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RESUMEN GENERAL

TRANSCRIPTOMICA COMPARATIVA DURANTE EL DESARROLLO DE
FRUTOS DE Opuntia albicarpa Scheinvar Y Opuntia joconostle F.A.C.
Weber

El nopal es un cultivo de importancia historica, econdémica y social en México, el
cual tiene gran potencial por las propiedades que presenta. Perteneciente a la
familia Cactaceae, el género Opuntia cuenta con aproximadamente 180 especies
reportadas, 80 de las cuales estan presentes en México. Diversas especies de
Opuntia se cultivan esencialmente para el consumo de sus frutos y cladodios
tiernos (nopalitos), ademas de multiples usos como: forraje, medicina natural,
biogas, tintes, cosméticos, biopolimeros, entre otros. El objetivo de la presente
investigacion fue obtener el transcriptoma de frutos en desarrollo de Opuntia
albicarpa y Opuntia joconostle para conocer los cambios fisiol6gicos que ocurren
durante el proceso de maduracion. Para O. albicarpa el total de lecturas obtenido
fue alrededor de 704 millones y un ensamble de 240,169 transcritos; mientras
gue para O. joconostle se obtuvieron alrededor de 573 millones de lecturas y un
ensamble de 159,783 transcritos. Se detectaron cerca de 39,000 y 33,000
secuencias de proteinas con BlastP para O. albicarpa y O. joconostle,
respectivamente. En las vias del Metabolismo de carbohidratos de O. albicarpa
se detectaron genes cuya expresion fue en aumento (BGLU12, TPPA, TPS7,
TPPG, BAM2, PFK6, FBA3, XYLA, AGAL3 y GALM) y genes cuya expresion
tendié a la baja (ADG2, PGMP, WAXY, TPS9, SPS, BGLU44, SS1, SS, DPEP,
PFK3, GOLS2, AGAL1, RFS, FBA2, CFBP1 y TPI); mientras que para O.
joconostle la expresién de los genes del Metabolismo de carbohidratos tendi6 a
la baja (SS, SS4, TPS5, DPE2, AMY3, AGPS1, AAE3, ACO3, MD1, rbcL, SHM7,
GDCSP, PPD, PPCA, accD y IPMSA). Los resultados pueden ser utilizados para
estudios genéticos y moleculares sobre el género Opuntia y con ello comprender
mejor su biologia.

Palabras clave: Opuntia, transcriptomica, tuna, maduracion, genes

Tesis de Doctorado en Ciencias en Horticultura, Universidad Autonoma Chapingo.
Autor: Jesus Jesé Corral Martinez.
Director de tesis: Dra. Ernestina Valadez Moctezuma.



GENERAL ABSTRACT

COMPARATIVE TRANSCRIPTOMY DURING FRUIT DEVELOPMENT OF
Opuntia albicarpa Scheinvar AND Opuntia joconostle F.A.C. Weber

The nopal is a crop of historical, economic and social importance in Mexico, which
has great potential due to the properties it presents. Belonging to the Cactaceae
family, the opuntia genus has approximately 180 reported species, 80 of which
are present in Mexico. Various species of Opuntia are grown essentially for the
consumption of their fruits and tender cladodes (nopalitos), in addition to multiple
uses such as: forage, natural medicine, biogas, dyes, cosmetics, biopolymers,
among others. The objective of the present research was to obtain the
transcriptome of developing fruits of Opuntia albicarpa and Opuntia joconostle to
understand the physiological changes that occur during the maturation process.
For O. albicarpa the total reads obtained were around 704 million and an
assembly of 240,169 transcripts; while for O. joconostle around 573 million reads
and an assembly of 159,783 transcripts were obtained. About 39,000 and 33,000
protein sequences were detected with BlastP for O. albicarpa and O. joconostle,
respectively. In the Carbohydrate metabolism pathways of O. albicarpa, genes
whose expression was increasing (BGLU12, TPPA, TPS7, TPPG, BAM2, PFK®,
FBA3, XYLA, AGAL3 and GALM) and genes whose expression tended to
decrease were detected. (ADG2, PGMP, WAXY, TPS9, SPS, BGLU44, SS1, SS,
DPEP, PFK3, GOLS2, AGAL1, RFS, FBA2, CFBP1 and TPI); while for O.
joconostle the expression of the Carbohydrate metabolism genes tended to
decrease (SS, SS4, TPS5, DPE2, AMY3, AGPS1, AAE3, ACO3, MD1, rbclL,
SHM7, GDCSP, PPD, PPCA, accD and IPMSA). The results can be used for
genetic and molecular studies on the Opuntia genus and thus better understand
its biology.

Keywords: Opuntia, transcriptomics, prickly pear, maturation, genes

Doctorate Thesis in Horticulture Sciences, Chapingo Autonomous University.
Author: Jesus Jesé Corral Martinez.
Thesis director: Dr. Ernestina Valadez Moctezuma.

Vi



l. INTRODUCCION GENERAL

Opuntia, comunmente conocido en México como nopal, es un género de plantas
perteneciente a la familia de las cactaceas; el género Opuntia se encuentra
distribuido desde la provincia de Alberta, en Canada, hasta la Patagonia en
Argentina; principalmente en las zonas desérticas del sur de Estados Unidos de
Ameérica, de México y de América del Sur (Granados-Sanchez & Castafieda-
Pérez, 2003). El nopal tunero fue llevado por los colonizadores esparioles a
Europa y de ahi se introdujo a diferentes partes del mundo (Granados-Sanchez
& Castafieda-Pérez, 2003). Opuntia crece en medios con temperaturas extremas,
y presencia de lluvias erraticas, y se adapta a las variaciones en los niveles de
CO:2 atmosférico; ademas, desempefia un papel importante en el ecosistema
puesto que protege la fauna silvestre (Méndez-Llorente et al., 2008). Existen
alrededor de 300 especies del género; cerca de 100 de ellas existen en México y
aproximadamente el 40 % se localiza en el desierto Chihuahense (Méndez-
Llorente et al., 2008).

Desde la época prehispanica, las culturas que coexistian en el territorio mexicano
utilizaban el nopal como alimento, como medicamento, en la construccion y en
las artes; su uso se continud en la época colonial, con las aplicaciones que desde
la época precolombina se tenian (Anaya-Pérez, 2001). De las mas de 300
especies del género Opuntia, Unicamente de 10 a 12 de ellas, han sido
aprovechadas por el hombre (Aguilar et al., 2008; Saenz et al., 2006). Su uso es
principalmente para alimentacion; pero, también se aprovechan para forraje y en
la industria para la obtencion de alcohol, colorantes (cochinilla), jabén, pectinas y
aceites; estudios mas recientes le han atribuido propiedades medicinales ya que
posee efecto hipoglucemiante (Aguilar et al., 2008; Saenz et al., 2006).

La taxonomia de los nopales se ha basado en descriptores morfolégicos;
posteriormente se enriqueci6 con descriptores bioguimicos, fisioldgicos
citogenéticos (Reyes-Agiero et al., 2009; Scheinvar, 1995; Valdéz-Cepeda et al.,
2003; Valdéez-Cepeda & Blanco-Macias, 2002;).

Inicialmente, las isoenzimas y los RFLP sirvieron como marcadores fiables para

los andlisis genéticos de las plantas (Jana & Pietrzak, 1988; Miller & Tanksley,
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1990; Wang et al., 1992). Las técnicas basadas en PCR como RAPD, ISSR,
AFLP y SSRs proporcionan marcadores de DNA que estan dispersos a lo largo
de los genomas y son més faciles de analizar y reproducir (Vos et al., 1995; Welsh
& McClelland, 1990; Zietkiewicz et al., 1994); pero pocos de estos marcadores
se han asociado con genes.

El fortalecimiento de la caracterizacion del nopal con marcadores moleculares ha
permitido conocer de forma mas eficiente la diversidad fenética y genética
existente, apoyar su mejor ubicacion taxonémica y contribuir en programas de
mejoramiento genético para la creacién de nuevas variedades (llloldi-Rangel et
al., 2012). Los perfiles de ADN detectados con RAPD e ISSR permitieron
diferenciar 22 accesiones de nopal, de la misma forma que lo han logrado los
caracteres morfolégicos, asi como observar la relacion gendémica entre las
especies (Luna-Paez et al., 2007). Los marcadores moleculares representan
herramientas confiables para la caracterizacion y diferenciacion de las
variedades de Opuntia, ya que no estan influenciadas por el medio ambiente
(Valadez-Moctezuma et al., 2016). Valadez-Moctezuma et al. (2015) utilizaron
marcadores RAPD e ISSR, encontrando una ligera tendencia de separacion entre
tunas y xoconostles; Samah et al. (2015 y 2016) aplicaron marcadores
bioquimicos, como proteinas de reserva de semillas y marcadores SSR y
obtuvieron resultados similares. Valadez-Moctezuma et al. (2018) utilizaron cinco
marcadores de retrotransposén IRAP, que permitié obtener una mejor tendencia
a separar tunas de los tipos xoconostle.

Las tecnologias como la gendmica y transcriptbmica son importantes en la
actualidad por su utilidad para establecer relaciones taxonémicas, identificacion
de especies y funcionalidad de los genes. De acuerdo con Lowe et al. (2017), la
transcriptdmica es una tecnologia utilizada para estudiar el transcriptoma de un
organismo; el contenido de informacién de un organismo se registra en el ADN
de su genoma y se expresa mediante transcripcion, donde el ARNm sirve como
molécula intermediaria transitoria en la red de informacion; un transcriptoma
captura de forma instantanea en el tiempo el total de transcripciones presentes

en una célula.



I. REVISION DE LITERATURA

El estudio de la biodiversidad en la era de las tecnologias “émicas”, supone una
disminucién de tiempo y costos para caracterizar a nivel genomico,
transcriptdbmico, proteémico, metabolémico, e incluso metagendémico, un gran
namero de especies que poseen caracteristicas que han hecho su estudio muy
complejo; las tecnologias “Omicas” permiten generar una cantidad masiva de
datos que, junto con la bioinformética, representan alternativas tecnolédgicas
modernas para responder a muchas preguntas e incertidumbres biologicas
(Garavito et al., 2017).

2.1. Género Opuntia
2.1.1. Importancia

De acuerdo con datos del Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera-
SIAP (2023), para 2022 en México se registr6 una superficie cosechada de
43,547.78 ha y una produccion de 444,080.55 t de tuna, donde el Estado de
México se posiciona con la mayor superficie cosechada (15,817.6 hectareas) y

produccion (154,978.09 t), equivalente al 35 % de la produccion nacional.

Tradicionalmente y hasta la actualidad las plantas del género Opuntia sirven
como fuente de frutos y vegetales para la alimentacion, medicina, propdsitos
cosméticos, como forraje y como fuente de colorantes naturales; ademas, por su
gran importancia en el desarrollo de la agricultura de desierto (Mendez-Farroian,
2017). En los ultimos afios se ha reportado el potencial benéfico para la salud de
algunos de sus compuestos bioactivos tales como, fenoles, flavonoides y

betalainas (Mendez-Farrofian, 2017).



El consumo de tuna aporta lipidos, proteinas, minerales, fibra, aminoacidos,
vitamina C, compuestos fendlicos y pigmentos betalainicos (Sumaya-Martinez et
al., 2011). Los pigmentos, principalmente betalainas, se encuentran en la pulpa
y en la cascara del fruto en algunas especies y variedades de Opuntia, estos
pigmentos muestran una importante actividad antioxidante y un uso potencial

como pigmentos naturales (Sumaya-Martinez et al., 2011).

Existe una amplia diversidad de variedades de nopal tunero con los tres colores
tipicos de frutas (blancas, rojas, amarillas y anaranjadas). La variedad
Alfajayucan o Reyna tiene maduracion temprana, produce frutos con alto
contenido de azucares (15.3 ° Brix), pocas semillas y cascara delgada, lo que lo
hace un fruto de alta calidad; Cristalina es la variedad que produce los frutos mas
grandes y de mayor peso de todas las variedades, el fruto es de maduracién
intermedia y aunque es una planta vigorosa, de rapido desarrollo y corto tiempo
juvenil, tiene semillas grandes y menos azucares (13.0 °© Brix) que otras
variedades; la variedad Roja lisa es de maduracion temprana, color rojo atractivo,
con 14.9 ° Brix de contenido de azucares, pocas semillas, cascara gruesa que le
permite una mayor vida de anaquel y receptaculo floral totalmente lleno; la
variedad Amarilla Montesa produce fruta relativamente grande, color anaranjado
muy atractivo a la vista, con 12.7 ° Brix de contenido de azucares (Luna-Vazquez
et al., 2012).

Diversos estudios cromosomicos efectuados en especies de Opuntia coinciden
en el nimero basico de cromosomas (x=11); ademas de presentar poliploidia que
va desde diploides (2n=22) hasta octaploides (2n=88). Mufioz-Urias et al. (2008)
detectaron que existen diversos niveles de ploidia entre las diversas especies de
Opuntia; indican que O. cantabrigiensis es diploide (2n = 2x = 22); O. leucotricha
y O. robusta son tetraploides (2n = 4x = 44), O. rastrera es hexaploide (2n = 6x =

66) y O. streptacantha es octoploide (2n = 8x = 88). Ramirez-Godina et al. (2012)



analizaron caracteristicas cromosémicas de O. amyclaea, O. hyptiacantha, O.
megacantha, O. ficus-indica, O. robusta y O. engelmanni, en todos los casos
presentaron 88 cromosomas 2n=8x (octaploides).

El xononostle presenta un mayor grosor de la cascara que las tunas, el grosor de
la cascara disminuye conforme pasa el tiempo como consecuencia del proceso
de maduracién (Monroy-Gutiérrez et al., 2017). Los xoconostles presentan menor
contenido de solidos solubles totales a diferencia de las tunas; los valores de
acidez titulable son similares entre los cultivares de tuna, y en xoconostles los
valores son mas altos (Monroy-Gutiérrez et al., 2017). Los xoconostles (Opuntia
spp.) son frutas apreciadas por su mesocarpio carnoso y acido, es una baya
carnosa, ovoide practicamente, cilindrica; sus dimensiones y coloraciones varian
segun la especie, es de forma umbilicada en el extremo superior lo que se debe
la cicatriz que deja la flor, tiene los llamados ahuates donde se distribuyen las
espinas en las areolas y conserva la humedad, lo que lo hace un fruto jugoso y
fresco (Guzméan-Maldonado et al., 2010).

2.1.2. Descripcién de Opuntia albicarpa Scheinvar
Nombre comun: Nopal de Alfajayucan, blanca de Alfajayucan o Reyna.

Planta arborea, 2.5 a 5 m de altura, copa abierta; tronco definido de 1 m de largo
y 30 cm de diametro; cladodios glabros, abovados, hasta 48 cm de largo y 24 cm
de ancho, verde grisaceo-amarillentos a verde-glaucos, recubiertos de una capa
cerosa dispuesta en placas irregulares (Scheinvar, 1999). Hojas subuladas,
ligeramente aplanadas de 4-5 mm de largo, verdes con el apice purpureo; areolas
dispuestas en 10-11 series espiraladas, anchamente elipticas a subrotundadas
de 4 mm de largo, aumentando mucho de dimensiones en el tronco, con lana
marron oscuro, de 1-2 mm de largo; gléquidas marrén oscuras; sin espinas en la
base, 1-3 (-4)(-5), aciculares, punzantes, rigidas, aplanado-torcidas, divergentes

y porrectas, de 3-5 cm, la inferior mas corta, blancas con el apice ambarino
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(Scheinvar, 1999). Flores amarillo-anaranjadas, pasando a anaranjado-rojizas al
final del dia, de 8 cm de diametro, pericarpelo piriforme, con areolas provistas de
lana color marrén oscuro y gloquidas del mismo color, de 1-2 mm de largo;
segmentos interiores del perianto amarillo-anaranjados pasando al final del dia a
color rojizo; filamentos con tintes purpureos pasando a rosados; anteras
amarillentas; estilo blanco; I6bulos del estigma 8, de color verde claro (Scheinvar,
1999). Fruto abovado de 6 a 9 cm de largo y 6-6.5 cm de ancho, externamente
verdoso-blanquecino-amarillento, cascara de 5-7 mm de ancho, cicatriz floral casi
plana, areolas subcirculares a anchamente abovadas, de 3-4 mm de didmetro,
distantes 12-14 mm entre si, dispuestas en 7 series espiraladas, con lana
amarillenta y gléquidas marrén rojizas; semillas abundantes, piriformes,
discoidales a abovoides, angulosas, de 4 a 6 mm de largo y 3-4 mm de ancho,
amarillo-grisaceas, con funiculos jugosos y muy dulces; florece de febrero a junio

y fructifica de julio a noviembre (Scheinvar, 1999).
2.1.3. Fenologia y desarrollo de los frutos de tuna

La fenologia de las plantas esta relacionada al clima (temperatura, radiacion y
humedad), comprende fendmenos biol6gicos como la brotacion de yemas, la
inflorescencia y la maduracioén de los frutos, es indispensable reconocer cada uno
de estos cambios bioldgicos para identificar los momentos clave para la toma de
decisiones en relacion con el manejo del cultivo; por lo tanto, es importante
identificar la iniciacién y finalizacion de la floracion, la iniciacion de la fase de
fructificacion y la duracién del periodo de desarrollo del fruto (Amaya-Robles,
2009). El ciclo de desarrollo de los frutos de tuna a partir del inicio de floracion en
la planta hasta la completa maduracion del fruto y el punto maximo de desarrollo
y la madurez fisiolégica de los frutos se obtiene 80 dias después de la antesis
(Amaya-Robles, 2009).



2.1.4. Descripcion de Opuntia joconostle F.A.C. Weber

Nombre comun: Xoconostle, joconostle blanco, joconostle cenizo, nopal

tempranillo, tuna xoconostle.

Habito arbustivo, hasta 2.5 m de altura; tronco bien definido, alrededor de 20 cm
de ancho, corteza grisacea; epidermis glabra a simple vista, pero con papilas
digitiformes vistas al microscopio electronico de barrido; estomas paraciticos,
ligeramente hundidos; cladodios obovados, de 18 a 28 cm de largo, de 11.5 a
18.5 cm de ancho y cerca de 1.5 a 3 cm de espesor, de color verde, cubierto de
una capa cerosa grisacea; aréolas 7 a 9 (12) series, angostamente piriformes, de
2 a3 mmde largoy 1 a 2 mm de ancho, con fieltro corto, negruzco (Scheinvar et
al., 2009). Gloquidas amarillas con la base marrén, cortas, dispuestas en la parte
superior de la aréola; espinas 1 (2) (4) (6), principalmente en los bordes, ausente
en la parte inferior de los cladodios, rigidas, desiguales, de 2 a 15 mm de largo,
blancas, el apice ambarino; cladodios juveniles con tubérculos prominentes;
aréolas con fieltro marrén grisadceo claro; hojas subuladas, erectas, rosadas a
rojizas; flores amarillas de 6.5 a 8 cm de largo (Scheinvar et al., 2009).
Pericarpelo obovado de alrededor de 3.8 cm de largo y 2.3 cm de ancho, con
aréolas dispuestas en 8 series, distantes 3 mm entre si, con escama basal crasa,
segmentos exteriores del perianto deltoides, el &pice mucronado y bordes
dentados, amarillos verdosos con amplia estria mediana purpurea; segmentos
interiores marron amarillentos, bordes superiores rectos, dentados, mucronados
(Scheinvar et al., 2009). Estambres de un tercio del largo del perianto, filamentos
blanco-amarillentos y anteras blancas; estilo cuneiforme, alrededor de 2 cm de
largo, blanco en la base y rosado en la parte superior, I6bulos del estigma 5,
papilosos, de aproximadamente 4 mm de largo, verdes con estria mediana
rosada; granos de polen poliédricos, hexagonales, semitectados, reticulados,
casi 61 pum, 14 poros, muros verrucosos (Scheinvar et al., 2009). Frutos



subglobosos, a veces piriformes, de 2 a 4 (5.5) cm de diametro o de largo, con la
cicatriz floral ligeramente hundida a hundida, estriada, cascara muy delgada,
verde a rosa rojizo cuando madura; aréolas chicas, dispuestas en 6 series,
piriformes, distantes 1 cm entre si y las series distantes 1.5 cm entre si, lana
marron; espinas ausentes; pulpa gruesa, muy acida, ligeramente perfumada,
blanco rosado y rosa rojizo alrededor de las semillas; camara ovarica céntrica, de
2 cm de largo y 3 cm de ancho (Scheinvar et al., 2009). Semillas dispuestas en
el centro del fruto, lenticulares, rosadas, anguladas, de ca. 1.5 mm de diametro;
arilo lateral desigual ancho, con un mucrén caracteristico; taza del hilo lateral
subbasal; funiculos secos; ndamero cromosémico 2n = 66 cromosomas
(Scheinvar et al., 2009).

Existen 19 especies productoras de xoconostles distribuidas en el norte y centro
del territorio mexicano, no obstante, se desconoce la superficie total que ocupan
las especies cultivadas y silvestres; de estas especies, s6lo O. matudae cv.
Cuaresmero y O. joconostle cv. Burro se cultivan y explotan de forma comercial
(Scheinvar, 2011).

2.1.5. Fenologiay desarrollo de los frutos de xoconostle

En el Valle de México estas plantas florecen de mayo a agosto y los frutos
maduros persisten durante mas de seis meses en los cladodios, hasta ser

cosechados (Scheinvar, 2009).

El ciclo reproductivo de Opuntia joconostle Weber es de 16 meses en la variedad
cuaresmero y 11 en la variedad colorado, el patrén de crecimiento del fruto es
variable en la variedad cuaresmero porque su ciclo es largo (224 dias) y de
maduracion muy tardia (enero-abril); mientras que en la variedad colorado es de
ciclo intermedio (142 dias) y de maduracion tardia (octubre-noviembre); el patron
de crecimiento de yema floral y fruto es sigmoidal simple con duracion de 266
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dias en cuaresmero y 182 en colorado y el crecimiento transversal de pericarpio
concluye en antesis y en esta fase se dispara el de lI6culo que concluye en inicio

de madurez (Sanchez-Venegas, 1993).

2.1.6. Metabolitos identificados en tuna

Los frutos de Opuntia ficus-indica contienen alcaloides fendlicos (betalainas)
como betacianina y betaxantina, y flavonoides glicosilados que exhiben diversas
actividades farmacoldgicas; las betalainas de color rojo y amarillo, que son
pigmentos solubles en agua, se utilizan como colorantes alimentarios naturales
(Stintzing et al., 2005).

Pooja (2016) evalué metabolitos secundarios en Opuntia dillenii, donde encontré
en los extractos de cladodio la presencia de fenoles, alcaloides, flavonoides,
saponinas y glucésidos, mientras que los frutos mostraron la presencia de
fenoles, alcaloides, flavonoides, terpenoides, esteroides, saponinas y taninos;
entre los fitoquimicos detectados en el cladodio, se encontr6 que los fenoles
(6.8%) eran los mas representados, seguidos de los alcaloides (5.4%), los
flavonoides (3.2%) y las saponinas (0.8%); del mismo modo, en los frutos, los
fenoles fueron mayormente representados (5.2%), seguidos de alcaloides
(4.3%), flavonoides (1.8%), saponinas (0.9%) y terpenoides (0.6%).

2.2. Transcriptomica

2.2.1. Definicién

La transcriptomica es un area esencial para interpretar el funcionamiento del
proceso transcripcional de los genes, el cual depende de estimulos intra o
extracelulares que desencadenan cascadas de sefializacion en las que genes se
expresan o reprimen de acuerdo con el tipo de estimulo inicial; para el estudio de
los transcriptomas, también llamados estudios funcionales del genoma, la

tecnologia RNA-seq permite obtener la secuencia de los transcritos, cuantificar
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el nivel de expresion génica de manera precisa y reproducible (Nookaew et al.,
2012; Sims et al., 2014).

El estudio y andlisis del transcriptoma es esencial para el entendimiento de la
funcién de genes; de manera general se puede establecer que si un gen se
expresa en una condicién o célula determinada es porque cumple alli una funcién
(Sedano & Lépez, 2012). El estudio global del transcriptoma permite también
establecer patrones de regulacion génica coordinada, lo que contribuye no solo
a dilucidar la funcion y agrupamiento de varios genes bajo un estimulo o
condicion especifica, sino también a identificar elementos promotores comunes
en varios genes; el RNA-seq no solo ha cambiado la manera de como se estudian
los transcriptomas, sino que también ha permitido identificar y cuantificar nuevos
y conocidos transcriptos relacionados con defensa vegetal (Sedano & Lopez,
2012).

Gracias a que los costos de secuenciacion han disminuido considerablemente,
es viable secuenciar el genoma vy los transcriptomas de virtualmente cualquier
organismo pluricelular o de microorganismos cultivables in vitro; adicionalmente,
el desarrollo tecnolégico y el aumento de poder de computo hacen factible el
analisis de transcriptomas en ordenadores personales (Barrett et al., 2012). Una
muestra clara de la adopcion y relevancia de la secuenciacion como herramienta
de estudio es el numero creciente de genomas secuenciados depositados en el
NCBI (Barrett et al., 2012).

El RNA-seq es una herramienta que permite evaluar el estado transcripcional de
un organismo, érgano o tejido, tipicamente para comparar distintos tratamientos,
condiciones, o estadios de desarrollo (Van Verk et al., 2013; Wang et al., 2009).
El RNA-seq permite detectar la transcripcibn de genes que se expresan en
niveles bajos, ademas de polimorfismos de una sola base e isoformas, es decir,
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variantes de transcritos que se obtienen mediante el procesamiento diferencial

de pre mensajeros provenientes del mismo gen (Zhao et al., 2014).
2.2.2. Desarrollo de la técnica

En general, los estudios que utilizan al RNA-seq siguen una serie de pasos
comunes, los cuales inician con la extraccion de RNA total de las muestras
bioldgicas de interés, enriquecimiento de RNA mensajero (mMRNA), preparacion
de bibliotecas (“libraries”) para secuenciacion y finalmente su secuenciacion; el
MRNA se utiliza para la sintesis de cDNA de ambas cadenas, cuya secuencia
permite deducir la secuencia de nucleétidos del mRNA original (Rodriguez-
Alonso & Shishkova, 2018). Se puede secuenciar a las moléculas completas de
cDNA, o bien, se pueden fragmentar mediante métodos mecanicos y realizar una
seleccién de fragmentos por tamafio, usualmente de entre 200-1,000 nucledtidos;
la secuenciacion de los fragmentos cortos es mucho mas econémica, y debido a
ello es la técnica mas utilizada; las secuencias cortas que se obtienen a partir de
estos fragmentos de cDNA se les conoce como lecturas (“reads”), las cuales se
pueden generar en los formatos de lecturas simples (“single-end”) cuando la
secuenciacion se realiza sélo en alguno de los extremos de cada fragmento, o
bien como lecturas pareadas (“paired-ends”) cuando a partir del mismo fragmento
se secuencian los dos extremos; ambos formatos de lectura permiten cuantificar
los niveles de abundancia de transcritos (Rodriguez-Alonso & Shishkova, 2018).
Una vez que se ensamblaron los contigs (lecturas), se mapean sobre ellos y se
cuantifican; al normalizar el nimero de lecturas mapeadas sobre cada transcrito
con base en la longitud de cada contig y el tamafio de la biblioteca de
secuenciacion, se puede calcular la abundancia relativa de cada transcrito en las

muestras biologicas que se secuenciaron (Rodriguez-Alonso & Shishkova, 2018).

Actualmente las tres tecnologias principales para la secuenciacion de

transcriptomas son: la secuenciacion por sintesis, la secuenciacion por

11



semiconduccion y la secuenciacion en tiempo real de molécula Unica; de éstas,
la secuenciacion por sintesis, desarrollada por la compafila Solexa y
comercializada por la compafiia lllumina, es la mas utilizada (Ari & Arikan, 2016).

2.2.3. Analisis bioinformatico

Las lecturas que se obtienen mediante las plataformas de secuenciacion deben
ser preprocesadas para identificar y remover a los sitios no informativos; estos
incluyen a las secuencias adaptadoras de la plataforma de secuenciacién, bases
ambiguas y bases no resueltas; la remocion de sitios no informativos resultara en
lecturas de diversos tamafios, a partir de las cuales es necesario descartar
también a las lecturas muy cortas, pues éstas son mAas propensas a ser

mapeadas en mas de un sitio (Zhang et al., 2014).

Una vez que las lecturas han sido preprocesadas, se procede al ensamblaje del
transcriptoma; de manera general, los ensambladores descomponen
virtualmente a las lecturas de secuenciacion en fragmentos pequefios, conocidos
como palabras o k-meros, los cuales se utilizan en rondas de alineamiento para
encontrar a los k-meros que se superponen en los extremos 5" o 3’ (Rodriguez-
Alonso & Shishkova, 2018).

Una vez que las lecturas se han fusionado en contigs, es necesario asignar a
cada uno de estos una identidad y funcion putativa; a este proceso se le conoce
como anotacion y se basa principalmente en la busqueda por homologia de
secuencias caracterizadas y depositadas en bases de datos tales como RefSeq
(Pruitt et al., 2012).

Uno de los objetivos mas comunes de los experimentos de RNA-seq es identificar
a los transcritos que se regulan de manera diferencial entre dos condiciones; los

algoritmos para mapear lecturas sobre los contigs funcionan, basicamente, a
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partir de alineamientos globales entre las lecturas procesadas y las secuencias

de referencia (Rodriguez-Alonso & Shishkova, 2018).

Existen plataformas web como Galaxy que ofrece acceso a herramientas que
permiten a investigadores sin experiencia en informética realizar analisis
computacionales de grandes conjuntos de datos (Afgan et al.,, 2018). La
secuenciacion de ARN (RNA-seq) es la tecnologia apropiada para estudios
transcriptémicos y existen numerosas herramientas disponibles en Galaxy para
analizar estos conjuntos de datos, principalmente para control de calidad
(Andrews et al., 2012), y analisis de expresion diferencial (Varet et al., 2016).; el
proyecto Galaxy es de acceso abierto, presenta caracteristicas colaborativas y
es respaldado por una activa comunidad de usuarios y desarrolladores (Vandel
et al., 2020). En la Figura 1 se muestra el flujo de trabajo general para realizar el
analisis bioinformatico con herramientas de la plataforma Galaxy, y otras como
EggNOG-Mapper (anotacion funcional) Kobas (Vias Kegg y términos GO
significativas) y Revigo (clasificacion de términos GO), las cuales son de acceso

abierto.
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Figura 1: Flujo de trabajo general para analisis bioinformatico de datos de

RNA.seq mediante Galaxy.
Fuente: Elaboracién propia

2.2.4. Transcriptémica en plantas

Entre las aplicaciones de la tecnologia RNA-seq, destacan proyectos
colaborativos como el OneKP, en el cual se secuenciaron los transcriptomas de
mas de 1,300 especies pertenecientes a distintas familias de plantas, que
permitieron realizar andlisis de transcriptbmica comparativa para obtener
filogenias moleculares con mejor resolucion (Jiao et al., 2012; Yang et al., 2016).

Detectar cambios en los niveles de expresién génica bajo diferentes condiciones
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bioldgicas y/o tejidos celulares, para entender como los factores ambientales

influyen en los estados de desarrollo y las funciones celulares (Mutz et al., 2013).

También ha servido para analizar la divergencia de regiones regulatorias para la
subfuncionalizacion y neofuncionalizacion de factores transcripcionales y su
importancia en la remodelacion de redes de regulacion genética (Sayou et al.,
2014), ademéas de la caracterizacidén de interacciones planta-patégeno (Nagano
et al., 2015), identificar y cuantificar transcritos nuevos y conocidos, relacionados
con procesos bioquimicos como la fotosintesis (Xu et al., 2013), la asimilacién de
nitrégeno (Gao et al., 2014), la sintesis de metabolitos de interés productivo y/o
comercial, entre muchos otros (Han et al., 2013).

En el area de la biologia evolutiva, el analisis del transcriptoma del tomate
domesticado y de algunas especies silvestres se utiliz6 para comparar los
patrones de expresion de distintos genes para identificar a aquellos que fueron
seleccionados artificialmente durante la domesticacion de esta solanacea, asi
como los tipos de presion evolutiva que actuaron sobre esta especie durante
distintas etapas de su domesticacion y diferentes eventos de hibridacién con
especies silvestres (Koenig et al., 2013).

Behringer et al. (2015) identificaron genes candidatos para la respuesta al estrés
por sequia en el abeto europeo (Abies alba Mill.), se construy6 una biblioteca de
ADNCc agrupada a partir de los cotiledones de seis plantulas de abeto estresadas
por la sequia y seis sometidas a riegos, respectivamente; los andlisis de
expresion diferencial de estas bibliotecas revelaron 296 genes candidatos para

la respuesta al estrés por sequia.

Perreira et al. (2018) realizaron un perfil transcriptdmico de la expresion de genes
relacionados con la respuesta al dafio del ADN/mecanismos de remodelacion de

la cromatina en semillas de P. vulgaris en cuatro etapas de desarrollo distintas;
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en la embriogénesis tardia, una alta expresion de genes relacionados con la
deteccion y reparacion de dafos en el ADN sugiere que existe un control estricto
de la integridad del ADN; al final del llenado y el inicio de la deshidratacion de la
semilla, la regulacion positiva de los genes implicados en la deteccion de roturas
de doble cadena de ADN sugiere que se desafia la integridad del genoma; la
expresion de genes relacionados con la reparacién por escisién de nucleétidos y

la estructura de la cromatina se evidencia durante la etapa de desecacion.

Afonso-Grunz et al. (2014) evaluaron los transcriptomas especificos de nddulos
de raiz de garbanzo donde encontraron que muchas de las transcripciones
expresadas diferencialmente codifican proteinas simplificadas en el metabolismo
del azlcar, la defensa antioxidante, asi como las respuestas al estrés bidtico y
abidtico de las células huésped, y algunas de ellas ya se sabe que contribuyen a

la fijacién simbiédtica de nitrdgeno en otras leguminosas.

El rapido desarrollo de las tecnologias de secuenciacién, y de procesamiento de
informacion masiva, permite actualmente que el RNA-seq ofrezca oportunidades
diversas y atractivas en distintas areas de la ciencia (Rodriguez-Alonso &
Shishkova, 2018).
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ABSTRACT

The nopal (Opuntia spp.) is an emblematic crop in Mexico, but also promising due
to the characteristics that define it. The nopal belongs to the Cactaceae Family and
the Opuntioideae genus, of which around 180 species have been reported and
approximately 80 of them are present in Mexico. Nopales have been cultivated
since the first mesoamerican civilizations for at least 14,000 years for the purposes
of human food, livestock, and for the production of pigment obtained from
cochineal, which is an insect that parasitizes these crops. The fruit of the nopal in
Mexico is recognized as “tuna” or “prickly pear” in the rest of the world. In Mexico,
different species/genotypes of Opuntia are cultivated, mainly to obtain fruits or
tender cladodes that are consumed as vegetables (nopalitos) and for livestock
feeding, among other multiple uses such as biopolymers, biogas, dyes, cosmetics,
natural medicine, etc. In the last decade, important research has been carried out
on the genus in order to better understand its biology, physiology and genetics.
This review addresses relevant aspects, as well as promising perspectives.

Keywords: Cladodium, prickly pear, functional food, line research, omics.
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INTRODUCTION

The nopal is the cactus that has the greatest agronomic importance worldwide
(Casas & Barbera, 2002; Inglese, 2018). Species of the genu’s Opuntia are widely
distributed and have great economic potential due, among other attributes, to the fruit
obtained from them. These fruits are rich in carbohydrates, fiber, vitamin C, minerals,
betalains, phenolic compounds and flavonoids; however, in addition, its mature cladodes
(pencas) are used as a source of food for livestock; since they are rich in fiber,
carbohydrates, mineral matter and protein; in traditional (local) medicine for having
nutritional properties and biological activities (Aruwa et al., 2018) since they contain
chlorophylls, flavonoids, polyphenols, dietary fiber, mucilage, vitamin C and minerals
(Guevara-Figueroa et al., 2010) ; and varied industrial uses (Torres-Ponce et al., 2015).

In Mexico, the Opuntia genus has marked both historical and cultural importance;

this plant is even part of the emblem of the Mexican flag (Tenorio-Escandén et al., 2022).
Since pre-Hispanic times, the cactus was used as food, for medicine, in construction, in
the arts and for various other benefits (Anaya-Pérez, 2001). This group of plants was of
great economic relevance for the Aztec civilization (Inglese, 2018).
The nopal has been considered the plant of the future, not only because of its importance
in food, but because it is a plant that tolerates high temperatures, its drought and their
CAM metabolism; in addition to its adaptability to poor soils (Inglese, 2018), conditions
that continue to increase in many places on the planet.

CONTENT

Due to the importance from the biological and social point of view of the genus opuntia,
below is a review of its description, their distribution and diversity, as well as the main
uses of the fruits and cladodes, but some new lines of research are also mentioned.
The above is because it is important to understand better the Opuntia genus for
optimally to take advantage of its nutritional and functional properties, as well as its
adaptability to drought conditions.

Origin and domestication of Opuntia.

There are no records about its origin; according to Casas and Barbera (2002),
archaeological remains of nopales were found in the caves of the Ajuereado phase
(14,000-8,000 BC). Bravo Hollis and Sanchez Mejorada (1991) mention that the
domestication of Opuntia ficus-indica began 8000 years ago. Likewise, Reyes-Aguero
et al. (2005a) indicate that its domestication took place in the south of the southern
Mexican Plateau.

Hoffman (1995) indicates that, in the early stages of the use of the nopal, the organ of
interest was the fruit, whose consumption by ancient Mexicans has been documented
through the study of coprolites found in caves, demonstrating that these fruits were part
of the diet of various tribes.

There are no records of the consumption of nopalitos, due to its perishability, no
residues have been found in the archaeological sites studied. The ancient
Mesoamericans may have been forced to consume tender shoots to quench their thirst.
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They could also be used as emergency food in times of fruit scarcity (Inglese et al.,
2018). An important stage of the domestication process was the identification of plants
without thorns, or with few of them, a mutant character that limits the survival of the
plant in the natural environment (Colunga Garcia et al., 1986). Modern varieties of
nopalitos are spineless and were originally obtained from backyard orchards (Inglese
et al., 2018).

Distribution and diversity of Opuntia

It is distributed from the southeastern of the United States, Mexico and Brazil coutries;
mainly in South America. Mexico is the main center of origin and diversification of
species, hosting the greatest genetic diversity (Aparicio-Fernandez et al., 2017).
Species of the genus are also distributed in other parts of the world such as western
Asia, northern and southern Africa (Nefzaoui & Ben Salem, 2002), Australia (Freeman,
1992) and the Mediterranean (Vila et al., 2003). Various species of Opuntia are found
in cultivated and wild conditions in Spain, Portugal, Italy, Chile, the United States of
America, Brazil, Argentina, lIsrael, South Africa, Algeria, Jordan, among others
(Granados-Sanchez and Castafieda-Pérez, 2003).

The introduction of the nopal to Europe may have occurred before 1552. Its presence
was reported in Italy around 1560, in the Netherlands and Germany in 1583, and in
England in 1595 (Donkin, 1977). The cactus dispersed along the Mediterranean coast,
and the Moors on their return from Spain to North Africa, took it with them since the
cladodes tolerated long trips (Kiesling, 1999). Throughout the 18th century, cactus
pears dispersed to China (1700), South Africa (1772), India (1780) and Indochina
(Donkin, 1977; Inglese et al., 2018).

There are between 150 and 180 recognized species, including Nopalea within the
genus Opuntia (Stuppy, 2002; Hunt et al., 2006). Mendez-Llorente et al. (2011) report
300 species of the genus, of which between 80 to 100 exist in Mexico and of them,
about 40% live in the Chihuahuan Desert. On the other hand, 210 species have been
reported distributed in America, from Canada to Patagonia (Anderson, 2001; Nyffeler
and Eggli, 2010); of which, 76 wild species are recognized in Mexico (Reyes-Agtero et
al., 2009).

Plant Description

The genus Opuntia contains the most represented species within it (Aparicio-
Fernandez et al., 2017). Opuntia plants are shrubby to arborescent, 1.7 to 3 meters
high (O. ficus-indica), with a lignified and well-defined primary stem (Reyes-Agtero et
al., 2005a) (Figure 1). The cladodes correspond to parts of the pseudo stem; in O. ficus-
indica they are succulent and typically oblong to spatulate-oblong in shape, usually 30-
40 cm long, sometimes longer (70-80 cm) and 18 to 25 cm wide. Anatomically, the
cladode in a cross section is an eustele formed by epidermis, cortex and vascular tissue
in a ring, and organized in groups of vascular vessels separated by parenchyma and
medulla tissue, which forms the majority of the lush tissue (Inglese et al., 2018).
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According to Boke (1944) glochidia and spines, are recognized as equivalent to leaves.
Inglese et al. (2018) to point out that in O. ficus-indica, the spines have a rough surface,
and the glochidia have a smooth surface; The glochidia are organized in groups of 7 to
12, in the cavities of the areolas. The thorns are white; one or two are long (1.0 to 1.5
cm); accompanied by two smaller ones.

The flowers are hermaphrodite and actinomorphic. They have sepals and petals that
are oblong and fused at the base. The sepals are smaller, and the petals are bright,
yellow or pink (Inglese et al., 2018). O. ficus-indica develops 20 or more flower buds
per cladode, the stamens have a pair of anthers, each with two pollen sacs, it has an
ovary with 6 to 12 carpels (usually 6) and the unilocular ovary contains up to 270 ovules
(Reyes-Agliero).

The fruit of O. ficus-indica is a simple fleshy berry formed by a lower ovary sunk into
the stem tissue of the receptacle. The peel originates from the receptacle, and it has
the same morphology as the cladode (Inglese et al., 2018). The pulp is formed from the
outer growth of trichomes that originate in the epidermal cells, of the funicle and the
funicular envelope (Pimienta-Barrios and Engleman, 1985).

The root system is superficial and fleshy, which is distributed horizontally. Root
distribution depends on the type of soil and crop management (Snyman, 2005). Under
favorable soil conditions a tap root develops, which penetrates the soil up to
approximately 30 cm. In drought conditions, succulent roots derived from the taproot
develop, which can absorb moisture from greater depths. However, in any type of soil,
masses of absorbent roots are observed in the superficial layer, up to a maximum depth
of 30 cm, these can extend from 4 to 8 m (North and Nobel, 1992; Inglese et al., 2018).
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Figure 1. Opuntia albicarpa Scheinvar plant, 5 years old with fruits. San Martin de las
Piramides, State of Mexico. Source: self made.

Ecophysiology, MAC type metabolism

Opuntia species present a CAM type metabolism (Crassulaceae Acid Metabolism),
where plants fix CO2, mainly at night with the use of the enzyme PEP carboxylase
(PEPC), but the product of the four-carbon reaction is stored in vacuoles; then, during
the consecutive light period, CO2 is assimilated into the chloroplasts by the C3 cycle
(Taiz and Zeiger, 2002; Larcher, 2003). CAM metabolism is an example of adaptation to
environmental stress and occurs in plants from sites with periods of low water or CO2
availability (Andrade et al., 2007). This type of metabolism is found in more than 33 plant
families (Winter and Smith, 1996; Cushman, 2001), among which cacti stand out, for
example: Carnegiea gigantea (Bronson et al., 2011), Opuntia spp. (Mallona et al., 2011;
Niechayev et al., 2023), Cereus validus (Nobel et al., 1984), Mammillaria gracilis (Balen
et al., 2012), among others.

Among the adaptive advantages of CAM plants, the following stand out: high efficiency
in water use, better potential in net CO2 absorption, resistance to drought, and high
biomass production, among others (Niechayev, 2019).

Opuntia species have developed anatomical, morphological and physiological
adaptations, to survive and grow in arid environments with severe water stress that limits
the survival of other plant species (Beccaro et al., 2015). Some adaptations are:
development of lateral absorbing roots in a few hours in response to moisture availability
(North et al., 1993; Dubrovsky et al., 1998), epidermis formed by a layer of epidermal
cells and 6-7 layers of hypodermal cells, with thick primary walls (Inglese et al., 2018);
cuticle that prevents the escape of water vapor, repels surface water and reflects solar
radiation (Gibson and Nobel, 1986); surface in the form of an irregular plate that, by
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absorbing water, increases the volume of the stem, without causing damage to the
epidermis or hypodermis (Mauseth, 2000). The glochidia may have the function of
condensing water from the air (Buxbaum, 1950). The thorns help reduce the temperature
of the stem during the day, and their presence reduces the interception of light by the
cladode, and the presence of mucilage that has the function of retaining water within the
plant (Inglese et al., 2018).

Main uses

Fruit consumption

Most Opuntia species produce sweet-tasting fruits (prickly pears), and the rest produce
sour-tasting fruits, which are known as xoconostles (Monroy-Gutiérrez et al., 2017). One
of the main uses of Opuntia species is the consumption of fresh fruit. World prickly pear
production is estimated at 500,000 tons, where Mexico contributes 80%, Italy 12.2% and
South Africa with 3.7% (Inglese et al., 2018). According to data from the Agri-Food and
Fisheries Information Service (SIAP), Mexico in 2022 recorded a harvested area of
43,547.78 hectares and a production of 444,080.55 tons of prickly pear (Figure 2), where
the State of Mexico is positioned with the largest area (15,817.6 hectares) and their
production of 154,978.09 tons, equivalent to 35% of national production.
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Figure 2. Harvested area and prickly pear production in Mexico for the period 2012-
2022, including the xoconostle (Source: SIAP, 2023).

In prickly pear, the most cultivated species is Opuntia ficus-indica, whose fruit is juicy and
has sweet pulp; there are varieties with greenish-white, yellow, orange, red or purple fruit
(Inglese et al.,, 2018). The nutritional components of prickly pear are sugars, fiber,
mucilage, pectins, proteins, amino acids, vitamins and minerals (Tesoriere et al., 2005).
It presents bioactive compounds such as betalains (Azeredo, 2009; Fernandez Lopez et
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al., 2010), vitamin C, carotenoids and dietary fiber (Morales et al., 2009; Sdenz et al.,
2012); In addition, the pulp is rich in minerals such as calcium and magnesium (Stintzing
et al., 2001).

Among the xoconostle-producing species are O. oligacantha, O. joconostle (Figure 3), O.
duranguensis, O. eliashenveriana, O. matudae, O. tezontepecana (Pinedo-Espinoza et
al., 2014). The xoconostle fruit contains soluble fiber, carbohydrates, vitamin C, phenolic
compounds, flavonoids, tocopherols, betacyanins, betaxanthins, proteins and minerals
(Guzman-Maldonado et al., 2010; Morales et al., 2012; Monroy-Gutiérrez et al., 2017;
Flores-Morales et al., 2021). Opuntia matudae is being established as a crop in central
Mexico, after having been considered a wild species (Gallegos-Vazquez and Mondragon-
Jacobo, 2011).

Figure 3. Opuntia joconostle F.A.C. Weber plant, 5 years old with fruits. San Martin de
las Piramides, State of Mexico. Source: self made.

Cladode consumption
Gastronomic use

In Mexican gastronomy, the consumption of cactus cladodes is present throughout the
national territory. There are various dishes based on “nopalitos”, these are based on
“tender” nopal cladodes from which the thorns have been removed. Its consumption
provides functional components, such as chlorophyll derivatives, amino acids and
flavonoids; as well as dietary fiber and minerals (Stintizing and Carle, 2005). For 2022 in
Mexico, a production of 852,384.2 tons was recorded, with the state of Morelos being the
largest producer with 406,608.7 tons and an area of 4,219 hectares (SIAP, 2023).
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Forage use

Opuntia is used as forage in countries such as Mexico, Brazil, South Africa and Tunisia
(Inglese et al., 2018). Cladodes and fruit residues are an effective feed for ruminants such
as cattle and sheep (Ben Salem and Abidi, 2009). Among the species used for forage in
Mexico are O. robusta, O. imbricata, O. cantabrigiensis, O. rastrera, O. lindheimeri, O.
phaeacantha, O. streptacantha, O. leucotricha, O. ficus-indica, O. undulata, O.
amychlaea, O. tomentosa and O. cochenillifera (Flores and Aguirre, 1979; Ramirez-
Tobias et al., 2007; Anaya-Pérez and Bautista-Zane 2008; Torres-Ponce et al., 2015).
Opuntia plays an important role in meeting forage demand in semi-arid regions (Reyes-
Aglero et al., 2005b; Felker et al., 2006). In addition, it is highly efficient in converting
water into a dry matter (Nobel, 1995); in O. ficus-indica, productivity of up to 50
tons/halyear of dry matter has been reported (Nobel et al., 1992) and in O. amychlaea of
45 tons/halyear of dry matter under low irrigation conditions. (Nobel, 2001).

Nopal cladodes are rich in water, sugars, ash, calcium, potassium and vitamins A and C;
however, are deficient in crude protein and fiber (Sawyer et al., 2001; Batista et al., 2003;
Torres-Sales, 2010). It has been reported that a cladode water content is of 75 to 90%
and 84 to 93% (Le Houerou, 1996; Torres-Ponce et al., 2015), so its consumption by
livestock can provide a large part of the demand for water.

Cladodes are high in malic acid, which has been shown to reduce methane emissions
(Mohammed et al., 2004; Newbold et al., 2005), so their integration into animal diets could
reduce greenhouse gases (Inglese et al., 2018). Espino-Garcia et al. (2020) found that a
concentration of 4.5% of xoconostle dry matter in corn forage allowed reducing
greenhouse gas emissions without reducing the digestibility of the feed by ruminants.

Due to the low crude protein content, options have been sought to supplement diets
containing nopal (Inglese et al., 2018). Nopal combined with other ingredients (protein
concentrates and forage) can be an excellent food for ruminant livestock in the arid
regions (Torres-Sales, 2010). Hernandez et al. (2019) generated a nopal protein
enrichment technology through aerobic fermentation of cladode fractions using
Saccharomyces cerevisiae yeast (1%), Urea (1%) and Ammonium Sulfate (0.1%). They
obtained optimal crude protein values (33.52%) for use as a compliment in the animal
diet.

Processed fruits and cladodes (agroindustrial use)

According to the SIAP, for 2022 prickly pear yields ranged between 1 and 22.2 tons/ha,
while the yield of nopalitos was in a range between 1.2 and 146 tons/ha; Due to the
above, alternatives have been generated in the agroindustrial processing of prickly pear
and nopalitos to increase the value of the products obtained.

Xoconostles are used to make processed products such as jams, crystallized sweets,
juices, homemade, soft drinks and wines (Filardo-Kerstupp & Pefia-Ramirez, 2006); You
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can also obtain flour, nectar, ate, syrup, ice cream, sauce and gummies (Scheinvar, 1999;
Trejo-Trejo et al., 2019).

The prickly pear has been used to obtain various products such as jams, syrups, liqueurs,
juices, sweets, vinegars, canned products and sauces (Saenz et al., 2006; Corrales-
Garcia, 2011). Fruit bars have been made from dehydrated prickly pear pulp combined
with apple or quince (Sepulveda et al., 2003; Saenz et al., 2006). Orozco et al. (2011)
developed a jam using prickly pear pulp and peel, which had good characteristics of
density, texture and fiber content. Likewise, dessert toppings (toppings) can be made
from colored prickly pears (Morales et al., 2009).

With the “nopalitos” it is possible to make different preparations such as nopalitos in brine,
pickled, sauces, pate (nopalitos puree with textured and flavored soy), cereals, sweets
and liqueurs (Corrales and Flores, 2003; Corrales-Garcia, 2011). The dehydrated
cladodes are transformed into powder that can be used in the preparation of cookies,
puddings, cereals, tortillas and food supplements such as capsules or tablets (Sdenz et
al., 2010; Inglese et al., 2018).

Biotechnology applied to the species (Biotechnological uses)

Biopolymersin

In recent years, experiments have been carried out with this type of plants, to formulate
soft films that at a certain point can replace petroleum derivatives. Pascoe et al. (2019)
developed a plastic film with good resistance characteristics, easy to process and
biodegradable from dehydrated nopal cladodes. Ortiz & Arce (2016) formulated
biopolymers from the cactus mucilage (O. ficus-indica) with a composition of 60%
mucilage, 25% protein, 10% plasticizer and 5% natural wax, which exceeds resistance
to the tension to other different edible films.

BioGas

A large number of plant species have been analyzed in order to be used for gas
production. Ramirez-Arpide et al. (2018) carried out an experiment on the anaerobic
codigestion of nopal cladodes and cow manure for the production of biogas, where they
observed that the life cycle of the microorganisms through said biodigestion was
energetically sustainable, since the energy return on investment was above the minimum
recommended value (3.0).

In Mexico, there are companies that produce biogas based on cladodes and uses it for
heating, fuel and electricity; In addition, the nitrogen-rich water left over from fermentation
is used to irrigate the plantations, while the solid waste can be used as fertilizer or
compost (Ciriminna et al., 2019). According to Toh& (1999), 3 kg of dry cladodes produce
1 m? of biogas, which is equivalent to a yield of 10 kWh. Among the advantages of using
biogas are fuel cost savings, fewer deforestation by reducing the use of wood as fuel,
and savings on fertilizer costs (Inglese et al., 2018).
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Dyes and cosmetics

Another important use that has been given to Opuntia species is the production of grana
cochineal, mainly of the genus Dactylopius. This species is characterized by producing
carminic acid; a chemical substance used as a high-quality red dye (Aguilera et al., 2005).
This dye is mainly used for dyeing natural fibers, such as cotton, wool and vegetable
fibers (Arroyo et al., 2014; Gonzélez et al., 2015). In addition, carminic acid has been
introduced as a base for various cosmetics. Arroyo et al. (2014) managed to develop a
lipstick by staining the lacquer used, thus obtaining an intense carmine lipstick approved
in accordance with market specifications. On the other hand, Martinez & Arroyo (2012)
used the properties of carminic acid to make shampoo, generating one with
characteristics such as pH, density, texture, similar to the standard one, but with a more
intense red color.

Aguilera et al. (2005) produced grana cochineal in open-air cactus plants, under a green
raffia canvas cover and under a clear plastic cover, obtaining a reduction in the biological
cycle of the species, and a higher yield in cactus planted inside micro tunnels with clear
plastic. Grana production in greenhouses has also been studied. Figueroa & Cézares
(2003) planted nopales under a greenhouse and detected that the inverted hanging
cladode system presented the highest production of the insect.

Medicine

Pimienta-Barrios et al. (2008) detected that the consumption of O. joconostle fruit peel
can control serum glucose in individuals with type 2 diabetes mellitus, while in healthy
people, it can help prevent states of hyperglycemia and alterations in the concentration
of triglycerides and cholesterol. Other species such as O. streptacantha and O. dillenii
have also been studied for their hypoglycemic effects (Torres-Ponce et al., 2015).

The red fruits of some Opuntia species are important sources of bioactive compounds,
including ascorbic acid, carotenoids, taurine and flavonoids; its consumption can provide
significant amounts of betacyanins, which are a potential colorant but are also an
excellent source of antioxidant dietary compounds that can exert beneficial effects on
health (Ferndndez-Lopez et al., 2010). It has been found that xoconostle fruits have a
greater antioxidant capacity than prickly pears; in addition, these fruits have a greater
amount of antioxidants compared to other types of fruits such as tomato, orange and
apple (Figueroa-Cares., 2010; Kaur 2012; Torres-Ponce et al., 2015; Monroy-Gutiérrez
et al., 2017).

Due to the high-fiber content in the fruits of Opuntia species, it has been used with lipid-
lowering effects by drying fruits and/or cladodes, and consuming it in the form of dietary
fiber or flour. Studies have been carried out with people with dyslipidemia, overweight
and/or obesity, finding that cholesterol and triglyceride levels are reduced with the
consumption of cactus fiber (Mufioz et al., 2014; Torres-Ponce et al., 2015). Opuntias
have also been studied in relation to their analgesic, anti-inflammatory, healing, diuretic,
anti-uric, antiviral effects, among others (Arauza, 2008).
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Electricity generation

Apollon et al. (2020) used four opuntia species for sustainable electricity generation using
a plant-based biobattery design. A higher total electricity production of 285.12 J in four
weeks and the best performance with an average power density of 103.6 mW m-3 was
achieved in O. albicarpa. Furthermore, in the study the energy generation of 3.66 Wh m-
2 was achieved. The species O. ficus-indica and O. albicarpa showed significant height
in the first two months (P value <0.05), which opens the way to the impact of electricity
generation during plant growth.

Relevant research in Opuntia

In order to know in detail the biology, physiology and genetics of the Opuntia genus, a
large number of studies have been carried out; below, the main aspects studied of this
type of plants are described.

Morphological variation of prickly pear and xoconostle

The prickly pear (Figure 4a) is a sweet fruit with hundreds of seeds, its peel is thin and
its pulp is very juicy. The xoconostle (Figure 4b) is an acidic fruit, it has a thick shell and
very little pulp, its maturation is slow and the fruit remains on the plant for a long time
(CONABIO, 2023). Studies have been carried out to group accessions of prickly pear
cactus and xoconostle using morphological traits. Reyes-Aguero et al. (2005b) analyzed
42 morphological attributes of 243 variants of Opuntia in the Southern Highlands of
Mexico, identifying three groups: plants with large fruits and spineless cladodes, plants
with large fruits and cladodes with prominent spines, and less domesticated plants.
Gallegos-Vazquez et al. (2011) evaluated 29 varieties of prickly pear cactus and 4
varieties of xoconostle using 24 quantitative characters of cladodes, flowers and fruits;
where they differentiated three groups: varieties of xoconostle, nine varieties producing
nopalitos and nopales, and 16 varieties with yellow and green fruits. De Luna-Valadez et
al. (2019) identified six groups of xoconostles based on the morphometry of the cladodes,
flowers and fruit in 36 cultivars in Zacatecas.
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a b

Figure 4a. Cross section of prickly pear fruit (O. albicarpa Scheinvar) Figure 4b. Cross
and longitudinal section of xoconostle fruit (Opuntia joconostle F.A.C. Weber).
Source: self made.

Genetic improvement

Inglese et al. (2018) indicated that nopal genetic improvement programs have been
developed in Mexico, Brazil, Italy and the USA. In Italy, hybridization and embryo culture
have been developed, generating 12 prickly pear selections suitable for the
Mediterranean. In Brazil, it focuses on the development of improved varieties of nopal for
forage. In the United States, germplasm is evaluated looking for adaptation to arid soils,
high levels of salinity, selenium and boron.

In Mexico, Gallegos-Vazquez and Mondragon-Jacobo (2011) reported 3 improved
varieties in terms of fruit quality. Several researches has been carried out to obtain
parthenocarpic fruits: Ortiz et al. (1991) obtained greater parthenocarpic growth in prickly
pear applying gibberellic acid and auxins; Muratalla-Lua et al. (2002) managed to obtain
seedless fruits; Varela-Delgadillo et al. (2018) induced the formation of parthenocarpic
fruits in O. albicarpa Scheinvar, O. megacantha Salm-Dick and O. ficus-indica L. with the
emasculation of flowers in pre-anthesis and the application of 50, 100 and 200 ppm of
acid gibberellic (AG3); Livera-Mufioz et al. (2023) induced parthenocarpy in fruits of the
‘MX CP-30 Rojo’ and ‘MX CP-40 Amarillo’ genotypes by applying a solution of growth
regulators (gibberellic acid, benzyl adenine and indole butyric acid).

Ploidy and Genome

Chromosomal studies carried out in Opuntia species, and they coincide in the basic
number of chromosomes (x=11); and the polyploidy level ranges from 2n=2x=22 (diploid)
to 2n=8x=88 (octaploid) (Grant, 1982; Omar et al., 2021). Segura et al. (2007) using flow
cytometry identified four levels of ploidy: diploid, tetraploid, hexaploid and octaploids in
23 species of Opuntia.
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Polyploidy is favored by hybridization (Inglese et al., 2018), generating more resistant
and aggressive species than diploids (Pinkava, 2002). In Opuntia, there are a large
number of polyploids, which contributes to great morphological variability, the existence
of numerous different species and the variation within each population of the same
species (Scheinvar et al., 2015). Hybridization is common in cultivated plants, which is
why in O. ficus-indica they have identified high levels of ploidy in cultivars compared to
wild plants (Mondragdn-Jacobo and Bordelon, 1996). The above was demonstrated by
Caruso et al. (2010), who analyzed 62 opuntia genotypes with SSR markers, identifying
that the number of peaks generated by each SSR is related to the known ploidy level of
the taxa; the lowest number of amplicons were produced from the diploid species O.
Cochenillifera and O. quimilo and the highest number of amplicons was obtained from
the octaploid cultivated varieties. The ploidy level of Opuntia spp., depends on the origin
of the population; species growing in different regions from those of origin, have lower
genetic diversity (Omar et al., 2021). According to Palomino et al. (2016), the presence
of endopolyploidy and polyploidy in Opuntia provides adaptive advantages in arid and
semi-arid environments.

Genetic-molecular markers

The use of genetic-molecular markers in Opuntia has various applications: it allows a
more precise estimate of the genetic diversity among existing accessions (Escalante-
Gonzélez et a., 2012), it increases the efficiency of improvement by allowing individuals
to be selected in the juvenile stage (Mondragén-Jacobo, 2003), can be used for
evolutionary history studies (Griffith, 2004), to show the hybrid origin of Opuntia species
(Griffith & Porter, 2009; Caruso et al., 2010), to distinguish individuals of the same species
(genetic fingerprinting) (Hensen et al., ) and conservation planning (Helsen et al., 2009).

Among the genetic-molecular markers used in Opuntia, the following stand out: Random
Amplification of Polymorphic DNA (RAPD), Inter-Simple Sequence Repeat (ISSR),
Simple Sequence Repeat (SSR), Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP),
nuclear microsatellites (SSRn), markers ITS and total proteins. Some examples of these
studies were reported by: Luna-Paez et al. (2007) characterized 22 varieties of cactus
with RAPD and ISSR markers using seed DNA and separated in polyacrylamide gels.
Griffits (2004) analyzed the evolutionary history of O. ficus-indica by means of Bayesian
phylogenetic analysis of nrITS (nuclear ribosomal ITS) DNA sequences. Hensen et al.
(2009) used six highly polymorphic ISSRs and two (EST)-SSRs loci in obtaining genetic
fingerprints of 62 genotypes of Mexican, Israeli and Sicilian origin. Caruso et al. (2010)
used microsatellites to conclude that O. ficus-indica is a group of multiple unrelated
clones derived from different parental species and selected for common agronomic
characteristics. Escalante-Gonzalez et al. (2012) used RAPD-type molecular markers to
estimate the genetic diversity of 15 nopal accessions in Nuevo Le6n, Mexico. Valadez-
Moctezuma et al. (2015) analyzed 52 opuntia cultivars with agronomic and economic
importance, classified into 12 different species using RAPD and ISSR markers. Espinoza-
Sanchez et al. (2014) analyzed 85 representative opuntia genotypes (wild and cultivated)
using AFLP genetic-molecular markers. Samah et al. (2015a) used 13 SSR markers and
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88 opuntia accessions to explore the genetic relationships between them, the markers
generated unique prints for each species, which confirms their usefulness in the analysis
of the genetic diversity of opuntia. Samah et al. (2015b) studied variation among 102
mexican opuntia accessions using total seed proteins and seed storage proteins. Garcia-
Zambrano et al. (2018) used AFLP to molecularly differentiate 36 xoconostle accessions,
obtaining an average diversity index (ID) of of 0.8124, as well as differences between
xoconostle accessions, presenting a high degree of similarity. Reis et al. (2018) used
SSRn markers on a set of 19 Opuntia spp portuguese accessions to assess genetic
diversity.

Genomic, transcriptomic, metagenomics resources

The characterization and evolution of the available gene pool are essential for genetic
improvement programs for cactus pear (Inglese et al., 2018). For this reason, some
specific genes have been identified: Collazo-Siqués et al. (2003) cloned and
characterized ACC synthase-1 and ACC oxidase-1 genes in the Opuntia genome, where
ACCS-1 showed enhanced expression in ripening fruit tissues and ACCO-1 is highly
induced in ripening tissues.

Mallona et al. (2011) sequenced cDNA from different organs and developmental stages
of Opuntia ficus-indica where they identified genes involved in circadian regulation and
CAM metabolism. They also reported that the SAND protein gene (SAND) and the beta
tubulin 6 genes (TUB) were appropriate for the quantification of gene expression in this
species. They found three types of expression profiles: PEP carboxylase kinase (PPCK)
oscillated with a periodicity of 24 h; NADP malic enzyme (NADP-ME) and pyruvate
phosphate dikinase (PPDK) were adapted to 12-h cycles; and phosphoenolpyruvate
carboxylase (PEPC) and malate dehydrogenase (MDH) were arrhythmic.

Valadez-Moctezuma et al. (2023) through transcriptomic analysis, obtained a total of
8383, 7890 and 5300 transcripts for the de novo assembly of RNA from young cladodes
and developing fruits of O. ficus-indica, O. robusta and O. joconostle, respectively;
differentially expressed transcripts (DET) between cladode and fruit resulted in the
significant enrichment of 13 KEGG pathways (networks of molecular interactions within
cells) and 80 GO terms (gene ontology of gene functions), where genes such as FULL,
CYP75B1 and CMB1 were upregulated in the fruits of all three species.

Likewise, the sequencing of the genome of Opuntia organelles can be used for
evolutionary studies, molecular improvement and development of molecular markers.
Kohler et al. (2020) assembled the chloroplast genome of Opuntia chemilo and detected
a length of 150,374 bp, a GC content of 33-39.6%, and 130 genes (87 protein-coding,
35 tRNA, and 8 rRNA). Chen et al. (2022) assembled the chloroplast genome of Opuntia
sulphurea, which has a length of 122,740 bp, 100 genes, (65 encoding proteins, 31 tRNA
and rRNA genes) and a GC content of 35.39%. Liu et al. (2024) sequenced the total DNA
of O. cochenillifera and assembled the mitochondrial genome, which has a length of
1,156,235 bp, a GC content of 43.06%, 54 protein-coding genes, and 346 simple repeats;
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Furthermore, they detected 47,935 bp segments homologous to the chloroplast genome
(35% of the total length of the chloroplast genome).

Recently, metagenomic studies have been carried out in Opuntia species. Fonseca-
Garcia et al. (2018) through metagenomic analyzes in the rhizosphere and phyllosphere
of CAM plants including O. robusta, detected a great diversity of microorganisms, which
may be required for the fitness and survival of plants in arid environments. Karray et al.
(2020), in O. ficus-indica detected that the microbiomes of bacterial and archaeal cacti
changed in the rhizosphere and endosphere as a function of the aridity gradient. Lyra et
al. (2021) in O. ficus-indica also found that the structure and diversity of the bacterial
community are different in arid areas and are influenced by environmental and soil
conditions.

PERSPECTIVES

There are possibilities for improvement and development in opuntia genus, among which
are: integrating molecular, morphological and biogeographic data to better understand its
diversity (Chessa, 2010); carry out promotion and marketing campaigns at a local and
international level to increase consumption (Caplan, 1990); carry out adequate
management of the orchards to increase the productivity and quality of the fruit (Ochoa,
2003); conduct research to reduce seed content and removal of glochids (spines);
promote human consumption of cladodes; exploit multifunctional properties such as
medicinal, nutraceutical and cosmetic; greater use of nopal for forage in arid and semi-
arid areas; and increase plantations to reduce the accumulation of CO2 in the
atmosphere and thus the greenhouse effect (Inglese et al., 2018).

Aruwa et al. (2018) by reviewing the phytochemical composition of the different plant
parts of Opuntia species, applications and valorization of opuntia by-products; They
conclude that opuntia will continue to be an endless source of products with functions for
the food industry and other industries; Furthermore, it can contribute to global food and
subsistence security, as well as the health sector. Inglese et al., (2018) indicates that
more studies are required to find new active compounds and their industrial and
pharmaceutical applications.

Due to the considerable importance and the great diversity of uses that opuntias have,
these plants can be used as a basis for new research to develop new products or improve
existing ones. Using transcriptomic, genomic, proteomic and metabolomic data, it is
possible to obtain gene expression profiles, know the metabolic activity in different organs
of the plant, identify important secondary metabolites, isolate genes to obtain compounds
such as pectins or flavonoids synthetically, in addition to do genetic improvement and
gene editing of species of commercial interest.
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ABSTRACT

Opuntia albicarpa is an endemic species of Mexico with cultural and
economic importance. The opuntia fruits, named prickly pear or tunas, are
rich in glucose, fructose, and sucrose. The objective of this research was to
contrast morphological changes in the development and ripening of the
fruits, and detect genes involved through transcriptomics to identify
important metabolic pathways. Total RNA from fruits of three
developmental stages was sequenced in paired-end mode with Illumina
technology. High-quality reads were assembled de novo and annotated
against the Swissprot protein database, and differentially expressed genes
between the three stages were determined. The de novo ensembled
transcriptome was represented by 198,958 transcripts (41.95% GC content).
A total of 22,460 and 39,683 sequences were annotated with Blastx and
Blastp, respectively. In addition, 10,106 genes were identified from Blastx
and 11,781 genes with Blastp. In the differential expression analysis for the
comparison 60 days after flowering vs. the start of ripening, 1572 transcripts
were upregulated and 412 downregulated, in 60 days after flowering vs.
ripened fruit, there was an upregulation of 1265 transcripts and 454
downregulated, and at the start of ripening vs ripened fruit, 96 transcripts
were upregulated and 745 downregulated. The pathways of carbohydrate
metabolism and flavonoid biosynthesis during the development and ripening
of fruits were analyzed to quantify the genes involved. The results can be
used for genetic and molecular studies on the genus Opuntia and better
understand its biology.

Key words: O. albicarpa; Transcriptomic; Development; Prickly pear;

Carbohydrates; Flavonoids
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INTRODUCTION

The genus Opuntia (nopal or prickly pear) is distributed in desert and semi-desert
areas of the southern United States of America, Mexico, South America and different parts
of the world (Granados-Sanchez and Castafieda-Pérez, 2003). The genus comprises
between 150 and 180 recognized species (Majure et al., 2012). In Mexico, the fruits and
stems of wild species, in the process of domestication and cultivated are consumed
(Lopez-Gutiérrez et al., 2015). Plants of the genus Opuntia serve as sources of fruits and
vegetables for food, medicine, cosmetic purposes, fodder, and as a source of natural
colorants. In addition, due to its great importance in the development of desert agriculture,
in recent years, the beneficial potential for health of some of its bioactive compounds such
as phenols, flavonoids and betalains has been reported (Mendez-Farrofian, 2017).

The taxonomy of Opuntia has been based on morphological characters; it was
subsequently enriched with biochemical, physiological and cytogenetic descriptors
(Valdez-Cepeda et al., 2003; Reyes-Aglero et al., 2009). Their characterization with
molecular markers has made it possible to know more efficiently the existing phenetic and
genetic diversity, support its best taxonomic location and contribute to improvement
programs (Illoldi-Rangel et al., 2012). The molecular markers represent reliable tools for
the characterization and differentiation of Opuntia varieties, since they are not influenced
by the environment (Valadez-Moctezuma et al., 2015). But little has been studied about
its transcriptome.

The white fruit (tuna), also called "tuna Blanca de Alfajayucan”, "tuna Blanca San
Martin" or "tuna Reyna" (O. albicarpa Scheinvar) presents a ovate fruit 6 to 9 cm long
and 6 to 6.5 cm wide, externally greenish-whitish-yellowish and with a 5-7 mm wide shell

(Scheinvar, 1999). Fruit growth lasts up to 132 days after flowering and the ripening
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process begins at 99 days (Martin del Campo et al., 2019). Analysis of gene expression
during fruit development can provide valuable clues about the biological functions of the
corresponding genes (Chen et al., 2019). It is important to know the genetic dynamics
involved in prickly pear fruit ripening to identify differentially expressed genes (DEG),
KEGG pathways, and GO terms. In addition, with the differential expression of genes
during the ripening process of fruits resolved with transcriptomics, metabolic pathways
related to specific metabolic processes can be analyzed.

Transcriptomics is the study of transcriptome of an organism; that is, the total
number of transcripts expressed at the time of sampling. The information content of an
organism is recorded in the genes of its genome and expressed through transcription
(Lowe et al., 2017). Transcriptomics is an essential area to interpret the functioning of the
transcriptional process of genes, which depends on intra or extracellular stimuli that
trigger signaling cascades in which genes are expressed or repressed (Sims et al., 2014).
RNA-seq is a tool that allows to evaluate the transcriptional state of an organism, organ
or tissue. It is typically used to compare different treatments, conditions, or stages of
development in search of a specific response to the stress or stimulus received (Van Verk
etal., 2013).

The objective of the present research was to identify the morphological and genetic
changes that occur during the development of O. albicarpa fruits through transcriptomic
analysis to know the changes in the genes differentially expressed in the metabolism of
carbohydrates and the biosynthesis of flavonoids, as well as provide a comprehensive and

accurate basis for molecular studies of opuntia fruit development.
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MATERIAL AND METHODS
Sampling and measurement of fruit development

The sampling of O. albicarpa fruits was carried out from April to July 2021 in 5-
year-old commercial orchards in the municipality of San Martin de las Piramides, State of
Mexico (19° 41' 59.9" N 98 © 48' 31.6" W). Three plants with a good phenotype and free
from damage caused by biotic or abiotic factors were selected. For RNA extraction,
healthy fruits were recollected from three independent plants during five main stages of
development (T1: flowering, T2: 30 days after flowering, T3: 60 days after flowering, T4:
beginning of ripening and T5: ripe fruit, Figure 1). From each stage, three samples were
considered; each sample consisted of three fruits from each plant. Subsequently, the fruits
were washed with Merck brand Extran detergent and water to eliminate the detergent
completely. With a scalpel, longitudinal cuts of the fruits were made, which were wrapped

in aluminum foil and preserved in liquid nitrogen until processing.

Figure 1. Phenology of the development and maturation of prickly pear fruits (Opuntia albicarpa

Scheinvar), DAA=Days after anthesis.

For the morphological evaluation, 25 fruits of each stage of development were
selected, to which the total fresh weight of the shell and loculus; equatorial diameter, polar
diameter and volume were measured. The fresh weights (g) were measured with a digital
scale (Sartorius model PT1200, precision 0.01 g); the equatorial (cm) and polar (cm)
diameters were measured by a vernier and the volume with a test tube. Analysis of
variance (ANOVA) was performed with a completely randomized design where time was
the source of variation, and Tukey's means comparison tests (0.05); these were done with

the Excel plugin XLSTAT.

56



Obtaining and sequencing of RNA

Fruits from three stages of fruit development (T3, T4 and T5) were used to analyze
the transcriptome. Three g of total fruit tissue was macerated in a sterile mortar using
liquid nitrogen. Total RNA was extracted with the PureLink™ RNA Mini Kit (Invitrogen,
USA) following the manufacturer's instructions. The RNA concentration of each sample
was determined on a Nanodrop UVS-99 UVISDrop spectrophotometer. Libraries were
synthesized with the TruSeq Stranded mRNA LT Sample Prep Kit. They were sequenced
on the NovaSeq6000 System (lllumina) in paired-end mode to obtain 101 bp reads.
Data filtering and de novo assembly

Quality control analysis of raw reads was performed with FastQC v0.72 (Andrews,
n.d.) and MultiQC v1.9 (Ewels et al., 2016). Low quality (phred quality score < 30) and
short (length < 60 bp) reads were removed using the Trimmomatic v0.38.0 program
(Bolger, et al., 2014). As there is no reference genome for the genus's opuntia, the
assembly of the transcription sequences (de novo transcriptome) of the readings of the T3,
T4 and T5 libraries was performed with Trinity v2.9.1., applying the default parameters
and a contig length of 200 bp (Grabherr et al., 2011). A set of representative non-redundant
sequences was obtained with CD-HIT-EST v1.3. (Fu et al., 2012) using a 98% similarity
threshold to eliminate potential duplicate transcripts. The Busco v5.3.2 program (Simao
et al., 2015) was used for the evaluation of the quality of the genome assembly, in this
analysis the linnage Viridiplantae (green plants and terrestrial algae) was selected. This

was analyzed on the Galaxy web platform (usegalaxy.org.au/; Afgan et al., 2018).
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Functional Annotation

The TransDecoder v5.5.0 tool (Haas et al., 2013) was used to identify coding
regions (with at least 100 amino acids) within the sequences of the transcripts; the input
file was the representative assembly. The de novo assembly, and the peptide sequences
(Transdecoder result) were aligned against the SwissProt database (56,7483 sequences)
(The UniProt Consortium 2021) using Diamond Blastp and Diamond Blastx for an e-value
< 10-3. In addition, EggNOGG v5.0 (Huerta-Cepas et al., 2019) (http://eggnog-
mapper.embl.de/), a tool that uses pre-calculated orthologous groups (OGs) and
phylogenies from the EQgNOGG database, serves to transfer functional information from
detailed data on orthologs; it was used to annotate the ensemble, in which GO term,
Enzyme Commission (EC), KEGG-Ko (molecular functions represented in terms of
functional orthologs), KEGG-pathway (collection of route maps that represent the
knowledge of interaction, reaction and molecular relationship networks). The output of
peptides from TransDecoder was used as input file and the parameters defaulted by the
program.
Differential expression, gene orthology (GO) and KEEG analysis

Align Reads and Estimate Abundance v2.9.1 software was used to estimate the
abundance of isoforms and genes. The abundance estimates from the samples were
combined in a single file with the Build Expression tool Matrix v2.9.1 (Grabherr et al.,
2011). To determine the differentially expressed genes between the three times of fruit
maturation, the Limma V3.48.0 Program was used (Law et al., 2014). Three pairwise
comparisons were evaluated: T3 vs T4, T3 vs T5 and T4 vs. T5. Differentially expressed

transcripts (DET) with |logFC>2| and with adjusted P-value < 0.01 were analyzed in
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KOBAS-I (Buetal., 2021) (http://kobas.cbi.pku.edu.cn/) to identify significantly enriched
KEGG pathways and GO terms [e-value < 0.0001], using the Arabidopsis thaliana genome
as a comparison database. DET were extracted and explored in the “Amino sugar and
nucleotide sugar metabolism”, “Ascorbate and aldarate metabolism”, “Fructose and
mannose metabolism”, “Starch and sucrose metabolism”, “Galactose metabolism” and
“Flavonoid biosynthesis” pathways; as well as in the GO terms “Sucrose metabolic
process”, “Glucose metabolic process”, “Carbohydrate metabolic process” and
“Flavonoid biosynthetic process”. Heatmap plots were made with the Heatmap2 Version
3.1.1 tool in Galaxy web platform (usegalaxy.org; Afgan et al., 2018), to map the DET
over the three fruit stages in the libraries using the Z transformation of the normalized
TMM values.
RESULTS
Morphological changes during the development of the fruit

In the flowering stage (T1), the fruit presented a green color and its flowers, yellow
petals and pink sepals, as well as an abundant number of spines. The loculus represented
28.19% of the total weight of the fruit, and the shell does not separate from the loculus. In
the stage 30 days after flowering (T2), the fruit presented a green color, and the flower
has completely detached. The weight of the loculus represented 22.83% of the total
weight, and the shell has not yet separated from the loculus. In the stage 60 days after
flowering (T3), the fruit was green; the weight of the loculus was 22.62% with respect to
the full weight and from this stage the peel separates from the loculus. In the early stage
of ripening (T4), the fruit had a green/yellow color; the loculus weight corresponded to

57.11% of the total weight. In the ripe fruit stage (T5), it presented a lemon color, and the
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loculus weight represented 62.13% of the total weight. The ANOVA indicated that there
were significant statistical differences in the morphological variables evaluated depending
on the stage of development. The fruit registered a continuous increase in size, which in
T5 reached a polar diameter of 7.30 cm, an equatorial diameter of 5.004 cm and a volume
of 92.00 cm3. From stage T3, loculus weight increased rapidly, while shell weight

decreased in T4 and increased again in T5 (Figure 2).

Figure 2. Changes in fresh weight of locule and peel during the development of Opuntia albicarpa

Scheinvar fruits. Means with different letters are significantly different (Tukey, 0.05).

Data filtering and de novo assembly

A total of 704,150,890.00 raw paired-end reads with a length of 101 bp were
obtained from fruits 60 days after flowering (T3), onset of ripening (T4) and ripe fruits
(T5) of O. albicarpa. The number of reads ranged from 68,799,748 (library T3R1) to
87,957,182 (library T3R2). Raw sequence files were uploaded to the National Center for
Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/) under BioProject
accession numbers PRINA803369 (SAMN25649427-35). After quality control (Phred
score > 30), a total of 631,639,944 (89.67%) high-quality reads were survived, ranging
from 61,328,136 (library T3R1) to 79,921,230 reads (library T5R5). The percentage of
duplicate reads ranged from 66.10% (library T4R1) to 90.90% (library T3R3) with a
mean of 82.27% (Table S1). The de novo transcriptome assembly of O. albicarpa
produced 240,169 transcripts. Using CD-HIT-EST to remove duplicates and cluster
representative sequences resulted in 198,958 transcripts. For representative sequences, the
total GC content was 41.95%; the average transcript length was 1,003 bp; the N50 was
1,734 bp, and the transcript lengths ranged from 181 to 10,434 bp. The general alignment

rate ranged between 87.26 (T5R3) and 98.32 (T3R3) with an average of 95.97%, which
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indicates a good quality of the assembly. The Busco program revealed the presence of
97.6 % of the 425 orthologous genes (from 57 species) searched for in the viridiplantae
dataset, of which 415 orthologous genes were complete (94 were single copies, and 321
were duplicates); 10 were fragmented and any missing orthologous genes were reported,;
this indicates a good quality of the assembly.
Functional Annotation

Prediction of coding regions using the Transdecoder program resulted in 116,693
PEPs and 398,706 ORFs. The Diamond-Blastx analysis generated 22,460 sequences, of
which 21,842 that correspond to plants were identified; while with Blastp, 39,686
sequences were obtained, of which 38,587 correspond to plants. 20,846 transcripts were
identified that were present in both Blastx and Blastp (Figure 3A). The most represented
plant species in Blastp were: Arabidopsis thaliana (78.03%), Oriza sativa subsp. Japonica
(4.70%), Nicotiana tabacum (1.44%), Solanum lycopersicum (1.23%), Spinaca oleracea
(1.22%), Oriza sativa subsp indica (0.94%), Glycine max (0.79%), Solanum tuberosum
(0.76%), Pisum sativum (0.66%), Vitis vinifera (0.59%), Zea mays, (0.49%), Petunia
hybrida (0.46%), Beta vulgaris (0.29%) and Ricinus communis (0.27%). By eliminating
isoforms, 10,106 and 11,781 genes were identified from Blastx and Blastp data (Figure

3B). In total, 12,565 genes were detected.

Figure 3. A) Venn diagram with the number of transcripts annotated with Diamond BlastX and BlastP
against the UniProtKB/Swiss-Prot database. B) Venn diagram with the number of genes annotated with

Diamond BlastX and BlastP.

Analysis performed in EggNOG-mapper indicated that 37,352 transcripts were
associated with at least one GO term and 22,816 transcripts with at least one KEGG

pathway. Overall, a total of 11,055 GO terms were identified (25.51% of the total 43,335
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in the GO database). In addition, a total of 395 routes from the KEGG map (70.53% of
the total 560 pathways in the KEGG database) and 3,978 KOs (15.60% of the total 25,503
in the KEGG Orthology database) were identified.
Differential Expression, Gene Orthology (GO) and KEGG Analysis of DET
Analysis of differentially expressed transcripts (DETs) with log absolute > 2 and
adjusted P-value < 0.01 was performed using aligned reads from the de novo assembled
transcriptome. A total of 2,059 DETs were identified between T3 and T4, with 1,636
upregulated and 423 downregulated transcripts. For the comparison of T3 vs. T5, 1,797
DETs were identified, with 1,317 transcripts significantly upregulated and 480 transcripts
downregulated. Between T4 and T5, 841 DET were detected with 83 upregulated and 758
downregulated transcripts. The Figure 4 shows the number of DETs of each comparison,
and those that share with each other, eight transcripts were identified that share the three
comparisons made; these correspond to OP063301 (BOR4), OP109553 (ABR1),
OP131956 (LOC101215231), OP134022 (TDT), OP151319 (TIFY9), OP151321

(TIFY9) and OP184469 (PMA4).

Figure 4. Differentially expressed transcripts in the comparisons of maturation times (T3vsT4, T3vsT5 and

T4vsT5) of Opuntia albicarpa fruits.

Functional annotation was determined from DET using KOBAS enrichment of
KEGG pathways and GO terms.

For the comparison between T3 and T4, 27 significantly enriched KEGG pathways
were recovered (corrected P value < 0.01), seven of them classified as "Carbohydrate
metabolism™, the most enriched KEGG pathways are indicated in Table 1. In addition,
221 GO terms were significantly enriched (corrected P value < 0.01). These GO terms are

placed in the category of "Biological Process” (BP, 118 GO terms), followed by
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"Molecular Function" (MF, 67 GO terms) and "Cellular Component" (CC, 31 GO terms).
The most enriched GO terms were for BP "response to wounding", "response to cold" and
“lignin biosynthetic process”; for the MF category, the most was “protein binding”; and

for the terms CC were the "plasma membrane", "cell wall", "cytosol", "secretory vesicle”,

“cytoplasme” and “plant-type cell wall”.
Table 1. Top 10 KEGG enriched pathways for Opuntia albicarpa Scheinvar.

For the comparison of T3 vs. T5, 23 significantly enriched KEGG pathways were
recovered (corrected P value < 0.01), six of them classified as "Carbohydrate
metabolism", the most enriched KEGG pathways are indicated in Table 1. In addition,
193 GO terms were significantly enriched (corrected P value < 0.01). These GO terms are
in "Biological Process" (BP, 100), followed by "Cellular Component” (CC, 37) and
"Molecular Function™ (MF, 55). The most enriched GO terms were for BP "response to
cold" and "response to salt stress"; for the MF category, the most was “protein binding”;

and for the terms CC were the "cell wall”, "plasma membrane”, "cytosol", "secretory
vesicle", "plant-type cell wall", "chloroplast" and "extracellular region".

For the comparison between T4 and T5, 10 significantly enriched KEGG pathways
(corrected P value < 0.01) were retrieved, most of them classified as “Metabolism-global
and general maps”, the most enriched KEGG pathways are shown in the Table 1. In
addition, 100 GO terms were significantly enriched (corrected P value < 0.01). These GO
terms are in the category of "Biological Process"” (BP, 47 GO terms), followed by "Cellular
Component” (CC, 18 GO terms) and "Molecular Function” (MF, 34 GO terms). The most
enriched GO terms CC were "cell wall" and "plasma membrane™; and for the category BP
the most enriched were "response to wounding"”, "response to cold"”, "jasmonic acid

biosynthetic process", “protein phosphorylation” and “response to fungus”.
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KEGG pathways (Table S2) and GO terms (Table S3) were selected, which were
significantly enriched and, which are important during prickly pear fruit development,
such as pathways of carbohydrate metabolism, flavonoid biosynthesis, among others that
are described below:

“Carbohydrate metabolism” pathways of the O. albicarpa transcriptome

Of the 15 carbohydrate metabolism pathways reported in the KEGG database, the
comparison T3 vs. T4 represented 7 significantly enriched pathways (P value < 0.01):
“Amino sugar and nucleotide sugar metabolism”, “Glycolysis / Gluconeogenesis”,
“Glyoxylate and dicarboxylate metabolism”, “Galactose metabolism™, ‘“Pyruvate
metabolism”, “Pentose phosphate pathway” and “Ascorbate and aldarate metabolism”;
the comparison T3 vs T5 represented six significantly enriched pathways:
“Glycolysis/Gluconeogenesis”, “Glyoxylate and dicarboxylate metabolism”, “Pyruvate
metabolism”, “Galactose metabolism”, “Amino sugar and nucleotide sugar metabolism”
and “Starch and sucrose metabolism” ; while the comparison T4 vs T5 represented only
the “Amino sugar and nucleotide sugar metabolism” pathway.

Figure 4 shows the heatmap representing the low expression, and over expression
of genes involved in the " Starch and sucrose metabolism " pathway. On the left side of
the Figure 5, there are groups representing genes with a similar expression pattern, and in
the lower part of the heat map the development stages, and their repetitions are grouped.
Genes that were under-expressed in T3 and T4 and over-expressed in T5 were located:
BGLU12 (OP006394; EC 3.2.1.21), TPPA (OP039270; EC 3.1.3.12), TPS7 (OP128468;
EC 2.4.1.15), At5g51830 (OP038818, EC 2.7.1.4), TPS5 (OP128465, EC 2.4.1.15), TPPG
(OP039271, EC 3.1.3.12) y BAM3 (OP064455; EC 3.2.1.2). Another group of genes had

ahigh expressionin T3, and in T4 and T5, their expression tended to decrease: At1g50460
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(OP035155; EC 2.7.1.1), ADG2 (OP060556; EC 2.7.7.27), PGMP (OP001310,
OP001312; EC 5.4.2.2), WAXY (OP150334, OP150335, OP150339; EC 2.4.1.242),
At1g64390 (OP179564, OP179569; EC 3.2.1.4), Atlg11820 (OP050809; EC 3.2.1.39),
TPS9 (OP037249; EC 2.4.1.15), SPS (OP193530; EC 2.4.1.14), BGLU44 (OP170752;
EC 3.2.1.21), SS1 (OP085395; EC 2.4.1.21), SS (OP048062; EC 2.4.1.13), DPEP
(OP169611; EC 2.4.1.25), TPS5 (OP178383; EC 2.4.1.15), At3g59480 (OP163884; EC
2.7.1.4) and INV*DC4 (OP028592; EC 3.2.1.26). In addition, genes that had a low
expression in T3 and high expression in T4 and T5 were located. INV*DC4 (OP028593;

EC 3.2.1.26) and BAM2 (OP120782; EC 3.2.1.2).

Figure 5. Heatmap of the most differentially expressed transcripts of the KEGG pathway "Starch and
sucrose metabolism™ of Opuntia albicarpa fruit development. The heatmap graph was constructed based on

the Z-score of the reads from the nine libraries.

In the “Galactose metabolism” pathway (Figure S1) the genes detected were
under-expressed in T3 and over-expressed in T4 and T5: PFK6 (OP085151; EC 2.7.1.11)
AGAL3 (OP173410; EC 3.2.1.22), GALM (OP086472; EC 5.1.3.3) and INV*DC4
(OP028593; EC 3.2.1.26). Other genes presented high expression in T3 and low
expression in T4 and T5: PGMP (OP001310, OP001312; EC 5.4.2.2), PFK3 (OP085149;
EC 2.7.1.11), GOLS2 (OP101592, OP101593; EC 2.4.1.123), INV*DC4 (OP028592; EC
3.2.1.26), Atlg50460 (OP035155; EC 2.7.1.1), AGAL1 (OP017428; EC 3.2.1.22) and
RFS (OP087924; EC 2.4.1.82).

The “Fructose and mannose metabolism” pathway (Figure S2) presented genes
that were in low expression in T3 and in high expression in T4 and T5: PFK6 (OP085151;
EC 2.7.1.11), FBA3 (OP075106; EC 4.1.2.13), and XYLA (OP152586, OP027977; EC

5.3.1.5). Another group of genes were over-expressed in T3 and under-expressed in T4
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and T5: FBA2 (OP064628, OP064630; EC 4.1.2.13), CFBP1 (OP089913; EC 3.1.3.11),
PFK3 (OP085149; EC 2.7.1.11), TPl (OP132697; EC 5.3.1.1), and At3g59480
(OP163884; EC 2.7.1.4); and two genes presented high expression in T3, low expression
in T4 and high expression in T5: At5g51830 (OP038818; EC 2.7.1.4) and Atlg50460
(OP035155; EC 2.7.1.1).
""Flavonoid biosynthesis' pathway of the O. albicarpa transcriptome

In this pathway, genes whose expression was low in T3 and high in T4 and T5
were detected: CHI (OP000217; EC 5.5.1.6) and CYP75B2 (OP040720; EC 1.14.14.82).
Genes over-expressed in T3 and under-expressed in T4 and T5 were also found:
CYP98A2 (OP160423; EC 1.14.-.-), CCOAOMT (OP023778, OP015161; EC 2.1.1.104)
and CYP73A16 (OP073728; EC 1.14.14.91) and FHT (OP028058; EC 1.14.11.9). In
addition, the FHT gene (OP095543; EC 1.14.11.9) had a high expression in T3, low in T4
and high in T5 (Figure S3).
GO terms of carbohydrates of the O. albicarpa transcriptome

In the GO term “Carbohydrate metabolic process” genes were identified that were
under-expressed in T3 and over-expressed in T4 and T5: LOC100243180 (OP076516; EC
3.2.1.15), Osl_025867 (OP164596; EC 3.1.1.31), CARSR12 (OP165749; EC 3.2.1.23),
OLE9 (OP060704; EC 3.2.1.39) and VIT_00031543001 (OP013616; EC 3.2.1.39). There
were genes that had a high expression in T3, low in T4 and high in T5: GPDHC1
(OP094718; EC 1.1.1.8), BG1 (OP025911; EC 3.2.1.39), A6 (OP161044; EC 3.2.1.39),
GPDHC1 (OP094718; EC 1.1.1.8), At3g47520 (OP091027; EC 1.1.1.37) and SETH3
(OP118935; EC 5.3.1.13). Another group of genes had a high expression in T3 and low

in T4 and T5: Atlg11820 (OP050809; EC 3.2.1.39), LOC100243180 (OP117834; EC
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3.2.1.15), At2g27500 (OP093322; EC 3.2.1.39), BGLU44 (OP170752; EC 3.2.1.21),

PGMP (OP001310; EC 5.4.2.2) and CIT (OP002961; EC 2.3.3.16) (Figure 6).

Figure 6. Heatmap of the most differentially expressed transcripts of the GO term "Carbohydrate metabolic
process" of Opuntia albicarpa fruit development. The heatmap graph was constructed based on the Z-score

of the reads from the nine libraries.

In the GO term “Sucrose metabolic process” genes were identified and that were
over-expressed in T3 and decreased in T4 and T5: CFBP1 (OP089913, EC 3.1.3.11),
INV*DC4 (OP028592; EC 3.2.1.26) and SS (OP048062; EC 2.4.1.13). Likewise, the
SUC3 gene (OP161877; EC N/A) increased its expression at T5 (Figure S4).

The GO term “Glucose metabolic process” presented genes with low expression
in T3 and a high expression in T4 and T5: GALM (OP086472; EC 5.1.3.3) and VTC2
(OP175145; EC 2.7.7.69). Other genes presented over expression at T3 and under
expression at T4 and T5: G6PDH (OP046817; EC 1.1.1.49), G6PD (OP146929; EC
1.1.1.49), GAPA (OP113842, OP113839; EC 1.2.1.13), GAPB (OP113840; EC 1.2.1.13)
and DPEP (OP169611; EC 2.4.1.25) (Figure S5).

GO term “flavonoid biosynthetic process” of the O. albicarpa transcriptome.

Here genes over-expressed in T3 and under-expressed in T4 and T5 were detected:
DTX35 (OP033464; EC N/A), CYP98A2 (OP160423; EC 1.14.-) and FHT (OP095543;
EC 1.14.11.9). Other genes had a low expression at T3 and high expression at T4 and T5:
HO1 (OP129445; EC 1.14.14.18), CHI (OP000217; EC 5.5.1.6) and CYP75B2
(OP040720; EC 1.14.14.82) (Figure S6).

DISCUSSION
Although the Alfajayucan prickly pear (O. albicarpa Scheinvar) cultivation has

economic and cultural importance in Mexico, there is little research on the
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genomic/genetic resources of this species, and no transcriptomic information was
available during fruit development until the present research. The results on the genetic
changes that occurred during the maturation of Opuntia fruits provide a valuable resource
to better understand the biology of the genus.

Morphological changes during fruit development

The increase in weight of the loculus and decrease in weight of the shell from T3
indicates that during the ripening process of prickly pear, the greatest accumulation of the
edible portion (locule) occurs, which is related to the greatest differential expression of
transcripts occurred between T3 and T4.

Data filtering and de novo assembly

The type of RNA sequencing used in this study was paired-end, which, according
to Fullwood et al. (2009) is the most efficient and accurate approach to demarcate gene
transcription unit boundaries and complements other methods for transcriptome studies.
Of the five times sampled during fruit ripening (T1-T5), only the times T3, T4 and T5
were used for transcriptomic analysis.

The total of raw reads and clean reads obtained in the present study are consistent
with that reported by Zhou et al. (2020) for pitahaya for being a crassulacean acid
metabolism (CAM) plant, where the total raw and clean readings for each sample ranged
from 46,688,418 to 62,038,332 and from 45,033,096 to 60,311,044 respectively, although
this is a function of the experimental conditions.

Regarding the de novo transcriptome assembly during the development of O.
albicarpa fruits, the alignment rate was high (87.26 to 98.32%) and allows us to identify

how many sequences have been aligned to the transcriptome.
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Comparing the assembly obtained with other studies on CAM plants, Cervantes-
Pérez et al. (2018) in Agave salmiana obtained an assembly with 170,844 transcripts from
root, leaf and callus data; Gross et al. (2013) obtained 20,4530 contigs in Agave tequilana
and 128,869 contigs in Agave deserti; Mallona et al. (2011) identified a total of 43,066
contigs with average lengths of 612 bp in Opuntia ficus-indica. By other hand, Wu et al.
(2020) identified 65,317 and 91,638 genes in red-fleshed pitaya and white-fleshed pitaya
respectively, in four stages of development; Wu et al. (2022) obtained an assembly of
95,412 unigenes with a mean length of 913 bp and an N50 length value of 1878 bp from
nine pitahaya flower development stages; Zhang et al. (2022) obtained an assembly of
261,468 transcripts and 150,568 unigenes in six stages of pitahaya fruit development.
Wang et al. (2020) detected 16,157 genes expressed in pineapple fruits. Valadez-
Moctezuma et al. (2022) with the MACE (Massive Analysis of cDNA Ends) technology
obtained 8,383 (GC: 40.1%), 7,890 (GC: 40.11%) and 5,300 (GC: 39.9%) transcripts for
the de novo assembly of O. ficus-indica, O. robusta and O. joconostle, respectively.
Functional Annotation

From the annotation results, only 11.29% and 34.01% of the transcripts had
matches in the UniProtKB/Swiss-Prot database for Blastx and Blastp, respectively. In this
regard, Cervantes-Pérez et al (2018) obtained in Agave salmiana 40,644 (24%) sequences
that presented an open reading frame (ORF) and identified 12,209 putative genes; Zhou
et al. (2020) identified 44,263 annotated unigenes in pitahaya; Gross et al. (2013) obtained
in Agave tequilana and Agave deserti sequences that encode around 35,000 proteins;
Mallona et al. (2011) identified for O. ficus-indica 29,835 contigs that produced BLAST

hit scores against sequences from one CAM species (69.3%).
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Likewise, Zheng et al. (2021) predicted 28,992 protein-coding genes using protein
homology and RNA-seq data in dragon fruit; Wu et al. (2022) found that 18,564 and
18,483 unigenes were annotated in Pfam and SwissProt for developing pitahaya flowers;
Zhang et al. (2022) identified 40,461 annotated unigenes in the NCBI non-redundant
protein database (26.9% of total unigenes) in dragon fruit; Valadez-Moctezuma et al.
(2022) identified that around 22.2-23.7% (1,174-1,986) of the transcripts had matches in
the UniProtKB/Swiss-Prot database.

The large number of KEGG pathways, GO and KO terms enriched in our
EggNOG-mapper analysis revealed that the O. albicarpa fruit transcriptome included
functionally diverse genes. In this regard, Valadez-Moctezuma et al. (2022) obtained 282
KEGG pathways and 2,793 GO terms for O. ficus-indica, O. robusta, and O. joconostle;
Zheng et al. (2021) found 21,655 (74.7%) proteins in dragon fruit that were annotated by
eggNOG, of which 10,093 were assigned to GO terms and 9,920 to KEGG pathways.
Differential expression, gene orthology (GO) and KEEG analysis of DET

The comparison T3 vs T4 showed the highest number of DETs with 43.84%,
which suggests that the development period between T3 and T4 presents the most dynamic
transcriptional changes; This coincides with the report of Yan-Jun et al. (2018) who
identified in Lycium ruthenicum that the development period with the most dynamic
transcriptional changes was between S1 (green maturity stage) and S2 (skin color change),
with more than half of the DEGs (63.8%). Likewise, Wu et al. (2020) found 44,109
differentially expressed genes (DEG) between red-fleshed and white-fleshed pitaya during
four stages of development, among which, most DEGs were obtained in R2_vs W2 (25
days after pollination), with 11,317 DEG upregulated and 4,788 downregulated. On the

other hand, Wu et al. (2022) found 1,492 overlapping DEG between the last four stages
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of pitahaya flower development. Shared genes in developmental stage comparisons
encode the following proteins: Boron transporter 4 (BOR4), Ethylene-responsive
transcription factor ABR1 (ABR1), L-ascorbate oxidase-like (LOC101215231),
Tonoplast dicarboxylate transporter (TDT), Protein TIFY 9 (TIFY9) and Plasma
membrane ATPase 4 (PMAA4).

Relative to functional annotation from DET using KOBAS, the number of
significantly enriched KEGG pathways and GO terms was higher in comparisons that
included T3, consistent with the high number of differentially expressed transcripts. In
addition, according to the GO terms categorization, the largest number of GO terms
corresponds to the category of biological processes (54.63% in T3 vs T4, 53.89% in T3
vs T5 and 52.34% in T4 vs T5). In this regard, Valadez-Moctezuma et al. (2022) for the
comparison of fruits of O. ficus-indica vs. O. robusta recovered 14 KEGG pathways and
73 significantly enriched GO terms (corrected P value < 0.01); for the comparison of O.
ficus-indica vs O. joconostle fruits, they detected 11 KEGG pathways and 64 significantly
enriched GO terms and for the comparison of O. joconostle vs O. robusta fruits, they
recovered 21 KEGG pathways and 106 significantly enriched GO terms, where most GO
terms were classified as BP. In addition, of the main KEGG pathways enriched for O.
albicarpa (Table 1), several of them coincide with those reported by Valadez-Moctezuma
et al. (2022) in O. ficus-indica, O. robusta, O. joconostle: “Metabolic pathways”,
“Biosynthesis of secondary metabolites”, “Carbon metabolism”, “Carbon fixation in

photosynthetic organisms” and “Glycolysis/Gluconeogenesis”.
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""Carbohydrate metabolism™ and "‘Flavonoid biosynthesis™ pathways of the O.
albicarpa transcriptome

The carbohydrate metabolism pathways were selected since, according to Martin
del Campo et al. (2019) during the ripening process of the O. albicarpa fruit the content
of total soluble solids and reducing sugars increase progressively until 125 days after
flowering; Zenteno-Ramirez et al. (2015) in O. albicarpa prickly pear juice quantified
14.55 mg.mL-1 of total sugars, of which glucose (8.14 mg.mL-1), fructose (6.39 mg.mL-
1) and sucrose (0.01 mg.mL-1) were the most abundant. Likewise, Reyes-Ocampo et al.
(2019) performed a simple extraction of O. ficus-indica mucilage and obtained the
composition of arabinose (12.54%), fucose (1.6%), galactose (8.89%), galacturonic acid
(13.27%), glucose (12.24%), mannose (8.31%), rhamnose (20.26%) and xylose (6.85%).
Of the eight pathways of carbohydrate metabolism significantly enriched during the
development and ripening of O. albicarpa fruits, Valadez Moctezuma et al. (2022)
reported the pathways "Amino sugar and nucleotide sugar metabolism™ and "Galactose
metabolism™ in O. ficus-indica, O. robusta, O. joconostle, but their analysis was carried
out only in cladodes and practically mature fruits, not during growth of the maturation
process.

Wu et al. (2022) reported the enrichment of the KEGG pathways of sugar
metabolism during pitaya flower development; also reported some genes in carbohydrate
transport that were also detected in our study (TPS7, AGALL, SS1). Zhang et al. (2022)
found that glucose was the predominant sugar in ripe pitaya fruit and that VAI, NI and SS
are crucial enzymes for sugar accumulation. They also obtained seventeen genes involved
in the "Starch and sucrose metabolism" pathway. Cortes-Sierra et al. (2015) identified

differential gene expression patterns in cassava varieties for some starch genes, of which,
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in the present study, Sucrose synthase (SS), Beta-amylase (BAM2 and BAM3) and
Granule-bound starch synthase (WAXY=GBSS) were identified.

Zhang et al. (2022) identified 41 DEGs for the "Starch and sucrose metabolism™
pathway and 22 DEGs for the "Galactose metabolism" pathway in pecan nut fruits; of
which most were quantified in the present study: Phosphoglucomutase (PGMP), Beta-
glucosidase (BGLU12, BGLUA44), Beta-fructofuranosidase (INV*DC4), Hexokinase-3
(Atlg50460), Trehalose-phosphate synthase (TPS5, TPS7 y TPS9), Probable
fructokinase-7 (At5g51830), Trehalose-phosphate phosphatase (TPPA, TPPG), Glucan
endo-1,3-beta-glucosidase 1 (At1g11820), Glucose-1-phosphate adenylyltransferase
(ADG2), Granule-bound starch synthase 1 (WAXY), Probable fructokinase-4
(At3g59480), Endoglucanase (At1g64390) and Sucrose-phosphate synthase (SPS).

In the “Fructose and mannose metabolism” pathway, Hai-Shun et al. (2020)
reported five differentially expressed genes in Lolium perenne, of which Fructose-
bisphosphate aldolase (FBA2 and FBA3) and 6-phosphofructokinase (PFK3 and PFKG6)
were identified in our study.

The enriched flavonoid biosynthesis pathway for O. albicarpa was also reported
by Valadez-Moctezuma et al. (2022) for the comparison of fruits/cladodes of three opuntia
species, where the chalcone-flavonone isomerase (CHI) gene was differentially expressed,
which is part of the biosynthetic pathway for all classes of flavonoids. Fernandez-Lopez
et al. (2010) identified the flavonoids myricetin and luteolin, quercetin, isorhamnetin and
kaempferol in opuntia fruits; of the genes found in the present study, Flavonoid 3'-

monooxygenase (CYP75B2) participates in the synthesis of quercetin.
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CONCLUSIONS
The results on the O. albicarpa transcriptome provide a complete and precise basis
that can be used for genetic and molecular studies on the genus” Opuntia and thereby better
understand its biology and physiology. The increase in weight of the loculus that
corresponds to the edible portion of the fruit is related to the higher differential expression
of transcripts that occurred between T3 and T4. Genes involved in carbohydrate
metabolism and flavonoid biosynthesis, which are important in the development and
ripening of O. albicarpa fruits, were identified and quantified.
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ANNEXES

T1: Anthesis

T2: Green fruit
(30 DAA)

(60 DAA)

T3: Green fruit

T4: Start of
ripening (90 DAA)

T5: Ripe fruit
(115 DAA)

Figure 1 Phenology of the development and maturation of prickly pear fruits (Opuntia albicarpa

Scheinvar)
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Figure 2 Changes in fresh weight of locule and peel during the development of Opuntia
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Figure 3 A) Venn diagram with the transcripts annotated with Diamond BlastX and BlastP against the

UniProtKB Swiss-Prot database. B) Venn diagram with genes.
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Figure 4 Differentially expressed transcripts in the comparisons of maturation times (T3vsT4, T3vsT5 and
T4vsT5) of Opuntia albicarpa fruits.
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Figure 5 Heatmap of the most differentially expressed transcripts of the KEGG pathway Starch and

sucrose metabolism of Opuntia albicarpa fruit development.
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Figure 6 Heatmap of the most differentially expressed transcripts of the GO term Carbohydrate metabolic
process of Opuntia albicarpa fruit development.
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Figure S1 Galactose metabolism
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Table 1. Top 10 KEGG enriched pathways for Opuntia albicarpa.

T3vs T4 Corr. P-value T3vsT5 Corr. P-value T4vsT5 Corr. P-value

Metabolic pathways 1.59(e”%") Metabolic pathways 7.41(e’%) Metabolic pathways 3.53(e19)

Biosynthesis of secondary metabolites 4.98(e™%) Biosynthesis of secondary 5.87(e%%) alpha-Linolenic acid metabolism 6.09(e’1)
metabolites

Biosynthesis of amino acids 1.69(e’") Carbon metabolism 5.62(e%) Biosynthesis of secondary metabolites 4.14(e19)

Cysteine and methionine metabolism 7.61(e1?) Glycolysis / Gluconeogenesis 2.78(e™) Cysteine and methionine metabolism 7.45(e°)

Carbon metabolism 2.16(e1Y) Carbon fixation in photosynthetic 8.41(e%) Amino sugar and nucleotide sugar 9.17(e%)

organisms metabolism

Phenylpropanoid biosynthesis 3.31(e™) Glyoxylate and dicarboxylate 9.94(e8) MAPK signaling pathway - plant 0.000158
metabolism

Plant hormone signal transduction 3.86(e%) Plant hormone signal transduction 1.17(e77) Plant hormone signal transduction 0.001039

Amino sugar and nucleotide sugar 1.18(e”") Phenylpropanoid biosynthesis 4.71(e77) Arginine and proline metabolism 0.002218

metabolism
Glycolysis / Gluconeogenesis 1.58(e?) Photosynthesis 1.24(e®) Other types of O-glycan biosynthesis 0.003007
alpha-Linolenic acid metabolism 2.50(e") Flavonoid biosynthesis 1.85(e%) Biosynthesis of amino acids 0.007635
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Supplementary Table S1. Statistics of raw and clean RNA-seq readings of Opuntia albicarpa

Raw data Clean data
Sample Abbreviation ™ Total No. bases Total No. GC Q20 Q30 Total No. % reads that GC Q30 Duplication
(bp) readings (%) (%) (%) readings survived (%) (%) (%)
60 days after flowering | T3R1 6,948,774,548 68,799,748 50.32 97.76 94.36 61,328,136 89.14 50.00 100 86.45
60 days after flowering | T3R2 8,883,675,382 87,957,182 50.32 97.67 94.25 78,324,656 89.05 50.00 100 87.50
60 days after flowering | T3R3 7,339,734,438 72,670,638 5141 97.66 94.29 64,750,858 89.10 51.00 100 90.90
Start of ripening T4R1 7,200,739,652 71,294,452 45.73 97.93 94.39 63,746,076 89.41 45.50 100 66.10
Start of ripening T4R2 7,619,488,884 75,440,484 49.04 97.85 94.17 67,308,134 89.22 49.00 100 84.05
Start of ripening T4R3 8,145,457,696 80,648,096 50.04 98.03 94.75 72,891,028 90.38 50.00 100 86.10
Ripened fruit T5R1 8,014,699,662 79,353,462 48.22 97.88 94.45 71,136,410 89.64 48.00 100 80.95
Ripened fruit T5R2 8,111,140,320 80,308,320 47.66 98.03 94.55 72,233,416 89.95 47.50 100 74.40
Ripened fruit T5R3 8,855,529,308 87,678,508 48.87 98.27 95.20 79,921,230 91.15 48.50 100 84.00
Total 71,119,239,890 704,150,890 49.07 97.90 94.49 631,639,944 89.67 48.83 100.00 82.27
Table S2. KEGG pathways important during prickly pear fruit development.

Kegg pathway ID transcript Protein/Specie ID Unirptgene Id | EC Gene Protein

Flavonoid biosynthesis OP000217(CHI) sp|Q45QI7|CFI_CAMSI Q45Q17 55.1.6 CHI Chalcone--flavanone isomerase

Flavonoid biosynthesis OP015161(CCOAOMTL) | sp|O49499|CAMT4_ARATH | 049499 2.1.1.104 CCOAOMT1 Caffeoyl-CoA O-methyltransferase 1

Flavonoid biosynthesis OP023778(CCOAOMT) Sp|Q8HIB6ICAMT_SOLTU Q8H9B6 2.1.1.104 CCOAOMT Caffeoyl-CoA O-methyltransferase

Flavonoid biosynthesis OP031150(N/A) N/A

Flavonoid biosynthesis OP040720(CYP75B2) sp|Q9SBQI|F3PH_PETHY Q9SBQ9 1.14.14.82 CYP75B2, F3'H | Flavonoid 3'-monooxygenase

Flavonoid biosynthesis OP073728(CYP73A16) sp|Q43054|TCMO_POPKI Q43054 1.14.14.91 CYP73A16 Trans-cinnamate 4-monooxygenase

Flavonoid biosynthesis OP078548(N/A) sp|065162|CAMT_MESCR 065162 2.1.1.104 N/A Caffeoyl-CoA O-methyltransferase

Flavonoid biosynthesis OP078550(N/A) sp|065162|CAMT_MESCR 065162 2.1.1.104 N/A Caffeoyl-CoA O-methyltransferase

Flavonoid biosynthesis OP078551(N/A) sp|065162|CAMT_MESCR 065162 2.1.1.104 N/A Caffeoyl-CoA O-methyltransferase
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Flavonoid biosynthesis OP095543(FHT) sp|Q7XZQ7|FL3H_PETCR Q7XZQ7 1.14.119 FHT Flavanone 3-dioxygenase

Flavonoid biosynthesis OP103588(N/A) sp|H2DH18|C7A12_PANGI H2DH18 1.14.-- N/A Cytochrome P450 CYP736A12

Flavonoid biosynthesis OP160423(CYP98A2) sp|048922|C98A2_SOYBN 048922 1.14.-- CYP98A2 Cytochrome P450 98A2

Er:t‘;fgﬁsﬁd mannose OP030314(N/A) splQ42649)F16P2 BETVU | Q42649 3.13.11 N/A Fructose-1,6-bisphosphatase, cytosolic

;r:t‘;tgjﬁsa;‘]d mannose OP035155(At1g50460) | splQILPSLHXK3_ARATH | QoLPS1 2711 At1g50460 Hexokinase-3

Er:tgfjﬁsﬁd mannose OP038818(At5g51830) | splQIFLH8|SCRK7_ARATH | QOFLHS 27.14 At5g51830 Probable fructokinase-7

Fructose and mannose OP064628(FBA2) splQU44GIO|ALFP2_ARATH | Q944G9 41213 FBA2 Fructose-bisphosphate aldolase 2,

metabolism chloroplastic

Fructose and mannose Fructose-bisphosphate aldolase 2,

tboliem OP064630(FBA2) splQU44GIIALFP2_ARATH | Q944G9 41213 FBA2 chloroplastie

Fructose and mannose OP0B4631(N/A) sp|P16096|ALFC_SPIOL P16096 41213 N/A Fructose-bisphosphate aldolase,

metabolism chloroplastic

Fructose and mannose Fructose-bisphosphate aldolase 3,

etaboliem OP075106(FBA3) splQ9ZUS2|ALFP3_ARATH | Q9ZUS52 41213 FBA3 chloroplastic

;r:tzté)jﬁ;ﬂd mannose OP085149(PFK3) spIQIAAAAIPFKA3_ARATH | Q94AA4 27111 PFK3 ?Tp'depe”de”t 6-phosphofructokinase

;r;;tggﬁsanqd mannose OP085151(PFK6) spIQIMO76[PFKA6_ARATH | QIMO76 27111 PFK6 QTP'depe”de”t 6-phosphofructokinase

Fructose and mannose OP089913(CFBP1) spIP25851F16P1_ARATH | P25851 31311 CFBP1 Fructose-1,6-hisphosphatase 1,

metabolism chloroplastic

;r:tgté’jﬁsa;‘]d mannose OP132697(TPI) sp|P48494[TPIS_ORYSJ P48494 53.1.1 TPI Triosephosphate isomerase, cytosolic

Er:tgﬁ’gﬁsﬁd mannose OP152586(XYLA) spIQIFKK7|XYLA_ARATH | QOFKK? 53.15 XYLA Xylose isomerase

Er:tgfjﬁsﬂd mannose OP163884(At3g59480) | splQ9M1BY|SCRK4 ARATH | QIM1B9 2714 At3g59480 Probable fructokinase-4

Galactose metabolism OP001310(PGMP) Sp|Q9SM59|PGMP_PEA QI9SM59 5422 PGMP Phosphoglucomutase, chloroplastic

Galactose metabolism OP001312(PGMP) sp|Q9MAG5|PGMP_SOLTU Q9M4G5 5422 PGMP Phosphoglucomutase, chloroplastic

Galactose metabolism OP017428(AGAL1) Sp|QI9FTI7|AGALL_ARATH | Q9FT97 3.2.1.22 AGAL1 Alpha-galactosidase 1

Galactose metabolism 0P023511(N/A) splP19595|UGPA_SOLTU | P19595 2779 N/A UTP--glucose-1-phosphate
uridylyltransferase

Galactose metabolism OP023513(N/A) splP19595[UGPA_SOLTU | P19595 2779 N/A UTP--glucose-1-phosphate
uridylyltransferase

Galactose metabolism OP028592(INV*DC4) splP80065|INVB_DAUCA | P80065 3.2.1.26 INV*DC4 Eggarg;“rﬁfr“ranos'dase' soluble

Galactose metabolism OP028593(INV*DC4) | sp|P800G5|INVB_DAUCA | P80065 3.2.1.26 INV*DC4 iﬁfr;;;“rf]?f”ranos'dase' soluble

Galactose metabolism OP035155(At1g50460) Sp|QILPS1|HXK3_ARATH QILPS1 2711 At1g50460 Hexokinase-3
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ATP-dependent 6-phosphofructokinase

Galactose metabolism OP085149(PFK3) spIQ94AALPFKA3_ARATH | Q94AA4 2.7.1.11 PFK3 2

Galactose metabolism OPO85151(PFK6) splQIMO76[PFKA6_ARATH | QIMO76 27111 PFK6 QTP'depe”de”t 6-phosphofructokinase

Galactose metabolism OP086471(N/A) N/A

Galactose metabolism OP086472(GALM) Sp|Q5EA79|GALM_BOVIN Q5EAT9 5.1.3.3 GALM Galactose mutarotase

Galactose metabolism OP086473(N/A) N/A

Galactose metabolism OPO087924(RFS) sp|Q8VWNG|RFS_PEA QBVWN6 24182 RFS Galactinol--sucrose
galactosyltransferase

Galactose metabolism OP101592(GOLS?2) sp|C7G304|GOLS2_SOLLC C7G304 2.4.1.123 GOLS2 Galactinol synthase 2

Galactose metabolism OP101593(GOLS2) Sp|Q9FXB2|GOLS2_ARATH | Q9FXB2 2.4.1.123 GOLS2 Galactinol synthase 2

Galactose metabolism OP173410(AGAL3) splQ8VXZ7|AGAL3_ARATH | Q8VXZ7 3.2.1.22 AGAL3 Alpha-galactosidase 3

Galactose metabolism OP180730(N/A) sp|O04893JAGLU_SPIOL 004893 3.2.1.20 N/A Alpha-glucosidase

ﬁfg{:ﬁo"’l‘g‘i:”cmse OP001310(PGMP) sp|QISM59PGMP_PEA QISMS59 5422 PGMP Phosphoglucomutase, chloroplastic

sterch and sucrose OP001312(PGMP) splQIMAGEIPGMP_SOLTU | QOMA4GS 5.4.2.2 PGMP Phosphoglucomutase, chloroplastic

ﬁ]tgtrggoallins(:nsucrose OP006394(BGLU12) spIBSAVFOBGL12_ORYSI | BBAVFO 32121 BGLU12 Beta-glucosidase 12

Starch and sucrose UTP--glucose-1-phosphate

bl OP023511(N/A) sp|P19595|UGPA_SOLTU P19595 2.7.7.9 N/A ridylyltransforase

Starch and sucrose OP023513(N/A) splP19595[UGPA_SOLTU | P19595 2.77.9 N/A UTP--glucose-1-phosphate

metabolism uridylyltransferase

Starch and sucrose OP028592(INV*DC4) | sp|P8006S5|INVB_DAUCA | P80065 3.2.1.26 INV*DC4 Beta-fructofuranosidase, soluble

metabolism isoenzyme |

Starch and sucrose OP028593(INV*DC4) | splP80065|INVB_DAUCA | P80065 3.2.1.26 INV*DC4 Beta-fructofuranosidase, soluble

metabolism isoenzyme |

ﬁqt:trggoan”s‘if“crose OP035155(At1g50460) | splQILPS1HXK3_ARATH | QoLPS1 2711 At1g50460 Hexokinase-3

Starch and sucrose Probable alpha,alpha-trehalose-

S abalis OP037249(TPS9) spIQILRA7[TPS9_ARATH | QILRA7 2.4.1.15 TPS9 Dhosphate synthase [UDP forming] 9

Starch and sucrose .

bl OP038818(At5g51830) | sp|QOFLH8|SCRK7_ARATH | QOFLH8 2714 At5g51830 Probable fructokinase-7

Starch and sucrose OP039266(N/A) N/A

metabolism

;t:tr;goal‘i”s‘?nsucmse OP039270(TPPA) splO64896[TPPA_ARATH | 064896 3.13.12 TPPA Trehalose-phosphate phosphatase A

Starch and sucrose OP039271(TPPG) spIQISUWOTPPG_ARATH | QISUWO 31312 TPPG Probable trehalose-phosphate

metabolism phosphatase G

ﬁfg{:goal‘i”s‘if“mse OP048062(SS) splP13708/SUS_SOYBN P13708 24113 SS Sucrose synthase
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Starch and sucrose

metabolism OP050809(At1g11820) sp|O65399|E131_ARATH 065399 3.2.1.39 At1g11820 Glucan endo-1,3-beta-glucosidase 1

Starch and sucrose OPO50943(N/A) N/A

metabolism

Starch and sucrose Glucose-1-phosphate

metabolism OP060556(ADG2) sp|P55229|GLGL1_ARATH P55229 2.7.7.27 ADG2 adenylyltransferase large subunit 1,
chloroplastic

;t:{:goel‘i”s%s“cmse OP064455(BAM3) spl023553IBAM3_ARATH | 023553 3212 BAM3 Beta-amylase 3, chloroplastic

Starch and sucrose OP085395(SS1) SPIQIFNF2/SSYL ARATH | Q9FNF2 24121 ss1 Starch synthase 1,

metabolism chloroplastic/amyloplastic

ﬁfg{ggoﬁ‘i”sﬂns“cmse OP120782(BAM2) splO65258BAM2_ARATH | 065258 3212 BAM2 Beta-amylase 2, chloroplastic

Starch and sucrose Alpha,alpha-trehalose-phosphate

S otsbolism OP128465(TPS5) spl023617|TPS5_ARATH 023617 24115 TPSS5 syhthase [UDPforming] &

Starch and sucrose Probable alpha,alpha-trehalose-

S etabolis OP128468(TPS7) splQILMIO[TPS7 ARATH | QILMIO 2.4.1.15 TPS7 Dhosphats synthase [UDP-forming] 7

Starch and sucrose Granule-bound starch synthase 1,

> etabolism OP150334(WAXY) splQ43784/SSGL_MANES | Q43784 241242 |WAXY,GBSS | o vloplasic

Starch and sucrose Granule-bound starch synthase 1,

S otsbolism OP150335(WAXY) splQ43784/SSGL_MANES | Q43784 241242 |WAXY,GBSS | it emyloplasic

Starch and sucrose OP150339(WAXY) splQ43784|SSGL_ MANES | Q43784 241242 | WAXY, GBss | Granule-bound starch synthase 1,

metabolism chloroplastic/amyloplastic

ﬁfg{:g‘o"’l‘ins‘:nsucmse OP163884(At3g59480) | spIQIM1BYISCRKA_ARATH | QIM1B9 2714 At3g59480 Probable fructokinase-4

Starch and sucrose OP166261(N/A) N/A

metabolism

Starch and sucrose OP166262(N/A) N/A

metabolism

Starch and sucrose OP169611(DPEP) sp|Q06801|DPEP_SOLTU Q06801 2.4.1.25 DPEP 4-alpha-glucanotransferase,

metabolism chloroplastic/amyloplastic

ﬁ]tgtrggof’l‘i”s%sucrose OP170752(BGLU44) splQILV33|BGL44_ARATH | QILV33 3.2.1.21 BGLU44 Beta-glucosidase 44

Starch and sucrose OP178383(TPS5) sp|023617[TPS5_ARATH | 023617 2.4.1.15 TPS5 Alpha,alpha-trehalose-phosphate

metabolism synthase [UDP-forming] 5

ﬁ]teatrggoan”sif“crose OP179564(At1g64390) | sp|Q42059|GUNG_ARATH | Q42059 3.2.14 At1g64390 Endoglucanase 6

;tg{;’t')‘o"l‘i”s‘:nsucmse OP179569(At1g64390) | sp|Q42059GUNG_ARATH | Q42059 3214 At1g64390 Endoglucanase 6

ﬁfg{:{)‘oﬁmf“”ose OP180730(N/A) splO04893|AGLU_SPIOL 004893 3.2.1.20 N/A Alpha-glucosidase

;t:tr;goal‘i”s‘?nsucmse OP193530(SPS) sp|P49031/SPSA_BETVU P49031 24114 SPS Probable sucrose-phosphate synthase
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Table S3. GO terms important during prickly pear fruit development.

#Term ID transcript Protein/Specie ID Unirpt gene Id EC Gene Protein
carbohydrate metabolic process OP000318(N/A) N/A N/A
carbohydrate metabolic process OP001310(PGMP) Sp|Q9SM59|PGMP_PEA QISM59 5422 PGMP Phosphoglucomutase, chloroplastic
carbohydrate metabolic process OP001312(PGMP) Sp|QIMAGS5|PGMP_SOLTU | QIM4AG5 5422 PGMP Phosphoglucomutase, chloroplastic
carbohydrate metabolic process OP002961(CIT) sp|P49298|CISY_CITMA P49298 23316 |CIT Citrate synthase, mitochondrial
carbohydrate metabolic process OP006394(BGLU12) sp|B8AVFOBGL12_ORYSI B8AVFO 32121 BGLU12 Beta-glucosidase 12
carbohydrate metabolic process OP011029(N/A) N/A N/A
carbohydrate metabolic process OP013616(VIT_00031543001) | sp]JA7PQWS3|E13B_VITVI A7PQW3 3.2.1.39 | VIT_00031543001 | Glucan endo-1,3-beta-glucosidase
carbohydrate metabolic process OP017428(AGAL1) Sp|Q9FTI7|AGALL_ARATH | QIFT97 3.21.22 | AGAL1L Alpha-galactosidase 1
carbohydrate metabolic process OP021170(XK1) Sp|Q8L794|XK1_ARATH Q8L794 27147 | XK1 D-ribulose kinase
carbohydrate metabolic process OP022243(At2g27500) Sp|Q9ZQGIEL314_ARATH | Q9ZQG9 3.2.1.39 | At2g27500 Glucan endo-1,3-beta-glucosidase 14
carbohydrate metabolic process | OP025911(BG1) spIQIM2MO|BG1_ARATH | Q9M2MO 32139 |BGL g{ﬁfggﬁagéuég‘le”do'l'3'beta'
carbohydrate metabolic process OP025913(N/A) N/A glrl?(t:):sbiléeagel}u;glendo-l,3-beta-
carbohydrate metabolic process OP025915(N/A) N/A glrl?(l:):é)iléaagel}u;aGrllendo-l,3-beta—
carbohydrate metabolic process OP025916(N/A) N/A glrlj)ggst)ilézagel!ﬁg]lendo-l,3-beta-
carbohydrate metabolic process OP025918(N/A) N/A glrlj)ggsbilgzagel!ugglendo-l,3-beta-
carbohydrate metabolic process | OP042491(LOG7) splQ8GW29|LOG7_ARATH | Q8GW29 3220l |LOG7 gggggggﬁﬁ&ﬂf& g’s';"l’_o(;‘g%h“phate
carbohydrate metabolic process OP045906(PSL5) Sp|Q9FNO5|PSL5_ARATH QI9FNO05 3.2.1.84 | PSL5 Probable glucan 1,3-alpha-glucosidase
carbohydrate metabolic process OP050809(At1g11820) sp|O65399|E131_ARATH 065399 3.2.1.39 | Atlgl1820 Glucan endo-1,3-beta-glucosidase 1
carbohydrate metabolic process OP052236(GLC1) sp|P52409|E13B_WHEAT P52409 32139 |GLC1 Glucan endo-1,3-beta-glucosidase
carbohydrate metabolic process OP060704(OLE9) sp|Q94G86|ALL9_OLEEU Q94G86 3.21.39 |OLE9 Glucan endo-1,3-beta-D-glucosidase
carbohydrate metabolic process OP067566(HEXO3) Sp|Q8L7S6|HEXO3_ARATH | Q8L7S6 3.2.1.52 HEXO3 Beta-hexosaminidase 3
carbohydrate metabolic process OP067571(HEXO3) sp|Q8L7S6|HEXO3_ARATH | Q8L7S6 3.2152 | HEXO3 Beta-hexosaminidase 3
carbohydrate metabolic process OP076511(LOC100243180) Sp|ATPZL3|PGLR_VITVI ATPZL3 3.2.1.15 LOC100243180 Probable polygalacturonase
carbohydrate metabolic process OP076512(LOC100243180) SpJA7PZL3|PGLR_VITVI A7PZL3 3.2.1.15 | LOC100243180 Probable polygalacturonase
carbohydrate metabolic process OP076516(LOC100243180) Sp|ATPZL3|PGLR_VITVI ATPZL3 3.2.1.15 LOC100243180 Probable polygalacturonase
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carbohydrate metabolic process OP091027(At3g47520) Sp|Q9SN86|MDHP_ARATH | QISN86 1.1.1.37 | At3g47520 Malate dehydrogenase, chloroplastic

carbohydrate metabolic process OP093322(At2g27500) sp|Q9ZQGY|E1314_ARATH | Q9ZQG9 3.2.1.39 | At2g27500 Glucan endo-1,3-beta-glucosidase 14

carbohydrate metabolic process OP093323(At2g27500) Sp|Q9ZQGIEL314_ARATH | Q9ZQG9 3.2.1.39 | At2g27500 Glucan endo-1,3-beta-glucosidase 14

carbohydrate metabolic process | OP094718(GPDHCL1) spl022216|GPDHC_ARATH | 022216 1118 |GPDHC1 ﬁ\zfg(‘f)fgggﬁgﬁ?éﬁgggﬁ?eﬂaﬁe

carbohydrate metabolic process | OP098961(N/A) splQ40784/AAPC_CENCI | Q40784 51315 |N/A E:itsqt;‘r’zsg“COSE'G'phOSphate 1

carbohydrate metabolic process | OP098964(N/A) sp|Q40784)AAPC_CENCI | Q40784 51315 |N/A s:itrf;‘r’zsg'“COSB'G'phOSphate 1-

carbohydrate metabolic process | OP101199(GPDHC1) spl022216|GPDHC_ARATH | 022216 1118 |GPDHC1 ﬁ\zfg(‘f)fgggﬁgﬁ?éﬁgggﬁ?eﬂaﬁe

carbohydrate metabolic process OP106880(UGD5) sp|Q2QS13|UGDH5_ORYSJ | Q2QS13 11122 |UGD5 UDP-glucose 6-dehydrogenase 5

carbohydrate metabolic process OP113706(OLE9) Sp|Q94G86|ALL9_OLEEU Q94G86 3.21.39 |OLE9 Glucan endo-1,3-beta-D-glucosidase

carbohydrate metabolic process OP115247(N/A) N/A N/A

carbohydrate metabolic process OP117834(LOC100243180) SpJA7PZL3|PGLR_VITVI A7PZL3 3.21.15 | LOC100243180 Probable polygalacturonase

carbohydrate metabolic process | OP118935(SETH3) splQIMITLSETH3_ARATH | QIM1T1 53113 |SETH3 rsgorgzl;;gearabinose 5-phosphate
Probable xyloglucan

carbohydrate metabolic process OP129366(XTH32) Sp|Q9SILIIXTH32_ARATH | Q9SJL9 2.4.1.207 | XTH32 endotransglucosylase/hydrolase
protein 32

carbohydrate metabolic process OP140249(N/A) sp|P49676|BGAL_BRAOL P49676 3.21.23 |N/A Beta-galactosidase

carbohydrate metabolic process | OP161044(A6) sp|QU6915[EA6_ARATH Q06915 32139 | A6 gﬁfgg'ﬁagé“/i%” endo-1,3-beta-

carbohydrate metabolic process OP161076(BGAL3) Sp|Q9SCVIBGAL3_ARATH | Q9SCV9 3.2.1.23 BGAL3 Beta-galactosidase 3

carbohydrate metabolic process OP164596(0sl_025867) Sp|A2YNH4|6PGL2_ORYSI | A2YNH4 3.1.1.31 | Osl_025867 Probable 6-phosphogluconolactonase 2

carbohydrate metabolic process OP164598(PGL1) Sp|QILMX8|6PGL1_ARATH | QILMX8 31131 |PGL1 Probable 6-phosphogluconolactonase 1

carbohydrate metabolic process OP165749(CARSR12) sp|QO0662|BGAL_DIACA Q00662 3.2.1.23 | CARSR12 Putative beta-galactosidase

carbohydrate metabolic process OP165751(CARSR12) sp|Q00662|BGAL_DIACA Q00662 3.2.1.23 | CARSR12 Putative beta-galactosidase

carbohydrate metabolic process OP170752(BGLUA44) sp|Q9LV33|BGL44_ARATH | Q9LV33 3.2.1.21 BGLU44 Beta-glucosidase 44

flavonoid biosynthetic process OP000217(CHI) sp|Q45QI7|CFI_CAMSI Q45Q17 55.1.6 CHI Chalcone--flavanone isomerase

flavonoid biosynthetic process OP031150(N/A) N/A N/A

flavonoid biosynthetic process OP033464(DTX35) sp|F4JTB3|DTX35_ARATH | F4JTB3 #N/D | DTX35 Protein DETOXIFICATION 35

flavonoid biosynthetic process OP040720(CYP75B2) sp|Q9SBQI|F3PH_PETHY Q9SBQ9 1.14.14.82 | CYP75B2 Flavonoid 3'-monooxygenase

flavonoid biosynthetic process OP095543(FHT) sp|Q7XZQ7|FL3H_PETCR Q7XZQ7 1.14.119 |FHT Flavanone 3-dioxygenase

flavonoid biosynthetic process OP103588(N/A) sp|H2DH18|C7A12_PANGI H2DH18 1.14.-.- N/A Cytochrome P450 CYP736A12
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flavonoid biosynthetic process OP129445(H01) Sp|Q69XI4HMOX1_ORYSJ | Q69XJ4 1.14.14.18 | HO1 Heme oxygenase 1, chloroplastic
flavonoid biosynthetic process OP134988(N/A) N/A N/A

flavonoid biosynthetic process OP134989(N/A) N/A N/A

flavonoid biosynthetic process OP160423(CYP98A2) sp|048922|C98A2_SOYBN 048922 1.14.-.- CYP98A2 Cytochrome P450 98A2

flavonoid biosynthetic process OP196474(N/A) N/A N/A

glucose metabolic process OP046817(G6PDH) sp|P37830/G6PD_SOLTU P37830 11149 |G6PDH S;ﬁ;gfgéi}]pai‘;’s‘gﬁgzgsmic <oform
glucose metabolic process OP086471(N/A) N/A Galactose mutarotase

glucose metabolic process OP086472(GALM) Sp|Q5EAT79|GALM_BOVIN | Q5EAT9 5133 GALM Galactose mutarotase

glucose metabolic process OP086473(N/A) N/A Galactose mutarotase

glucose metabolic process OP113839(GAPA) sp|P19866|G3PA_SPIOL P19866 12113 |GAPA S;%;eri'gj;‘gs‘le:EE‘E;%';T;‘*S“C
glucose metabolic process OP113840(GAPB) spIP12860|G3PB_SPIOL P12860 12113 |GAPB S;%’;grri';::;’s‘le83E;‘I%?gg?im
glucose metabolic process OP113842(GAPA) sp|P19866/G3PA_SPIOL P19866 12113 |GAPA S;ﬁ;g:i';:;‘;’s‘le:E’Eﬁfr%rr‘)?;esm
glucose metabolic process OP146929(G6PD) splQ43793|G6PDC_TOBAC | Q43793 11149 |G6PD ?Jﬁ;ﬁ?ﬁgﬁenpahs?‘éhhﬁ?&plast.c
glucose metabolic process OP169611(DPEP) splQ06801DPEP_SOLTU | Q06801 24125 |DPEP gh"l‘g?gzIg;‘f;‘;‘gﬁf;?g;{:gsce
glucose metabolic process OP175145(VTC2) Sp|Q8RWES|GGAP1_ARATH | QBRWES 27769 |VTC2 GDP-L-galactose phosphorylase 1
sucrose metabolic process OP028592(INV*DC4) splP80065|INVB_DAUCA | P80065 32126 |INV*DC4 igtea;;“rﬁteo{”ra”o“dase’ soluble
sucrose metabolic process OP028593(INV*DC4) splP80065|INVB_DAUCA | P80065 32126 |INV*DC4 Egtear;;;“rﬁteof“ra”“idase’ soluble
sucrose metabolic process OPO31107(N/A) sp|P21616/AVP_VIGRR P21616 7131 |N/A ;f;%?;’;gﬁfg:?%;d vacuolar
sucrose metabolic process OPO31108(N/A) sp|P21616/AVP_VIGRR P21616 7131 |N/A E}f;‘;?;’;glif;:?ﬁr'ﬁsd vacuolar
sucrose metabolic process OP048062(SS) sp|P13708|SUS_SOYBN P13708 24113 |SS Sucrose synthase

sucrose metabolic process OP057605(N/A) sp|Q03411|SUT_SPIOL Q03411 N/A N/A Sucrose transport protein

sucrose metabolic process OP057606(N/A) sp|Q03411|SUT_SPIOL Q03411 N/A N/A Sucrose transport protein

sucrose metabolic process OP082556(N/A) sp|Q03411|SUT_SPIOL Q03411 N/A N/A Sucrose transport protein

sucrose metabolic process OP082557(N/A) sp|Q03411|SUT_SPIOL Q03411 N/A N/A Sucrose transport protein

sucrose metabolic process OP082558(N/A) sp|Q03411|SUT_SPIOL Q03411 N/A N/A Sucrose transport protein

sucrose metabolic process OP089913(CFBP1) sp|P25851|F16P1_ARATH | P25851 31311 |CFBP1 Fructose-1,6-bisphosphatase 1,

chloroplastic
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sucrose metabolic process OP161877(SUC3) sp|O80605|SUC3_ARATH 080605 N/A SUC3 Sucrose transport protein SUC3
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V. TRANSCRIPTOMICA DURANTE EL DESARROLLO DE FRUTOS
DE Opuntia joconostle F.A.C. Weber

5.1. Resumen

El fruto de Opuntia joconostle, conocido como xoconostle, es un fruto acido
utilizado en la cocina mexicana y para elaborar diversos productos (jaleas, dulces
y bebidas), el cual contiene compuestos benéficos para la salud (azucares, fibra,
polifenoles, carotenoides, entre otros). Se realiz6 un andlisis transcriptémico
durante el desarrollo de frutos de Opuntia joconostle para comprender los
procesos involucrados en su metabolismo. Se obtuvieron alrededor de 573
millones de lecturas, un ensamble del transcriptoma de 159,783 transcritos, un
ensamble representativo de 141,187 transcritos y se anotaron 32,924 secuencias
de proteinas contra la base de datos de SwissProt. Se identificaron un total de
501 transcritos expresados diferencialmente (DET) entre las etapas 60 dias
después de antesis (T3) e inicio de maduracién (T4) y 388 DET entre las etapas
60 dias después de antesis (T3) y fruto maduro (T5). Se detectaron genes
sobreexpresados en T3 y subexpresados en T4 y T5 en las vias: Metabolismo
del almidén y la sacarosa (AGPS1, TPS5, AMY3, DPEP, DPE2, SS y SS4),
Metabolismo del piruvato (PPD, PPCA, MD1, IPMSA, y accD), Metabolismo de
glioxilato y dicarboxilato (MD1, rbcL, FAGOGAT, ACO3, SHM7, GDCSP y AAE3)
y Biosintesis de metabolitos secundarios (TYDC2, PGH1, IPMSA, GDCSP,
AGPS1, SHM7, NPC6, HMGR1, MD1, CHS, PFK7, VTC2, SS4, ACO3, DPEZ2,
AGT2, PGM1, TKT2, DPEP, PFP-BETA1, SS, accD, GAPC2, rbcL, PER42 y
PER72), de los cuales CHS participa en la biosintesis de flavonoides. Los
resultados pueden ser utilizados para estudios genéticos y moleculares sobre el

género Opuntia y con ello comprender mejor su biologia.

Palabras clave: xoconostle, transcriptdmica, genes, metabolitos secundarios,
flavonoides.
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5.2. Abstract

The fruit of Opuntia joconostle, known as xoconostle, is an acidic fruit used in
Mexican cuisine and to make various products (jellies, sweets and drinks), which
contains compounds beneficial to health (sugars, fiber, polyphenols, carotenoids,
among others). Transcriptomic analysis was performed during Opuntia joconostle
fruit development to understand the processes involved in its metabolism. About
573 million reads were obtained, a transcriptome assembly of 159,783 transcripts,
a representative assembly of 141,187 transcripts, and 32,924 protein sequences
were annotated against the SwissProt database. A total of 501 differentially
expressed transcripts (DET) were identified between the stages 60 days after
anthesis (T3) and onset of ripening (T4) and 388 DETs between the stages 60
days after anthesis (T3) and ripe fruit (T5). In general, genes overexpressed in T3
and underexpressed in T4 and T5 were detected for the Starch and Sucrose
Metabolism pathways (AGPS1, TPS5, AMY3, DPEP, DPE2, SS and SS4),
Pyruvate metabolism (PPD, PPCA, MD1, IPMSA, and accD), Glyoxylate and
dicarboxylate metabolism (MD1, rbcL, FAGOGAT, ACO3, SHM7, GDCSP and
AAE3) and Biosynthesis of secondary metabolites (TYDC2, PGH1, IPMSA,
GDCSP, AGPS1, SHM7, NPC6, HMGR1, MD1, CHS, PFK7, VTC2, SS4, ACO3,
DPE2, AGT2, PGM1, TKT2, DPEP, PFP-BETAL, SS, accD, GAPC2, rbcL,
PER42 and PER72), of which CHS patrticipates in flavonoid biosynthesis. The
results can be used for genetic and molecular studies on the Opuntia genus and

thus better understand its biology.

Keywords: xoconostle, transcriptomics, genes, secondary metabolites,

flavonoids.
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5.3. Introduccidn

Opuntia es un género perteneciente a la familia de las cactaceas del cual se han
reportado entre 150 (Stuppy, 2002), 180 especies (Hunt et al., 2006) y hasta 300
especies reconocidas (Mendez-Llorente et al., 2011), muchas de ellas
distribuidas en México. Las especies de Opuntia producen frutos dulces (tunas)
0 acidos (xoconostle), que crecen en climas aridos y semiaridos, siendo

considerados alimentos valiosos en América Latina (Morales et al., 2012).

El fruto de Opuntia joconostle, conocido como xoconostle, se utiliza en la cocina
mexicana, y en la elaboracion de jaleas, dulces y bebidas; tiene un pericarpio de
color rojo rosado claro, un mesocarpio suculento de color amarillo rosado, y un
endocarpio de color rojo intenso que contiene pequefias semillas de color marrén
(Osorio-Esquivel et al., 2011). Contiene azUlcares, fibra dietética, acido ascorbico,
polifenoles, carotenoides y pigmentos de betacianina, que se han relacionado
con beneficios para la salud (Osorio-Esquivel et al., 2011, Paiz et al., 2010,

Pimienta-Barrios et al., 2008).

El crecimiento, desarrollo, maduracion y senescencia del fruto estan
influenciados por factores genéticos, epigenéticos, hormonales y ambientales
(Chen et al., 2022; Seymour et al., 2013). La transcriptomica a traves del analisis
RNA-seq es un enfoque poderoso para estudiar los genes expresados durante el
crecimiento, desarrollo, maduracion y senescencia de frutos (Li et al., 2022;
Trapnell et al., 2013). El analisis transcriptdmico durante la maduracién del fruto
de xoconostle proporciona una ventana para comprender los mecanismos
moleculares que regulan este proceso, lo que permite identificar los genes y vias
metabdlicas involucrados en la sintesis de compuestos como azucares, acidos
organicos, compuestos fendlicos, antioxidantes y otros metabolitos secundarios

importantes para el desarrollo del sabor y la calidad nutricional del fruto.

104



5.4. Materiales y métodos

Muestreo y evaluacion morfolégica

El muestreo de frutos de Opuntia joconostle fue realizado de abril a agosto del
2022 en huertos comerciales de 6 afios de establecidos en el municipio de San
Martin de las Pirdmides, Estado de México (19° 41' 59.9" N 98° 48' 31.6" W). Se
seleccionaron tres plantas de buen fenotipo y libres de dafios causados por
factores bidticos o abidticos. Para la extraccion de ARN se seleccionaron frutos
sanos de tres plantas independientes durante cinco etapas del desarrollo (T1:
antesis, T2: 30 dias después de antesis, T3: 60 dias después de antesis, T4:
inicio de la maduracién del fruto y T5: fruto maduro (Figura 2). De cada etapa se
recolectaron 3 muestras, cada muestra consistio en tres frutos de una planta. Los
frutos fueron desprendidos de los cladodios y se transportaron en una hielera. En
el laboratorio los frutos se lavaron con agua y detergente Extran marca Merck
(utilizado de acuerdo con las indicaciones del fabricante), el Ultimo enjuague se
realizd con agua destilada para eliminar el detergente por completo. Se realizaron

cortes longitudinales de los frutos con un bisturi, los cuales fueron envueltos en

papel aluminio y conservados en nitrégeno liquido hasta su uso.

T1: Antesis ]

(30 DDA) (60 DDA) (90 DDA)

T2: Fruto verde T3: Fruto verde T4: Inic. madurac. T5: Fruto maduro
(115 DDA)

|

Figura 2: Fenologia del desarrollo y maduracion de frutos de xoconostle

(Opuntia joconostle F.A.C. Weber).
Fuente: Elaboracion propia.
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Adicionalmente, se recolectaron 25 frutos de cada etapa de desarrollo para la
evaluacion morfologica, a los cuales se les midio el peso fresco total (g), peso
fresco de cascara (g), peso fresco de loculo (g), didmetro ecuatorial (cm),
didmetro polar (cm) y volumen (cm?3); los pesos frescos se midieron con una
balanza digital (Santorius, modelo PT1200, precisiéon de 0.01 g), el didmetro
ecuatorial y polar se midieron con un vernier y el volumen con una probeta por
desplazamiento de agua destilada. Se realizé analisis de varianza (ANOVA)
utilizando un disefio completamente al azar donde el tiempo fue la fuente de
variacion. También se realizaron pruebas de comparacion de medias de Tukey
(0.05), éstos fueron hechos con el complemento de Excel XLSTAT (Addinsoft,
2019).

Obtencién y secuenciacion de ARN

Se utilizaron frutos de 5 etapas del desarrollo del fruto (T1, T2, T3, T4y T5) para
la extraccion de ARN. Se maceraron 3 g de tejido total de cada muestra
(compuesta de cortes de 3 frutos) en un mortero estéril utilizando nitrégeno
liqguido. EI ARN total se extrajo con el reactivo Trizol™ (Invitrogen, EE. UU.)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Por cada muestra se obtuvieron 3
repeticiones. La concentracion de ARN de cada muestra se determind en un

espectrofotometro Nanodrop UVS-99 UVISDrop.

Las librerias fueron sintetizadas con el kit TruSeq Stranded mRNA Library Prep
Kit, el tipo de secuenciador utilizado fue de la plataforma lllumina, el tipo de

lectura fue secuenciacién de extremos por pares y la longitud de lecturas de 101

pb.
Filtrado de datos y ensamble de novo

El andlisis del control de calidad de lecturas sin procesar se realiz6 con las
herramientas FastQC v0.72 (Andrews, 2012) y MultiQC v1.9 (Ewels et al., 2016).
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La calidad de las lecturas se mejoré eliminando lecturas de baja calidad
(puntuacion de calidad phred < 30) y lecturas cortas (longitud < 60 pb) utilizando
el programa Trimmomatic v0.38.0 (Bolger, et al., 2014).

Debido a que no se cuenta con un genoma de referencia para el género Opuntia,
se realiz6 el ensamble de las secuencias de transcripcion (transcriptoma de novo)
de las lecturas de las librerias T3, T4 y T5 con la herramienta Trinity v2.9.1.
aplicando los parametros predeterminados y una longitud de contig de 200 pb
(Grabherr et al., 2011). ElI ensamble representativo se obtuvo con CD-HIT-EST
v1.3. (Fu et al., 2012) utilizando un umbral de similitud del 98 % para eliminar
posibles transcritos duplicados. Para la evaluacion de la calidad del ensamblaje
del transcriptoma se utilizo el programa Busco v5.3.2 (Siméo et al., 2015), el cual
se compar6 con 425 genes del linnage Viridiplantae (plantas verdes y algas
terrestres). Lo anterior fue analizado en la plataforma web de Galaxy
usegalaxy.org/ (Afgan et al., 2018).

Anotacion funcional

Para identificar regiones de codificacion (con al menos 100 aminoacidos) dentro
de las secuencias de los transcritos, se utilizé la herramienta TransDecoder
v5.5.0 (Haas et al., 2013) y el ensamble representativo. El ensamble de novo, y
las secuencias peptidicas (resultado de Transdecoder) fueron alineadas contra
la base de datos de SwissProt, (567483 secuencias) (The UniProt Consortium
2021) utilizando Diamond Blastp y Diamond Blastx con un valor e-value menor a
103. Asi mismo, EggNOGG v5.0 (Huerta-Cepas et al., 2019) (http://eggnog-

mapper.embl.de/), fue utilizada para anotar el ensamble, esta herramienta utiliza

grupos ortélogos (OGs) precalculados y filogenias de la base de datos EQgNOGG
para transferir informacion funcional de datos detallados, en el cual se obtuvieron
GO term, Enzyme Commission (EC), KEGG-Ko (funciones moleculares

representadas en términos de ortélogos funcionales), KEGG-pathway (coleccion
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de mapas de rutas que representan el conocimiento de las redes de interaccion,
reaccion y relacion molecular), se utilizd6 el resultado de péptidos de
TransDecoder como archivo de entrada y los parametros predeterminados por el

programa.
Expresion diferencial, ortologia de genes (GO) y analisis KEEG

Para estimar la abundancia de isoformas y genes se utilizé la herramienta Align
Reads and Estimate Abundance v2.9.1, las estimaciones de abundancia de las
muestras fueron combinadas en un solo archivo con la herramienta Build
Expression Matrix v2.9.1 (Grabherr et al., 2011). Para determinar los genes
diferencialmente expresados entre los tres tiempos de maduraciéon del fruto se
utilizé el programa Limma v3.48.0 (Law et al., 2014), se evaluaron comparaciones
por pares: (T3) vs (T4), (T3) vs (T5) y (T4) vs (T5). Los transcritos expresados
diferencialmente (DET) con |logFC>2| y con P-value ajustado < 0.01 se
analizaron en KOBAS-I (Bu et al. 2021) (http://kobas.cbi.pku.edu.cn/) para

identificar vias KEGG y términos GO enriquecidos significativamente [e-value <
0.0001], utilizando como base de datos de comparacién el genoma de
Arabidopsis thaliana. Los términos GO fueron clasificados en la plataforma
REVIGO (Supek et al., 2011).

Se extrajeron y exploraron los genes DET en las vias del metabolismo de
carbohidratos: metabolismo del almidon y la sacarosa, metabolismo del piruvato,
metabolismo del glioxilato y dicarboxilato y metabolismo de fructosa y manosa;
las vias biosintesis de metabolitos secundarios y biosintesis de flavonoides; asi
como los términos GO proceso biosintético de etileno y respuesta al etileno. Los
graficos de mapa de calor se realizaron con la herramienta Heatmap2 Version
3.1.1 (Liaw et al., n.d.) en Galaxy para mapear los DET sobre los tres estadios
del fruto en las bibliotecas utilizando la transformacién Z de los valores

normalizados de TMM.
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5.5. Resultados

Muestreo y evaluacion morfolégica

En la etapa de antesis (T1) el fruto present6 un color verde y sus flores pétalos
amarillos y sépalos rosas, asi como abundante niamero de espinas, el I6culo
represento el 38.25 % del peso total del fruto y la cdscara no se separa del [6culo.
En la etapa 30 dias después de antesis (T2) el fruto presento color verde, la flor
se ha desprendido por completo del fruto, el peso del I6culo represento el 33.35
% del peso total y la cascara no se separa del I6culo. En la etapa 60 dias después
de antesis (T3), el fruto fue de color verde, el peso del I6culo fue 33.35 % con
respecto al peso total y la cascara no se separa del l6culo. En la etapa de inicio
de maduracién (T4) el fruto tuvo un color verde/amarillo, el peso del I6culo
correspondio al 26.77 % del peso total. En la etapa de fruto maduro (T5) presentd

un color amarillo, el peso del lI6culo represent6 en 25.53 % del peso total.

El ANOVA realizado indicé que hubo diferencias estadisticas significativas en las
variables morfolégicas evaluadas en funcién de la etapa de desarrollo. El fruto
registré un aumento continuo de tamafo, que en T5 alcanzé didmetro polar de
6.25 cm, un didmetro ecuatorial de 4.97 cm y un volumen de 82.07 cm3. A partir
de la etapa T3 el peso de la cascara aumenté de manera acelerada, mientras
gue el peso de léculo tuvo la misma tendencia de crecimiento de T1 a T5. (Figura
3).

109



100.00

80.00
60.00 'J %
1

o
S t:i
o 4000 l
2 Al c
[ | Td
o 2000 dl c| C b+ 1
dl dt ct -
E'I =x I
0.00 :
T1 T2 T3 T4 T5
Etapa de desarrollo
Peso total (g) Peso loculo (g) Peso cascara (g)

Figura 3: Cambios en peso fresco de l6culo, de cascara y total durante el
desarrollo de frutos de Opuntia joconostle F.A.C. Weber. (T1: antesis, T2: 30
DDA, T3: 60 DDA, T4: inicio de la maduracion y T5: fruto maduro). Medias con

distinta letra son significativamente diferentes (Tukey, P=0.05).
Fuente: Elaboracion propia

Filtrado de datos y ensamble de novo

Tomando en cuenta las librerias de los frutos de 60 dias después de antesis (T3),
frutos en inicio de maduracion (T4) y frutos maduros (T5) de Opuntia joconostle,
se obtuvieron 573,720,670 lecturas de extremos emparejados sin procesar con
una longitud de 101 pb. El nidmero de lecturas sin procesar oscilo entre
61,024,782 (libreria T5R1) y 86,938,290 (libreria T5R3) (Cuadro 1). Los archivos
de secuencia crudas se cargaron en el National Center for Biotechnology
Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/) con los nimeros de acceso de
BioProject PRINA932849 (SRX19315968-76).

Una vez realizado el control de calidad (puntuacion Phred > 30), sobrevivieron
503,758,622 (87.80 %) lecturas de alta calidad, que van desde 53,623,464
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(libreria T5R1) hasta 75,743,400 lecturas (libreria T5R3); el porcentaje promedio
de lecturas duplicadas fue de 87.59 %, y oscil6 entre 79.3% (biblioteca T5R1) y
90.90% (biblioteca T3R3) (Cuadro 1).

Cuadro 1: Estadisticas de datos crudos y limpios de RNA-seq de lecturas de
Opuntia joconostle.

_ ] Datos crudos Datos limpios
e s | o5 | 8 o | G5 [ | P
T3R2 63,480,520 54.80 | 93.00 54,271,954 54.00 100 97.45
T3R3 68,400,920 53.60 | 93.70 50,582,358 53.00 100 96.90
T4R1 64,593 552 45.20193.80 56,617,592 45.00 100 80.75
T4R2 63,936,402 45.40194.50 57,123,288 45.00 100 84.15
T4R3 83,871,622 45.60|94.20 74,162,318 45.00 100 88.45
T5R1 61,024,782 46.60|93.80 53,623,464 46.50 100 79.30
T5R2 81,474,582 48.00|94.40 72.634.248 47.50 100 87.70
T5R3 86,938,290 46.80|93.60 75.743.400 46.50 100 86.05
573,720,670 | 48.25|93.88| 503,758,622 | 47.81 100.00 87.59

Fuente: elaboracion propia

El ensamble del transcriptoma de novo de Opuntia joconostle realizado con
Trinity produjo 159,783 transcritos. El ensamble representativo utilizando CD-
HIT-EST para eliminar duplicados y agrupar secuencias representativas dio como
resultado 141,187 transcritos; donde el contenido de GC fue del 42.97 %, la
longitud media de los transcritos fue de 824 pb, el N50 fue de 1270 pb y el rango
de longitud de los transcritos oscilé entre 185 a 11327 pb.

La tasa de alineacion general con el software Align Reads and Estimate
Abundance oscil6 entre 94.25 (T3R2) y 97.69 % (T5R1) con un promedio de

96.82 %, la cual nos indica una buena calidad del ensamble. El programa Busco
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reveld la presencia 81.7 % de 425 genes ortdlogos (correspondientes a 57
especies) de la base de datos viridiplantae; de los cuales 347 genes ortdlogos
estaban completos (129 de copia Unica y 218 duplicados), ademas de 66
fragmentados y no se inform6 de ningun gen ortdlogo faltante; lo anterior nos

indica una buena calidad del ensamble.
Anotacion funcional

El uso del programa Transdecoder para predecir regiones de codificacion dio
como resultado 88,066 PEP y 257,947 marcos de lectura abierta (ORF). Al
realizar el analisis Blastp se detectaron 32,924 secuencias (30,882 de plantas),
mientras que con Blastx se identificaron 22,458 secuencias (20,243 de plantas).
Asi mismo, se detectaron 20,388 transcritos que estaban presentes tanto en
Blastx como en Blastp (Figura 4A). Las especies de plantas mas representadas
en Blastp fueron: Arabidopsis thaliana (72.71 %), Oryza sativa subsp. japonica
(4.47 %), Nicotiana tabacum (1.27 %), Solanum lycopersicum (1.25%), Spinacia
oleracea (1.23 %), Oryza sativa subsp. indica (1.07 %), Solanum tuberosum (0.74
%) y Glycine max (0.70 %). Al eliminar isoformas se identificaron 12092 y 13,310
genes a partir de datos de Blastx y Blastp, de los cuales 11,063 fueron

compartidos entre ambas bases (Figura 4B).
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Figura 4: A) Diagrama de Venn con el niumero de transcritos anotados con
Diamond BlastX y BlastP contra la base de datos UniProtKB/Swiss-Prot. B)
Diagrama de Venn con el nimero de genes anotados con Diamond BlastX y
BlastP.

El analisis realizado en EQgNOG-mapper indicé que 29,280 transcritos estaban
asociados con al menos un término GO y 18,260 transcritos con al menos una
via KEGG. En general, se identificaron un total de 13,373 términos GO (26.24%
del total de 43,335 en la base de datos GO). Ademas, se identificaron un total de
395 rutas del mapa KEGG (70.36% del total de 560 rutas en la base de datos
KEGG) y 3,967 KO (15.55% del total de 25,503 en la base de datos KEGG
Orthology).

Expresion diferencial, ortologia de genes (GO) y analisis KEEG

Se realizé el analisis de los transcritos expresados diferencialmente (DET) con
log absoluto > 2 y P-value ajustado = 0.01 utilizando las lecturas alineadas al
transcriptoma ensamblado de novo. Se identificaron un total de 501 DET entre
T3 y T4, de los cuales 451 transcritos estuvieron sobreexpresados y 50
bajoexpresados. Para la comparacion del T3 frente al T5 se identificaron 388
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DET, con 349 transcritos regulados significativamente al alza y 39 transcritos
regulados a la baja. Entre T4 y T5, no se detectaron transcritos expresados

diferencialmente.

Se determind la anotacion funcional a partir de DET utilizando el enriquecimiento
KOBAS de las vias KEGG y los términos GO.

Para T3 vs T4, 10 vias KEGG (Cuadro 2) y 32 términos GO se enriquecieron
significativamente (valor de P corregido < 0,01), donde tres vias KEGG
corresponden al Metabolismo de carbohidratos y los términos GO se clasifican
como proceso biolégico (PB, 15), componente celular (CC, 10) y funcion
molecular (FM, 7). Los términos GO mas enriquecidos fueron: citosol (CC),
enlace proteico (FM), plasmodesma (CC), respuesta a la privacion de agua (PB),
membrana de plasma (CC), respuesta al frio (PB), citoplasma (CC), proceso
metabolico del piruvato (PB) y vacuola (CC).

En la comparacién T3 vs T5, 7 vias KEGG (Cuadro 2) y 17 términos GO se
enriquecieron significativamente, (valor de P corregido < 0,01), dos vias KEGG
se clasifican como Metabolismo de carbohidratos y los términos GO
corresponden a proceso bioldgico (PB, 6), componente celular (CC, 9) y funcién
molecular (FM, 2). Los términos GO mas enriquecidos fueron: plasmodesma
(CC), respuesta a la privacion de agua (PB), citosol (CC), respuesta al frio (PB),
estromulos (CC), membrana de plasma (CC), proceso metabdlico del piruvato
(PB) y aparato de Golgi (CC).

Cuadro 2: Vias KEGG enriquecidas para Opuntia joconostle

T3 VS T4 P-Value T3VS T5 P-Value
corregido corregido

Vias metabodlicas 4.65E-21 Fosforilacién oxidativa 7.44E-24
Fosforilacion oxidativa 1.74E-20 Vias metabodlicas 8.11E-24

Fijacion de carbono en
organismos fotosintéticos

Fijacion de carbono en
organismos fotosintéticos

6.40E-08 2.90E-09

114



Metabolismo del carbono 5.51E-07 Fotosintesis 6.83E-09

Fotosintesis 1.03E-05 Metabolismo del carbono 1.32E-06
Metabolismo del piruvato 2.05E-05 Metabolismo del piruvato 1.90E-05
Metaboh_smo de.ghoxnato y 0.000486737 Metabolismo del almidén 0.00684301

dicarboxilato y la sacarosa
Ritmo circadiano - planta 0.000489206
Metabolismo del almidén y la 0.002282317
sacarosa
Biosintesis de metabolitos 0.005504862

secundarios

Se analizaron las vias KEGG que son importantes durante el desarrollo del fruto
de tuna, tales como las vias del metabolismo de los carbohidratos (metabolismo
del almidon y la sacarosa, metabolismo del piruvato, metabolismo de glioxilato y
dicarboxilato y metabolismo de la fructosa y manosa) y biosintesis de flavonoides,

los cuales se describen a continuacion:

Vias del metabolismo de carbohidratos
En la via del metabolismo del almidén y la sacarosa para O. joconostle los genes

detectados tuvieron una sobreexpresion en T3 y bajoexpresiéon en T4 y T5:
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AGPS1 (0J008774), TPS5 (0J035305, 0J066008), AMY3 (0J064155), DPEP
(0J102951), DPE2 (0J024560), SS (0J015086) y SS4 (0J085867) (Figura 5).

-_I_- Metabolismo del almiddn y la sacarosa
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Figura 5: Mapa de calor de la via KEGG Metabolismo del almidén y la sacarosa
del desarrollo de fruto de O. joconostle (T3: 60 dias después de antesis, T4:
inicio de maduracion y T5: fruto maduro). En base a la puntuacion Z-score de

los conteos normalizados de los DET.
Fuente: Elaboracion propia.

En la via del metabolismo del piruvato, los genes detectados para O. joconostle
(Figura 6) tuvieron alta expresion en T3 y baja expresién en T4 y T5: PPD
(0J094593, 0J020915), PPCA (0J064251, 0OJ030086), MD1 (0J023352),
IPMSA (0J094858) y accD (0J011872).
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Figura 6: Mapa de calor de la via KEGG Metabolismo del piruvato del
desarrollo de fruto de O. joconostle (T3: 60 dias después de antesis, T4: inicio
de maduracion y T5: fruto maduro). En base a la puntuacién Z-score de los

conteos
Fuente: Elaboracion propia.

En la via del metabolismo de glioxilato y dicarboxilato, los genes cuantificados
tuvieron alta expresiéon en T3 y baja expresién en T4y T5: MD1 (0J023352), rbcL
(0J051779, 0J051780), FAGOGAT (0J056928), ACO3 (0J131101), SHM7
(0J097124), GDCSP (0J060512) y AAE3 (0J024149) (Figura 7). De manera
similar, en la via del metabolismo de fructosa y manosa, Unicamente se
encontraron dos genes cuya expresion fue alta en T3 y baja en T4y T5 (PFP-
BETAL y PFK7).
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Figura 7: Mapa de calor de la via KEGG Metabolismo del glioxilato y
dicarboxilato del desarrollo de fruto de O. joconostle (T3: 60 dias después de
antesis, T4: inicio de maduracién y T5: fruto maduro). En base a la puntuacién

Z-score de los conteos normalizados de los DET.
Fuente: Elaboracion propia.

Vias biosintesis de metabolitos secundarios y biosintesis de flavonoides

En la via de biosintesis de metabolitos secundarios la mayor parte de los genes
tuvieron sobreexpresion en T3 y bajoexpresion en T4y T5: TYDC2 (0J030707),
PGH1 (0J117577), IPMSA  (0J094858), GDCSP (0J060512), AGPS1
(0J008774), SHM7 (0J097124), NPC6 (0J117046), HMGR1 (0J077591), MD1
(0J023352), CHS (0J127439), PFK7 (0J120805), VTC2 (0J066419), SS4
(0J085867), ACO3 (0J131101), DPE2 (0J024560), AGT2 (0J082765), PGM1
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(©J090803), TKT2 (0J064647), DPEP (0J102951), PFP-BETAL (0J103241),
SS (0J115407), accD (0J011872), GAPC2 (0J052865), rbcL (0J051779,
0J051780), PER42 (0J116320) y PER72 (0J135349); y unicamente el gen
PDC2 (0J094505) tuvo baja expresion en T3 y alta expresion en T4y T5 (Figura
8). En la via de biosintesis de flavonoides para O. joconostle solo el gen CHS

(0J127439) tuvo alta expresion en T3 y baja expresion en T4y T5.
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Figura 8: Mapa de calor de la via KEGG Biosintesis de metabolitos secundarios
del desarrollo de fruto de O. joconostle (T3: 60 dias después de antesis, T4:
inicio de maduracion y T5: fruto maduro). En base a la puntuacion Z-score de

los conteos normalizados de los DET.
Fuente: Elaboracion propia.
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En los términos GO proceso biosintético de etileno y respuesta al etileno, los
genes involucrados (ACOS3, FER, RR21 y ARF7) tuvieron una alta expresion en

T3 y una baja expresion en T4y T5.

5.6. Discusion
El andlisis transcriptomico realizado durante el desarrollo y maduracion del fruto
de O. joconostle proporciona informacion valiosa para comprender mejor la

biologia del género.
Filtrado de datos y ensamble de novo

En relacién con ensamble del transcriptoma y el ensamble representativo de O.
joconostle, se han realizado analisis transcritomicos en otras plantas CAM:
Mallona et al. (2011) en Opuntia ficus-indica obtuvieron un total de 43,066
contigs; Gross et al. (2013) encontraron 204,530 y 128,869 contigs en Agave
tequilana y Agave deserti, respectivamente; Cervantes-Pérez et al. (2018)
generaron un ensamble con 170,844 transcritos a partir de los datos de hojas,
raices y callos en Agave salmiana; Wu et al. (2022) obtuvieron un ensamble de
95,412 unigenes en el desarrollo de flor de pitaya; Zhang et al. (2022) obtuvieron
un ensamble de 261,468 transcritos y 150,568 unigenes en el desarrollo del fruto
de pitahaya; Valadez-Moctezuma et al. (2023) con la tecnologia MACE (Massive
Analysis of cDNA Ends) en O. ficus-indica, O. robusta y O. joconostle obtuvieron
un ensamble de 8383 (GC:40.1%), 7890 (GC: 40.11%) y 5300 (GC:39.9%)
transcritos, respectivamente. Las tasas de alineacion obtenidas con Align reads
and estimate abundance nos indica cuantas secuencias han sido alineadas al
transcriptoma y con ello la calidad del ensamble, en este caso la tasa de
alineacion promedio fue alta (96.82 %) por lo que el ensamble es de buena

calidad.
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Anotacion funcional

El porcentaje de transcritos que tuvieron coincidencia en la base de datos
UniProtKB/Swiss-Prot fue de 15,91 % para Blastp y 37.38 % para Blastx. Al
respecto, Mallona et al. (2011) detectaron en Opuntia ficus-indica 29,835 contigs
con aciertos BLAST,; Gross et al. (2013) obtuvieron en Agave tequilana y Agave
deserti secuencias de alrededor de 35,000 proteinas; Cervantes-Pérez et al.
(2018) identificaron 40,644 marcos de lectura abierta (ORF) y 12,209 genes en
Agave salmiana; Zhou et al. (2020) identificaron 44,263 unigenes anotados en
pitahaya;; Zheng et al., (2021) localizaron 28,992 genes codificadores de
proteinas en pitahaya; Wu et al. (2022) reportaron que 18,564 y 18,483 unigenes
coincidian en Pfam y SwissProt para flores de pitaya; Zhang et al (2022) en
pitahaya detectaron 40,461 unigenes con coincidencia en la base de datos de
proteinas no redundantes del NCBI. Cabe mencionar que la mayor parte de las
proteinas anotados con Blastp y Blastx coindicen en ambas especies (Figura 1).

El gran nimero de vias KEGG y términos GO identificados en el andlisis
EggNOG-mapper, indican que los transcriptomas ensamblados contienen genes
funcionalmente diversos. Al respecto, Valadez-Moctezuma et al. (2022) en O.
ficus-indica, O. robusta y O. joconostle obtuvieron 282 vias KEGG y 2,793
términos GO, pero el numero de transcritos fue menor; y Zheng et al., (2021) en
pitahaya detectaron que 21,655 proteinas fueron anotadas por eggNOG, 9,920
de ellas se asignaron a vias KEGG y 10,093 a términos GO.

Anadlisis de expresion diferencial y analisis KEEG

El nimero de transcritos expresados diferencialmente (DET) en O. joconostle
solo se detectaron en las comparaciones T3 vs T4 y T3 vs T5, para la
comparacion T4 vs T5 no hubo DET, lo anterior indica que los cambios

metabdlicos entre inicio de maduracion y fruto maduro son minimos.

121



La comparacion de las etapas T3 vs T4 registré el mayor numero de DET, lo que
indica que el periodo entre T3 y T4 manifiesta los cambios transcripcionales méas
dinamicos y esta relacionado con el crecimiento acelerado del fruto; al respecto,
Wu et al. (2020) identificaron un mayor numero de DEG en R2_vs W2 (25 dias
después de polinizacién) con 11,317 DEG regulados al alza y 4,788 regulados a

la baja en pitaya de pulpa roja y de pulpa blanca.

En cuanto a los términos GO enriquecidos, la mayor parte corresponde a la
categoria de Procesos bioldgicos. Al respecto, Valadez-Moctezuma et al. (2022)
al realizar comparacion de frutos de O. ficus-indica vs O. robusta, O. ficus-indica
vs O. joconostle y O. joconostle vs O. robusta detectaron que la mayor parte de
términos GO se clasificaron como procesos biolégicos. De las vias KEGG
enriguecidas en el presente estudio, Valadez-Moctezuma et al. (2022)
encontraron coincidencias en O. ficus-indica, O. robusta, O. joconostle con las
vias: vias metabdlicas, fotosintesis, biosintesis de metabolitos secundarios,
metabolismo del carbono, fijacion de carbono en organismos fotosintéticos y

fosforilacién oxidativa.

Vias del metabolismo de carbohidratos y biosintesis de metabolitos

secundarios

El contenido de carbohidratos en frutos de Opuntia ha sido reportado por diversas
investigaciones; Teran et al. (2014), detectaron que los solidos solubles totales y
azucares totales aumentan significativamente en el transcurso de la maduracién
del fruto de Opuntia. Zenteno-Ramirez et al. (2015) en frutos de Opuntia albicarpa
determinaron 14.55 mg mL?' de azlcares totales (glucosa=8.14 mg mL*,
fructosa=6.39 mg mL! y sacarosa=0.01 mg mL™?); asi mismo, Reyes-Ocampo et
al. (2019) en mucilago de Opuntia ficus-indica cuantificaron ramnosa (20.26 %),

acido galacturénico (13.27 %), arabinosa (12.54 %), glucosa (12.24 %), galactosa
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(8.89 %), manosa (8.31 %), xilosa (6.85 %) y fucosa (1.6 %). Por lo anterior, se
analizaron las vias del metabolismo de los carbohidratos en este estudio.

Con respecto a la via del metabolismo del almidon y la sacarosa, Zhu et al. (2017)
indicaron que muchas frutas pueden acumular abundante almidén durante el
cuajado y convertir el almidén en azlUcares como glucosa, fructosa y sacarosa
durante la maduracion, ademas encontraron en uva que los genes (APS y SPS)
regularon la sintesis de almidén en la piel, mientras que los genes (AMY y BMY)
regularon la degradaciéon del almidon en la pulpa; Cortés-Sierra et al. (2015) en
yuca identificaron patrones de expresion génica diferencial para genes de
almidén como sucrose synthase (SS), beta-amylase (BAM2 y BAM3) y granule-
bound starch synthase (WAXY=GBSS); Zhang et al. (2022) detectaron 17 genes
involucrados en esta via para pitahaya, donde VAI, NI y SS son cruciales para la
acumulacion de azucar; Wu et al. (2022) encontraron que trehalosa-fosfato (TPS)
y almidén sintasa (SS1, SS) participan en el transporte de carbohidratos y
tuvieron una expresion diferencial significativa durante el crecimiento de yemas

florales y flores en pitaya.

La via del metabolismo de piruvato fue estudiada en kiwi por Abid et al. (2022),
donde identificaron genes como piruvato quinasa (PK), L-lactato deshidrogenasa
(LDH), piruvato descarboxilasa (PDC), aldehido deshidrogenasa (ALDH), acetil-
coenzima A sintetasa (CoA) y piruvato deshidrogenasa (PDH). Para la via
metabolismo de fructosa y manosa, Hai-Shun et al. (2020) en Lolium perenne
cuantificaron los genes fructose-bisphosphate aldolase (FBA2 y FBA3) y 6-
phosphofructokinase (PFK3 y PFK6).

Los metabolitos secundarios son compuestos estructuralmente diversos
sintetizados por las plantas que realizan diversas funciones (Bhatla et al., 2023),
y que son esenciales en los mecanismos de defensa de las plantas al estrés

ambiental y los ataques de patdgenos (Satish et al., 2020). En la via de
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biosintesis de metabolitos secundarios se detectaron 27 genes, la mayoria sobre
expresados en T3, lo que nos indica que Xxoconostle produce diferentes

metabolitos secundarios.

Dentro de los metabolitos secundarios se encuentran los flavonoides, en el
presente estudio se detect6 chalcone synthase (CHS), que de acuerdo con Liu et
al. (2021) es la enzima clave en la via biosintética de las antocianinas
(flavonoides responsables de la pigmentacién de flores y frutos). Al respecto,
Valadez-Moctezuma et al. (2022), cuantificaron la expresion diferencial del gen
chalcone-flavonone isomerase (CHI) en tres especies de Opuntia, el cual esta
implicado en la ruta biosintética de todas las clases de flavonoides.

En relacién con los genes que participan en el proceso biosintético de etileno y
respuesta al etileno; el gen ACO3 (aconitato hidratasa 3) de acuerdo con Moeder
et al. (2007) tiene la funcion de catalizar la isomerizacion de citrato a isocitrato

mediante cis-aconitato y contribuye a la tolerancia al estrés oxidativo.

5.7. Conclusiones

Los resultados sobre el transcriptoma de O. joconostle proporcionan informacion
valiosa para comprender mejor los procesos moleculares que regulan su
metabolismo, y pueden ser utilizados para estudios genéticos sobre el género

Opuntia.

El estudio transcriptomico en xoconostle reveld6 genes especificos
sobreexpresados en T3 y bajoexpresados en T4 y T5: Metabolismo del almidén
y la sacarosa (AGPS1, TPS5, AMY3, DPEP, DPE2, SS y SS4), Metabolismo del
piruvato (PPD, PPCA, MD1, IPMSA, y accD), Metabolismo de glioxilato y
dicarboxilato (MD1, rbcL, FAGOGAT, ACO3, SHM7, GDCSP y AAE3) y
Biosintesis de metabolitos secundarios (TYDC2, PGH1, IPMSA, GDCSP,
AGPS1, SHM7, NPC6, HMGR1, MD1, CHS, PFK7, VTC2, SS4, ACO3, DPEZ2,
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AGT2, PGM1, TKT2, DPEP, PFP-BETAL, SS, accD, GAPC2, rbcL, PER42 y
PER72); de los cuales CHS participa en la biosintesis de flavonoides y ACO3 en
el proceso biosintético de etileno. Estas vias metabdlicas son importantes en el

desarrollo y maduracion frutos de xoconostle.
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VI. GENES INVOLUCRADOS EN LAS VIAS DEL METABOLISMO DE
CARBOHIDRATOS Y BIOSINTESIS DE FLAVONOIDES EN TUNA (Opuntia
albicarpa SCHEINVAR) Y XOCONOSTLE (Opuntiajoconostle F.A.C. Weber).

6.1. Resumen

Especies de Opuntia son un cultivo emblemético y con gran potencial para
México y el mundo por los multiples usos y propiedades que presenta. Existen
especies productoras de tuna que es un fruto dulce y jugoso, mientras que otras
producen xoconostle que se caracteriza por su sabor acido y textura firme. Se
realizd un analisis transcriptdmico durante el desarrollo de Opuntia albicarpa y
Opuntia joconostle, que producen tuna y xoconostle, respectivamente, para
comprender mejor los procesos involucrados en su metabolismo. En Opuntia
albicarpa se obtuvieron alrededor de 704 millones lecturas, un ensamble de
240,169 transcritos y con Blastp se anotaron 39,686 secuencias de proteinas;
mientras que para O. joconostle se generaron cerca de 573 millones de lecturas,
un ensamble de 159,783 transcritos y se anotaron 32,924 secuencias de
proteinas. En tuna se detectaron genes involucrados en las vias del Metabolismo
de carbohidratos sobre_expresados diferencialmente en fruto maduro (BGLU12,
TPPA, TPS7, TPPG, BAM2, PFK6, FBA3, XYLA, AGAL3 y GALM) y genes cuya
expresion tendio a la baja (ADG2, PGMP, WAXY, TPS9, SPS, BGLU44, SS1,
SS, DPEP, PFK3, GOLS2, AGAL1, RFS, FBA2, CFBP1y TPI); mientras que para
xoconostle la expresion de los genes del Metabolismo de carbohidratos fue a la
baja en fruto maduro (SS, SS4, TPS5, DPE2, AMY3, AGPS1, AAE3, ACO3, MD1,
rbcL, SHM7, GDCSP, PPD, PPCA, accD y IPMSA). En la Biosintesis de
flavonoides para tuna se detectaron genes que aumentaron su expresion en fruto
maduro (CHI, CYP75B2 y FHT) y genes cuya expresién tendid a la baja
(CYP98A2, CCOAOMT y CYP73A16; para xoconostle el gen CHS bajé su
expresion en fruto maduro. Los resultados pueden ser utilizados para estudios
genéticos y moleculares sobre el género Opuntia y con ello comprender mejor su
biologia.

Palabras clave: Transcriptomica, genes, maduracién, tuna, xoconostle
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6.2. Abstract

Opuntia species are an emblematic crop with great potential for Mexico and the
world due to the multiple uses and properties it presents. There are species that
produce prickly pear, which is a sweet and juicy fruit, while others produce
xoconostle, which is characterized by its acidic flavor and firm texture.
Transcriptomic analysis was performed during the development of Opuntia
albicarpa and Opuntia joconostle, which produce prickly pear and xoconostle,
respectively, to better understand the processes involved in their metabolism. In
Opuntia albicarpa, around 704 million reads were obtained, an assembly of
240,169 transcripts, and with Blastp 39,686 protein sequences were annotated,;
while for O. joconostle, about 573 million reads were generated, an assembly of
159,783 transcripts and were annotated 32,924 protein sequences. In prickly
pear, genes involved in carbohydrate metabolism pathways were detected that
were differentially overexpressed in ripe fruit (BGLU12, TPPA, TPS7, TPPG,
BAM2, PFK6, FBA3, XYLA, AGAL3 and GALM) and genes whose expression
tended to decrease (ADG2, PGMP, WAXY, TPS9, SPS, BGLU44, SS1, SS,
DPEP, PFK3, GOLS2, AGAL1, RFS, FBA2, CFBP1 and TPI); while for xoconostle
the expression of carbohydrate metabolism genes was lower in mature fruit (SS,
SS4, TPS5, DPE2, AMY3, AGPS1, AAE3, ACO3, MD1, rbcL, SHM7, GDCSP,
PPD, PPCA, accD and IPMSA). In the biosynthesis of flavonoids for prickly pear,
genes were detected that increased their expression in ripe fruit (CHI, CYP75B2
and FHT) and genes whose expression tended to decrease (CYP98AZ2,
CCOAOMT and CYP73A16; for xoconostle, the CHS gene lowered its expression
in ripe fruit. The results can be used for genetic and molecular studies on the
Opuntia genus and thus better understand its biology.

Keywords: Transcriptomics, genes, maturation, prickly pear, xoconostle
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6.3. Introduccién

El nopal (Opuntia spp.), es una cactacea con gran diversidad de especies que se
encuentra ampliamente distribuida en zonas éaridas y semiaridas de Meéxico
(Torres-Ponce et al, 2015). De acuerdo con Mendez-Llorente et al. (2011),
existen alrededor de 300 especies del género, de las cuales cerca de 100 estan
presentes en Meéxico. ElI género Opuntia incluye especies usadas para el
consumo de cladodios tiernos (nopalitos), o por sus frutos llamados tunas y
xoconostles (Gallegos-Vazquez et al., 2012). La tuna es un fruto dulce con
cientos de semillas, su cascara es fina y su pulpa muy jugosa; mientras que el
xoconostle es un fruto acido con cascara gruesa y muy poca pulpa, su
maduracion es lenta y el fruto permanece en la planta por mucho tiempo
(CONABIO, 2023).

La maduracioén frutos esta altamente coordinada, genéticamente programada y
es un proceso de desarrollo irreversible que involucra atributos bioquimicos y
fisioldgicos especificos que conducen al desarrollo de frutos de calidad
(Giovannoni, 2001). El dulzor de las frutas es la caracteristica central que
establece la calidad de la fruta, la cual esta determinada por el contenido total de
azucar y su proporcidon de azucares como sacarosa, glucosa, fructosa, etc.
(Osorio & Fernie, 2013). Asi mismo, los flavonoides son metabolitos secundarios

de importancia para la calidad de la fruta (Osorio & Fernie, 2013).

El conjunto moléculas de ARN transcritas en un érgano o tejido en un momento
particular bajo ciertas condiciones ambientales constituye el transcriptoma
(Martinez-Lépez et al., 2014). La transcriptdmica es un enfoque poderoso que se
puede utilizar para estudiar los genes expresados durante el crecimiento,
desarrollo y maduracion de frutos a traves del analisis RNA-Seq (Ochoa-Alejo et
al., 2024).

En este estudio, se realizé un analisis transcriptbmico comparativo del desarrollo
frutos de O. albicarpa y O. joconostle, con el objetivo de identificar genes
involucrados en el metabolismo de carbohidratos y la biosintesis de flavonoides.

A través de este enfoque, se espera obtener una mejor comprensién de los
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procesos moleculares que regulan la acumulacién de carbohidratos y flavonoides

en estas especies.

6.4. Materiales y métodos

Muestreo

Se colectaron tres frutos de tres plantas independientes en cada etapa de
desarrollo de Opuntia albicarpa y Opuntia joconostle en huertos comerciales en
San Martin de las Piramides, Estado de México (19° 41' 59.9" N 98° 48' 31.6" W).
Se seleccionaron frutos sanos en cinco etapas fenolégicas (T1: antesis, T2: 30
dias después de antesis, T3: 60 dias después de antesis, T4: inicio de la
pigmentacion y T5: fruto maduro). Los frutos se transportaron en una hielera al
laboratorio, donde fueron lavados con agua y detergente Extran marca Merck
(utilizado de acuerdo con las instrucciones del fabricante), el enjuague final se
realiz6 con agua destilada. Se hicieron cortes longitudinales de los frutos, se

envolvieron con papel aluminio y se conservaron en nitrégeno liquido.
Obtencion y secuenciacion de ARN

En un mortero estéril, se maceraron 3 g de tejido total de cada muestra
(compuesta de 3 frutos de 3 plantas independientes) con nitrogeno liquido. La
extraccion de ARN de O. albicarpa se realizé con el kit PureLink™ RNA Mini
(Invitrogen, EE. UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Mientras
gue el ARN de O. joconostle se extrajo con el reactivo Trizol™ (Invitrogen, EE.
UU.) utilizando la metodologia del fabricante. La concentracién de ARN se midi6

en un espectrofotometro Nanodrop UVS-99 UVISDrop.

Las librerias de O. albicarpa y O. joconostle fueron sintetizadas con el kit TruSeq
Stranded mRNA Library Prep Kit, el DNA complementario obtenido de las
librerias se secuencié en la plataforma NovaSeg6000 (lllumina) en modo de
extremos emparejado para obtener lecturas de 101 pb.

Filtrado de datos y ensamble de novo

El andlisis bioinformatico se realiz6 en la plataforma web de Galaxy
(usegalaxy.org/; Afgan et al., 2018). La calidad de las lecturas sin procesar se
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evaluo con FastQC v0.72 (Andrews, 2012) y MultiQC v1.9 (Ewels et al., 2016), la
calidad se mejord eliminando lecturas de baja calidad (puntuacion de calidad
phred < 30) y lecturas cortas (longitud < 60 pb) con la herramienta Trimmomatic
v0.38.0 (Bolger; et al., 2014).

Al no contar con un genoma de referencia para Opuntia, se realiz6 el ensamble
del transcriptoma de novo de cada especie utilizando las etapas fenologicas T3,
T4 y T5 debido a que las librerias de T1 y T2 presentaron baja calidad y menor
namero de lecturas. El ensamble se realiz6 con Trinity v2.9.1. utilizando
pardmetros predeterminados y una longitud de contig de 200 pb (Grabherr et al.,
2011). Se eliminaron transcritos duplicados para obtener el ensamble
representativo de ambas especies con CD-HIT-EST v1.3. (Fu et al.,, 2012)
utilizando un umbral de similitud del 98 %. La evaluacion de la calidad del
ensamble de ambos genomas se realizé con Busco v5.3.2 (Siméo et al., 2015),
utilizando 425 genes ortélogos de 57 especies del conjunto de datos
Viridiplantae. Se utilizé Align Reads and Estimate Abundance v2.9.1 para calcular
la abundancia de genes e isoformas, estas se combinaron en un solo archivo con
Build Expression Matrix v2.9.1 (Grabherr et al., 2011).

Anotacion funcional

Los ensambles representativos fueron utilizados para identificar regiones de
codificacion (con al menos 100 aminoacidos) con la herramienta TransDecoder
v5.5.0 (Haas et al., 2013). El ensamble y las secuencias peptidicas (obtenidas
por TransDecoder) fueron alineadas contra la base de datos de SwissProt,
(567,483 secuencias) (The UniProt Consortium 2021) utilizando Diamond Blastx
y Diamond Blastp, respectivamente, (e-value < 10-%). Para anotar el ensamble
se utilizo EggNOGG v5.0 (Huerta-Cepas et al.,, 2019) (http://eggnog-
mapper.embl.de/), en la cual se obtuvieron GO term, Enzyme Commission (EC),
KEGG-Ko y KEGG-pathway, donde se usaron los parametros predeterminados y

el archivo de péptidos de TransDecoder.

Andlisis de expresion diferencial y andlisis KEEG del DET
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Con el programa Limma v3.48.0 (Law et al., 2014) se obtuvieron los transcritos
diferencialmente expresados en comparaciones por pares: T3vs T4, T3vs T5 y
T4 vs T5. Los transcritos diferencialmente expresados (DET) con [logFC>2| y con
P-value ajustado < 0.01 se analizaron en KOBAS-I (http://kobas.cbi.pku.edu.cn/)
(Bu et al. 2021), para obtener vias KEGG y términos GO enriquecidos
significativamente [e-value < 0.0001] utilizando como referencia el genoma de
Arabidopsis thaliana. La clasificacion de términos GO se realizé con Revigo
(http://revigo.irb.hr/) (Supek et al., 2011).

Para ambas especies, se extrajeron y analizaron los genes en las vias Kegg del
metabolismo de carbohidratos: metabolismo de almidén y sacarosa, metabolismo
de piruvato, metabolismo de glioxilato y dicarboxilato y metabolismo de fructosa
y manosa; asi como la via de biosintesis de flavonoides y el término GO proceso
biosintético de etileno. Se realizaron graficos de mapa de calor con la herramienta
Heatmap?2 Version 3.1.1 (Liaw et al., n.d.) en Galaxy para observar la expresion
de los DET en las tres etapas de desarrollo del fruto utilizando la transformacion

Z de los valores de los conteos normalizados.

6.5. Resultados

Filtrado de datos y ensamble de novo

Para O. albicarpa se obtuvieron un total de 704,150,890 lecturas crudas de
extremos emparejados con un contenido de guanina-citocina (GC) de 48.25% a
partir de frutos de 60 dias después de antesis (T3), inicio de pigmentacion (T4) y
frutos maduros (T5). Mientras que para O. joconostle el nimero de lecturas
obtenido fue de 573,720,670 y un contenido de GC de 48.25%. Los archivos de
secuencia crudas se cargaron en el National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/sra/) con los numeros de acceso de BioProject
PRJINAB03369 (SAMN25649427-35) y PRINA932849 (SRX19315968-76) para

O. albicarpa y O. joconostle, respectivamente.

Después de realizar el control de calidad con Trimmomatic (puntuacién Phred >
30), se obtuvieron 631,639,944 y 503,758,622 lecturas de alta calidad para O.

albicarpa y O. joconostle, respectivamente.
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Para O. albicarpa, el ensamble del transcriptoma realizado con Trinity genero
240,169 transcritos, mientras que el ensamble representativo con CD-HIT-EST
resulté en 198,958 transcritos (GC=41.95 %, longitud media= 1003 pb, N50=1734
pb y rango de longitud= 181-10,434 pb). Asi mismo, para O. joconostle, se
obtuvieron 159,783 transcritos en el ensamble y 141,187 transcritos en el
ensamble representativo (GC=42.57 %, longitud media= 824 pb, N50=1270 pb y
rango de longitud= 185 a 11327 pb).

El programa Busco en O. albicarpa detect6 97.6 % de 425 genes ortélogos [415
completos (94 copia Unica y 321 duplicados), 10 fragmentados]; y en O.
joconostle se revel6 la presencia de 81.7 % de los genes ortélogos [347
completos (129 copia Unica y 218 duplicados), 66 fragmentados]. Con la
herramienta Align Reads and Estimate Abundance, la tasa de alineacion

promedio fue de 95.97 % para O. albicarpa, y de 96.82 % para O. joconostle.
Anotacion funcional

Para O. albicarpa, la busqueda de regiones de codificacion con Transdecoder dio
como resultado 116,693 PEP y 398,706 marcos de lectura abierta (ORF); el
analisis Blastp detectd 39,686 secuencias que codifican proteinas (38,587 de
plantas) y 11,781 genes; y con Blastx, se identificaron 22,460 secuencias de
proteinas (21,842 de plantas) y 10106 genes. Mientras que para O. joconostle la
herramienta Transdecoder detect6 88,066 PEP y 257,947 ORF; Blastp identificd
32,924 secuencias de proteinas (30,882 de plantas) y 13,310 genes; y con Blastx,
se detectaron 22,458 secuencias de proteinas (20,243 de plantas) y 12,092
genes. De Blastp y de Blastx se detectaron 8,485 (Figura 9A) y 6,382 proteinas
gue estaban presentes en ambas especies (Figura 9B).
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Figura 9: A) Diagrama de Venn con el numero de proteinas detectadas en
Opuntia albicarpa y O. joconostle con Blastp. B) Diagrama de Venn con el
namero de proteinas detectadas en O. albicarpa y O. joconostle con Blastx.

El andlisis efectuado de O. albicarpa en EQgNOG-mapper mostré que 37,352
transcritos cuentan con al menos un término GO y 22,816 con al menos una via
KEGG; se identificaron 11,055 términos GO y 395 vias KEGG. Mientras que para
O. joconostle, 29,280 transcritos cuentan con al menos un término GO y 18,260
con una via KEGG; asi mismo, se detectaron 11,373 términos GO y 394 vias
KEGG.
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Analisis de expresion diferencial y analisis KEEG

El andlisis de expresion diferencial realizado en comparaciones por pares de
etapas de desarrollo mostr6 un mayor numero de transcritos expresados
diferencialmente (DET) en O. albicarpa respecto a O. joconostle (Cuadro 3).

Cuadro 3: Transcritos expresados diferencialmente por comparacion de etapas
de desarrollo en O. albicarpa y O. joconostle.

DET O. albicarpa O. joconostle
- Sobre Bajo Sobre Bajo
Comparacion Normal Normal
expresados expresados expresados expresados
T3vs T4 1636 | 41704 423 451 | 39906 50
T3vs T5 1317 | 41966 480 349 | 40019 39
T4vs T5 83| 42922 758 0| 40407 0

Al analizar los DET de O. albicarpa con Kobas y Revigo se obtuvo lo siguiente:
en la comparacion T3 vs T4 27 vias KEGG y 221 términos GO se enriquecieron
significativamente (valor P corregido < 0.01), siete de las vias KEGG
corresponden al metabolismo de los carbohidratos, y los términos GO se
clasifican como proceso biolégico (PB, 118), funcibn molecular (FM, 67) y
componente celular (CC, 31); para la comparacién T3 vs T5 23 vias KEGG y 193
términos GO se enriquecieron significativamente, seis vias KEGG se clasifican
como metabolismo de los carbohidratos y los términos GO corresponden a
proceso bioldgico (PB, 100), componente celular (CC, 37) y funcion molecular
(FM, 55); y en la comparacion T4 vs T5 se enriquecieron significativamente 10
vias KEGG y 100 términos GO, los cuales se ubican en la categorias de proceso
biolégico (PB, 47), componente celular (CC, 18) y funcién molecular (FM, 34).
Otras vias KEGG importantes enriquecidas fueron biosintesis de metabolitos
secundarios, vias metabolicas, biosintesis de flavonoides y biosintesis de

aminoacidos.
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Referente al analisis con Kobas y Revigo de O. joconostle se encontro lo
siguiente: Para T3 vs T4 se enriquecieron significativamente 10 vias KEGG y 32
términos GO, donde tres vias KEGG corresponden al metabolismo de los
carbohidratos y los términos GO se clasifican como proceso biologico (PB, 15),
funcién molecular (FM, 7) y componente celular (CC, 10); para la comparacion
T3 vs T5 7 vias KEGG y 17 términos GO se enriquecieron significativamente,
dos vias KEGG se clasifican como metabolismo de los carbohidratos y los
términos GO corresponden a proceso biolégico (PB, 6), componente celular (CC,
9) y funcién molecular (FM, 2); en la comparacion T4 vs T5 no hubo vias KEGG
ni términos GO enriquecidos. Las vias KEGG biosintesis de metabolitos

secundarios y vias metabdlicas también se enriquecieron significativamente.
Vias del Metabolismo de carbohidratos

De las 15 vias del metabolismo de carbohidratos de la base de datos KEGG, en
O. albicarpa la comparacion T3 vs T4 presentd 7 vias enriquecidas
significativamente (valor P < 0,01), T3 vs T5 presentd 6 vias y T4 vs T5 solo
presentd una via; mientras que en O. joconostle la comparacién T3 vs T4
presenté tres vias del metabolismo de los carbohidratos enriquecidas
significativamente, y T3 vs T5 presentd dos vias (Cuadro 4). Las vias del
metabolismo de carbohidratos enriquecidas para las dos especies fueron:
metabolismo del piruvato, metabolismo de glioxilatos y dicarboxilatos y

metabolismo del almidén y la sacarosa.
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Cuadro 4: Vias KEGG del metabolismo de carbohidratos enriquecidas
significativamente por comparacién de etapas de desarrollo en Opuntia albicarpa
y O. joconostle.

Comparacion O. albicarpa O. joconostle

Metabolismo de aminoazucares y

nucledtidos de azucar Metabolismo del

Glucdlisis/Gluconeogénesis piruvato

Metabolismo de glioxilatos vy | Metabolismo de
T3vs T4 dicarboxilatos glioxilatos y

Metabolismo de galactosa dicarboxilatos

Metabolismo de piruvato Metabolismo del

Via de las pentosas fosfato almidon y la sacarosa

Metabolismo de ascorbato y aldarato

Glucodlisis/Gluconeogénesis

Metabolismo de glioxilatos vy

dicarboxilatos Metabolismo del
Metabolismo de piruvato piruvato

T3vs T5 _ _
Metabolismo de galactosa Metabolismo del
Metabolismo de aminoazucares Yy | almiddny la sacarosa
nucledtidos de azucar
Metabolismo de almidon y sacarosa
Metabolismo de aminoazucares y

T4vs T5

nucleétidos de azucar

Metabolismo de almidén y sacarosa

En esta via para O. albicarpa se detectaron genes bajoexpresados en T3y T4y
sobreexpresados en T5: BGLU12 (OP006394), TPPA (OP039270), TPS7
(OP128468), At5¢g51830 (OP038818), TPS5 (0OP128465, EC), TPPG
(OP039271) y BAM3 (OP064455); genes con baja expresion en T3 y alta en T4
y T5: INV*DC4 (OP028593) y BAM2 (OP120782); y genes con alta expresion en
T3 y baja en T4 y T5: Atlg50460 (OP035155), ADG2 (OP060556), PGMP
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(OP001310, OP001312), WAXY (OP150334, OP150335, OP150339),
At1g64390 (OP179564, OP179569), Atlgl11820 (OP050809), TPS9
(OP037249), SPS (OP193530), BGLU44 (OP170752), SS1 (OP085395), SS
(OP048062), DPEP (OP169611), TPS5 (OP178383), At3g59480 (OP163884) y
INV*DC4 (OP028592) (Figura 10).

Color Key Metabolismo del almidén y la sacarosa

—

OP023513(N/A)
OP028593(INV*DC4)
OP120782(BAM2)
OP050943(N/A)
OP006394(BGLU12)
OP039270(TPPA)
OP128463(TPST)
OP033818(At5051830)
OP128465(TPS5)
OP039271(TPPG)
OP064455(BAM3)
OP023511(N/A)
OP039266(N/A)
OP035155(At1050460)
OP0G0556(ADG2)
OP001310(PGMP)
OP150335(WAXY)
OP150339(WAXY)

. OP179569(At1g64390)
OP050809(At1011820)
OP001312(PGMP)
OP037249(TPS9)
OP193530(SPS)
OP170752(BGLU44)
OP085395(S51)
OP179564(At1064390)
OP150334(WAXY)
OP166261(N/A)
OP043062(SS)
OP166262(N/A)
OP180730(N/A)
OP169611(DPEP)
OP178383(TPS5)
OP163384(At3g59480)
OP028592(INV*DC4)

S R Y P P N GRS

Figura 10: Mapa de calor de la via KEGG metabolismo del almidon y la
sacarosa del desarrollo de fruto de Opuntia albicarpa (T3: 60 dias después de
antesis, T4: inicio de maduracién y T5: fruto maduro). En base a la puntuacién

Z-score de los conteos normalizados de los DET.
Fuente: Elaboracién propia.

Para O. joconostle Unicamente se detectaron genes sobreexpresados en T3 y
bajoexpresados en T4y T5: AGPS1 (0J008774), TPS5 (0J035305, 0J066008),
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AMY3 (0J064155), DPEP (0J102951), DPE2 (0J024560), SS (0J015086) y SS4
(0J085867) (Figura 11).

-I—l——- Metabolismo del almiddn y la sacarosa
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0J113323(N/A)

0J008T74(AGPS1)
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Figura 11: Mapa de calor de la via KEGG metabolismo del almidén y la
sacarosa del desarrollo de fruto de Opuntia joconostle (T3: 60 dias después de
antesis, T4: inicio de maduracion y T5: fruto maduro). En base a la puntuacion

Z-score de los conteos normalizados de los DET.
Fuente: Elaboracion propia.

Metabolismo del piruvato

La via del metabolismo del piruvato en O. albicarpa (Figura 12) presentd genes
sobreexpresados en T3 y bajoexpresados en T4 y T5: Osl_35105 (OP019398,
OP019399, O0OP019401), NADP-ME (OP128052, OP128063, 0OP128062,
OP128058), PPCA (OP085371), IPMSA (OP112619), BALDH (OP056404) y
ALDH3F1 (OP016821); y genes cuya expresion fue bajaen T3y altaen T4y T5:
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MOD1 (OP081987), MODA (OP149092), ALDH7B4 (OP142818), PPCA
(OP085390) y NADP-ME (OP128068).
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Figura 12: Mapa de calor de la via KEGG metabolismo del piruvato del
desarrollo de fruto de Opuntia albicarpa (T3: 60 dias después de antesis, T4:
inicio de maduracion y T5: fruto maduro). En base a la puntuacion Z-score de

los conteos normalizados de los DET.
Fuente: Elaboracion propia.

Mientras que en O. joconostle los genes detectados de la via del metabolismo
del piruvato (Figura 13) tuvieron alta expresion en T3 y baja en T4 y T5: PPD
(0J094593, 0J020915), PPCA (0J064251, 0J030086), MD1l (0J023352),
IPMSA (0J094858) y accD (0J011872).
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Metabolismo del piruvato

— |

0J084593(PPD)

0J020915(PPD)

0J030088(PPCA)

0J084251(PPCA)

0J011872(accD)

0J084858(IPMSA)

0J023352(MD1)

OJOG7640(N/A)

OJ111543(N/A)

OJ111547(N/A)

“hﬁa < bg‘\ 1!\9‘5 1‘393' “‘39:5 »(‘J«\ {5?“’5 ‘\'5?3'

Figura 13: Mapa de calor de la via KEGG metabolismo del piruvato del
desarrollo de fruto de Opuntia joconostle (T3: 60 dias después de antesis, T4:
inicio de maduracion y T5: fruto maduro). En base a la puntuacion Z-score de

los conteos normalizados de los DET.
Fuente: Elaboracion propia.

Metabolismo de glioxilato y dicarboxilato

En esta via O. albicarpa (Figura 14) presentd genes que en T3 tuvieron baja
expresion y en T4 y T5 se sobreexpresaron: CCL9 (OP101781, OP101780,
OP101778, OP054984), fmdA (OP023879), SPAC869.04 (OP023889) y AAE3
(OP054985); y genes cuya expresion fue altaen T3y bajaen T4y T5: At3g47520
(OP091027), SHM4 (OP154342), CAT1 (OP027390), GLYK (OP015424), CIT
(OP002961), GDCSH (0OP156578), RBCS2 (OP012409), RBCS1 (OP012407),
GDH2 (OP071814), Osl_09857 (OP027389), GDCSP (OP092638, OP092636),
RBCS3 (OP012412), CAT2 (OP027387, OP114696), PGLP1A (OP072577) y
rbcL (OP071950).
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Figura 14: Mapa de calor de la via KEGG metabolismo del glioxilato y
dicarboxilato del desarrollo de fruto de O. albicarpa (T3: 60 dias después de
antesis, T4: inicio de maduracién y T5: fruto maduro). En base a la puntuacién

Z-score de los conteos normalizados de los DET.
Fuente: Elaboracidn propia.

Para O. joconostle los genes cuantificados en la via del metabolismo de glioxilato

y dicarboxilato (Figura 15) tuvieron alta expresion en T3y bajaen T4y T5: MD1
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(0J023352), rbcl (0J051779, 0J051780), FAGOGAT (0J056928), ACO3
(0J131101), SHM7 (0J097124), GDCSP (0J060512) y AAE3 (0J024149).

Met. del glioxilato y dicarboxilato

0J024149(AAE3)

0J060512(GDCSP)

0J087124(SHMT)
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Figura 15: Mapa de calor de la via KEGG metabolismo del glioxilato y
dicarboxilato del desarrollo de fruto de Opuntia joconostle (T3: 60 dias después
de antesis, T4: inicio de maduracion y T5: fruto maduro). En base a la

puntuacion Z-score de los conteos normalizados de los DET.
Fuente: Elaboracidon propia.

Metabolismo de fructosa y manosa

En esta via para O. albicarpa se detectaron genes que en T3 estaban
bajoexpresados y en T4 y T5 sobreexpresados: PFK6 (OP085151), FBA3
(OP075106), y XYLA (OP152586, OP027977); otros genes presentaron baja
expresion en T3 y alta en T4 y T5: FBA2 (OP064628, OP064630), CFBP1
(OP089913), PFK3 (OP085149), TPI (OP132697), y At3g59480 (OP163884); y
genes con alta expresion en T3, baja en T4y alta en T5: At5g51830 (OP038818)
y Atlg50460 (OP035155) (Figura 16). En O. joconostle Unicamente se
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encontraron dos genes cuya expresion fue alta en T3 y baja en T4y T5 (PFP-
BETA1ly PFK7)
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Figura 16: Mapa de calor de la via KEGG metabolismo fructosa y manosa del
desarrollo de fruto de Opuntia albicarpa. (T3: 60 dias después de antesis, T4:
inicio de maduracion y T5: fruto maduro). En base a la puntuacion Z-score de

los conteos normalizados de los DET.
Fuente: Elaboracion propia.

&
<5

Via biosintesis de flavonoides

Para O. albicarpa se cuantificaron genes bajoexpresados en T3 vy
sobreexpresados en T4 y T5: CHI (OP000217) y CYP75B2 (OP040720); genes
con alta expresion en T3 y baja en T4y T5: CYP98A2 (OP160423), CCOAOMT
(OP023778, OP015161) y CYP73A16 (OP073728); y el gen FHT (OP095543)
tuvo alta, baja y alta expresién en T3, T4 y T5, respectivamente (Figura 17).
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Mientras que para O. joconostle el gen CHS (0J127439) tuvo alta expresion en

T3y baja expresion en T4y T5.
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Biosintesis de flavoniodes
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Figura 17: Mapa de calor de la via KEGG biosintesis de flavonoides del
desarrollo de fruto de Opuntia albicarpa (T3: 60 dias después de antesis, T4:
inicio de maduracion y T5: fruto maduro). En base a la puntuacion Z-score de

los conteos normalizados de los DET.
Fuente: Elaboracién propia.

Proceso biosintético de etileno

En el Proceso biosintético de etileno, para O. albicarpa el gen ACS2 (OP095274)
tuvo baja expresién en T3y alta expresion en T4 y T5, mientras que el gen ACO
(OP039114, OP039115 y OP039116) tuvo alta, baja y alta expresiébn en T3, T4y
T5, respectivamente. Para O. joconostle Unicamente se detectd la participacion
del gen ACO3 (0J131101) que tuvo alta expresién en T3 y baja expresion en T4
y T5.
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6.6. Discusion
Debido a la importancia de O. albicarpay O. joconostle, el analisis transcriptdmico
realizado durante el desarrollo y maduracion del fruto proporciona informacion

valiosa para comprender mejor la biologia de estas especies en particular.
Filtrado de datos y ensamble de novo

El menor nimero de lecturas obtenido fue en O. joconostle, lo cual se puede
atribuir a las condiciones experimentales y al método de extraccion, ya que de
acuerdo Ferriol-Marchena et al. (2015), el Trizol puede no resultar adecuado para
la extraccion de ARN probablemente por el alto contenido de polisacaridos y
polifenoles. Asi mismo, Sedano y Carrascal (2012) mencionaron que el alto
namero de lecturas generado por la secuenciacion de lllumina incrementa la

cobertura y puede permitir obtener la secuencia de todo el transcrito.

El ensamble del transcriptoma y el ensamble representativo tuvo mayor nimero
de transcritos en O. albicarpa esto debido al mayor nUmero de lecturas de la
secuenciacion. En contraste con el ensamble obtenido en plantas CAM, Mallona
et al. (2011) en Opuntia ficus-indica encontraron un total de 43,066 contigs; Gross
et al. (2013) reportaron 20,4530 y 128,869 contigs en Agave tequilana y Agave
deserti, respectivamente; Cervantes-Pérez et al. (2018) generaron un ensamble
con 170,844 transcritos a partir de los datos de hojas, raices y callos en Agave
salmiana; Wu et al. (2022) obtuvieron un ensamble de 95,412 unigenes en el
desarrollo de flor de pitahaya; Zhang et al. (2022) indicaron un ensamble de
261,468 transcritos y 150,568 unigenes en el desarrollo del fruto de pitahaya;
Valadez-Moctezuma et al. (2023) con la tecnologia MACE (Massive Analysis of
cDNA Ends) en O. ficus-indica, O. robusta y O. joconostle obtuvieron un
ensamble de 8383 (GC:40.1%), 7890 (GC: 40.11%) y 5300 (GC:39.9%)
transcritos, respectivamente. Las tasas de alineacion obtenidas (O. albicarpa=
95.97 % O. joconostle= 96.82 %) nos indica cuantas secuencias han sido

alineadas al transcriptoma y con ello la calidad del ensamble.

Anotacion funcional
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En O. albicarpa el porcentaje de transcritos que tuvieron coincidencia en la base
de datos UniProtKB/Swiss-Prot fue 11.29 % para Blastx y 34.01 % para Blastp;
mientras que en O. joconostle fue de 15,91 % para Blastx y 37.38 % para Blastx.
Al respecto, Mallona et al. (2011) detectaron en Opuntia ficus-indica 29,835
contigs con aciertos BLAST; Gross et al. (2013) obtuvieron en Agave tequilana y
Agave deserti secuencias de alrededor de 35,000 proteinas; Cervantes-Pérez et
al. (2018) identificaron 40,644 marcos de lectura abierta (ORF) y 12,209 genes
en Agave salmiana; Zhou et al. (2020) identificaron 44,263 unigenes anotados en
pitahaya;; Zheng et al.; (2021) localizaron 28,992 genes codificadores de
proteinas en pitahaya; Wu et al. (2022) reportaron que 18,564 y 18,483 unigenes
coincidian en Pfam y SwissProt para flores de pitahaya; Zhang et al. (2022) en
pitahaya detectaron 40,461 unigenes con coincidencia en la base de datos de
proteinas no redundantes del NCBI. Cabe mencionar que la mayor parte de las

proteinas anotados con Blastp y Blastx coindicen en ambas especies (Figura 1).

El gran nimero de vias KEGG y términos GO identificados en el andlisis
EggNOG-mapper, indican que los transcriptomas ensamblados contienen genes
funcionalmente diversos. Al respecto, Valadez-Moctezuma et al. (2022) en O.
ficus-indica, O. robusta y O. joconostle reportaron 282 vias KEGG y 2,793
términos GO, pero el numero de transcritos fue menor; y Zheng et al., (2021) en
pitahaya detectaron que 21,655 proteinas fueron anotadas por eggNOG, 9,920

de ellas se asignaron a vias KEGG y 10,093 a términos GO.
Anélisis de expresion diferencial y analisis KEEG

O. albicarpa presentd el mayor numero de transcritos expresados
diferencialmente, lo cual puede ser atribuido a que durante la maduracion de
estos frutos se sintetizan azUcares, flavonoides y diversos metabolitos
secundarios, esto se ve reflejado un mayor nimero de términos GO y vias KEGG
enriquecidas significativamente (metabolismo de carbohidratos, biosintesis de
metabolitos secundarios, vias metabolicas, biosintesis de flavonoides vy
biosintesis de aminoacidos). Mientras que en O. joconostle el fruto maduro es

acido, lo que podria explicar el menor nimero de transcritos expresados
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diferencialmente y en consecuencia un menor numero de vias KEGG y términos

GO enriquecidos.

En ambas especies, el contraste T3 vs T4 registré el mayor numero de DET, lo
gue indica que el periodo entre T3 y T4 manifiesta los cambios transcripcionales
mas dinamicos, lo cual esta relacionado con el crecimiento acelerado del fruto; al
respecto, Wu et al. (2020) identificaron un mayor nimero de DEG en R2_vs W2
(25 dias después de polinizacion) con 11,317 DEG regulados al alza y 4,788
regulados a la baja en pitaya de pulpa roja y de pulpa blanca. Asi mismo, Wu et
al. (2022) encontraron 1,492 DEG superpuestos entre las ultimas cuatro etapas

del desarrollo de la flor de pitahaya.

El mayor nimero de términos GO corresponde a la categoria de procesos
biolégicos. Al respecto, Valadez-Moctezuma et al. (2022) al realizar comparacion
de frutos de O. ficus-indica vs O. robusta, O. ficus-indica vs O. joconostle y O.
joconostle vs O. robusta detectaron que la mayor parte de términos GO se
clasificaron como procesos biolégicos. De las vias KEGG enriquecidas en el
presente estudio, Valadez-Moctezuma et al. (2022) reportaron coincidencias en
O. ficus-indica, O. robusta, O. joconostle: vias metabdlicas, biosintesis de
metabolitos secundarios, metabolismo del carbono, biosintesis de aminoacidos y

glucolisis/gluconeogénesis.
Vias del metabolismo de carbohidratos

Teran et al. (2014), detectaron que los sélidos solubles totales y azucares totales
aumentan significativamente en el transcurso de la maduracion del fruto de
Opuntia. Zenteno-Ramirez et al. (2015) en frutos de Opuntia albicarpa
determinaron 14.55 mg mL? de azlcares totales (glucosa=8.14 mg mL?%,
fructosa=6.39 mg mL? y sacarosa=0.01 mg mL?); asi mismo, Reyes-Ocampo et
al. (2019) en mucilago de Opuntia ficus-indica cuantificaron ramnosa (20.26 %),
acido galacturonico (13.27 %), arabinosa (12.54 %), glucosa (12.24 %), galactosa
(8.89 %), manosa (8.31 %), xilosa (6.85 %) y fucosa (1.6 %). Por lo anterior, se

analizaron las vias del metabolismo de los carbohidratos en este estudio.
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De las vias del metabolismo de carbohidratos enriquecidas en frutos de O.
albicarpa y O. joconostle, Valadez Moctezuma et al. (2022) detectaron las vias
metabolismo de amino-azlcares y nucleétidos de azlcar y metabolismo de

galactosa en cladodios y frutos maduros de tres especies de Opuntia.

En las vias del metabolismo de carbohidratos, para fruto maduro de tuna se
detectaron genes sobreexpresados (BGLU12, TPPA, TPS7, TPPG, BAM2,
PFK6, FBA3, XYLA, AGAL3 y GALM) y genes bajoexpresados (ADG2, PGMP,
WAXY, TPS9, SPS, BGLU44, SS1, SS, DPEP, PFK3, GOLS2, AGAL1, RFS,
FBA2, CFBP1 y TPI); mientras que en fruto maduro de xoconostle los genes
detectados tuvieron baja expresion (SS, SS4, TPS5, DPE2, AMY3, AGPS1,
AAE3, ACO3, MD1, rbcL, SHM7, GDCSP, PPD, PPCA, accD y IPMSA); lo cual

explica la acidez del fruto maduro de xoconostle.

En el metabolismo de carbohidratos, diversas investigaciones han reportado los
genes involucrados: Para la via del metabolismo del almidon y la sacarosa,
Cortés-Sierra et al. (2015) en yuca identificaron patrones de expresion génica
diferencial para genes de almidén como sucrose synthase (SS), beta-amylase
(BAM2 y BAM3) y granule-bound starch synthase (WAXY=GBSS); Zhang et al.
(2022) detectaron 17 genes involucrados en esta via para pitahaya, donde VAI,
NI y SS son cruciales para la acumulacién de azucar; Wu et al. (2022)
encontraron que trehalosa-fosfato (TPS) y almidon sintasa (SS1, SS) participan
en el transporte de carbohidratos y tuvieron una expresion diferencial significativa
durante el crecimiento de yemas florales y flores en pitaya. La via del
metabolismo de piruvato fue estudiada en kiwi por Abid et al. (2022), donde
identificaron genes como piruvato quinasa (PK), L-lactato deshidrogenasa (LDH),
piruvato descarboxilasa (PDC), aldehido deshidrogenasa (ALDH), acetil-
coenzima A sintetasa (CoA) y piruvato deshidrogenasa (PDH), esta via confiere
confieren tolerancia al estrés salino. Para la via metabolismo de fructosa y
manosa, Hai-Shun et al. (2020) en Lolium perenne cuantificaron los genes
fructose-bisphosphate aldolase (FBA2 y FBA3) y 6-phosphofructokinase (PFK3y
PFK®6).
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Via de biosintesis de flavonoides

En relacion con la biosintesis de flavonoides, Fernandez-Lopez et al. (2010)
identificaron a los flavonoides miricetina y luteolina, quercetina, isoramnetina y
kaempferol en frutos de Opuntia. En el presente estudio se detecto flavonoide 3'-
monooxigenasa (CYP75B2), el cual participa en la sintesis de quercetina.
Valadez-Moctezuma et al. (2022), también cuantificaron la expresion diferencial
del gen chalcone-flavonone isomerase (CHI) en tres especies de Opuntia, el cual

esta implicado en la ruta biosintética de todas las clases de flavonoides.
Proceso biosintético de etileno

Los genes ACS2 y ACO detectados en O. albicarpa participan en dos pasos
especificos de la biosintesis de etileno; de acuerdo con Houben y Van de Poel
(2019), en una primera reaccion la S-adenosil-L-metionina (SAM) se convierte en
acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) mediante la ACC-sintasa (ACS),
posteriormente, la ACC-oxidasa (ACO) convierte el ACC en etileno. Mientras que
el gen ACO3 (aconitate hydratase 3) cuantificado en O. joconostle juega un papel
en la regulacién de la resistencia al estrés oxidativo y la muerte celular, lo que
podria explicar que el fruto de xoconostle maduro permanezca mucho tiempo en

la planta.

6.7. Conclusiones

Los resultados sobre el transcriptoma de O. albicarpa y O. joconostle
proporcionan informacién valiosa para comprender mejor los procesos
moleculares que regulan su metabolismo, y pueden ser utilizados para estudios
genéticos sobre el género Opuntia. El estudio transcriptomico en tuna y
xoconostle revel6 genes especificos involucrados en vias metabdlicas
importantes en el desarrollo y maduracién de estos frutos; en tuna se detectaron
genes involucrados en las vias del metabolismo de carbohidratos sobre
expresados diferencialmente en fruto maduro (BGLU12, TPPA, TPS7, TPPG,
BAM2, PFK6, FBA3, XYLA, AGAL3 y GALM) y genes cuya expresion tendié a la
baja (ADG2, PGMP, WAXY, TPS9, SPS, BGLU44, SS1, SS, DPEP, PFK3,
GOLS2, AGAL1, RFS, FBA2, CFBP1 y TPI); mientras que para xoconostle la
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expresion de los genes del metabolismo de carbohidratos fue a la baja en fruto
maduro (SS, SS4, TPS5, DPE2, AMY3, AGPS1, AAE3, ACO3, MD1, rbcL, SHM7,
GDCSP, PPD, PPCA, accD y IPMSA). En la biosintesis de flavonoides para tuna
se detectaron genes que en fruto maduro tuvieron alta expresion (CHI, CYP75B2
y FHT) y genes con baja expresion (CYP98A2, CCOAOMT y CYP73A16; para
xoconostle el gen CHS bajo su expresion en fruto maduro. En el proceso
biosintético de etileno el gen ACO3 fue detectado en xoconostle, este regula la
resistencia al estrés oxidativo y la muerte celular. La comparacion de los perfiles
transcriptomicos entre tuna y xoconostle podria ayudar a identificar genes
especificos relacionados con caracteristicas agronémicas y de calidad de los

frutos.
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VII. CONCLUSIONES GENERALES

Se proporciona informacion valiosa para una comprension detallada de los
procesos moleculares que regulan el metabolismo del desarrollo de frutos de
Opuntia albicarpa y Opuntia joconostle. Lo que beneficia la comprension de la

biologia de estas especies en patrticular.

Los estudios revelaron la expresién de genes especificos relacionados con
importantes vias metabdlicas. En el metabolismo de carbohidratos: para fruto
maduro de tuna, genes sobreexpresados (BGLU12, TPPA, TPS7, TPPG, BAM2,
PFK6, FBA3, XYLA, AGAL3 y GALM) y subexpresados (ADG2, PGMP, WAXY,
TPS9, SPS, BGLU44, SS1, SS, DPEP, PFK3, GOLS2, AGAL1, RFS, FBAZ,
CFBP1 y TPI); en fruto maduro de xoconostle, genes subexpresados (SS, SS4,
TPS5, DPE2, AMY3, AGPS1, AAE3, ACO3, MD1, rbcL, SHM7, GDCSP, PPD,
PPCA, accD y IPMSA). En la biosintesis de flavonoides: para fruto maduro de
tuna, genes sobreexpresados (CHI, CYP75B2 y FHT) y subexpresados
(CYP98A2, CCOAOMT y CYP73A16); en fruto maduro de xoconostle el gen CHS
subexpresado. En el proceso biosintético de etileno: en fruto maduro de tuna
genes con alta expresion (ACS2 y ACO) y para fruto maduro de xoconostle se
detectd el gen ACO3 con baja expresion. Estos genes son cruciales para el

desarrollo y la maduracién de los frutos de xoconostle y tuna.

La comparacion de perfiles transcriptomicos entre xoconostle y tuna permite
identificar diferencias y similitudes en la expresion génica entre estas especies.
Este enfoque puede ayudar a descubrir genes especificos relacionados con
caracteristicas agronémicas y de calidad de los frutos, lo que tiene implicaciones

importantes para la mejora genética y la seleccion de genotipos.

Los resultados proporcionan una base soélida y completa para futuros estudios
genéticos y moleculares en el género Opuntia.
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