe ser corroborado. 
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CAPÍTULO 111. EXPRESIÓN DIFERENCIAL DE LOS GENES PLDs Y LOXs EN 

FRUTOS DE C. papaya SOMETIDOS A DAÑO MECÁNICO 

3.1 INTRODUCCIÓN 

La mayoría de las diferentes células especializadas en los organismos multicelulares son 

capaces de alterar sus patrones de expresión génica en respuesta a señales 

extracelulares respondiendo a menudo de una manera distinta a la misma señal 

extracelular. Estos patrones de expresión génica le dan a cada célula sus características 

distintivas (Aiberts et al. , 2006). 

La capacidad de amplificación exponencial de mínimas cantidades de material genético 

hace de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) una herramienta clave para la 

búsqueda de la expresión diferencial de genes empleando muestras de ADNc. Este último 

se sintetiza a partir de pequeñas cantidades de ARNm generado por el mecanismo de 

respuesta a un estrés externo en el tejido de estudio (Zavala, 2005) . 

Durante el proceso de maduración de los frutos se presentan cambios físico-químicos que 

modifican el color, sabor y textura de los frutos. Algunos de estos cambios son : pérdida de 

clorofila, síntesis de nuevos pigmentos, degradación del almidón y ácidos orgánicos en 

azúcares, hidrólisis de pectinas, pérdida de la rigidez celular, ablandamiento de los tejidos, 

aumento considerable de la síntesis de etileno y emisión de C02 (Aranceta et al. , 2006; 

Purves, 2009). En frutos climatéricos el etileno estimula la expresión de diversos genes 

durante el proceso autocatalítico de la producción de etileno y el incremento de la 

respiración (Agustí, 201 0). 

Al ser un fruto climatérico, es probable que durante la maduración de los frutos de C. 

papaya el patrón de expresión de un mismo gen pueda variar de acuerdo al estado de 

maduración. Por tanto, en este estudio se llevó a cabo el análisis de la expresión 

diferencial de los genes CpPLDs y CpLOXs en frutos de C. papaya sometidos estrés por 

daño mecánico en diferentes etapas de maduración para verificar si existe alguna 

variación de la expresión de estos genes. 
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3.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

Se seleccionaron dos lotes de frutos de papaya cultivar Maradol de distintas etapas de 

maduración: frutos verdes (inmaduros) y frutos naranjas (maduros). Los frutos fueron 

comprados en la central de abastos llamada "La Casa del Pueblo" de la ciudad de Mérida, 

Yucatán . Previamente se le indico al proveedor que los frutos solicitados debieron haber 

sido cosechados 1 día antes de la venta y que no se les aplicará ningún conservador o 

alguna sustancia que pudiera afectar la velocidad de maduración de los frutos. Una vez 

en laboratorio, se lavaron y desinfectaron todos los frutos empleado una solución de 

hipoclorito de sodio al 2% y se seleccionaron aquellos frutos que no presentaran 

laceraciones o características visuales que indicaran la infección de hongos. Como criterio 

de selección de muestras se empleó la metodología calorimétrica desarrollada por 

Santamaría et al. (2009). Se realizaron mediciones en los frutos empleando un 

colorímetro Minolta CR-200 calibrado en la escala de Cielab (V alero, 2011) la cual 

consiste en tres parámetros: 

L *: luminosidad (valores cercanos a O indican mayor intensidad del color negro y valores 

cercanos a 100 indican mayor intensidad del color blanco). 

a*: posición entre rojo y verde (valores negativos indican mayor intensidad del color verde 

y valores positivos indican mayor intensidad del color rojo) . 

b*: posición entre amarillo y azul (b* , valores negativos indican mayor intensidad del color 

azul y valores positivos indican mayor intensidad del color amarillo). 

Se seleccionaron al menos nueve frutos de ambas etapas los cuales presentaron lecturas 

que estuvieran incluidas en los intervalos de los parámetros de las etapas 

correspondientes para frutos verdes (L*: 43-48, a*: -18- -19 , b*: 30-37.5) y para frutos 

naranjas (L *: 56-58, a*: 6-15, b*: 49-52). Se realizaron mediciones por triplicado en el cáliz, 

ápice y zona media de los lados opuestos de cada fruto . Una vez que se obtuvieron todas 

las lecturas de las secciones de cada fruto se realizó un promedio representativo de cada 

fruto. Los frutos que presentaron lecturas de color incluidas en los parámetros de su etapa 

correspondiente fueron agrupados en dos lotes: uno de frutos inmaduros y otros de frutos 

maduros. 
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A ambos lotes de frutos se les aplicaron dos distintos tratamientos de daño mecánico: uno 

que consistió en cortes profundos y continuos en toda la superficie del fruto y el otro se 

realizó aplicando leves goles en toda la superficie del fruto. 

Una vez aplicado el tratamiento se procedió de inmediato a realizar la extracción de ARN 

total de 250 mg de tejido de cáscara de cada fruto empleando la metodología del reactivo 

Trizol de lnvitrogen (Xue-Yong et al. , 2012). Se realizó la verificación de la calidad del 

ARN total observando la presencia de las bandas de las unidades ribosomales 28S y 18S. 

Posteriormente se procedió a realizar la síntesis de ADN complementario (ADNc) a partir 

de 1 I.Jg de ARN total empleando el kit SmartTM cONA Library Construction marca 

Clontech. Se realizaron electroforesis en geles de agarosa al 1% de para verificar la 

calidad del ADNc de las muestras y también se midieron sus concentraciones. 

Posteriormente se realizó la estandarización del gen 18S ribosomal (de aproximadamente 

100 pb) el cual sirvió como control para normalizar las cantidades de ADNc necesario 

para observar el patrón de expresión diferencial. Una vez realizada la estandarización del 

ADNc se llevaron a cabo PCRs semicuantitativas empleando los primers diseñados para 

las CpPLDs y CpLOXs. También se verificó el patrón de expresión del gen CpNAC02 (gen 

ortológo a un AtNAC involucrado en diferentes condiciones de estrés (Lu et al. , 2007)) del 

cual se tienen antecedentes de aumentar su expresión en diferentes tejidos de C. papaya 

ante distintos tipos de estrés abiótico. 

Las PCRs semicuantitativas de los genes CpPLDs y CpLOXs fueron realizadas 

empleando la técn ica de Touch-Down (debido a la baja especificidad que presentaban los 

primers en condiciones de PCR estándar) de acuerdo al siguiente procedimiento: 
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Cuadro 8. Condiciones de PCR empleadas. 

Aumento de la 
especificidad de los 

primers 

Síntesis de amplicones 

10 

30 
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94°C por 30 segundos 
5 oc por encima de la Tm de los 

primers (con una disminución 
gradual de 0.5 oc por ciclo) por 30 

segundos 
72°C r 2 minutos 

94°C por 30 segundos 
5 oc por debajo de la Tm de los 

primers por 30 segundos 
72°C 2 minutos 

72°C por 1 o minutos 

La técnica de PCR con touchdown es empleada cuando es necesario mejorar la 

especificidad de la reacción . Por ejemplo, la técnica de PCR con touchdown es empleada 

para poder amplificar marcadores moleculares en plantas de pistache (Pistacia vera L) 

que permiten diferenciar los sexos de las plantas (Yakubov et al. , 2005). Esta técnica 

también se ha empleado para distinguir distintas variedades de White Kwao Krua 

(Pueraria cando/leí Grah. var. mirifica) (Bunmanop et al. , 2011) y de maíz (Oiiveira et al., 

.201 O) por medio de la amplificación de marcadores moleculares. 

Aquellos genes que respondieron a los tratamientos de daño mecánico fueron aislados y 

ligados al vector de clonación pGEM T-Easy de Promega. Una vez realizada la ligación 

con el vector, la construcción fué introducida en células competentes de la marca 

Promega. Las células se cultivaron en placas de medio LB (bactotriptona: 1 g/L, extracto 

de levadura: 0.5 g/L, NaCI: 1 g/L y ampicilina 100 mg/L). Se aislaron clonas positivas 

(colonias blancas) y estas fueron cultivadas en medios líquido selectivo LB. Se verificó la 

presencia de los genes insertados por medio de PCRs de 1 ¡..tL de cada medio. Una vez 

que ser realizó la verificación de las clonas positivas a estas se les extrajeron los 

plásmidos con los genes de interés para su posterior secuenciaron empleando los 

servicios del Cinvestav Unidad lrapuato. Una vez obtenidas las secuencias de los 

extremos terminales de los genes positivos se realizaron alineamientos entre estas y las 

secuencias nucleotídicas de las predicciones de estos genes en C. papaya. 
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Para medir el efecto fisiológico producido por los tratamientos de daño mecánico en los 

frutos, se realizaron dos diferentes pruebas bioquímicas: determinación del contenido de 

H20 2 y determinación del grado de peroxidación lipídica. Ambas mediciones son 

consideradas como indicadores del grado de estrés oxidativo producido por daño 

mecánico en distintos tejidos de plantas (Bailey et al., 1996; Low y Merida, 1996; Desikan 

et al., 2001 ; Hernández et al. , 2001 ). Las pruebas bioquímicas de los frutos de papaya se 

realizaron por triplicado en cáscaras de frutos inmaduros y maduros de papaya sometidas 

a daño mecánico por corte y golpe. Cada metodología se realizó tal como se indica a 

continuación: 

Determinación del índice de peroxidación lipídica.- Se maceró 0.12 g de cáscara de 

papaya con 1 mL de TCA al 0.1 %. El macerado se centrifugó a 10000 x g por 20 minutos 

a 4 oc. Se tomaron 0.5 mL del sobrenadante y se adicionaron a 1 mL de ácido 

tiobarbitúrico (TBA) al 0.5% en ácido tricloroacético (TCA) al 20% en tubos con tapa. Se 

incubó la muestra a 95°C por 30 minutos y se enfrió en un baño de hielo. Las muestras se 

centrifugaron a 12000 x g por 5 minutos y se realizó la lectura de absorbancia de la 

muestra a 532 nm y 600 nm. La absorbancia a 600 nm se restó de la absorbancia a 532 

nm y la concentración del complejo malondialehído-ácido tiobarbitúrico (MDA-TBA) se 

calculó por medio de la ley de Lambert-Beer empleando el coeficiente de extinción molar 

del complejo MDA-TBA (155 mM-1cm-1
). Los resultados se reportaron en unidades de 

nmoles del complejo MDA-TBA por gramo de peso fresco de cáscara (Modificado de 

Heath y Parker, 1968; Velikova et al. , 2000). 

Para la determinación del contenido de H20 2.- Se maceró 1.2 g de cáscara de papaya con 

nitrógeno líquido y posteriormente el macerado se diluyó con 1 mL de ácido tricloroacético 

(TCA) al 0.1 %. El homogenado se centrifugó a 12000 rpm por 20 minutos. Se tomaron 0.3 

mL del sobrenadante y se añadieron a 0.3 mL de buffer de fosfato de potasio 1 O mM (pH 

7) y 0.6 mL de Kl 1 M. Posteriormente se midió la absorbancia de la solución a 390 nm 

empleando como blanco TCA al 0.1 %. El contenido de H20 2 se cuantificó empleando una 

curva de estándares de H20 2 elaborados a partir de una solución comercial de peróxido 

de hidrógeno al 3% p/v. Para calcular con exactitud la concentración de la solución 

comercial de peróxido de hidrógeno se tomaron 500 IJL de una dilución 1/1000 de 

peróxido de hidrógeno comercial y se mezclaron con 500 !JL de TCA al 0.2%. Se tomaron 

0.3 mL de la solución anterior y se añadieron a 0.3 mL de buffer de fosfato de potasio 10 
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mM (pH 7) y 0.6 ml de Kl 1 M. Posteriormente se midió la absorbancia a 390 nm y 

utilizando el coeficiente de extinción molar del H20 2 a esa longitud de onda (0.28 IJM-1 x 

cm-1
). Se determinó la concentración de la muestra original considerando las diluciones 

realizadas. Los resultados se reportaron en unidades de ¡Jmoles de H20 2 por gramo de 

peso fresco de cáscara (Modificado de Sergiev et al. , 1997; Velikova et al., 2000). 

El análisis estadístico de los resultados obtenidos en las pruebas bioquímicas se realizó 

por medio del programa Statgraphics desarrollado por StatPoint Technologies. Se utilizó 

el análisis de varianza (ANOVA) simple y el método de diferencia mínima significativa 

(LSD) para revisar si existían diferencias significativas entre los tratamientos aplicados a 

los frutos de papaya. 
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3.3 RESULTADOS 

Se seleccionaron frutos inmaduros y maduros los cuales no presentaban laceraciones a 

simple vista. Se realizaron mediciones calorimétricas de cada fruto y posteriormente se 

obtuvieron los valores promedio de los parámetros L*, a* y b* de cada fruto (ver Cuadro 

9). 

Cuadro 9. Valores promedio de los parámetros calorimétricos cuantificados en los frutos maduros 

(A) e inmaduros (B) de C. papaya. Cada tratamiento se realizó por triplicado. 

A B 
.. - ~- -

Tratamiento Tratamiento 
Parjmetro Parámetro 

Control Corte Golpe Control Corte Golpe 

L• 54.31 56.34 57.88 L• 45.43 42.70 44.04 

a 15.32 14.32 16.03 a• - 4.04 -10.16 -11.90 

b* 46.68 48.89 51.45 b"' 30.94 29.53 32 .53 

Posteriormente se realizaron los tratamientos de daño mecánico por corte y golpe en los 

frutos seleccionados (ver Figura 26). 

Figura 26. Frutos maduros e inmaduros de C. papaya sometidos al tratamiento de daño mecánico 

(corte y golpe) . 
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Posteriormente se realizó la extracción de ARN total (Xue-Yong et al., 2012) y la síntesis 

de ADNc empleando el kit SmartTM cONA Library Construction marca Clontech (ver 

Figuras 27a y 27b) . Una vez obtenidos las muestras de ADNcs se llevó a cabo la 

normalización de las muestras con el gen de la unidad 188 ribosomal de C. papaya. 

Posteriormente se llevaron a cabo PCRs semicuantitativas de los genes CpNac02, 

CpPLDs y CpLOXs empleando los volúmenes de muestras de ADNc normalizados 

anteriormente. En la Figura 28 se muestran los perfiles de expresión de los genes 

analizados. Puede observarse que los genes CpLox3 y CpPLDa1 presentaron expresión 

diferencial ante el daño mecánico aplicado. 

A 

28S 
18S 

ARto 

B 

Co 

Figura 27. ARN total extraído de los frutos de papaya sometidos a daño mecánico (A) y ADNc 

sintetizado a partir de las muestras de ARN total (B) . 
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A B 

e D 
g <5 

e: & & e: ¡ o -o o 5 o 
u u (:p u u u u 

CpLox1.1 CpLox1.1 

CpLox1.2 Cpl.ox1.2' 

CpLox1.3 Cpl.ox1.3 

CpLox2' CpLox2 

CpLox3 CpLox3 

CpLox5.1 CpLox5.1 

CpLox5.2 Cpl.ox5.2 

CpLox6 Cpl.ox6 

CpPLDa1 CpPLDa1 

CpPLD6 CpPL.D6 

CpNAC02 CpNAC02 

18S 185 

Figura 28. Expresión diferencial de los genes CpPLDs y CpLOXs en frutos de papaya sometidos a 

daño mecánico. A) fruto inmaduro de papaya, B) fruto maduro de papaya, C y D) expresión 

diferencial de los genes CpPLDs y CpLOXs. 

Una vez identificados los genes que presentaron expresión diferencial ante el daño 

mecánico aplicado en los frutos (la CpPLDa1 y la CpLOX3) , se procedió a realizar su 

aislamiento, amplificación y posterior secuenciación . Una vez obtenidas las secuencias 

nucleotídicas se realizaron alineamientos de estas secuencias con las predicciones 

obtenidas previamente para observar el grado de similitud entre las secuencias (ver 

Figuras 29 y 30). Posteriormente las secuencias nucleotídicas obtenidas de ambos genes 

fueron traducidas empleando la herramienta Translate tool de Expasy con las cuales se 

realizaron alineamientos de las secuencias de aminoácidos de las predicciones anteriores 

y de las secuencias de aminoácidos obteniidas (ver Figuras 31 y 32). 
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541 
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661 
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781 
7 81 

841 
841 
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901 
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TGGCGCATTATTTGATGCATGGCACTTTACATGCCACGGTGTATGAGGTCGATAAACTA 
TGGCGCATTATTTGATGCATGGCACTTTACATGCCACGGTGTATGAGGTCGATAAACTA 

CATTCCGGTGGCATATCAGGCTTCTTTGGCAAGATCCTGGCAAATGTTGAGGGAACAATT 
ATTCCGGTGGCATATCAGGCTTCTTTGGCAAGATCCTGGCAAATGTTGAGGGAACAATT 

GGTATTGGCAAAGGAGTAACCCAGCTCTATGCTACCATTGATCTAGAAAGGGCTAGAGTT 
GGTATTGGCAAAGGAGTAACCCAGCTCTATGCTACCATTGATCTAGAAAGGGCTAGAGTT 

GGAAGGACCAGAATAATAAAAGATGAACCCAATAATCCTAAATGGTATGAATCATTTCAT 
GGAAGGACCAGAATAATAAAAGATGAACCCAATAATCCTAAATGGTATGAATCATTTCAT 

TCTACTGTGCCCATATGGCTTCCAATGTTGTATTCAC 
TCTACTGTGCCCATATGGCTTCCAATGTTGTATTCAC 

GTTAAAGATGACAATCCTATT 
GTTAAAGATGACAATCCTATT 

GGAGCCACTTTAATTGGAAGAGCATATGTACCTGTTGAAGAACTGAT 
GGAGCCACTTTAATTGGAAGAGCATATGTACCTGTTGAAGAACTGAT 

CGTGGTGATCAA 
CGTGGTGATCAA 

GTGGATAGGTGGGTTGAAATCTTGGATGAAGACAAAAACCCCATTGAGGGAGATTCCAAG 
GTGGATAGGTGGGTTGAAATCTTGGATGAAGACAAAAACCCCATTGAGGGAGATTCCAAG 

• TGTGAAGCTTCAATTTTTTGATGTAAAAAAAGACAGTAATTGGAATATGGGTATC 
TGTGAAGCTTCAATTTTTTGATGTAAAAAAAGACAGTAATTGGAATATGGGTATC 

AGGGTGCTAGGTATCTTGGTGTGCCTTACACGTTCTACTCACAGAGACGAGGATGTAGA 
AGGGTGCTAGGTATCTTGGTGTGCCTTACACGTTCTACTCACAGAGACGAGGATGTAGA 

GTTTCTTTATACCAAGATGCTCATGTTCCGGACGGCTTCATTCCTAAAATTCCTTTAGCA 
GTTTCTTTATACCAAGATGCTCATGTTCCGGACGGCTTCATTCCTAAAATTCCTTTAGCA 

GTATTATGAGCCTCATAGATGCTGGGAAGATGTTTTTGATGCAATCACCAAT 
GTATTATGAGCCTCATAGATGCTGGGAAGATGTTTTTGATGCAATCACCAAT 

GCGAGACACCTGATCTACATTACTGGCTGGTCAGTTTATACTGAAATCACTTTGATACGT 
GCGAGACACCTGATCTACATTACTGGCTGGTCAGTTTATACTGAAATCACTTTGATACGT 

GACTCAAGGAGGCCAAAGCCAGGAGGAGATGTTACTCTTGGTGAGCTACTTAAGCAGAAG 
GACTCAAGGAGGCCAAAGCCAGGAGGAGATGTTACTCTTGGTGAGCTACTTAAGCAGAAG 

GCTAGTGAAGGTGTTAAGGTTCTCATGCTTGTTTGGGATGACAGAACCTCTGTTGGTTTA 
GCTAGTGAAGGTGTTAAGGTTCTCATGCTTGTTTGGGATGACAGAACCTCTGTTGGTTTA 

CTGAAAAAGGATGGACTCATGGCTACGCATGATGAAGAAACTGCAAACTACTTCCA 
CTGAAAAAGGATGGACTCATGGCTACGCATGATGAAGAAACTGCAAACTACTTCCA 

!i!i1i 
!i!i1i 

CTGATGTTCACTGTGTCCTATGCCCCCGTAATCCTGATGATGGGGGGAGCTTCGTTCAA 
CTGATGTTCACTGTGTCCTATGCCCCCGTAATCCTGATGATGGGGGGAGCTTCGTTCAA 

GGCTTACAAATCTCTACCATGTTCACTCATCACCAGAAGATTGTGGTGGTCGATGGTGAG 
GGCTTACAAATCTCTACCATGTTCACTCATCACCAGAAGATTGTGGTGGTCGATGGTGAG 

TGCCTAGTGGGGAATCCCAGATGAGGAGAATTGTTAGTTTTGTTGGGGGCATTGATCTT 
TGCCTAGTGGGGAATCCCAGATGAGGAGAATTGTTAGTTTTGTTGGGGGCATTGATCTT 
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CpPLOa1P 1081 
CpPLOa1S 1081 

CpPLOa1P 1141 
CpPLOa1S 1141 

CpPLOa1P 1201 
CpPLOa1S 1201 

CpPLOa1P 12 61 
CpPLOa1S 12 61 

CpPLOa1P 132:1. 
CpPLOa1S 1321 

CpPLOa.1.P 1381 
CpPLOa1S 1381 

CpPLOa1P 1441 
CpPLOa1S 1441 

CpPLOa1P 1501 
CpPLOa1S 1.501 

CpPLDa.1P 1561 
CpPLDa1S 1560 

CpPLDa.1.P 1.621 
CpPLDa1S 1620 

CpPLDa1P 1681. 
CpPL.Da1S 1680 

CpPLDal.P 1741 
CpPLDa1S 1740 

CpPLDa1P 18:01 
CpPLDa1S 1800 

CpPLDa1P 18 61 
CpPLDa1S 1860 

CpPLDa1P 1921 
CpPLDa1S 1920 

CpPLOa1P 1981 
CpPLDa1S 1980 

CpPLDa1P 2041. 
CpPLDa1S 2:040 
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TGTGATGGTAGATATGATACCCCCTTCCATTCTCTATTCAGGACATTGGATACTGCACAC 
TGTGATGGTAGATATGATACCCCCTTCCATTCTCTATTCAGGACATTGGATACTGCACAC 

GATGATTTCCATCAGCCAAACTTTGCAGGTAGTTCTATCACAAAAGG 
GATGATTTCCATCAGCCAAACTTTGCAGGTAGTTCTATCACAAAAGG 

GAACCTTGGCATGATATCCATTCTCGATTGGAAGGTCCCGTTGCCTGGGATGTGCTGTTT 
AACCTTGGCATGATATCCATTCTCGATTGGAAGGTCCCGTTGCCTGGGATGTGCTGTTT 

ATTTTGAGCAAAGATGGAGACAACAAGGTGGGAAGGATGTTCTGGTTAATCTGAGAGAG 
ATTTTGAGCAAAGATGGAGACAACAAGGTGGGAAGGATGTTCTGGTTAATCTGAGAGAG 

CTTGATAATATTATTATTCCCCCATCTCCTGTTATGTTTCCAGATGATC 
CTTGATAATATTATTATTCCCCCATCTCCTGTTATGTTTCCAGATGATC 

ATGTCCAGTTGTTTAGATCCATTGATGG 
ATGTCCAGTTGTTTAGATCCATTGATGG 

TGCTTTTGGTTTTCCTGAGACACCC 
TGCTTTTGGTTTTCCTGAGACACCC 

GAAGAGGCTGCCAGAGCTGGGCTTGTAAGTGGGAAGGATAATATCATTGATCGAAGCATT 
GAAGAGGCTGCCAGAGCTGGGCTTGTAAGTGGGAAGGATAATATCATTGATCGAAGCATT 

CAGGATGCTTATATTAATGCTATTCGAAGAGCAAAAAATTTTATATATATTGAAAATCAG 
CAGGATGCTTATATTAATGCTATTCGAAGAGCAAAAAATTTTATATATATTGAAAATCAG 

TATTTCCTCGGAAGCTCTTTTGACTGGAGTTCTGATGATATCAAGCGTGAGGATATTAAT 
TATTTCCTCGGAAGCTCTTTTGACTGGAGTTCTGATGATATCAAGCGTGAGGATATTAAT 

GCTTTACATCTTATACCAAAGGAGCTTTCACTCAAGATTGTTAGTAAGATTGAACGTGGG 
GCTTTACATCTTATACCAAAGGAGCTTTCACTCAAGATTGTTAGTAAGATTGAACGTGGG 

GAGAGATTCACTGTTTATGTTGTTGTTCCTATGTGGCCAGAAGGGGTACCGGAGAGTGCA 
GAGAGATTCACTGTTTATGTTGTTGTTCCTATGTGGCCAGAAGGGGTACCGGAGAGTGCA 

TCTGTTCAGGCAATATTAGATTGGCAGAGAAGGACAATGGAAATGATGTATAAAGACATC 
TCTGTTCAGGCAATATTAGATTGGCAGAGAAGGACAATGGAAATGATGTATAAAGACATC 

TTCAAGCTCTGAGAGCTAAAGA 
TTCAAGCTCTGAGAGCTAAAGA 

CGTGAAGAGGATCCTAGAAACTATTTGACTTTTTTC 
CGTGAAGAGGATCCTAGAAACTATTTGACTTTTTTC 

TGCCTTGGAAACCGGGAAGTGAAGAAATCTGGAGAATATGAACCTTCAGAGAGACCAGAG 
TGCCTTGGAAACCGGGAAGTGAAGAAATCTGGAGAATATGAACCTTCAGAGAGACCAGAG 

GATGACTCCGATTATATTAGAGCACAAGAAGCCCGTCGTTTCATGATTTATGTTCATACC 
GATGACTCCGATTATATTAGAGCACAAGAAGCCCGTCGTTTCATGATTTATGTTCATACC 

AGATGATGATTGTTGATGATGAATACATCATAGTTGGATCTGCCAACATCAATCAGCGA 
AGATGATGATTGTTGATGATGAATACATCATAGTTGGATCTGCCAACATCAATCAGCGA 

TCAATGGATGGTGCCAGGGACTCAGAGATAGCTATGGGGGCTTACCAACCATACCATTTG 
TCAATGGATGGTGCCAGGGACTCAGAGATAGCTATGGGGGCTTACCAACCATACCATTTG 
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CpPLDa1P 2161 
CpPLDa1S 2160 

CpPLDa1P 2221 
CpPLDa1S 2220 

CpPLDa1P 2281 
CpPLDa1S 2280 

CpPLDa1P 2341 
CpPLDa1S 2340 

CpPLDa1P 2401 
CpPLDa1S 2400 

Capítulo JI/ 

CACCTTGG ATGCTCGATGACACCTTCCTTGAGCCAGAAAACATAGAGTGTGTCCAGAAG 
CACCTTGG ATGCTCGATGACACCTTCCTTGAGCCAGAAAACATAGAGTGTGTCCAGAAG 

TGAACCGAGTTGCTGGCAAATATTGGGATCTTTACGCGAGTGAGTTACTTGAACATGAC 
GTGAACCGAGTTGCTGGCAAATATTGGGATCTTTACGCGAGTGAGTTACTTGAACATGAC 

TTGCCTGGCCACTTGCTTCGCTACCCAATTGGTGTTTCTAGTGAAGGAGATGTTACAGAG 
TTGCCTGGCCACTTGCTTCGCTACCCAATTGGTGTTTCTAGTGAAGGAGATGTTACAGAG 

TGCCGGGAACAGAATTCTTCCCCGACACTAAGGCTCGTGTTCTTGGTGCAAAATCGGAT 
CTGCCGGGAACAGAATTCTTCCCCGACACTAAGGCTCGTGTTCTTGGTGCAAAATCGGAT 

TACCTCCCTCCAATATTAACAACTTAA 
TACCTCCCTCCAATATTAACAACT 

Figura 29. Corroboración de las secuencias nucleotídicas de la predicción del gen CpPLDa1 

(CpPLDa1 p) y del gen aislado secuenciado (CpPLDa1 s). 
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CpLOX3p 1 
CpLOX3s 1 

CpLOX3p 61 
CpLOX3s 61 

CpLOX3p 121 
CpLOX3s 121 

CpLOX3p 181 
CpLOX3s 181 

CpLOX3p 241 
CpLOX3s 241 

CpLOX3p 301 
CpLOX3s 301 

CpLOX3p 361 
CpLOX3s 361 

CpLOX3p 421 
CpLOX3s 421 

CpLOX3p 481 
CpLOX3s 481 

CpLOX3p 541 
CpLOX3s 541 

CpLOX3p 601 
CpLOX3s 601 

CpLOX3p 661 
CpLOX3s 661 

CpLOX3p 721 
CpLOX3s 714 

CpLOX3p 781 
CpLOX3s 774 

CpLOX3p 841 
CpLOX3s 834 

CpLOX3p 901 
CpLOX3s 894 

CpLOX3p 961 
CpLOX3s 954 

CpLOX3p 1021. 
CpLOX3s 101.4 
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TGGCGCTGGCTAAAGAAATGATGGGTTATTCTATGATAGAGAGATCACCATGGTTGGCA 
TGGCGCTGGCTAAAGAAATGATGGGTTATTCTATGATAGAGAGATCACCATGGTTGGCA 

TCATCGAAGAAACTCAGGTTGAAGTACAGAGATAATAGTTTGCCACAGAGGAAAACCCAG 
TCATCGAAGAAACTCAGGTTGAAGTACAGAGATAATAGTTTGCCACAGAGGAAAACCCAG 

CTCCGGATTAACCCGGGTTCAGTTTTTTTGGAACACAGGAGGACGAATCCTGTCGTGGTG 
CTCCGGATTAACCCGGGTTCAGTTTTTTTGGAACACAGGAGGACGAATCCTGTCGTGGTG 

GCAGCTTTAAGTGAAGATTTGATCAAGTCGATTGGTAGTAGTAACAGCAGTAGCGGCAGG 
GCAGCTTTAAGTGAAGATTTGATCAAGTCGATTGGTAGTAGTAACAGCAGTAGCGGCAGG 

GAGAATGAAAATAAGGCAGTGAAGTTCAAGGTGAGAGCTGTTATGACTGTTAGGAACAAA 
GAGAATGAAAATAAGGCAGTGAAGTTCAAGGTGAGAGCTGTTATGACTGTTAGGAACAAA 

GTAAACAGGATCTTAAAGACACCATTGTCAAACATTTGGATGCTTTCTCTGAAAAAATT 
GTAAACAGGATCTTAAAGACACCATTGTCAAACATTTGGATGCTTTCTCTGAAAAAATT 

GGGAGAAATGTGGTGTTGGAACTTATCAGCAGCACTGAAATTGACCCAAGAACCAAAGAG 
GGGAGAAATGTGGTGTTGGAACTTATCAGCAGCACTGAAATTGACCCAAGAACCAAAGAG 

GCAAAGAAGAGCAATCAGGCTGTAATCAAGGATTGGTACAAGAAATCAAATGTGAAAGCT 
GCAAAGAAGAGCAATCAGGCTGTAATCAAGGATTGGTACAAGAAATCAAATGTGAAAGCT 

GAGAGAGTTCATTACACAACTGAGTTATTAGTGGATTCTAACTTTGGGGAAGCAGGAGCA 
GAGAGAGTTCATTACACAACTGAGTTATTAGTGGATTCTAACTTTGGGGAAGCAGGAGCA 

TTACAGTCATCAACAAGCATCAGAATGAGTTCTTTCTGGAAAGTATCA 
TTACAGTCATCAACAAGCATCAGAATGAGTTCTTTCTGGAAAGTATCA 

TTTGCTTCTGGTCCACTCCATTTCCCCTGCAACTCTTGGGTTCAACCAGTCAAGCACCAT 
TTTGCTTCTGGTCCACTCCATTTCCCCTGCAACTCTTGGGTTCAACCAGTCAAGCACCAT 

TCATCCCCTAGAATTTTCTTCTCTAACAAGCCATATTTGCCAAGTGACACACCTGTTGGA 
TCATCCCCTAGAATTTTCTTCTCTAACAAGCCATATTTGCCAAGTGACACACCTGTTGGA 

CTGAAAGCATTAAGAGAGAAAGAACTAAAGGATCTGAGAGGTGATGGGAAAGGAGTTAGA 
CTGAAAGCATTAAGAGAGAAAGAACTAAAGGATCTGAGAGGTGATGGGAAAGGAGTTAGA 

ATTTATCAGACCGGGTTTACGACTTTGATGTGTATAATGATCTGGGAAATCCAGACAAG 
ATTTATCAGACCGGGTTTACGACTTTGATGTGTATAATGATCTGGGAAATCCAGACAAG 

GGTTCTGATTTTG 
GGTTCTGATTTTG 

e 
T 

TCGCCCTGTTCTTGGCCGCCAAATTCCCTACCCAAGACGGTGTCGT 
TCGCCCTGTTCTTGGCCGCCAAATTCCCTACCCAAGACGGTGTCGT 

CTGGCCGTCCCCCTACTGATACAGATATGCATGTGGAGAGCCGGGTGGAGAAGCCATTG 
CTGGCCGTCCCCCTACTGATACAGATATGCATGTGGAGAGCCGGGTGGAGAAGCCATTG 

CCGGTGTACGTGCCAAGAGA 
CCGGTGTACGTGCCAAGAGA 

GAACAATTTGAGGAGAGTAAACAAGATACTTTCTCTGCT 
GAACAATTTGAGGAGAGTAAACAAGATACTTTCTCTGCT 

GGGAGGTTGAAGGCGGTACTACACAACTTGATACCATCGTTGAAGGCCACCATTTCTGCT 
GGGAGGTTGAAGGCGGTACTACACAACTTGATACCATCGTTGAAGGCCACCATTTCTGCT 

101 



Cf>LOX3p 1081 
CpLOX3s 1074 

CpLOX3p 1141 
CpLOX3s 1134 

CpLOX3p 1201 
CpLOX3s 1194 

CpLOX3p 12 61 
CpLOX3s 1254 

CpLOX3p 1321 
CpLOX3s 1314 

CpLOX3p 1381 
CpLOX3s 1374 

CpLOX3p 1441 
CpLOX3s 1434 

CpLOX3p 1501 
CpLOX3s 14 94 

CpLOX3p 1561 
CpLOX3s 1554 

CpLOX3p 1621 
CpLOX3s 1614 

CpLOX3p 1681 
CpLOX3s 1674 

CpLOX3p 1741 
CpLOX3s 1734 

CpLOX3p 1801 
CpLOX3s 1794 

CpLOX3p 1861 
CpLOX3s 1854 

CpLOX3p 1921 
CpLOX3s 1914 

CpLOX3p 1981 
CpLOX3s 1974 

CpLOX3p 2041 
CpLOX3s 2034 

CpLOX3p 2101 
CpLOX3s 2094 

GATAATCATGATTTTAA 
GATAATCATGATTTTAA 
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CTCCGACATTGATAATCTTTACAGAGAAGGTCTTCTT 
CTCCGACATTGATAATCTTTACAGAGAAGGTCTTCTT 

CTCAAGATAGGTTTACAGGATGAACTCATCAAGAAACTACCATTGCCTACTGTTGTTAAC 
CTCAAGATAGGTTTACAGGATGAACTCATCAAGAAACTACCATTGCCTACTGTTGTTAAC 

CTATTCAAGAATCCAGCCAGAGATTACTCAAATATAATACACCCAAGATTGTTTCAAAG 
CTATTCAAGAATCCAGCCAGAGATTACTCAAATATAATACACCCAAGATTGTTTCAAAG 

GACAAGTTTGCTTGGTTGCGGGATGATGAATTTGCACGGCAGACTATGGCAGGGATAAAT 
GACAAGTTTGCTTGGTTGCGGGATGATGAATTTGCACGGCAGACTATGGCAGGGATAAAT 

CCAGTCAGCATTGAGAGGCTTAGGGTTTTCCCCCCAGTTAGCAATCTTGACCCTCAAATC 
CCAGTCAGCATTGAGAGGCTTAGGGTTTTCCCCCCAGTTAGCAATCTTGACCCTCAAATC 

TACGGTTCACAACCATCCGCCCTTCAAGAACATCACATCGCTCCTCATCTCCATTGCATG 
TACGGTTCACAACCATCCGCCCTTCAAGAACATCACATCGCTCCTCATCTCCATTGCATG 

CCGTACAACAGGCTTTGGAGGAGAAAAAGCTATACATAATGGATTACCATGACGTATAC 
CCGTACAACAGGCTTTGGAGGAGAAAAAGCTATACATAATGGATTACCATGACGTATAC 

TTACCATTTCTAGATCGGATTAATGCCTTGGACGGCCGGAAAGCCTATGCCACTCGGACC 
TTACCATTTCTAGATCGGATTAATGCCTTGGACGGCCGGAAAGCCTATGCCACTCGGACC 

TTTTCTTCTTGACTCCTCAAGGCTGTCTCAAGCCTATAGCCATTGAGCTTAGCCTCCCG 
TTTTCTTCTTGACTCCTCAAGGCTGTCTCAAGCCTATAGCCATTGAGCTTAGCCTCCCG 

CACACCGGACCAACTTCTCGGCAGAAGCGCGTTGTCACGCCGCCCGTAGACGCCACTAGC 
CACACCGGACCAACTTCTCGGCAGAAGCGCGTTGTCACGCCGCCCGTAGACGCCACTAGC 

ATTGGGTTTGGCAACTCGCCAAAGCTCATGTCTGTGCCAACGACGCTGGTGTCCACCAG 
ATTGGGTTTGGCAACTCGCCAAAGCTCATGTCTGTGCCAACGACGCTGGTGTCCACCAG 

TTGGTCAACCATTGGCTACGTACACATGCTAGCATGGAGCCATTTATCTTGGCGGCTCAT 
TTGGTCAACCATTGGCTACGTACACATGCTAGCATGGAGCCATTTATCTTGGCGGCTCAT 

GGCAAATGAGTGCCATGCACCCAATTTTTAAGCTTCTTGATCCACATATGAGGTATACA 
GGCAAATGAGTGCCATGCACCCAATTTTTAAGCTTCTTGATCCACATATGAGGTATACA 

TTAGAGATCAATGCGCTGGCTAGACAAAACCTAATCAACGCAGATGGTGTCATTGAGTCC 
TTAGAGATCAATGCGCTGGCTAGACAAAACCTAATCAACGCAGATGGTGTCATTGAGTCC 

TGCTTTACCCCCGGCCGCTACTGCATGGAAATGAGCGCCGCCGCCTATAGAAACCATTGG 
TGCTTTACCCCCGGCCGCTACTGCATGGAAATGAGCGCCGCCGCCTATAGAAACCATTGG 

CGTTTTGACATGGAAGGCCTCCCCGCCGATCTCATCCGCAGAGGCATGGCTGAACCTGAC 
CGTTTTGACATGGAAGGCCTCCCCGCCGATCTCATCCGCAGAGGCATGGCTGAACCTGAC 

CCAACACAACCACATGGGTTAAAGCTCTTGATTGAAGATTACCCATATGCGGCTGATGGG 
CCAACACAACCACATGGGTTAAAGCTCTTGATTGAAGATTACCCATATGCGGCTGATGGG 

TTATTGATTTGGTCAGCAATTGAGAACTGGGTCGGAACCTACGTGAACCATTACTACCCA 
TTATTGATTTGGTCAGCAATTGAGAACTGGGTCGGAACCTACGTGAACCATTACTACCCA 
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CpLOX3p 2.161 
CpLOX3s 2.154 

CpLOX3p 2.2.2.1 
CpLOX3s 22.14 

CpLOX3p 22.81 
CpLOX3s 22.74 

CpLOX3p 2.341 
CpLOX3s 2334 

CpLOX3p 2401 
CpLOX3s 2.394 

CpLOX3p 2461. 
CpLOX3s 2.4 54 
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TTAATCTGCAACGACAGAGAGCTCCAAGCCTGGTACTCAGAGTCCATCAAC 
TTAATCTGCAACGACAGAGAGCTCCAAGCCTGGTACTCAGAGTCCATCAAC 

GTCGGCCACGCCGACCTCCGTGAGGCAAACTGGTGGCCCAAATTAGACAACGCCGATGAC 
GTCGGCCACGCCGACCTCCGTGAGGCAAACTGGTGGCCCAAATTAGACAACGCCGATGAC 

TTAATCTCCATCCTCACCACCATCATCTGGCTCGCTTCCGCCCAACATGCCGCCCTTAAT 
TTAATCTCCATCCTCACCACCATCATCTGGCTCGCTTCCGCCCAACATGCCGCCCTTAAT 

TTCGGACAATATCCTTATGGTGGGTACGTCCCAAATCGCCCACCCCTAATGAGAAGACTC 
TTCGGACAATATCCTTATGGTGGGTACGTCCCAAATCGCCCACCCCTAATGAGAAGACTC 

TCCCAGAAGAAAATGACCCAGAGTATGCTAATTTTCTTGCTGACCCACAAAAGTATTTC 
TCCCAGAAGAAAATGACCCAGAGTATGCTAATTTTCTTGCTGACCCACAAAAGTATTTC 

CTCTCCGCATTGCCAAGTTTGCTTCAAGCTACAAAATTTATGGCTGTGGTGGACACCTTG 
CTCTCCGCATTGCCAAGTTTGCTTCAAGCTACAAAATTTATGGCTGTGGTGGACACCTTG 

CpLOX3p 252.1 T 
CpLOX3s 2.514 C 

CGACCCACTCGCCGGACGAGGAGTACTTGGGGGAACGACAGCAGCCGTCGATTTGGTCC 
CGACCCACTCGCCGGACGAGGAGTACTTGGGGGAACGACAGCAGCCGTCGATTTGGTCC 

CpLOX3p 2.581 
CpLOX3s 2574 

CpLOX3p 2.641 
CpLOX3s 2634 

CpLOX3p 2701 
CpLOX3s 2.694 

CpLOX3p 2.7 61 
CpLOX3s 2.754 

GGTGATGCAGAGATTATAGAAGCGTTTTATGGGTTTTCAGCCGAGATTATAAGGATAGAA 
GGTGATGCAGAGATTATAGAAGCGTTTTATGGGTTTTCAGCCGAGATTATAAGGATAGAA 

AGGAGATTGAGAAGAGGAACCAGGATCCTAGCCTTAAGAATCGTTGTGGAGCTGGAGTT 
AGGAGATTGAGAAGAGGAACCAGGATCCTAGCCTTAAGAATCGTTGTGGAGCTGGAGTT 

TTGCCATATGAGCTTCTAGCGCCTAGTTCA 
TTGCCATATGAGCTTCTAGCGCCTAGTTCA 

ACCTGGAGTAACTTGCAGAGGAGTCCCA 
ACCTGGAGTAACTTGCAGAGGAGTCCCA 

Figura 30. Corroboración de las secuencias nucleotídicas de la predicción del gen CpLOX3 

(CpLOX3p) y del gen aislado (CpLOX3s) . 
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CpPLDa1p 1 
CpPI.Dals l 

CpPLDa1p 61 
CpPLDa1s 61 

CpPLDa1p 121 
CpPLDa1s 121 

CpPLDa1p 181 
CpPLDa1s 181 

CpPLDa1p 241 
CpPLDa111 241 

CpPLDa1p 301 
CpPLDa1s 301 

CpPLDa1p 361 
CpPLDa1s 361 

CpPLDa1p 421 
CpPLDa1s 421 

CpPLDa1p 481 
CpPLDa1s 481 

CpPLDa1p 541 
CpPLDa1s 541 

CpPLDa1p 601 
CpPLOa1s 601 

CpPLDa1p 661 
CpPLDa1s 661 

CpPLDa1p 721 
CpPLDa1s 721 

CpPLOa1p 781 
CpPLOa1s 781 
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MAHYLMHGTLHATVYEVDKLHSGGISGFFG ILANVEGTIGIG GVTQLYATIDLE A V 
MAHYLMHGTLHATVYEVDKLHSGGISGFFG ILANVEGTIGIG GVTQLYATIDLE A V 

C2 
G T II DEPNNP WYESFHIYCAHMASNVVFTV DDNPIGATLIG AYVPVEEL RGDQ 
G T II DEPNNP WYESFHIYCAHMASNVVFTV DDNPIGATLIG AYVPVEE~ ~GDQ 

DRWVEILDEDKNPIEGDSKI 
DRWVEILDEDKNPIEGDSKI 

R 
L 

VSLYQDAHVPDGFIPKIPLAGG 
VSLYQDAHVPDGFIPKIPLAGG 

VKLQFFDVKKDSNWNMGIKGARYLGVPYTFYSQRRGCR 
VKLQFFDVKKDSNWNMGIKGARYLGVPYTFYSQRRGCR 

K 
T 

YYEPHRCWEDVFDAITNARHLIYITGWSVYTEITLIR 
YYEPHRCWEDVFDAITNARHLIYITGWSVYTEITLIR 

DSRRPKPGGDVTLGELLKQKASEGVKVLMLVWDDRTSVGLLKKDGLMATHDEETANYFQN 
DSRRPKPGGDVTLGELLKQKASEGVKVLMLVWDDRTSVGLLKKDGLMATHDEETANYFQN 

TDVHCVLCPRNPDDGGSFVQGLQISTMFTH Q IVVV GEMPSGESQMRRIVSFVGGIDL 
TDVHCVLCPRNPDDGGSFVQGLQISTMFTH Q IVVV GEMPSGESQMRRIVSFVGGIDL 

CDGRYDTPFHSLFRTLDTAHHDDFHQPNFAGSSITKGGPREPWHDIHSRLEGPVAWDVLF 
CDGRYDTPFHSLFRTLDTAHHDDFHQPNFAGSSITKGGPREPWHDIHSRLEGPVAWDVLF 

NFEQRWRQQGGKDVLVNLRELDNIIIPPSPVMFPDD : ETWNVQLFRSIDGG. 
NFEQRWRQQGGKDVLVNLRELDNIIIPPSPVMFPDD·ETWNVQLFRSIDGG 

EEAARAGLVSGKDNIIDRSIQDAYINAIRRAKNFIYIENQYFLGSSFDWSSDDIKREDIN 
EEAARAGLVSGKDNIIDRSIQDAYINAIRRAKNFIYIENQYFLGSSFDWSSDDIKREDIN 

ALHLIPKELSLKIVSKIERGERFTVYVVVPMWPEGVPESASVQAILDWQRRTMEMMYKDI 
ALHLIPKELSLKIVSKIERGERFTVYVVVPMWPEGVPESASVQAILDWQRRTMEMMYKDI 

IQALRAKDREEDPRNYLTFFCLGNREVKKSGEYEPSERPEDDSDYIRAQEARRFMIYV T 
IQALRAKDREEDPRNYLTFFCLGNREVKKSGEYEPSERPEDDSDYIRAQEARRFMIYV T 

~ DEY l I VGSAN INQRSMDGARDSEIAMGAYQPYHL 'riNQPARGQ!HGFRMALWYE 
MMIV DEYIIVGSANINQRSMDGARDSEIAMGAYQPYHLTINQPARGQIHGFRMALWYE 

PLDC 
HLGMLDDTFLEPENIECVQKVNRVAGKYWDLYASELLEHDLPGHLLRYPIGVSSEGDVTE 
HLGMLDDTFLEPENIECVQKVNRVAGKYWDLYASELLEHDLPGHLLRYPlGVSSEGDVTE 

LPGTEF TKARVLGAKSDYLPPILTT 
LPGTEF TKARVLGAKSDYLPPILTT 

Figura 31. Corroboración de las secuencias de aminoácidos de la predicción del gen CpPLDa1 

(CpPLDa1 p) y del gen aislado secuenciado (CpPLDa1 s) . 
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CpLOX3s 1 
CpLOX3p 1 

CpLOX3s 61 
CpLOX3p 61 

CpLOX3s 121 
CpLOX3p 121 

CpLOX3s 181 
CpLOX3p 181 

CpLOX3s 2.41 
CpLOX3p 241 

CpLOX3s 301 
CpLOX3p 301 

CpLOX3s 361 
CpLOX3p 361 

CpLOX3s 421 
CpLOX3p 421 

CpLOX3s 481 
CpLOX3p 481 

CpLOX3s 541 
CpLOX3p 541 

CpLOX3s 601 
CpLOX3p 601 

CpLOX3s 661 
CpLOX3p 661 

CpLOX3s 721 
CpLOX3p 721 

CpLOX3s 781 
CpLOX3p 781 

CpLOX3s 841 
CpLOX3p 841 

CpLOX3s 901 
CpLOX3p 901 
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ALAKEMMGYSMIERSPWLASSKKLRLKYRDNSLPQRKTQLRINPGSVFLEHRRTNPVVV 
ALAKEMMGYSMIERSPWLASSKKLRLKYRDNSLPQRKTQLRINPGSVFLEHRRTNPVVV 

ALSEDLIKSIGSSNSSSGRENENKAVKFKVRAVMTVRNKSKQDLKDTIVKHLDAFSEKI 
ALSEDLIKSIGSSNSSSGRENENKAVKFKVRAVMTVRNKSKQDLKDTIVKHLDAFSEKI 

PLAT 
GRNVVLELISSTEIDPRTKEAKKSNQAVIKDWYKKSNVKAERVHYTTELLVDSNFGEAGA 
GRNVVLELISSTEIDPRTKEAKKSNQAVIKDWYKKSNVKAERVHYTTELLVDSNFGEAGA 

PLAT 
ITVINKHQNEFFL 
ITVINKHQNEFFLESI 

IE FASGPLHFPCNSWVQPVKHHSSPRIFFSNKPYLPSDTPVG 
IEGFASGPLHFPCNSWVQPVKHHSSPRIFFSNKPYLPSDTPVG 

LOX 
TGRPPTDTDMHVESRVEKPLPVYVPRDEQFEESKQDTFSAGRLKAVLHNLIPSLKATISA 
TGRPPTDTDMHVESRVEKPLPVYVPRDEQFEESKQDTFSAGRLKAVLHNLIPSLKATISA 

LOX 
SDIDNLYREGLLLKI K LPTVVNTIQESSQRLLKYNTPKIVSK 
SDIDNLYREGLLLKIGLQDELIKKLPLPTVVNTIQESSQRLLKYNTPKIVSK 

LOX 
DKFAWLRDDEFARQTMAGINPVSIERLRVFPPVSNLDPQIYGSQPSALQEHHIAPHLHCM 
DKFAWLRDDEFARQTMAGINPVSIERLRVFPPVSNLDPQIYGSQPSALQEHHIAPHLHCM 

LOX 
TVQQALEEKKLYIMDYHDVYLPFLDRINALDGRKAYATRTIFFLTPQGCLKPIAIELSLP 
TVQQALEEKKLYIMDYHDVYLPFLDRINALDGRKAYATRTIFFLTPQGCLKPIAIELSLP 

LOX 
HTGPTSRQKRVVTPPVDATSNWV AGV QLVN WLRT ASMEPFILAAH 
HTGPTSRQKRVVTPPVDATSNWVWQLAKAHVCANDAGV QLVN WLRT ASMEPFILAAH 

LOX 
RQMSAM PIFKLLDP MRYTLEI GVIESCFTPGRYCMEMSAAAYRNHW 
RQMSAM PIFKLLDP MRYTLEINALARQNLINADGVIESCFTPGRYCMEMSAAAYRNHW 

LOX 
RFDMEGLPADLIRRGMAEPDPTQ PYAADGLLIWSAIENWVGTYVNHYYP 
RFDMEGLPADLIRRGMAEPDPTQPHGLKLLIEDYPYAADGLLIWSAIENWVGTYVNHYYP 

LOX 
STLICNDRELQAWYSESINVGH DNADDL!SILTTIIWLASAQHAALN 

NSTLICNDRELQAWYSESINVGHADLREANWWPKLDNADDLISILTTIIWLASAQHAALN 
LOX 

FGQYPYGGYVPNRPPLMRRLIPEENDPEYANFLADPQKYFLSALPSLLQATKFMAVVDTL 
FGQYPYGGYVPNRPPLMRRLIPEENDPEYANFLADPQKYFLSALPSLLQATKFMAVVDTL 

LOX 
·THSPDEEYLGERQQPSIWSGDAEIIEAFYGFSAEIIRIEKEIEKRNQDPSLKNRCGAGV 
THSPDEEYLGERQQPSIWSGDAEIIEAFYGFSAEIIRIEKEIEKRNQDPSLKNRCGAGV 

PGVTCRGVPNSVSI 
PGVTCRGVPNSVSI 

Figura 32. Corroboración de las secuencias de aminoácidos de la predicción del gen CpLOX3 

(CpLOX3p) y del gen aislado (CpLOX3s) . 

Adicionalmente se realizaron dos alineamientos de secuencias de aminoácidos: uno de la 

traducción de la CpPLDa1 secuenciada con una PLD presente en frutos de pepino 
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(CsPLDa1 ), ortóloga al AtPLDa1 , y otro de la traducción de la CpLOX3 secuenciada con 

una LOX presente en frutos de pepino (CsLOX1 ), ortóloga a la AtLOX1. Se reportó que 

ambas proteínas del pepino aumentan su expresión y actividad ante estrés por daño 

mecánico en frutos de pepino (Zhao et al. , 2010) (ver Figuras 33 y 34). 

CsPLDa1 
CpPLDa1 

CsPLDa1 
CpPLDa1 

CsPLD&1 
CpPLDa1 

CsPLDa1 
CpPLDa1 

CsPLDa1 
CpPLD&1 

CsPLDa1 
CpPLDa1 

CsPLDa1 
CpPLDa1 

CsPLDa1 
CpPLDa1 

CsPLOa1 
CpPLDa1 

CsPLDa1 
CpPLDa1 

CsPLDa1 
CpPLDa1 

CsPLDa1 
CpPLDa1 

CsPLDa1 
CpPLDa1 

CsPLDa1 
CpPLDa1 

1 
1 

61 
61 

121 
121 

181 
181 

241 
241 

301 
301 

361 
361 

421 
421 

481 
481 

541 
541 

601 
601 

661 
661 

721 
721 

781 
781 

~EGTS-· I I• easmNV~SMLRQ~F~EA~QBK 
~HYL · t seaimGF~GKILA~~GTI~BQ 

LYATIDLE ARV 
LYATIDLE1· ARV 

SD[¡SimD:jN 
IKDI![¡NiiJmY 

ESFHIYCAH.ASNV FTVKDDNPIGATLIGRAYVPVE1t 
ESFHIYCAW 1ASNV FTVKDDNPIGATLIGRAYVPVE 

IVD~E 
LMR{!JDQ 

·~PEJ!:DNQi:IIDEEaiJHlZII!JY~SiT!3ilR!miG.RSRXI'PtiiDYDii,'!QtiiX 
~EJ!:DDKi:IIDGD~I'~iK~S!miN~XGARYLtiiDFD~i,'!~ 

SLYQDAHVPD• FI PKl PLAGG 
SLYQDAHVPD FIPKIPLAGG 

KN~!mCJEIIJDK!m
TY~E(iH~Tim! T I · 

I LGELLK~KASEGV~VLMLVWDDRTSVGLLKKDGL~THDEET 
LGELLK~KASEG~•VLMLVWDDRTSVGLLKKDGL ~THDEET 

ERi]i!lD 
AN¡]EN 

TDVHCVLCPRNPDDGGS 
TDVHCVLCPRNPDDGGS 

1mo 
FmG 

LQISTMFTHHQKIVVVD 
LQISTMFTHHQKIVVVD 

CDGRYDTPFHSLFRTLDTAHHDDFHQPNF 
CDGRYDTPFHSLFRTLDTAHHDDFHQPNF 

EEAARAGLVSGKDNIIDRSIQDAYINAIRRAKNFIYIENQYFLGS 
EEAARAGLVSGKDNIIDRSIQDAYINAIRRAKNFIYIENQYFLGS 

Be 
!i!!DL 

IPl.i,!ELSLKIVSKI 
IPMELSLKIVSKI 

!]E!mJ>QGI 
!]QgAKOR 

EEDPRNYLTFFCLGNREVK~SGEYEPSE PEI 
EEDPRNYLTFFCLGNREV~•SGEYEPSE"PE 

RRIVSFVGGIDL 
IRRIVSFVGGIDL 

KMMIVDDEYIIVGSANINQRSMDGARDSEIAMGAYQPYHL 
KMMIVDDEYIIVGSANINQRSMDGARDSEIAMGAYQPYHL 

SABE~ 
TINQ~I~ 

LG KSDYLPPILTT 
LG KSDYLPPILTT 

Figura 33. Comparación de las secuencias de aminoácidos de CpPLDa1 con CsPLDa1 . 
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CsLOX. 
CpLOX3 

CsLOX 
CpLOX3 

CsLOX 
CpLOX3 

CsLOX 
CpLOX3 

CsLOX 
CpLOX3 

CsLOX 
CpLOX3 

CsLOX 
CpLOX3 

CsLOX 
CpLOX3 

CsLOX 
CpLOX3 

CsLOX 
CpLOX.3 

CsLOX 
CpLOX3 

CsLOX 
CpLOX3 

CsLOX 
CpLOX3 

CsLOX 
CpLOX3 

CsLOX 
CpLOX3 

CsLOX 
CpLOX3 

1 
1 

34 
60 

71 
120 

130 
179 

190 
238 

248 
296 

308 
354 

368 
414 

428 
474 
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~FGIG~IIEGALNTTGDLAilt--------------- - ---~NI~DR------
- MALAGJEMMG Y SN I E R S PWL:Jjfj!ftifftifl3•1~1.1ftf4•1;!jli(•URIEJPt!JSVF!!BBI35Jiíj~lj¡fif# 

- - ------VSelL~GN---------------~IltGKVILMRSNVLi:lFTEFHSNLI!:JN~T~L 
ezi\11-i§f•)!:I KE!JI~S Sf~,_$i-iri;ljU§I§I@\ijj§IWRA VMTVRNKS KQ(ilLKDT I VKH[BA[iSi!K 

L~GGmSFQB0mA8HTS-NDSRG~G~K~YLER~LT~IPPLF~GESVFQINFQWi:lE~FP 
I~RN~VLEB0mS8EID~RTKEA~KS~Q~IKD~YK-KSNVK!ERVHYTTELLVi:lS~EA 

mFFIK~G!I]TS!Jii!KelL.TLDDVPGtJ!lRVC60~Y~SGRYKKD[DDA~BViJmQ0 
~ITVI~K~N~~INIBGFAS-~PL~P~~VKHHSSP~S~KP~D8 

~NP~RKY~~N~T~E~K 
~G~KAL~K~KD~K~V~L 

AD~--H~Iim!ETEY¡¡¡j 
N6i:l~S~~--RQI¡¡¡j 

IJm1G!limmlRSRRi:lHN.Y[Dl'!LSii]MS(!DI~GHL(:iMSD~LGYTm:IJLSISIK~ 
~C~PTDTi:lMH~E--KP~P~ES~DT~SAG~LHNLI~S 

~QSIFDVTPNE~DNFKE~FE~FPIPFNAFKT~TEDBTP~LFKALVRNDGEKF~FP 
~KATISADNHD~ASSDIImi!IYREiaLLLKIGLQDE[!IKK(!PLI]TVVNTIQESSQRL~YN 

i6E~KDN(3IGt:]STii]E~EMLfiEPimt.Ll)R¡¡J!EAI:IJiTEtJ<i!:DNVtJ!lN~firiT[§IEGJ] 
~KI~SKD(3FAt:lLRI!JDi!mQTMfilijimvsfiE!li!R~I!!DQim!S~PSJALQ~HCII 

KHG~DGLii!.jDE!j'!MKQNRiiJlVI!lF!mlALMI]Y[!T~[WTS-T(:iTiZimi.LL~KDD~T!mtiL 
APH[!HC~Q~LEEK~~YLI]l~~I[WLD~~IFF[!TPQ~C~I 

487 V~PQiai:lQLGAISKLYFI]AEN 
534 A~S~TG--PTSRQKRVVT~PVDAT 

~laY!Im!IS!IImBmfi!v 
Aim}A~V~NIIEi!Rimi!S 

547 
592 

607 
652 

666 
712 

726 
772 

786 
832 

845 
892 

L~I!JT!mEL[S}VLIID]H~IZ]YKDiiMFflm!S~N~LWJTTHY~SJCilS¡m:L 
~IL!J.AU)c~IID]FI:f!!DIZ]MRY8LEm!JL!JlENE!Dm!Di!MEISCFT~RileimM 

~L~IL!mDTTS!iEIFMIDVGT~KELESN~Ej¡lA.TICmE~L 
~~~VP!mDPLM!iEILI~ENDP~NFLAD~Q~~SALP~L~ 

VSISIU:I(!SK[l]AS~Qil1-ASIDt:]TS8J<IAL&EJ<6GKNLFEV[§INR()ME!m)KBVN 
KFMAVVDTmPT!I]SP~E~E~QPSit:]SG~EII~Y~SAEIIRI~KE()EK~DPS 

!Dm.!S~PVN~T~!mNEiaLi]G~IIimJIEI) 
~CiaAGV[!!JijE[!BA!mKPrav8Cil1raV~ 

Figura 34. Comparación de las secuencias de aminoácidos de CpLOX3 con CsLOX1. 

Actualmente los genes CpPLDa1 y CpPLOX3 se encuentran almacenados de tres formas: 

en células transformadas de E. coli conservadas en glicerol al 20%, en células 

107 



Capítulo 111 

transformadas de E. coli en cajas de medio LB con ampicilina refrigeradas a 4°C y en 

soluciones de plásmidos pGEM T-Easy. 

En base a los resultados anteriores y a información previa de mecanismos de respuestas 

a diferentes tipos de estrés (entre ellos daño mecánico en diferentes tejidos de plantas) se 

realizó una propuesta del mecanismo de señalización de respuesta al daño mecánico 

ocasionado en frutos maduros de C. papaya (ver Figura 35). 

Daño mecánico 

[Ca2•] 

IP3 
Ácido fosfatídico 

Fosfatasas y 
acil hidrolasas 

] 
Señal 
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Figura 35. Propuesta de mecanismo de acción de la respuesta del fruto de C. papaya a estrés por 

daño mecánico. Nota: en la figura se indican las referencias de cada paso del mecanismo. 
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Posteriormente se llevaron a cabo pruebas bioqufmicas en frutos de C. papaya con los 

cuales se evaluó parte de los mecanismos moleculares de respuesta de los frutos ante el 

estrés por daño mecánico (ver Figuras 36 y 37). 
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Figura 36. Concentración de peróxido de hidrogeno en cáscaras de frutos de papaya sometidos a 

estrés por daño mecánico. Los gráficos se construyeron con una ANOVA simple a partir de las 

medias y desviaciones estándar de las mediciones de cada tratamiento (P<0,05). Letras distintas 

en cada tratamiento indican diferencia estadística de acuerdo al método LSD (diferencia mínima 

significativa). 
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b* 

I 

Figura 37. Concentración del complejo MDA-TBA en cáscaras de frutos de papaya sometidos a 

estrés por daño mecánico. Los gráficos se construyeron con una ANOVA simple a partir de las 

medias y desviaciones estándar de las mediciones de cada tratamiento (P<0,05). Letras distintas 

en cada tratamiento indican diferencia estadística de acuerdo al método LSD (diferencia mínima 

significativa) . 

110 



Capítulo 111 

3.4 DISCUSIÓN 

Comúnmente la determinación del grado de maduración de los frutos se realiza de 

manera visual. Una mejor alternativa para la verificación del grado de maduración 

consiste en la medición de parámetros calorimétricos; el cual nos permite determinar una 

relación directa entre el grado de maduración de los frutos (respiración y firmeza) con el 

color de estos. En base a lo anterior, se empleó la metodología de Santamaría et al. (2009) 

para la selección de frutos en una misma etapa de maduración. 

Debido a que el daño mecánico en frutos puede deberse a distintas circunstancias, tales 

como golpes y lesiones, para simular estas condiciones los tratamientos de daño 

mecánico consistieron en cortes profundos y leves golpes en toda la superficie de los 

frutos. 

Los perfiles de expresión de los genes CpPLDs y CpLOXs en los frutos sometidos a daño 

mecánico indicaron el aumento de la expresión de los genes CpPLDa1 (en frutos maduros 

e inmaduros sometidos a estrés por golpe) y CpLOX3 (en frutos maduros sometidos a 

estrés por corte) . Las secuencias nucleotídicas y proteicas de ambos genes secuenciados 

coinciden casi completamente con las predicciones realizadas previamente mediante el 

empleo de servidores bioinformáticos, indicando que el previo análisis in silico se realizó 

de manera adecuada. 

Estudios previos determinaron la presencia de una proteína del tipo PLD aislada del látex 

de frutos de C. papaya, sin embargo, su actividad fisiológica e interacción en el látex aún 

es desconocida (Abdelkafi et al., 2012). El fruto de papaya es rico en papaína y al 

comparar las secuencias nucleotídica y de aminoácidos de la PLD aislada en el látex de C. 

papaya con la secuencia nucleotídica de la CpPLDa1 obtenida en este estudio y su 

traducción estas presentaron coincidencias casi totales, respectivamente (ver Anexos 3 y 

4). Por tanto, es muy factible que la CpPLDa1 caracterizada en este estudio y la PLD 

presente en el látex sean la misma proteína y que la CpPLDa1 desempeñe un papel 

importante en el sistema de respuesta del fruto de papaya ante el daño mecánico externo. 

El aumento de la expresión del gen CpLOX3 solo se presentó en frutos maduros 

sometidos a daños mecánicos por lo que se deduce que la expresión de los genes LOXs 

puede variar con respecto a la etapa de maduración de los frutos. Estudios previos en 
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hojas de tomate y papa sometidas a daño mecánico por corte o compresión indicaron el 

aumento de la expresión de las lipoxigenasas LOXD y LOXH3, respectivamente (Heitz et 

al. , 1997; Farmaki et al., 2007). Ambas lipoxigenasas son ortólogas a la AtLOX3 y a la 

CpLOX3 obtenida en este estudio, por lo que es posible que estas posean actividades 

enzimáticas similares. 

Al comparar las secuencias de aminoácidos de la CpPLDa1 y la CpLOX3 obtenidas en 

este estudio con la PLD y la LOX analizadas en frutos de pepino sometidos a daño 

mecánico (Zhao et al. , 201 O) se obseNó una alto grado de identidad (alrededor de un 

80%) entre ambas PLDs; sin embargo el grado de identidad de las LOXs de ambos frutos 

fue mucho menor (alrededor de un 40%). La CpPLDa1 y la PLD de pepino son ortólogas a 

la AtPLDa1 mientras que la CpLOX3 y la LOX de pepino son ortólogas a los genes 

AtLOX3 y AtLOX1 , respectivamente. Las proteínas generadas a partir de los genes 

AtLOX3 y AtLOX1 difieren tanto en tipo como en ubicación espacial en la célula vegetal 

(la AtLOX3 se ubica en las membranas de los cloroplastos mientras que la AtLOX1 se 

ubica en el citoplasma o en la membrana celular (TAIR, 2012)). Por tanto, es factible que 

la CpPLDa1 realice una función similar a la PLD de pepino y que ambas se ubiquen en la 

misma región celular (membrana celular (TAIR, 2012)) mientras que las CpLOX3 y la LOX 

de pepino realicen funciones similares pero en distintas ubicaciones. 

Las pruebas bioquímicas realizadas en frutos de papaya sometidos a estrés por daño 

mecánico en conjunto con los resultados de la expresión diferencial de genes entre 

ambos estados de maduración generaron diversos resultados importantes: 

Ambas pruebas bioquímicas presentaron un aumento significativo de las lecturas 

obtenidas de los distintos tratamientos de daño mecánico de los frutos maduros de 

papaya respecto a los obtenidos de los frutos inmaduros de papaya. Este comportamiento 

coincide con los reportados en estudios previos del estrés oxidativo durante el proceso de 

maduración de diversos tipos de frutos en los cuales se presentan incrementos de la 

concentración de H20 2 y el índice de peroxidación lipídica en los tejidos de los frutos 

conforme se lleva a cabo el proceso de maduración (Lin et al. , 1988; Wang y Jiao, 2001 ; 

Jimenez et al., 2002; Oliveira et al., 2011). 

Se presentó un aumento significativo de la expresión del gen CpLOX3 el cual coincide con 

un aumento significativo del contenido de H20 2 tanto en frutos maduros como inmaduros. 
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Estudios previos indican un incremento de la producción de H20 2 en tejidos de plantas, 

especialmente en hojas, sometidos a daño mecánico (Orozco-Cárdenas y Rian, 1999; 

Chandru et al., 2003; Chang et al., 2004), comportamiento que coincide con los resultados 

obtenidos en esta investigación. En investigaciones anteriores se ha corroborado que 

parte de los radicales hidroperóxidos de ácidos grasos generados por las LOXs poseen 

efectos citotóxicos (Koshiishi et al., 2006). Es posible que la oxidación de los tejidos 

dañados expuestos al ambiente en conjunto con la presencia de los radicales 

hidroperóxidos de ácidos grasos generados por las LOXs aceleren el ritmo de generación 

de especies reactivas de oxígeno como el H20 2 que puede participar en el mecanismo de 

respuesta del fruto al estrés por daño mecánico ocasionado por el corte del tejido 

(Sevanian , 1988). 

Se presentó un aumento significativo de la expresión del gen CpPLDa1 el cual coincide 

con una disminución significativa del índice de peroxidación lipídica tanto en frutos 

maduros como inmaduros. En el caso de la CpPLDa1 , estudios previos indican un 

incremento de la expresión y actividad de las PLDa1 s en tejidos de plantas, 

especialmente hojas, sometidos a daño mecánico (Ryu y Wang, 1998; Wang et al. , 2000; 

Zhao et a/., 201 O). Sin embargo, no existen estudios previos acerca del índice de 

peroxidación lipídica en frutos de papaya cultivar Maradol. Se ha observado que durante 

el proceso de maduración de frutos de papaya de la variedad Solo (en el cual se 

reportaron índices de peroxidación lipídica similares a los reportados en este estudio) se 

presenta un leve incremento del índice de peroxidación lipídica en tejidos de cáscara y 

pulpa así como una disminución de la actividad de enzimas antioxidantes. En base a 

estos resultados se concluyó que la peroxidación lipídica en un proceso necesario para la 

maduración de los frutos (Resende et al. , 2012). Otro estudio reciente en frutos de papaya 

de la variedad Solo sometidos a daño mecánico indicó que no se presentó un aumento 

significativo en el índice de peroxidación lipídica en tejido de mesocarpio (pulpa) (Oiiveira 

et al. , 2011 ). En base a la información anterior, se puede deducir que es factible que la 

disminución del índice de peroxidación lipídica en cáscaras de frutos de papaya cultivar 

Maradol maduros e inmaduros sometidos a estrés por daño mecánico por golpe conforme 

parte de un sistema de respuesta del fruto ante el estrés por daño mecánico. 

Probablemente la señal generada en la cáscara del fruto inicie un sistema de señalización 

que evite la peroxidación lipídica en los tejidos internos del fruto para evitar el deterioro de 

las semillas del fruto. 
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3.5 CONCLUSIÓN 

En este estudio se llevó a cabo la caracterización de nuevos genes de frutos de C. 

papaya de respuesta a distintos tipos de daño mecánico. Los resultados obtenidos 

señalan la participación de la CpPLDa1 y la CpLOX3 en el mecanismo de respuesta a 

daño mecánico en los frutos, aparentemente por rutas independientes. La mayoría de 

estos resultados concuerdan con los reportados previamente en estudios de la 

participación de las PLDs y LOXs en tejidos de plantas sometidos a daño mecánico. Es 

necesario señalar que existen pocos estudios acerca de los efectos del estrés por daño 

mecánico en frutos, especialmente tropicales. Esta investigación es una de las primeras 

evidencias de los mecanismos de respuesta ante daño mecánicos en frutos de C. papaya 

en diferentes etapas de maduración. Los resultados obtenidos proporcionan una base 

para estudios futuros para conocer el metabolismo de los frutos de C. papaya cultivar 

Maradol. 
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CAPÍTULO IV. DISCUSIÓN FINAL 

4.1 DISCUSIÓN GENERAL 

Todos tos productos agrícolas comercializados internacionalmente son susceptibles a las 

distintas condiciones ambientales que pueden ocasionar su degradación acelerada. Los 

avances en el campo de la biología molecular y la genética de plantas permiten la 

comprensión de cómo se generan las respuestas a las condiciones de estrés, empleando 

principalmente técnicas genómicas, proteómicas y metabolómicas. Desde hace mucho 

tiempo A. thaliana ha sido empleada como una planta modelo para elucidar mecanismos 

de respuesta ante distintos tipos de estrés. Estas respuestas se encargan del 

mantenimiento de la homeostasis metabólica por medio de la degradación o síntesis de 

compuestos con funciones protectoras (Hirt y Shinozaki , 2004). 

La bioinformática consiste en una intersección entre la biotecnología y las ciencias de la 

computación que permite la comprensión de los datos biológicos a nivel biomolecular. La 

bioinformática ha sido empleada como una herramienta clave para la elucidación de 

nuevos genes y proteínas a partir de secuencias conocidas en organismos de genoma 

conocido (Voet y Voet, 2006). 

En base a que existen evidencias previas de la participación de las fosfolipasas D y 

lipoxigenasas en las rutas de respuesta a diferentes tipos de estrés en plantas modelo, en 

este trabajo se llevó a cabo el análisis in silico de genes de fosfolipasas D y lipoxigenasas 

del genoma de C. papaya por dos razones muy importantes: la primera, corroborar su 

existencia en los frutos de papaya en diferentes etapas de maduración y, la segunda, 

analizar sus patrones de expresión cuando los frutos son sometidos a daño mecánico. 

De los posibles candidatos de genes que codifican para CpPLDs y CpLOXs solo dos 

pudieron ser identificados y también estos genes fueron los únicos que presentaron 

expresión diferencial en los frutos de ambos estados de maduración sometidos al daño 

mecánico: los genes CpPLDa1 y CpLOX3. Es factible que los demás genes participen en 

rutas de señalización de respuesta a otros tipos de estrés en el fruto y otros tejidos de la 

planta de papaya. Por ejemplo, existen evidencias que el gen AtPLDó aumenta su 

expresión en hojas de plantas de A. thaliana ante el estrés por bajas temperaturas y por 

déficit hídrico por lo que es factible que el gen CpPLDó pueda tener un comportamiento 
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similar en las hojas de C. papaya (Li et al., 2004; Uraji et al., 2012). Otros estudios indican 

que los genes AtLOX2, AtLOX3, AtLOX4 y AtLOX6 participan en el sistema de respuesta 

de hojas sometidas a daño mecánicos (Chauvin et al., 2012) por lo que es factible que los 

genes CpLOX2, CpLOX3, CpLOX4 y CpLOX6 (los cuales son LOXs del tipo 2) puedan 

tener un comportamiento similar en las hojas de C. papaya. Los genes AtLOX1.1, 

AtLOX1.2, AtLOX1.3, AtLOX5.1 y AtLOX5.2, los cuales todos son LOXs del tipo 1, 

probablemente también puedan participar en rutas de señalización de respuesta a otros 

tipos de estrés en el fruto y en otros tejidos de la planta de papaya (Melan et al., 1993; 

Vellosillo et al., 2007). Es posible que estas rutas de señalización se lleven a cabo en el 

citoplasma (TAIR, 2012). 

Comúnmente los estudios acerca de los efectos de diferentes tipos de estrés en los 

tejidos de frutas se realizan mediante la medición de ciertos compuestos, como el JA, 

MeJA, ABA, PA, H202 y NO (Wang y Jiao, 2001 ; Oliveira et al. , 2011 ; Arreola et al., 2012, 

Resende et al. , 2012). En contraste, pocas investigaciones llevan a cabo análisis sobre la 

expresión de genes de los frutos ante condiciones de estrés posiblemente debido a la 

dificultad, comparada con otros tejidos, de la extracción del material genético de los 

tejidos del fruto (Heitz et al. , 1997; Zhang et al. , 2006; Zhang et al. , 2011 ; Xue-Yong et al., 

2012). En este estudio se llevaron a cabo pruebas bioquímicas y análisis de expresión de 

genes de CpPLDs y CpLOXs para poder elucidar y analizar el funcionamiento del sistema 

de respuesta a estrés por daño mecánico en frutos de papaya. 

Los genes que codifican para las enzimas CpPLDa1 y CpLOX3 en frutos de C. papaya 

presentaron una expresión diferencial ante los tratamientos de daño mecánico así como 

variaciones en las mediciones del índice de peroxidación lipídica y la concentración de 

H20 2. Estas variaciones de expresión probablemente forman parte de un sistema de 

defensa que asegure el apropiado desarrollo de los embriones evitando la degradación de 

los tejidos dañados o también como un mecanismo que permita prolongar el tiempo de 

vida de los frutos para que estos sean consumidos y permitan la dispersión de las 

semillas (Raven et al., 1992). 

Como se mencionó anteriormente ambos genes presentaron comportamientos similares a 

los observados previamente en otras plantas; sin embargo, a la fecha existen muy pocas 

investigaciones acerca del papel que realizan las PLDs y las LOXs en los sistemas de 

respuesta a estrés en frutos. Por tanto, los resultados generados en esta investigación 
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permitirán proporcionan una noción de los posibles mecanismos de respuesta que 

presentan los frutos de C. papaya al ser sometidos a un daño mecánico y a largo plazo 

mediante técnicas de ADN recombinante facilitar la generación de frutos más tolerantes a 

este tipo de estrés favoreciendo la disminución de las pérdidas de este producto. 

4.2 CONCLUSIONES GENERALES 

En esta investigación se cumplieron los siguientes objetivos: 

1. Se identificaron mediante análisis in si/ico las posibles secuencias homologas a genes 

PLDs y de LOXs en el genoma de C. papaya: dos fosfolipasas D (CpPLDa1 y CpPLDo) 

y ocho lipoxigenasas (AtLOX1.1, 1.2, 1.3, 2, 3, 5.1 , 5.2 y 6). 

2. Se elaboró un procedimiento para el análisis de la expresión diferencial de estos 

genes en frutos de C. papaya de diferentes etapas de maduración. 

3. Se desarrollaron metodologías para la determinación del grado de peroxidación 

lipídica y la concentración de peróxido de hidrógeno en tejidos de cáscara de frutos de 

papaya sometidos a daño mecánico. 

4. Se demostró la existencia de los genes CpPLDa1 y la CpLOX3 en frutos maduros e 

inmaduros de papaya y de forma adicional se aportaron evidencias moleculares y 

bioquímicas que sostienen su participación en los mecanismos de respuesta a daño 

mecánico en frutos de C. papaya de diferentes etapas de maduración. 

4.3 PERSPECTIVAS 

A pesar que en este trabajo se demostró que los genes analizados presentan una 

expresión diferencial ante el daño mecánico en el fruto de C. papaya aún no se ha logrado 

demostrar su funcionalidad en este órgano. Por tanto se pretende determinar la 

funcionalidad de la CpPLDa1 y la CpLOX3 en plantas transgénicas de N. tabacum y 

tomate con sobre-expresión y silenciamiento de los genes que codifican para estas. Una 

vez obtenidas las plantas transformadas se evaluará, por medio de pruebas bioquímicas y 

análisis de expresión diferencial, la respuesta al estrés ocasionado por daño mecánico en 

los frutos y hojas de las plantas de tomate transgéncias así como en hojas de plantas de 
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N. tabacum transgéncias. Simultáneamente se analizarán las posibles variaciones en los 

fenotipos de las plantas transgénicas generadas. 

Adicionalmente, se planea realizar la determinación celular de estas proteínas en la célula 

vegetal por medio de técnicas de tinción para verificar la ubicación real de estas proteínas. 

También se pretende verificar la existencia y participación de las CpPLDs y las CpLOXs 

en los mecanismos de respuesta a estrés de otros tejidos de papaya. 
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ANEXOS 

Anexo 1. Árbol filogenético de secuencias de aminoácidos de PLDs conocidas en plantas y de 

predicciones en C. papaya . Nomenclatura: círculos negros: proteínas ortólogas a AtPLDa; círculos 

azules: proteínas ortólogas a AtPLD¡3; círculos morados: proteínas ortólogas a AtPLDy; círculos 

rojos: proteínas ortólogas a AtPLDó; círculos añiles: proteínas ortólogas a AtPLDe:; círculos verdes: 

proteínas ortólogas a AtPLD~; círculos naranjas: predicciones de PLDs en C. papaya. Datos: 

método: Neighbor Joining Tree ; modelo: JTT; prueba de filogenia : Bootstrap (1 000 replicaciones) . 
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Anexo 2. Árbol filogenético de secuencias de aminoácidos de LOXs conocidas en plantas y de 

predicciones en C. papaya. Nomenclatura: círculos rojos : proteínas ortólogas a AtLOX1 ; círculos 

azules: proteínas ortólogas a AtLOX2; círculos verdes: proteínas ortólogas a AtLOX3; círculos 

morados: proteínas ortólogas a AtLOX4; círculos cafés: proteínas ortólogas a AtLOX5; círculos 

negros: proteínas ortólogas a AtLOX6; círculos naranjas: predicciones de LOXs en C. papaya . 

Datos: método: Neighbor Joining Tree; modelo: JTT; prueba de filogenia: Bootstrap (1 000 

replicaciones) . 
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CpPLDa1 1 
CpPLDlatex 1 

CpPLOa1 61 
CpPLOlatex 61 

CpPLOa1 121 
CpPLDlatex 121 

CpPLOa1 181 
CpPLDlatex 181 

CpPLDa1 241 
CpPLOlatex 241 

CpPLDal 301 
CpPLDlatex 301 

CpPLDa1 361 
CpPLDlatex 361 

CpPLDa1 421 
CpPLOlatex 421 

CpPLDa1 481 
CpPLDlatex 481 

CpPLOa1 541 
CpPLOlatex 541 

CpPLDa1 601 
CpPLDlatex 601 

CpPLDal. 661 
CpPLDlatex 661 

CpPLDa1 721 
CpPLOlatex 721 

CpPLDa1 781 
CpPLOlatex 781. 

CpPLDa1 841 
CpPLOlatex 841 

CpPLDa1 901 
CpPLDlatex 901 

CpPLDa1 961. 
CpPLDlatex 961 

CpPLDa1 1021 
CpPLDlatex 1021 

Anexos 

ATGGCGCATTATTTGATGCATGGCACTTTACATGCCACGGTGTATGAGGTCGATAAACTA 
ATGGCGCATTATTTGATGCATGGCACTTTACATGCCACGGTGTATGAGGTCGATAAACTA 

CATTCCGGTGGCATATCAGGCTTCTTTGGCAAGATCCTGGCAAATGTTGAGGGAACAATT 
CATTCCGGTGGCATATCAGGCTTCTTTGGCAAGATCCTGGCAAATGTTGAGGGAACAATT 

GGTATTGGCAAAGGAGTAACCCAGCTCTATGCTACCATTGATCTAGAAAGGGCTAGAGTT 
GGTATTGGCAAAGGAGTAACCCAGCTCTATGCTACCATTGATCTAGAAAGGGCTAGAGTT 

GGAAGGACCAGAATAATAAAAGATGAACCCAATAATCCTAAATGGTATGAATCATTTCAT 
GGAAGGACCAGAATAATAAAAGATGAACCCAATAATCCTAAATGGTATGAATCATTTCAT 

ATCTACTGTGCCCATATGGCTTCCAATGTTGTATTCAC 
ATCTACTGTGCCCATATGGCTTCCAATGTTGTATTCAC 

e 
T 

GTTAAAGATGACAATCCTATT 
GTTAAAGATGACAATCCTATT 

GGAGCCACTTTAATTGGAAGAGCATATGTACCTGTTGAAGAACTGAT 
GGAGCCACTTTAATTGGAAGAGCATATGTACCTGTTGAAGAACTGAT 

CGTGGTGATCAA 
CGTGGTGATCAA 

GTGGATAGGTGGGTTGAAATCTTGGATGAAGACAAAAACCCCATTGAGGGAGATTCCAAG 
GTGGATAGGTGGGTTGAAATCTTGGATGAAGACAAAAACCCCATTGAGGGAGATTCCAAG 

ATCC TGTGAAGCTTCAATTTTTTGATGTAAAAAAAGACAGTAATTGGAATATGGGTATC 
ATCC TGTGAAGCTTCAATTTTTTGATGTAAAAAAAGACAGTAATTGGAATATGGGTATC 

AAGGGTGCTAGGTATCTTGGTGTGCCTTACACGTTCTACTCACAGAGACGAGGATGTAGA 
AAGGGTGCTAGGTATCTTGGTGTGCCTTACACGTTCTACTCACAGAGACGAGGATGTAGA 

GTTTCTTTATACCAAGATGCTCATGTTCCGGACGGCTTCATTCCTAAAATTCCTTTAGCA 
GTTTCTTTATACCAAGATGCTCATGTTCCGGACGGCTTCATTCCTAAAATTCCTTTAGCA 

GTATTATGAGCCTCATAGATGCTGGGAAGATGTTTTTGATGCAATCACCAAT 
GTATTATGAGCCTCATAGATGCTGGGAAGATGTTTTTGATGCAATCACCAAT 

GCGAGACACCTGATCTACATTACTGGCTGGTCAGTTTATACTGAAATCACTTTGATACGT 
GCGAGACACCTGATCTACATTACTGGCTGGTCAGTTTATACTGAAATCACTTTGATACGT 

GACTCAAGGAGGCCAAAGCCAGGAGGAGATGTTACTCTTGGTGAGCTACTTAAGCAGAAG 
GACTCAAGGAGGCCAAAGCCAGGAGGAGATGTTACTCTTGGTGAGCTACTTAAGCAGAAG 

GCTAGTGAAGGTGTTAAGGTTCTCATGCTTGTTTGGGATGACAGAACCTCTGTTGGTTTA 
GCTAGTGAAGGTGTTAAGGTTCTCATGCTTGTTTGGGATGACAGAACCTCTGTTGGTTTA 

CTGAAAAAGGATGGACTCATGGCTACGCATGATGAAGAAACTGCAAACTACTTCCA 
CTGAAAAAGGATGGACTCATGGCTACGCATGATGAAGAAACTGCAAACTACTTCCA 

E 
E 

ACTGATGTTCACTGTGTCCTATGCCCCCGTAATCCTGATGATGGGGGGAGCTTCGTTCAA 
ACTGATGTTCACTGTGTCCTATGCCCCCGTAATCCTGATGATGGGGGGAGCTTCGTTCAA 

GGCTTACAAATCTCTACCATGTTCACTCATCACCAGAAGATTGTGGTGGTCGATGGTGAG 
GGCTTACAAATCTCTACCATGTTCACTCATCACCAGAAGATTGTGGTGGTCGATGGTGAG 

ATGCCTAGTGGGGAATCCCAGATGAGGAGAATTGTTAGTTTTGTTGGGGGCATTGATCTT 
ATGCCTAGTGGGGAATCCCAGATGAGGAGAATTGTTAGTTTTGTTGGGGGCATTGATCTT 
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CpPLDa1 1081 
CpPLDl&tex 1081 
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TGTGATGGTAGATATGATACCCCCT~CCATTCTCTATTCAGGACATTGGATACTGCACAC 

TGTGATGGTAGATATGATACCCCCTTCCATTCTCTATTCAGGACATTGGATACTGCACAC 

CpPLDa1 1141 ~T 
CpPLDlatex 1141 ~e 

GATGATTTCCATCAGCCAAACTTTGCAGGTAGTTCTATCACAAAAGG 
GATGATTTCCATCAGCCAAACTTTGCAGGTAGTTCTATCACAAAAGG 

CpPLDa1 1201 
CpPLDlatex 1201 

CpPLDa1 1261 
CpPLDlatex 1261 

CpPLDa1 1321 
CpPLDlatex 1321 

CpPLDa1 1381 
CpPLDlatex 1381 

CpPLDal 1441 
CpPLDlatex 1441 

CpPLDa1 1501 
CpPLDlatex 1501 

CpPLDa1 1561 
CpPLDlatex 1561 

CpPLDa1 1621 
CpPLDlatex 1621 

CpPLDa1 1681 
CpPLDlatex 1681 

CpPLDa1 1741 
CpPLDlatex 1741 

CpPLDa1 1801 
CpPLDlatex 1801 

CpPLDa1 1861 
CpPLD1.atex 1861 

CpPLDa1 1921 
CpPLDlatex 1921 

CpPLDa1. 1981 
CpPLDlatex 1981 

CpPLDa1 2041 
CpPLDlatex 2041 

CpPLDa1 2101 
CpPLD1atex 2101 

GAACCTTGGCATGATATCCATTCTCGATTGGAAGGTCCCGTTGCCTGGGATGTGCTGTTT 
GAACCTTGGCATGATATCCATTCTCGATTGGAAGGTCCCGTTGCCTGGGATGTGCTGTTT 

AATTTTGAGCAAAGATGGAGACAACAAGGTGGGAAGGATGTTCTGGTTAATCTGAGAGAG 
AATTTTGAGCAAAGATGGAGACAACAAGGTGGGAAGGATGTTCTGGTTAATCTGAGAGAG 

CTTGATAATATTATTATTCCCCCATCTCCTGTTATGTTTCCAGATGATC TGAGACATGG 
CTTGATAATATTATTATTCCCCCATCTCCTGTTATGTTTCCAGATGATC TGAGACATGG 

AATGTCCAGTTGTTTAGATCCATTGATGG 
AATGTCCAGTTGTTTAGATCCATTGATGG 

TGCTTTTGGTTTTCCTGAGACACCC 
TGCTTTTGGTTTTCCTGAGACACCC 

GAAGAGGCTGCCAGAGCTGGGCTTGTAAGTGGGAAGGATAATATCATTGATCGAAGCATT 
GAAGAGGCTGCCAGAGCTGGGCTTGTAAGTGGGAAGGATAATATCATTGATCGAAGCATT 

CAGGATGCTTATATTAATGCTATTCGAAGAGCAAAAAATTTTATATATATTGAAAATCAG 
CAGGATGCTTATATTAATGCTATTCGAAGAGCAAAAAATTTTATATATATTGAAAATCAG 

TATTTCCTCGGAAGCTCTTTTGACTGGAGTTCTGATGATATCAAGCGTGAGGATATTAAT 
TATTTCCTCGGAAGCTCTTTTGACTGGAGTTCTGATGATATCAAGCGTGAGGATATTAAT 

GCTTTACATCTTATA:CAAAGGAGCTTTCACTCAAGATTGTTAGTAAGATTGAACGTGGG 
GC TTTACA TCTTATACCAAAGGAGC'r TTCAC'fCAAGATTGTTAGT AAGA TTGAACGTGGG 

GAGAGATTCACTGTTTATGTTGTTGTTCCTATGTGGCCAGAAGGGGTACCGGAGAGTGCA 
GAGAGATTCACTGTTTATGTTGTTGTTCCTATGTGGCCAGAAGGGGTACCGGAGAGTGCA 

TCTGTTCAGGCAATATTAGATTGGCAGAGAAGGACAATGGAAATGATGTATAAAGACATC 
TCTGTTCAGGCAATATTAGATTGGCAGAGAAGGACAATGGAAATGATGTATAAAGACATC 

ATTCAAGCTCTGAGA~CTAAAGA 

ATTCAAGCTCTGAGA~CTAAAGA 

e 
T 

CGTGAAGAGGATCCTAGAAACTATTTGACTTTTTTC 
CGTGAAGAGGATCCTAGAAACTATTTGACTTTTTTC 

TGCCTTGGAAACCGG~AAGTGAAGAAATCTGGAGAATATGAACCTTCAGAGAGACCAGAG 
TGCCTTGGAAACCGG~AAGTGAAGAAATCTGGAGAATATGAACCTTCAGAGAGACCAGAG 

GATGACTCCGATTATATTAGAGCACAAGAAGCCCGTCGTTTCATGATTTATGTTCATACC 
GATGACTCCGATTATATTAGAGCACAAGAAGCCCGTCGTTTCATGATTTATGTTCATACC 

AAGATGATGATTGTTGATGATGAATACATCATAGTTGGATCTGCCAACATCAATCAGCGA 
AAGATGATGATTGTT~ATGATGAATACATCATAGTTGGATCTGCCAACATCAATCAGCGA 

TCAATGGATGGTGCCAGGGAC~CAGAGATAGCTATGGGGGCTTACCAACCATACCATTTG 

TCAATGGATGGTGCCAGGGACTCAGAGATAGCTATGGGGGCTTACCAACCATACCATTTG 

ACAATCAACCAGCCA~CACGGGGTCAAATTCATGGTTTTCGTATGGCATTGTGGTATGAG 

ACAATCAACCAGCCA3CACG3GGTCAAATTCATGGTTTTCGTATGGCATTGTGGTATGAG 
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CpPLDa1 2161 
CpPLDlatex 2.161 

CpPLDa1 2.221 
CpPLDlatex 2221 

CpPLDal 2281 
CpPLDlatex 2281 

CpPLOa1 2341 
CpPLDlatex 234 1 

CpPLDa1 2401 
CpPLDlatex 24.01 
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TGCTCGATGACACCTTCCTTGAGCCAGAAAACATAGAGTGTGTCCAGAAG 
TGCTCGATGACACCTTCCTTGAGCCAGAAAACATAGAGTGTGTCCAGAAG 

GTGAACCGAGTTGCTGGCAAATATTGGGATCTTTACGCGAGTGAGTTACTTGAACATGAC 
GTGAACCGAGTTGCTGGCAAATATTGGGATCTTTACGCGAGTGAGTTACTTGAACATGAC 

TTGCCTGGCCACTTGCTTCGCTACCCAATTGGTGTTTCTAGTGAAGGAGATGTTACAGAG 
TTGCCTGGCCACTTGCTTCGCTACCCAATTGGTGTTTCTAGTGAAGGAGATGTTACAGAG 

CTGCCGGGAACAGAATTCTTCCCCGACACTAAGGCTCGTGTTCTTGGTGCAAAATCGGAT 
CTGCCGGGAACAGAATTCTTCCCCGACACTAAGGCTCGTGTTCTTGGTGCAAAATCGGAT 

TACCTCCCTCCAATATTAACAACT 
TACCTCCCTCCAATATTAACAACT 

Anexo 3. Comparación de las secuencias nucleotídicas de la secuenciación del gen aislado 

CpPLDa1 (CpPLDa1) y del gen aislado en látex de papaya (CpPLDiatex). 
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CpPLDa1 1 
CpPLDlatex 1 

CpPLDa1 61 
CpPLDlatex 61 

CpPLDa1 121 
CpPLDlatex 121 

CpPLDa1 181 
CpPLDlatex 181 

CpPLD•1 241 
CpPLDlatex 241 

CpPLDa1 301 
CpPLDlatex 301 

CpPLDa1 361 
CpPLDlatex 361 

CpPLDa1 421 
CpPLDla.tex 421 

CpPLDa1 481 
CpPLDlatex 481 

CpPLDa1 541 
CpPLDlatex 541 

CpPLDa1 601 
CpPLDlatex 601 

CpPLDa1 661 
CpPLDlatex 6 61 

CpPLDa1 721 
CpPLDl&tex 721 

CpPLDa1 781 
CpPLDlatex 781 
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MAHYLMHGTLHATVYEVDKLHSGGISGFFGKILANVEGTIGIGKGVTQLYATIDLERARV 
MAHYLMHGTLHATVYEVDKLHSGGISGFFGKILANVEGTIGIGKGVTQLYATIDLERARV 

GRTRIIKDEPNNPKWYESFHIYCAHMASNVVFTVKDDNPIGATLIGRAYVPVEEL ,RGDQ 
GRTRIIKDEPNNPKWYESFHIYCAHMASNVVFTVKDDNPIGATLIGRAYVPVEEL RGDQ 

VDRWVEILDEDKNPIEGDSKI 
VDRWVEILDEDKNPIEGDSKI 

L 
H 

VSLYQDAHVPDGFIPKIPLAGG 
VSLYQDAHVPDGFIPKIPLAGG 

KLQFFDVKKDSNWNMGIKGARYLGVPYTFYSQRRGCR 
KLQFFDVKKDSNWNMGIKGARYLGVPYTFYSQRRGCR 

YYEPHRCWEDVFDAITNARHLIYITGWSVYTEITLIR 
YYEPHRCWEDVFDAITNARHLIYITGWSVYTEITLIR 

DSRRPKPGGDVTLGELLKQKASEGVKVLMLVWDDRTSVGLLKKDGLMATHDEETANYFQN 
DSRRPKPGGDVTLGELLKQKASEGVKVLMLVWDDRTSVGLLKKDGLMATHDEETANYFQN 

TDVHCVLCPRNPDDGGSFVQGLQISTMFTHHQKIVVVDGEMPSGESQMRRIVSFVGGIDL 
TDVHCVLCPRNPDDGGSFVQGLQISTMFTHHQKIVVVDGEMPSGESQMRRIVSFVGGIDL 

CDGRYDTPFHSLFRTLDTAHHDDFHQPNFAGSSITKGGPREPWHDIHSRLEGPVAWDVLF 
CDGRYDTPFHSLFRTLDTAHHDDFHQPNFAGSSITKGGPREPWHDIHSRLEGPVAWDVLF 

EEAARAGLVSGKDNIIDRSIQDAYINAIRRAKNFIYIENQYFLGSSFDWSSDDIKREDIN 
EEAARAGLVSGKDNIIDRSIQDAYINAIRRAKNFIYIENQYFLGSSFDWSSDDIKREDIN 

ALHLIPKELSLKIVSKIERGERFTVYVVVPMWPEGVPESASVQAILDWQRRTMEMMYKDI 
ALHLIPKELSLKIVSKIERGERFTVYVVVPMWPEGVPESASVQAlLDWQRRTMEMMYKDI 

IQALRAKDREEDPRNYLTFFCLGNREVKKSGEYEPSERPEDDSDYIRAQEARRFMIYVHT 
IQALRAKDREEDPRNYLTFFCLGNREVKKSGEYEPSERPEDDSDYIRAQEARRFMIYVHT 

KMMIVDDEYIIVGSANINQRSMDGARDSEIAMGAYQPYHLTINQPARGQIHGFRMALWYE 
KMMIVDDEYIIVGSANINQRSMDGARDSEIAMGAYQPYHLTINQPARGQIHGFRMALWYE 

HLGMLDDTFLEPENIECVQKVNRVAGKYWDLYASELLEHDLPGHLLRYPIGVSSEGDVTE 
HLGMLDDTFLEPENIECVQKVNRVAGKYWDLYASELLEHDLPGHLLRYPIGVSSEGDVTE 

LPGTEFFPDTKARVLGAKSDYLPPILTT 
LPGTEFFPDTKARVLGAKSDYLPPILTT 

Anexo 4. Comparación de la predicción de secuencias de aminoácidos del gen aislado CpPLDa1 

(CpPLDa1 ) y del gen aislado en látex de papaya (CpPLDiatex). 
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