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RESUMEN GENERAL1 

Expresión génica como indicador de viviparidad en nogal pecanero (Carya 
illinoinensis [Wangenh.] K. Koch) 

La viviparidad en Carya illinoinensis se refiere al desarrollo específico de la nuez 
en la que se minimiza la etapa de latencia y germina antes de ser cosechada. 
Este problema fisiológico ha sido estudiado y reportado en diferentes especies 
vegetales. Sin embargo, en nuez pecanera la información sobre los mecanismos 
genéticos implicados en el desarrollo y la viviparidad siguen siendo insuficientes. 
El objetivo de este estudio fue evaluar la expresión de genes relacionados con 
las fitohormonas ácido abscísico y giberelinas durante diferentes etapas 
fenológicas de la nuez, con el fin de contribuir en el conocimiento a nivel 
molecular de los mecanismos de expresión génica durante el desarrollo y 
viviparidad de la nuez pecanera, en el Norte de México. Con apoyo de 
herramientas bioinformáticas se diseñaron primers adecuados para ser utilizados 
en el estudio de la viviparidad de la nuez. Mediante diferentes protocolos se 
evaluó la extracción de ARN a partir del tejido embrionario de la nuez, obteniendo 
un protocolo eficaz en el aislamiento de ARN de calidad para ser usado en 
ensayos de PCR. Finalmente, fue posible realizar ensayos de PCR tiempo real y 
evaluar la expresión génica en diferentes etapas fenológicas de la nuez 
pecanera. Estos resultados son un acercamiento para dilucidar aún más el 
mecanismo molecular del desarrollo y viviparidad de la nuez pecanera.   

Palabras clave: Carya illinoinensis, fitohormonas, germinación prematura, PCR 
tiempo real.   
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ABSTRACT2 

Gene expression as an indicator of viviparity in pecan nut (Carya 
illinoinensis [Wangenh.] K. Koch) 

Viviparity in Carya illinoinensis refers to the specific development of the nut in 
which the latency stage is minimized and it germinates before being harvested. 
This physiological problem has been studied and reported in different plant 
species. However, information on the genetic mechanisms involved in 
development and viviparity remains insufficient in pecan nut. This study aimed to 
evaluate the expression of genes related to phytohormones abscisic acid and 
gibberellins during different phenological stages of the nut, to contribute to 
molecular-level knowledge of gene expression during the development and 
viviparity of pecan nut, in northern Mexico. With support from bioinformatics tools, 
appropriate primers were designed for use in the studying nut viviparity. Through 
different protocols, RNA extraction was evaluated from the embryonic tissue of 
the nut, obtaining an effective protocol for isolating quality RNA to be used in PCR 
assays. Finally, it was possible to perform real-time PCR assays and evaluate 
gene expression at different phenological stages of pecan nut. These results are 
an approach to further elucidate the pecan nut´s molecular mechanism of 
development and viviparity. 

Keywords: Carya illinoinensis, phytohormones, premature germination, real-time 
PCR. 
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CAPÍTULO I 

1. INTRODUCCIÓN GENERAL 

El nogal pecanero (Carya illinoinensis) es la especie más importante de su 

género. Se cultiva principalmente por su fruto, que es rico en aceites y proteínas, 

y por su madera de buena calidad (Casales et al., 2018), convirtiéndose en un 

cultivo de importancia económica a nivel mundial. 

México es el séptimo país productor de nuez pecanera en el mundo, con 135,947 

toneladas en el último ciclo agrícola (FAO, 2023), siendo el estado de Chihuahua 

la principal entidad productora (77,826 t), seguido de los estados de Coahuila, 

Sonora, Durango y Nuevo León, siendo un fruto con gran potencial comercial 

(SIAP, 2023). Al desarrollarse en estas regiones con veranos y otoños cálidos y 

con baja precipitación durante todo el año, los principales problemas que enfrenta 

durante su manejo y cosecha son la brotación irregular, la caída de flores y frutos, 

y la germinación prematura (viviparidad); lo cual afecta considerablemente la 

rentabilidad (Vieira et al., 2015). 

En cuanto a la viviparidad, esta se presenta como un mecanismo de 

sobrevivencia que han desarrollado las especies nativas, para asegurar su 

perpetuidad. Consiste en la germinación de la semilla al momento de alcanzar la 

madurez del fruto, aun cuando se encuentra en el seno de la planta madre (Wood, 

2015). Involucrando la falta de latencia en la semilla, por la falta de mecanismos 

de control en el crecimiento del embrión el cual emerge a través de la testa antes 

de la abscisión del fruto (Casillas-Álvarez et al., 2018). Dicho fenómeno es 

contrario a los intereses comerciales, dado que la calidad de la nuez se ve 

reducida al desarrollar sabores amargos y oscurecimiento en la almendra, que 

disminuyen el precio de compra del producto y generan pérdidas económicas 

postcosechas para los productores (García-Moreno et al., 2020). 

Estudios previos sobre viviparidad en especies de plantas como maíz, sorgo, 

trigo, cebada, arroz y Arabidopsis thaliana indican que el grado de latencia y 
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susceptibilidad a la germinación prematura depende de la interacción de una 

serie de factores de tipo genético-ambiental (Wells, 2017) relacionado con el 

balance entre la acción de las fitohormonas ácido abscísico (ABA) y giberelinas 

(GA) (Wood, 2015). Considerando que el balance hormonal está determinado por 

las concentraciones endógenas de estas hormonas y/o por la sensibilidad de los 

tejidos a estos compuestos (Villa, 2006), así como de las condiciones climáticas 

como la temperatura del ambiente y la humedad que imperan en una región 

(León, 2014). 

Las variaciones en las concentraciones de dichas fitohormonas pueden ser 

resultado de la expresión diferencial de alguno de los genes que codifican para 

alguna enzima regulatoria en la ruta biosintética de estas. Sin embargo, a pesar 

de la importancia económica y agronómica del nogal pecanero en la región Norte 

de México, se sabe muy poco acerca de los mecanismos moleculares en el 

proceso de maduración y viviparidad de la nuez. Los estudios de expresión 

génica constituyen una estrategia útil para el entendimiento, a nivel molecular, de 

los patrones de expresión bajo una condición determinada (Martínez, 2019). Por 

lo anterior, resulta importante evaluar la expresión de genes de interés 

relacionados con las fitohormonas ABA y GA durante diferentes etapas 

fenológicas del desarrollo de la nuez.   

El presente documento de Tesis de Investigación Doctoral incluye dos primeros 

capítulos sobre el estado del arte del proceso de desarrollo y viviparidad de la 

nuez pecanera; conteniendo información sobre los cambios fisiológicos y 

moleculares que ocurren en el fruto durante su maduración y germinación. En el 

capítulo III, se describe el proceso de diseño y selección de primers candidatos 

para el estudio de la viviparidad en nuez pecanera. El capítulo IV corresponde al 

primer artículo derivado de la presente Investigación Doctoral, el cual aborda la 

evaluación de protocolos de extracción de ARN total a partir del tejido embrionario 

de nuez pecanera. Finalmente, el capítulo V refiere la evaluación de los niveles 

de expresión relativa de algunos genes relacionados con el desarrollo y la 

viviparidad de la nuez pecanera. 
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1.2. OBJETIVOS 

1.2.1 Objetivo general 

Contribuir en el conocimiento a nivel molecular de los mecanismos de expresión 

génica del desarrollo y la viviparidad de la nuez pecanera, en el Norte de México. 

1.2.2 Objetivos específicos 

i) Establecer un protocolo de extracción de ARN efectivo para ser utilizado en el 

tejido embrionario de la nuez pecanera.  

ii) Identificar genes candidatos, para evaluar la expresión génica de la viviparidad 

en nuez pecanera, mediante uso de herramientas bioinformáticas.  

iii) Evaluar la expresión de los genes involucrados en la viviparidad en nogal 

pecanero mediante técnicas de biología molecular. 

1.3. HIPÓTESIS 

i) Un protocolo de extracción que incluya buffer CTAB como agente lítico, fenol: 

cloroformo como agente de extracción y cloruro de litio e isopropanol como 

agente de precipitación garantiza obtener ARN total de calidad a partir del tejido 

embrionario de nuez pecanera. 

ii) El diseño in silico de primers para la amplificación de genes relacionados con 

ácido abscísico y giberelinas es factible y permitirá el estudio de la viviparidad en 

nuez pecanera. 

iii) Los genes ABA 8H, AOG, GA2ox2 y GA3ox1 están involucrados 

positivamente en los factores de transcripción que promueven la viviparidad en 

nogal. 
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CAPÍTULO II 

2. REVISIÓN DE LITERATURA 

2.1 Distribución y producción de nuez pecanera 

El género Carya de la familia Juglandaceae, comprende más de 20 especies, de 

las cuales trece son nativas de Estados Unidos de América, y siete son cultivadas 

por sus nueces, siendo el nogal pecanero [Carya illinoinensis (Wangenh). K. 

Koch] el único con importancia económica a nivel mundial (Casales et al., 2018). 

Sin bien, la nuez pecanera es una especie originaria de América del Norte, 

también se cultiva en China, Turquía, Chile, Australia, Brasil, Canadá, México, 

Israel y Sudáfrica (FAO, 2023; Castillo et al., 2019). La distribución de la especie 

Carya en esta extensa zona geográfica es el resultado de su gran capacidad de 

adaptación a las diferentes condiciones ambientales como la precipitación anual, 

la humedad ambiental y las temperaturas extremas (Urrea y Urzúa, 2016).  

El nogal pecanero es una especie perenne altamente valorada por sus nueces, 

ya que estas forman parte de la dieta de un gran número de animales, al igual 

que de los humanos quienes la aprovechan por su valor nutricional (Urrea y 

Urzúa, 2016). A nivel nacional, impulsado por el incremento de la demanda 

internacional, ha experimentado un crecimiento acelerado en los últimos años 

(Tarango-Rivero et al., 2019), con una superficie plantada de 146,239 ha y una 

producción total de 135,947 t con un rendimiento promedio de 1.22 t∙ha-1 las 

cuales son cosechadas entre los meses de octubre a diciembre (SIAP, 2023). 

Convirtiéndose en una de las principales actividades económica en el norte de 

México y sur de los Estados Unidos, en donde las principales variedades 

comerciales son Western y Wichita (Tarango-Rivero, 2004).  

Como los demás frutales, el nogal pecanero, está constantemente expuesto a 

condiciones externas que, dependiendo de su intensidad y duración, puede 

inhibir su crecimiento, desarrollo y producción. A estas condiciones que limitan la 

expresión del potencial de rendimiento genético se les define como estrés y 
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varían dependiendo de la susceptibilidad de cada especie. La respuesta de las 

plantas ante las condiciones de estrés generalmente implica un consumo 

energético que busca garantizar principalmente la supervivencia de la planta pero 

que puede afectar negativamente el rendimiento. Tanto las condiciones de estrés 

como de exceso hídrico pueden tener un efecto significativo en el crecimiento, 

desarrollo y reproducción de las plantas. Estas condiciones pueden determinar 

la distribución geográfica de las especies, al generar una presión selectiva en la 

evolución de una población determinada (Urrea y Urzúa, 2016). 

Este cultivo, se desarrolla en regiones donde se presentan condiciones extremas 

de temperaturas altas y bajos registros de precipitación durante todo el año, en 

comparación con aquellas áreas en las que el cultivo se desarrolla de forma 

nativa. Estas condiciones extremas ocasionan problemas fisiológicos como 

brotación irregular, caída de flores y frutos y viviparidad que afectan el 

rendimiento, calidad y rentabilidad de la nuez (Vieira et al., 2015). 

2.2. Clasificación y morfología 

El nogal pecanero se clasifica bajo el Reino Plantae; clase, Magnoliopsida; 

Orden, Juglandales; Familia, Juglandaceae y género, Carya. El género Carya se 

compone de aproximadamente 25 especies, de las cuales Carya illinoinensis es 

el cultivo económicamente más viable (Casales et al., 2018). 

De acuerdo con Urrea y Urzúa (2016), es una planta angiosperma dicotiledónea 

leñosa de hábito arbóreo, en su hábitat natural llega a medir de 30 a 55 metros 

de alto con un dosel de más de 2 metros de diámetro, caducifolio con hojas 

compuestas sésiles imparipinnadas que varían en longitud y color dependiendo 

del cultivar. Es una especie monoica con flores unisexuales, estaminadas y 

pistiladas en el mismo árbol, con dicogamia y polinización anemófila (Casales et 

al., 2018). 

Su fruto es drupáceo, monospermo dehiscente con endocarpio endurecido, su 

forma y dimensión varia de un cultivar a otro y la maduración ocurre en el otoño 

de la misma temporada (Poletto et al., 2019). La nuez es un órgano de 



6 
 

almacenamiento de minerales, carbohidratos, aceites, aminoácidos y proteínas 

(Flores-Cordova, 2017; Reyes-Vázquez, 2016) que sirven al embrión para la 

respiración, germinación e incluso en las primeras etapas de desarrollo de la 

planta hasta que se vuelve autosuficiente. El desarrollo de la nuez comienza con 

la polinización y termina con el endurecimiento de la cáscara. El tiempo de 

cosecha depende del área de cultivo y se realiza tan pronto como la nuez está 

madura fisiológicamente, el ruezno se seca, se abre y permite la caída de la nuez. 

Las nueces se recogen manual o mecánicamente, utilizando un agitador 

hidráulico de troncos y una cosechadora mecánica (Urrea y Urzúa, 2016). 

2.3 Fenología del nogal pecanero 

La fenología hace referencia al estudio de las reacciones de los organismos 

vivos, frente a los cambios estacionales y climáticos en su ambiente. El estudio 

fenológico del nogal permite conocer las fechas de inicio y término de los estadios 

importantes como la brotación y floración tanto femenina como masculina, en 

relación con las limitantes climáticas de cada región. Así mismo, permite definir 

el momento oportuno de los tratamientos sanitarios para la prevención y control 

de plagas y enfermedades, fertilización, momentos de mayor susceptibilidad a 

heladas, manejo de problemas fisiológicos, entre otros (Fernández, 2021).  

De acuerdo con Godoy et al. (2000) y Almeida (2001), en el nogal pecanero se 

observan siete etapas de desarrollo: 

1) Endoletargo. Durante esta fase, la fuente de inhibición está localizada 

dentro de las yemas, esta etapa puede ser considerada como una expresión de 

inhibición endógena. Su intensificación se produce generalmente en el otoño y 

disminuye a finales de dicha estación, y en el invierno, cuando los requerimientos 

de frío por parte de los tejidos vegetales están pronto a cumplirse. 

2) Brotación. La brotación de la yema primaria varía según el clima 

prevaleciente al inicio del año. Se ha observado que el nogal pecanero requiere 

exposición al frío (400-800 horas frío) durante el periodo invernal para tener una 
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brotación uniforme y regular. Este proceso ocurre entre la segunda y tercera 

semana de marzo. 

3) Floración. La flor se forma en las primeras etapas del crecimiento del 

brote en la primavera; cuando aún permanecen bajo la cubierta de las yemas 

primarias. Sin embargo, la aparición de las flores no siempre ocurre 

simultáneamente (dicogamia) y tienen diferentes duración: dos o tres semanas 

la flor femenina y una o dos semanas la emisión de polen. 

4) Estado acuoso. Ocurre a los 66 días después de la receptividad del 

estigma, alrededor de la segunda a tercera semana de junio. 

5) Máximo estado acuoso. Coincide con el inicio del endurecimiento de la 

cáscara en el fruto, se alcanza la primera semana de julio cuando el fruto ha 

alcanzado 85% de la longitud y ancho final. 

6) Inicio del llenado de fruto. Comienza ocho días después de haberse 

iniciado el endurecimiento de la cáscara. 

7) Fin del llenado de fruto. Desde el inicio del llenado del fruto hasta que se 

complete el llenado del fruto, se requieren alrededor de 45 días. La almendra 

alcanza su tamaño total alrededor de la segunda semana de septiembre. 

2.4 Factores que afectan la productividad de Carya illinoinensis  

En los últimos años, la producción de nuez pecanera ha tomado importancia 

debido al incremento de la superficie plantada. Además, en el manejo de este 

cultivo se ha observado la evolución de las prácticas agronómicas que influyen 

en gran medida en el desarrollo de la planta desde su establecimiento, así como 

en la cantidad y calidad de los frutos (Esquer, 2010).  

Sin embargo, a pesar de la evolución en el manejo del cultivo para la obtención 

de mayores rendimientos, este cultivo presenta pérdidas por diferentes factores, 

tanto bióticos como abióticos, como insectos plaga y enfermedades; la 

temperatura, precipitación y la humedad relativa del ambiente (Martínez, 2014). 

Además, existen desequilibrios fisiológicos, como la alternancia de producción y 

viviparidad, que perturban el desarrollo normal de la nuez pecanera y que 

potencialmente limitan la productividad (Ramírez-Estrada et al., 2020). 
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2.5 Viviparidad 

A través del tiempo las plantas han desarrollado adaptaciones asociadas a la 

supervivencia y reproducción; las primeras están basadas en la tolerancia al 

cambio climático y al ambiente en que se desarrollan, y las reproductivas en 

adaptaciones embriológicas como la germinación vivípara, brotado precosecha o 

viviparidad (Pérez-González et al., 2015).  

La viviparidad puede presentarse en plántulas capaces de traspasar el pericarpio 

y liberarse o bien cuando la plántula permanece encriptada hasta la dehiscencia 

del fruto o hasta que la pared del fruto es perforada por los consumidores. En 

cualquiera de los casos, ocurre antes de la dispersión de las semillas, cuando 

estas están maduras y continúan activas fisiológicamente dentro del fruto, lo que 

conlleva al crecimiento continuo del embrión y la germinación (Pérez-González 

et al., 2015). Aun cuando el fruto haya alcanzado la madurez o la dehiscencia y 

abscisión de la planta madre, en el proceso, el embrión aprovecha la humedad 

del fruto para continuar el desarrollo (Cota-Sánchez, 2008). 

Los ejemplos más conocidos de viviparidad son el mangle (Rhizophora mangle) 

(Qiao et al., 2020), nogal (Carya illinoinensis) (Lagarda, 2012), cebada (Hordeum 

vulgare) (Gualano, 2011), maíz (Zea mays) (Márquez Ortiz & Ortiz Cereceres, 

1984), trigo (Triticum aestivum) (Bainotti et al., 2009), chayote (Sechium edule) 

(Vernieri et al., 1989) y algunas cactáceas (Echinocactus platyacanthus) (Pérez-

González et al., 2015), en los cuales se han realizado diversos estudios 

fisiológicos y moleculares para determinar la causa de este problema. 

Particularmente, en nogal pecanero ha sido reportada desde el establecimiento 

de las primeras huertas cultivadas, presentándose durante la época de 

maduración y cosecha de las nueces. Ocurre en las regiones nogaleras con 

veranos y otoños cálidos, como son el estado de Sonora, norte de Coahuila, La 

Comarca Lagunera y Sur de Chihuahua (Barrera et al., 2017; Wood, 2015). 

Siendo un problema de consideración ya que, al disminuir la calidad de la nuez 



9 
 

se disminuye los precios de venta del producto y generan pérdidas económicas 

postcosechas para los productores (García-Moreno et al., 2020). 

2.5.1 Factores que promueven la viviparidad de la nuez pecanera 

De acuerdo con Wells (2017), en nogal pecanero la viviparidad se presenta como 

resultado de la relación de una serie de factores de tipo genético-ambiental que 

coinciden para promover la germinación de la nuez antes de cosecharla. 

1) Variedades susceptibles. Existen algunas variedades de nogal 

susceptibles a la viviparidad, aparentemente la controlan mediante la presencia 

de condiciones ambientales adversas al crecimiento, en especial con las 

temperaturas mínimas inferiores a los 17 °C al tiempo de alcanzar la maduración 

de la nuez. 

2) Temperaturas altas durante el periodo de maduración de la nuez. La 

germinación prematura se presenta bajo condiciones ambientales que ocurren 

durante la época de maduración y apertura del ruezno (15 de septiembre-15 de 

octubre), en especial cuando la temperatura es alta tanto en el día como en la 

noche (> 17 °C).  

3) Presencia de periodos de sequía durante el desarrollo de la nuez. La 

humedad del suelo es muy importante para disparar el fenómeno de la 

germinación prematura; en especial si los riegos no coinciden con el desarrollo 

de la almendra, donde se ha demostrado que la falta de agua durante este 

periodo aumenta la germinación de la nuez antes de la cosecha. 

4) Periodo de cosecha. En el Norte de México, la época de cosecha ocurre a 

los 20-25 días después del inicio de apertura del ruezno, cuando el 95% de las 

nueces desprende el ruezno de la cáscara de la nuez; se considera en forma 

general que inicia en los primeros días de octubre (Lagarda, 2012). 

5) Condiciones de carga que tenga el árbol. La carga de cosecha que deben 

tener los árboles en producción debe ser controlada para lograr buena calidad, y 

producción, así como para prevenir la germinación prematura de nuez. 

Considerando los hábitos de fructificación de los nogales, el balance de 

producción más favorable es cuando éstos alcanzan a tener 50% de los brotes 
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con racimo; sin embargo, dicho balance en árboles maduros difícilmente se logra 

en forma natural, por lo que sólo se puede lograr con el aclareo de frutos 

mediante la poda o con la vibración de árboles durante el mes de junio (Lagarda, 

2012). 

6) Hormonales. Existen fitohormonas como el ácido abscísico y las 

giberelinas que se encuentran asociadas directamente a los procesos de 

germinación de las semillas (Lagarda, 2012). 

2.6 Aspectos moleculares y expresión de genes asociados con la 

dormancia y germinación de las semillas 

El desarrollo, latencia y germinación de las semillas son procesos productivos 

compartidos con la mayoría de las especies vegetales (Fernández, 2009). En las 

plantas “vivíparas”, el desarrollo de las semillas se salta la latencia y procede 

directamente a la fase de germinación donde los embriones, a través de un 

proceso genético innato, continúan creciendo y germinando en hipocótilos 

extensos antes de la dispersión (Qiao et al., 2020). Este modelo reproductivo 

reportado en diferentes especies vegetales se caracteriza por ser una adaptación 

necesaria para que las semillas crezcan y se desarrollen en la planta madre, con 

el fin de asegurar su supervivencia (Batygina, 2005).  

Las hormonas vegetales, en particular, las giberelinas y el ácido abscísico han 

sido relacionados directamente con los procesos de latencia y germinación de 

semillas en todas las especies de plantas; las primeras como estimulantes y las 

segundas como inhibidores (Gómez-Castañeda et al., 2003; Fernández-Arbaizar 

et al., 2002).  

Algunos estudios realizados, han generado información acerca del 

comportamiento de estas fitohormonas, como el ácido abscísico (ABA); que 

dentro de sus funciones y efectos fisiológicos en las plantas induce al proceso 

del letargo. 

El ABA es una hormona involucrada en la dormancia de semillas para muchas 

especies favoreciendo la latencia, inhibiendo la germinación y las fases de 
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absorción de agua (Rodríguez, 2019; Beraud et al., 2016). Tiende a 

incrementarse con la maduración del fruto y puede estar involucrado en la 

prevención de la viviparidad y en la inducción de latencia en las semillas. Dicho 

compuesto es antagónico o contrarresta los efectos de las giberelinas, se 

presenta en altas concentraciones en las cubiertas seminales y desaparece con 

la estratificación; tratamiento pre germinativo para semillas en letargo, en el cual 

las semillas embebidas de agua son sometidas a un periodo de enfriamiento para 

que se efectué la postmaduración del embrión y así eliminar esta latencia (De la 

Cruz et al., 2013), no obstante, la desaparición no necesariamente coincide con 

el inicio de la germinación (Hartman y Kester, 2001). El contenido de ácido 

abscísico en las semillas es muy bajo durante la embriogénesis temprana, se 

incrementa a un máximo hacia la etapa media y tardía del desarrollo del embrión, 

y después disminuye con la maduración de estas. Aunado a esto, el aumento 

estándar del contenido de ácido abscísico al inicio y durante la etapa media del 

desarrollo de la semilla controla la acumulación de proteínas de reserva (Azcón-

Bieto y Talón, 2008). 

En mangles, la viviparidad coincide con una reducción de la concentración de 

ácido abscísico y proteínas (dehidrinas) que protegen las membranas celulares 

de la desecación, incrementando el transporte de agua al embrión y reduciendo 

el estrés osmótico, cambios requeridos para el crecimiento continuo y precocidad 

en el desarrollo de la plántula (Qiao et al., 2020; Hong et al., 2018). En el caso 

del maíz, existen activadores y represores de proteínas, como el activador 

transcripcional para viviparidad (VP1), cuya acción es inducir genes específicos, 

la producción de ácido abscísico, promover la tolerancia a la desecación, reducir 

el crecimiento del embrión y propiciar la madurez tardía (Carrari, 2001). En 

Arabidopsis la latencia de las semillas se asegura a través de al menos dos 

procesos secuenciales de desarrollo: la detención del crecimiento embrionario 

regulado por los genes de tipo FUS3/LEC, y la latencia embrionaria regulada por 

ABI3 y ácido abscísico (Raz et al., 2001). También, mutantes de Arabidopsis 

thaliana, deficientes de GAs, indican que la biosíntesis de giberelinas activas está 

regulada negativamente durante el desarrollo de la semilla, evitando así la 
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germinación precoz (viviparidad) (Raz et al., 2001). Así mismo, se han 

correlacionado los niveles de expresión de algunos genes como NCED (Nine-cis-

epoxycarotenoid dioxygenase), ABA8´-hidroxilasa, ZEP/ABA1 (Zeaxanthin 

epoxidase/ ABA Deficient 1), SDR/ABA2, AA0, ABA3, ABI3, ABI4 y ABI5 con el 

mantenimiento y liberación de la dormición, vía catabolismo del ABA (Chen et al., 

2020; Fernández, 2009; Cadman et al., 2006; Millar et al., 2006; Xiong & Zhu, 

2003). 

Por su parte, las giberelinas (GAs) son fitohormonas esenciales en los procesos 

de desarrollo de la planta, tales como la germinación de semillas, la elongación 

del tallo, expansión de las hojas, floración y germinación de las semillas. Estando 

presentes en muchos tejidos vegetativos y florales en bajas concentraciones 

(Hedden y Phillips, 2000). 

Estudios previos han comprobado que los procesos de desarrollo, mediados por 

giberelinas, están regulados en parte por el cambio de la concentración en las 

células de GAs activas. Esto indica que las concentraciones de GAs deben ser 

cuidadosamente moduladas, tal vez mediante la integración de varias señales 

endógenas y externas (Hedden y Phillips, 2000; Kasahara et al., 2002). 

Las giberelinas estimulan la germinación mediante la inducción de la expresión 

de enzimas hidrolíticas que debilitan las paredes celulares en los tejidos que se 

oponen a la emergencia radicular (endospermo y cubierta seminal), movilizan las 

sustancias de reserva de la semilla y estimulan la expansión del cotiledón y la 

radícula, favoreciendo la vía de transición del desarrollo embriogénico al 

vegetativo. Dicha estimulación podría estar mediada, por el factor de 

remodelación de la cromatina PICKLE (PKL) o por la proteína de identidad 

embrionaria FUSCA3 (FUS3), la cual estimula positivamente la síntesis de ABA 

y regula negativamente la síntesis de GAs (Narro, 2014; Hernando, 

2012; Fernández, 2009).  

Algunos estudios, en la vía del metabolismo de las giberelinas, han reportado una 

serie de genes que controlan su nivel; KS, KO, KAO, GA20ox, GA3ox y GA2ox 
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(He et al., 2020; Hedden & Thomas, 2012). En Arabidopsis GA3ox2, uno de los 

principales genes implicados en la producción de giberelinas bioactivas (GA1 y 

GA4), aumenta en semillas almacenadas en seco; mientras que GA2ox1, enzima 

implicada en la desactivación de giberelinas, es más alta en semillas durmientes 

(Alejandre, 2020). En algunos cereales se han identificado algunos QTLs 

(Quantitative Trait Loci) ligados al caracter de la dormancia (SD1 a SD4) y 

relacionados con el que codifica el enzima GA20 oxidasa, que es la clave en la 

síntesis de GAs activos (Li et al., 2004). Así mismo, la ruta de señalización de la 

GAs está mediada por las proteínas DELLA, cuyo nombre deriva de la secuencia 

de aminoácidos conservada que poseen (D, aspártico; E; glutámico; L, leucina; 

A, alanina), son proteínas represoras que, en presencia de giberelinas, son 

degradadas por el proteasoma. En cultivos de cebada, trigo y arroz se han 

identificado cinco genes que codifican proteínas DELLA: RGA, GAI, RGL1, RGL2 

y RGL3, de los cuales RGL2 parece ser el que tiene un mayor papel en la 

regulación de la germinación (Hernando, 2012; Li et al., 2004).  

De acuerdo con los diferentes estudios sobre el desarrollo y germinación de 

semillas, el grado de latencia y susceptibilidad a la viviparidad es consecuencia 

del balance entre giberelinas y ácido abscísico y la acción concertada de varios 

genes. Sin embargo, en nuez pecanera esta información aun es limitada por lo 

que resulta interesante considerar el estudio de la expresión diferencial de 

algunos genes durante el desarrollo y la viviparidad de Carya illinoinensis y 

dilucidar sobre el papel funcional de dichas fitohormonas.  
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CAPÍTULO III 

DISEÑO Y EVALUACIÓN DE PRIMERS PARA ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN 
GÉNICA DURANTE LA VIVIPARIDAD DE LA NUEZ PECANERA (Carya 

illinoinensis)3 

RESUMEN 

La mayoría de los trabajos de investigación relacionados con los perfiles de 
expresión génica evalúan la calidad de los oligonucleótidos utilizados. Por lo que 
es imprescindible su diseño, particularmente en ausencia de primers de 
referencia como es el caso de la nuez pecanera, en que los estudios existentes 
se han centrado principalmente en el mejoramiento genético y el análisis de 
genes relacionados con estrés salino, floración, flavonoides y alergenos. En este 
sentido, el objetivo del presente estudio fue diseñar primers a partir de secuencias 
génicas relacionadas con las fitohormonas o precursores de la biosíntesis del 
ácido abscísico y las giberelinas que permitan el estudio de la viviparidad en nuez 
pecanera. Actualmente se cuenta con la secuencia del genoma completo de 
Carya illinoinensis (CM028997.1), la cual en conjunto con herramientas 
bioinformáticas y técnicas de PCR se utilizó para el diseño y evaluación de 
primers adecuados para evaluar la expresión génica en el proceso de 
germinación prematura de la nuez. De los primers diseñados se seleccionaron 
aquellos que cumplieron con las características convenientes para ser usados en 
ensayos de PCR punto final: tamaño del primer, tamaño del producto amplificado, 
temperatura de alineamiento, contenido G/C, formación de estructuras 
secundarias y especificidad. Finalmente, fueron sintetizados químicamente para 
su posterior uso en ensayos de PCR. El uso de herramientas bioinformáticas 
permitió obtener primers con características propicias para ser utilizados en el 
estudio de la viviparidad de la nuez mediante ensayos de RT-PCR. La 
información descrita en este trabajo representa la base para futuras 
investigaciones sobre la expresión de genes implicados en la viviparidad de la 
nuez. 

Palabras clave: ácido abscísico, bioinformática, ácido giberélico, 
oligonucleótidos.  
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DESIGN AND EVALUATION OF PRIMERS TO ESTIMATE GENE 
EXPRESSION DURING VIVIPARITY OF THE PECAN (Carya illinoinensis) 

ABSTRACT 

Most of the research papers related to gene expression profiles evaluate the 
quality of the oligonucleotides used. Therefore, its design is essential, particularly 
in the absence of reference primers such as the pecan nut, in which existing 
studies have focused mainly on genetic improvement and the analysis of genes 
related to salt stress, flowering, flavonoids and allergens. In this sense, the 
objective of this study was to design primers from gene sequences related to 
phytohormones or precursors of the biosynthesis of abscisic acid and gibberellins 
that allow the study of viviparity in pecan nuts. Currently, the complete genome 
sequence of Carya illinoinensis (CM028997.1) is available, which, together with 
bioinformatics tools and PCR techniques, was used for the design and evaluation 
of suitable primers to evaluate gene expression in the process of premature 
germination of the walnut. Of the designed primers, those that met the appropriate 
characteristics to be used in endpoint PCR assays were selected: primer size, 
amplified product size, alignment temperature, G/C content, formation of 
secondary structures, and specificity. Finally, they were chemically synthesized 
for their subsequent use in PCR assays. The use of bioinformatics tools allowed 
obtaining primers with favorable characteristics to be used in the study of pecan 
viviparity through RT-PCR assays. The information described in this work 
represents the basis for future research on the expression of genes involved in 
nut viviparity. 

Keywords: abscisic acid, bioinformatics, gibberellic acid, oligonucleotides. 
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INTRODUCCIÓN 

Las técnicas de PCR por su relativa facilidad para la detección y cuantificación 

de ácidos nucleicos se han adoptado ampliamente en la investigación científica 

para el estudio de expresión génica en diversos organismos (Remans et al., 

2014). Los niveles de expresión génica se pueden reportar de forma absoluta o 

relativa. En el primer caso se calcula el número de copias presente usando como 

referencia una curva estándar. En el segundo caso se toma como referencia uno 

o más genes calibradores, contra los cuales se compara la expresión de otros 

genes (Cuevas-Reyes et al., 2016).  

La eficiencia y éxito de la PCR depende de componentes fundamentales como 

un pipeteo exacto y preciso, obtención de ácidos nucleicos de alta calidad, una 

estimación precisa de la concentración de ácidos nucleicos y el diseño adecuado 

de oligonucleótidos iniciadores o primers, fragmentos complementarios que se 

van a unir a cada una de las dos cadenas separadas del templados de ADN (De 

La Fuente et al., 2018), en los cuales debe haber un balance entre especificidad 

y eficiencia ya que actúan como punto de partida y unión para la polimerasa 

durante la síntesis de ADN del fragmento a amplificar (Hernández y Valdez, 

2018). Cualquier variación en estos factores puede influir en la exactitud y 

precisión de los resultados.  

La eficiencia de los primers se refiere al nivel en que el proceso de amplificación 

ocurre de manera exponencial durante la reacción de PCR (Cuevas-Reyes et al., 

2016). Los factores más importantes que se deben tener en cuenta son formación 

de dímeros o estructuras secundarias, autocomplementariedad en alguna base 

o el plegado inespecífico, Temperatura de fusión (Tm) entre oligonucleótidos y el 

porcentaje de Guaninas/Citosinas (BIOSOFT, 2023).   

Carya illinoinensis, es uno de los cultivos de mayor importancia económica en el 

Norte de México. Recientemente, la viviparidad o germinación prematura ha 

causado importantes pérdidas económicas debido a que se reduce la calidad de 

la nuez y disminuye el total de la producción (Wood, 2015). Este fenómeno ha 
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sido asociado a la interacción de una serie de factores de tipo genético-ambiental. 

Es decir, del balance que existe entre la acción de las fitohormonas ácido 

abscísico (ABA) y giberelinas (GA), entendiendo que el balance hormonal está 

determinado por las concentraciones endógenas de estas hormonas y por la 

sensibilidad de los tejidos a estos compuestos (Villa, 2006). 

En los últimos años, la mayoría de las investigaciones sobre Carya Illinoensis se 

han centrado principalmente en su comportamiento con respecto a variables 

ambientales (Núñez-Colima et al., 2019), formas de propagación (Casales et al., 

2018), extracción y composición de aceite de nuez (Rábago-Panduro et al., 

2021), actividad antioxidante de la nuez (Kellett et al., 2019), efectos del uso de 

rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas en el crecimiento y 

desarrollo de nogal (Shi et al., 2022) y la respuesta fisiológica, bioquímica y 

molecular del desarrollo y producción de nuez bajo estrés salino (Zhang et al., 

2021).  

Se sabe que el ácido abscísico y giberelinas, son hormonas vegetales 

involucradas en diferentes procesos fisiológicos de las plantas y pueden actuar 

como reguladores endógenos controlando diversos procesos del desarrollo como 

la germinación, la elongación del tallo, expansión de hojas, desarrollo de los 

tricomas y la inducción de flores y frutos (Carranza et al., 2016). Sin embargo, 

aunque estas hormonas, tienen un papel relevante en la germinación de semillas 

aún se desconocen la mayoría de los mecanismos implicados en su actuación. 

Las rutas de biosíntesis del ABA y las GA involucran la participación de muchas 

enzimas que intervienen en la síntesis de un compuesto a partir de otro, la 

expresión de genes que codifican para estas enzimas depende en gran parte del 

medio ambiente y condiciones de estrés en que se encuentre la planta (Jordán & 

Casaretto, 2006). 

La función de los genes se puede predecir mediante el análisis de los perfiles de 

expresión génica (Yang et al., 2022). Diversos estudios han evaluado los perfiles 

de expresión génica frente al desarrollo y germinación de semillas (Rosabal et 

al., 2014; Matilla, 2008; Rubio-Somoza, 2005), sin embargo, en nuez pecanera 
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aún es limitada la información existente. La mayoría de los trabajos de 

investigación valoran la calidad de los oligonucleótidos utilizados. En algunos 

casos, con los reactivos utilizados y bajo condiciones de laboratorio se obtienen 

resultados distintos a los previamente reportados, por lo que resulta primordial 

evaluar cada par de oligonucleótidos bajo las condiciones de cada laboratorio, de 

manera que los resultados obtenidos reflejen de manera confiable la respuesta 

biológica que se está presentando durante la interacción de diversos organismos 

(Cuevas-Reyes et al., 2016).  

Por lo tanto, con el objetivo de contar con primers con un desempeño adecuado 

para el estudio molecular de la viviparidad en nuez pecanera, a través de la 

secuencia genómica de Carya illinoinensis y el uso de herramientas 

bioinformáticas se diseñaron primers relacionados con las fitohormonas ácido 

abscísico y giberelinas y se evaluaron mediante PCR punto final.  

MATERIALES Y MÉTODOS 

Diseño in silico de los oligonucleótidos  

Debido a que no existe información relacionada con los genes involucrados en la 

viviparidad de la nuez, se utilizó la secuencia del genoma completo de Carya 

illinoinensis cultivar 87MX3-2.11 (CM028997.1) (Platts et al., 2021), obtenida a 

través del GenBank del Centro Nacional para la Información para Biotecnologíca 

(NCBI). A partir de dicha secuencia se utilizaron seis secuencias codificantes 

para las enzimas ácido abscísico y giberelinas, además del gen de referencia 

actina, los cuales se muestran en el cuadro 1. El diseño de los primers fue a 

través de la  herramienta PrimerQuest Tool disponible en la plataforma online IDT 

(Integrated DNA Technologies). De los primers creados se seleccionaron 

aquellos que cumplían con las características apropiadas: tamaño del producto 

amplificado, temperatura de alineamiento y contenido de guaninas y citosinas. 

Una vez elegidos, se procedió al análisis de calidad para descartar la formación 

de estructuras secundarias de cada oligonucleótido mediante la herramienta 

OligoEvaluatorTM dentro de la plataforma de Sigma Aldrich 
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(http://www.oligoevaluator.com/LoginServlet). Para cada par de oligonucleótidos 

se evaluó su especificidad mediante el sitio web de Nucleotide-BLAST, para 

determinar la complementariedad de las bases nucleotídicas y considerar la 

homología con otros géneros o especies. Finalmente, los primers diseñados 

fueron sintetizados por la compañía IDT (Integrated DNA Technologies, Inc. 

USA). 

Evaluación de la eficiencia de amplificación  

Para evaluar la eficiencia de cada par de primers se realizó una validación 

mediante la amplificación de ADNc de primera cadena por RT-PCR. Dicho 

proceso se realizó en el Laboratorio de Biología Molecular de la Facultad de 

Ciencias Biológicas de la Universidad Juárez del Estado de Durango. Se inició 

con 100 mg de tejido embrionario de nuez madura y nuez germinada previamente 

homogeneizado mediante maceración con nitrógeno líquido. Las muestras de 

nuez pecanera utilizadas se obtuvieron de una plantación de nogal pecanero cv. 

Western, de 48 años. Las nueces fueron colectadas completamente al azar 

durante la etapa de maduración en septiembre del 2020. Para su análisis, las 

nueces fueron separadas del árbol, envueltas en papel aluminio y puestas en 

hielo inmediatamente, y almacenadas a -20 °C para su posterior uso. 

La extracción de ARN total se realizó utilizando el método CTAB 4, reportado en 

Rodríguez-González et al. (2023). La concentración de ARN se cuantifico por 

espectrofotometría utilizando un equipo Nanodrop (Thermo scientific) mediante 

la densidad óptica a 260 nm. La pureza fue confirmada por la relación de los 

índices de absorbancia a 260 y 280 nm (A260/280) así como a 260 y 230 nm 

(A260/230) para evaluar la presencia de proteínas o compuestos fenólicos, 

respectivamente. Y la integridad del ARN se verificó mediante electroforesis en 

gel de agarosa-MOPS-formaldehido, a 50 volts durante 45 min, utilizando como 

tampón de electroforesis MOPS 1X. Se utilizó Gel Red® (Biotium, Hayward, CA, 

USA) para tinción del ARN. Los geles fueron visualizados con luz ultravioleta en 

un fotodocumentador UVP® MultiDoc It Imaging System. Conjuntamente, el ARN 

http://www.oligoevaluator.com/LoginServlet
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fue tratado con DNAsa I (libre de RNAsa) (Invitrogen, Waltham, MA, USA) según 

las especificaciones del fabricante, para eliminar el ADN genómico restante.  

La calidad del ARN total extraído se evaluó mediante reacción en cadena de la 

polimerasa de transcripción inversa (RT-PCR). Todas las muestras se trataron 

con DNasa I (libre de ARNasa) (Invitrogen, Waltham, MA, EUA) según las 

especificaciones del fabricante y luego se retrotranscribieron a ADNc de primera 

cadena mediante el uso de un cebador Oligo-(dT) y Transcriptasa Reversa M-

MLV RT (Promega, Fitchburg, WI, EUA) siguiendo las indicaciones del 

proveedor. El ADNc se amplificó utilizando la enzima Taq polimerasa (Jena 

Bioscience, Dortmund, Alemania) con las especificaciones del fabricante. Se 

utilizaron los primers diseñados (Cuadro 1). Para una reacción estándar de RT-

PCR de 25 µL, se utilizaron 40 ng∙µL-1 de ARN total. El programa de amplificación 

por PCR incluyó una desnaturalización inicial de 2 min a 92 °C; posteriormente, 

35 ciclos que comprenden las etapas siguientes: desnaturalización a 95 °C 

durante 15 s, alineamiento 55 °C durante 15 s y extensión 72 °C durante 1 min 

30 s; y una extensión final de 2 min a 72 °C. Los productos amplificados se 

separaron en un gel de agarosa al 2 %, teñidos con Gel Red® (Biotium, Hayward, 

CA, EUA), a 75 V durante 45 min y se visualizaron con luz ultravioleta en un 

fotodocumentador UVP® MultiDoc It Imaging System. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Hasta la fecha, el diseño de primers ha sido implementado exitosamente, 

permitiendo reducir los costos, además de tener un control personalizado y 

completo sobre el experimento de PCR (De La Fuente et al., 2018). En el 

presente estudio, el uso de herramientas bioinformáticas permitió obtener primers 

con características propicias para ser usados en el estudio de la viviparidad de la 

nuez mediante ensayos de PCR punto final.  
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Primers diseñados  

Con base en el análisis realizado a partir del transcriptoma de Carya illinoinensis 

y datos referentes a la ruta de síntesis de las fitohormonas ácido abscísico y 

giberelinas se obtuvieron siete pares de primers candidatos para el análisis 

molecular de la viviparidad en nuez pecanera. De estos, cuatro corresponden a 

enzimas precursoras de ácido abscísico, dos a giberelinas y uno al gen 

constitutivo Actina (Cuadro 1). 

Cuadro 1. Lista de primers para PCR punto final diseñados y seleccionados para 
el estudio molecular de la viviparidad en nuez pecanera. 

Nombre Enzima Secuencia (5´-> 3´) 

GA3ox1-F 
Giberelina 

CTGTCCACCTGTGCCATAAA 

GA3ox1-R CGAGCCTACGACGGTAAATC 

GA2ox2-F 
Giberelina 

CATCATTGGCTGGCAGATTTC 

GA2ox2-R TGGGAGGTTTAAGAGTGTGAAG  

ABA 8H-F 
Ácido abscísico 

GAGAGAGAGAGGTGCTACATTTG 

ABA 8H-R ATGTTTGGGTCTTGAGAGTAGAG 

AOG-F 
Ácido abscísico 

CTTCACCTTCTCCACTCGATTT 

AOG-R GGACAGAAGGCTTGGGTTATAG 

ZEP-F 
Ácido abscísico 

GAAACTTGGGCAAAGGGAATG 

ZEP-R CTTGTTGTACCCACCCTGATAG 

ABA2-F 
Ácido abscísico 

CCCTCCTTATACGCACTGTAAC 

ABA2-R TCCTCAGCAACCTCCAAATC 

Actina-F 
Actina 

CGATGCCCTGAGGTTCTATTC  

Actina-R GATCCTCCAATCCAGACACTATAC 

GA3ox1: Gibberellin 3-beta-hydroxylase, GA2ox2: Gibberellin 2-beta-dioxidase 2-

related, ABA 8H: Abscisic acid 8'-hydroxylase, AOG: Abscisate beta-glucosyltransferase, 

ZEP: Zeaxanthin epoxidase y ABA2: Zeaxanthin epoxidase chloroplastic. F: Forward 

Primer, R: Reverse Primer. 
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Los primers fueron seleccionados mediante el diseño in silico y teniendo en 

cuenta las características idóneas para ser usados en ensayos de PCR (Cuadro 

2). Para garantizar que los primers seleccionados amplifican la región genómica 

de interés, se evaluó la especificidad para la detección y amplificación de cada 

gen. En general, cada par de oligonucleótidos, produjeron un porcentaje de 

identidad y de cobertura de la secuencia diana del 100 %, y un Valor E cercano 

a cero, esta medida es más significativa cuanto más cerca de 0.0 esté, lo cual 

indica alta similitud de la secuencia con el gen (De La Fuente et al., 2018). La 

mayoría los primers presenta nula probabilidad de formar estructuras 

secundarias, excepto el primer ZEP el cual puede producir estructuras 

secundarias débiles, sin embargo, esto no implica un riesgo a considerar en las 

reacciones de PCR ya que su temperatura de fusión (Tm) es mayor a los 60 °C.  

Adicionalmente, es importante considerar parámetros como el contenido de las 

bases nitrogenadas citosina y guanina (% G/C), el cual debe estar entre 40 y 60 

%, la temperatura de fusión (Tm) con valores de referencia de 52-58 °C y el 

tamaño óptimo de la longitud del amplicón es de 18-25 pb (BIOSOFT, 2023; 

Hendling & Barišić, 2019; Tamay de Dios et al., 2013). En este estudio se 

consideró un porcentaje de G/C de 45 a 55%, y las temperaturas de fusión se 

encontraron en el intervalo de 50 a 55 °C. Finalmente, la longitud del amplicon se 

consideró un tamaño entre 20-24 pb con una diferencia de longitud máxima de 5 

nucleótidos.  

Los primers diseñados en este trabajo, al presentar una alta especificidad y 

sensibilidad cumplen con las características apropiadas para ser utilizados en 

estudios de investigación y diagnóstico (Guevara, 2022) sobre el proceso de 

desarrollo y viviparidad de la nuez pecanera. 
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Cuadro 2. Características de los primers diseñados y seleccionados para el 
estudio de la expresión de ABA y GA en nuez pecanera, mediante PCR punto 
final. 

Nombre 
Tm 
(°C) 

GC 
(%) 

Longitud 
(pb) 

Amplicón 
esperado 

(pb) 

Estructuras 
secundarias 

Cobertura 
(%) 

Valor E 
Identidad 

(%) 

GA3ox1-F 55.0 50.0 20 
398 No 100 0.0006 100 

GA3ox1-R 55.2 55.0 20 

GA2ox2-F 54.6 47.6 21 
243 No 100 0.0002 100 

GA2ox2-R 54.3 45.5 22 

ABA 8H-F 54.7 47.8 23 
206 No 100 0.00002 100 

ABA 8H-R 54.0 43.5 23 

AOG-F 54.6 45.5 22 
277 No 100 0.00005 100 

AOG-R 55.0 50.0 22 

ZEP-F 54.7 47.6 21 
258 Débil 100 0.043 95.24 

ZEP-R 54.9 50.0 22 

ABA2-F 54.9 50.0 22 
333 No 100 0.00005 100 

ABA2-R 54.8 50.0 20 

Actina-F 55.0 52.0 21 
266 No 100 0.0002 100 

Actina-R 54.3 45.8 24 

Tm: Temperatura de fusión, %GC: porcentaje de Guanina y Citosina, pb: pares de bases 

Amplicones obtenidos por PCR de punto final 

De acuerdo con los resultados obtenidos de la validación mediante PCR punto 

final se tiene la certeza de que el diseño de primer fue adecuado (Figura 1). La 

amplificación de los primer diseñados muestra bandas de buena intensidad y 

corresponden al tamaño esperado de cada amplicon, presentando una alta 

especificidad. De los seis pares de primers seleccionados, ABA2, ABA8H, AOG, 

GA2ox2 y GA3ox1 mostraron un buen desempeño tanto en nuez germinada 

como en nuez madura. Mientras ZEP mostro un buen desempeño solo en nuez 

madura y genero un producto de amplificación muy tenue en nuez germinada, 

esto podría reflejar el papel de la zeaxantina epoxidasa en la regulación de la 

biosíntesis de ABA el cual aumenta conforme se alcanza la maduración y 

dormancia de las semillas y disminuye durante el proceso de germinación 

(Audran et al., 2001). 



30 
 

 

Figura 1. Amplificación de muestras de nuez pecanera germinada (G) y madura 
(M), con los primers ABA8H (pocillo 1 y 2), GA2ox2 (pocillo 3 y 4), ZEP (pocillo 7 
y 8), Actina (pocillo 9 y 10), GA3ox1 (pocillo 11 y 12), ABA2 (pocillo 13 y 16) y 
AOG (pocillo 17 y 18). Pocillo 5 y 14 corresponden al marcador de bajo peso 
molecular de 50 pb y pocillo 6 y 15 corresponden al marcador de peso molecular 
de 500 pb ambos de Jena Bioscience.  
 

Las hormonas vegetales ácido abscísico y giberelinas han sido objeto de estudio 

en varias investigaciones. Se ha determinado que tanto el ácido abscísico como 

las giberelinas son hormonas necesarias para el crecimiento del embrión a lo 

largo del desarrollo de este (Fernández, 2009). Así, el ABA disminuye debido al 

catabolismo de ABA 8H (Abscisic acid 8'-hydroxylase) en las semillas (Okamoto 

et al., 2009), mientras el gen AOG (Abscisate beta-glucosyltransferase) regula la 

desactivación/activación del ABA en las plantas y su expresión esta inducida por 

ABA exógeno o estrés osmótico (Félix et al., 2019). El gen ABA2 (Zeaxanthin 

epoxidase chloroplastic) es un alcohol deshidrogenasa y la mutación en este da 

como resultado el bloqueo de la xantoxina a aldehído, un paso clave implicado 

en la biosíntesis de ABA que resulta en una baja producción de este (Tawab, 

2020). Y ZEP (zeaxantina epoxidasa) ha sido relacionado con el mantenimiento 

de la dormición y liberación de la vía de catabolismo de ABA (Fernández, 2009). 

Mientras que GA3ox1 (Gibberellin 3-beta-hydroxylase) es uno de los principales 

genes implicados en la producción de giberelinas bioactivas (Fernández, 2009) y 

GA2ox2 (Gibberellin 2-beta-dioxidase 2-related) está relacionado con la 

inactivación de la síntesis de giberelinas (Wang et al., 2021). 
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CONCLUSIONES 

Se logró el diseño adecuado de primers de Carya illinoinensis, que amplifican 

para enzimas relacionadas con las fitohormonas ácido abscísico y giberelinas 

implicadas en el desarrollo y germinación de semillas.  

Los pares de primer diseñados funcionaron de manera adecuada siendo una 

alternativa para el estudio de la viviparidad en nuez pecanera. 

El diseño y análisis de oligonucleótidos a través de plataformas bioinformáticas, 

es una alternativa que permite obtener y seleccionar primers potenciales para el 

estudio de la expresión de genes mediante ensayos de PCR.  

La información descrita en este trabajo sirve de base para futuras investigaciones 

más amplias sobre la expresión de genes implicados en la germinación 

prematura de la nuez.  
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CAPÍTULO IV 

PROTOCOLOS DE EXTRACCIÓN DE ARN TOTAL A PARTIR DEL TEJIDO 
EMBRIONARIO DE NUEZ PECANERA 

(Carya illinoinensis [Wangenh.] K. Koch) 
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Cuadro 3. Lecturas espectrofotométricas usadas para evaluar la cantidad del 
ARN total de tejidos embrionarios de nuez madura normal y nuez madura con 
embrión germinado de Carya illinoinensis. 

Cuadro 4. Lecturas espectrofotométricas usadas para evaluar la calidad del ARN 
de tejidos embrionarios de nuez madura normal y nuez madura con embrión 
germinado de Carya illinoinensis. 
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa (2%) del ARN total obtenido del tejido 
embrionario de nuez pecanera madura (A) y nuez pecanera con embrión 
germinado (B) mediante ocho protocolos de extracción. 
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DISCUSIÓN 

 

Figura 3. Evaluación de la eficiencia de la reacción de RT-PCR a partir de ARN 
obtenido del tejido embrionario de nuez pecanera madura (A) y con embrión 
germinado (B) de Carya illinoinensis mediante ocho metodologías de extracción 
y el gen actina (266 pb). El pocillo 1 corresponde al marcador de peso molecular 
(mpm) de 100 pb (Promega, Fitchburg, WI, EUA). 
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CAPÍTULO V 

  EXPRESIÓN RELATIVA DE GENES IMPLICADOS EN EL DESARROLLO Y 
VIVIPARIDAD DE Carya illinoinensis MEDIANTE RT-PCR CUANTITATIVA  

RESUMEN 

La viviparidad en nuez pecanera es considerada una amenaza importante para 
los productores ya que demerita la calidad del fruto y genera pérdidas 
económicas. Si bien, algunos estudios morfológicos y fisiológicos han permitido 
conocer tratamientos para disminuir dicho problema, los mecanismos genéticos 
que participan en la regulación de este fenómeno aún siguen siendo 
desconocidos. Para estudiar el papel del ácido abscísico y las giberelinas durante 
el desarrollo y viviparidad de la nuez, se evaluó la expresión relativa de genes 
que codifican para enzimas o precursores que participan en la síntesis de ácido 
abscísico y giberelinas. Se recolectaron frutos de nogal durante su desarrollo 
fenológico abarcando las etapas: inicio de desarrollo del fruto, estado acuoso, 
endurecimiento de cáscara, maduración de embrión y germinación del embrión. 
La extracción de ARN total se realizó utilizando el método CTAB 4, y los niveles 
de expresión de genes relacionados con la biosíntesis de ácido abscísico y 
giberelinas se midieron mediante PCR cuantitativa de transcripción inversa. Los 
genes estudiados mostraron una expresión positiva durante las diferentes etapas 
fenológicas de la nuez pecanera, sugiriendo su función asociada con el proceso 
de desarrollo y viviparidad de este fruto. Estos resultados manifiestan la función 
antagónica del ácido abscísico y las giberelinas en el desarrollo y viviparidad de 
la nuez pecanera, e indican que las altas concentraciones de ABA inducen la 
latencia de las semillas mientras la presencia de giberelinas activas se asocia 
con la germinación de la nuez contrarrestando los efectos del ácido abscísico.  

Palabras clave: Carya illinoinensis, desarrollo de semillas, germinación 
prematura, hormona vegetal, qRT-PCR. 
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RELATIVE EXPRESSION OF GENES INVOLVED IN THE DEVELOPMENT 
AND VIVIPARITY OF Carya illinoinensis BY QUANTITATIVE RT-PCR4 

ABSTRACT 

Viviparity in pecan nuts is considered an important threat for producers since it 
detracts from the quality of the fruit and generates economic losses. Although 
some morphological and physiological studies have revealed treatments to 
reduce this problem, the genetic mechanisms involved in regulating this 
phenomenon are still unknown. To study the role of abscisic acid and gibberellins 
during pecan development and viviparity, the relative expression of genes that 
code for enzymes or precursors that participate in the synthesis of abscisic acid 
and gibberellins was evaluated. Pecan fruits were collected during their 
phenological development, covering the stages: beginning of fruit development, 
aqueous state, shell hardening, embryo maturation and embryo germination. 
Total RNA extraction was performed using the CTAB 4 method, and the 
expression levels of genes related to the biosynthesis of abscisic acid and 
gibberellins were measured by reverse transcription quantitative PCR. The 
studied genes showed a positive expression during the different phenological 
stages of the pecan nut, suggesting their function associated with the 
development process and viviparity of this fruit. These results show the 
antagonistic role of abscisic acid and gibberellins in the development and 
viviparity of the pecan nut and indicate that high ABA concentrations induce seed 
dormancy while the presence of active gibberellins is associated with nut 
germination counteracting the effects of abscisic acid. 

Keywords: Carya illinoinensis, seed development, premature germination, plant 
hormone, qRT-PCR. 
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INTRODUCCIÓN 

El nogal pecanero (Carya illinoinensis [Wangenh.] K. Koch), perteneciente a la 

familia Juglandaceae, es una especie de árbol leñoso nativo de América del 

Norte. Siendo un importante productor de frutos secos y madera, lo que lo 

convierte en el frutal más valioso agrícola y económicamente en todo el mundo 

(Briceño-Contreras et al., 2018). El fruto de Carya es una nuez encerrada en una 

cáscara dehiscente y delgada (Grauke et al., 2016); compuesta principalmente 

de lípidos, proteínas, almidón, azúcares, vitaminas, aminoácidos, flavonoides, 

polifenoles, taninos y elementos minerales (Li et al., 2022) que sirven al embrión 

para la respiración, germinación e incluso en las primeras etapas de desarrollo 

de la planta hasta que se vuelve autosuficiente (Casales et al., 2018). 

En las últimas décadas, el nogal pecanero ha recibido una atención creciente ya 

que por su origen y distribución se encuentra constantemente expuesto a 

temperaturas extremas, alta humedad ambiental y baja precipitación que, 

dependiendo de su intensidad y duración, pueden inhibir su crecimiento y 

desarrollo (Urrea y Urzúa, 2016), además de ocasionar problemas fisiológicos 

como la germinación de la nuez antes de la cosecha (viviparidad) que afecta el 

considerablemente el rendimiento y calidad de la nuez (Vieira et al., 2015). En 

general, el desarrollo, latencia y germinación de las semillas son procesos 

necesarios compartidos por la mayoría de las plantas con flores. En las especies 

vivíparas, el desarrollo de la semilla se salta la latencia y procede directamente a 

la fase de germinación donde los embriones, a través de un proceso genético 

innato, crecen de manera precoz y germinan en hipocótilos antes de la dispersión 

(Elmqvist & Cox, 1996; Qiao et al., 2020). Este fenómeno especifico se ha 

reportado en algunas especies cultivadas como el mangle, nogal, cebada, maíz 

y trigo (Qiao et al., 2020; Gualano, 2011; Bainotti et al., 2009; Lagarda, 2012), 

siendo relacionado directamente con el balance entre la acción de las giberelinas 

(GA) y el ácido abscísico (ABA), fitohormonas antagónicas en la germinación y 

latencia de las semillas, las primeras como estimulantes y las segundas como 

inhibidores (Gómez-Castañeda et al., 2003; Fernández-Arbaizar et al., 2002); así 
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como con las condiciones climáticas presentes en una región. Durante el 

desarrollo de la semilla, el ABA endógeno tiende a acumularse antes de la 

embriogénesis y disminuye cuando la semilla está seca. Los procesos regulados 

por ABA durante el desarrollo de la semilla incluyen la inducción de la dormancia 

(para evitar que germine en circunstancias no favorables), la acumulación de 

reservas (síntesis de proteínas y lípidos de reserva) y la adquisición de tolerancia 

a la desecación (Jordán & Casaretto, 2006a). Estos eventos están asociados con 

la expresión de genes específicos del tejido, entre ellos ZEP/ABA1, NCED, 

SDR/ABA2, AA0, ABA3, CYP707A, ABI3, ABI4 y ABI5 los cuales determinan las 

actividades de biosíntesis, inactivación/degradación y respuesta del ácido 

abscísico (Chen et al., 2020; Xiong & Zhu, 2003). Mientras que las giberelinas 

están involucradas en la movilización de reservas, inducir la síntesis de ⍺-

amilasas y proteasas, y promover el desarrollo de los frutos y la germinación  de 

las semillas en condiciones de dormancia (Jordán & Casaretto, 2006b), la síntesis 

y degradación de esta fitohormona están bien establecidas conociendo varios 

genes involucrados, como KS, KO, KAO, GA20ox, GA3ox y GA2ox los cuales 

controlan el nivel de giberelinas en las plantas (He et al., 2020; Hedden & 

Thomas, 2012). 

Si bien, algunos estudios morfológicos y fisiológicos han permitido conocer 

tratamientos para disminuir dicho problema (Rodríguez-González et al., 2022; 

Wells, 2017; Wood, 2015; Aguilar-Pérez et al., 2015) los mecanismos genéticos 

detrás de la viviparidad de la nuez pecanera aún son desconocidos. Por lo cual, 

el objetivo de este estudio fue evaluar el nivel de expresión relativa de algunos 

genes implicados en la síntesis de precursores que participan en la ruta de 

síntesis de ácido abscísico y giberelinas que se piensan están implicadas en el 

fenómeno de la viviparidad de la nuez pecanera. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Material Vegetal 

Se utilizaron nueces de nogal pecanero (Carya illinoinensis) cv. Western de 

árboles de 48 años cultivados como material vegetal en este estudio. Los árboles 

están situados en el municipio de Viesca, Coahuila, México (25° 20’ 28’’ N y 102° 

10’ y 48º 16’ O, elevación 1,100 m). Bajo un clima árido (BWhw (e)), semicálido 

con lluvias en verano y de amplitud térmica extremosa con una temperatura 

media anual entre 18 y 22 °C y precipitación promedio anual entre 200 y 300 mm 

con régimen de lluvias en los meses de abril a noviembre y escasas en el resto 

del año (SMN, 2020). Los frutos de nogal se colectaron por separado durante su 

desarrollo fenológico abarcando las etapas: inicio de desarrollo del fruto (20 

mayo), estado acuoso (30 junio), endurecimiento de cáscara (3 agosto), 

maduración de embrión (28 septiembre) y germinación del embrión (18 octubre). 

Para su análisis, las nueces fueron separadas del árbol, envueltas en papel 

aluminio y puestas en hielo inmediatamente para ser llevadas al laboratorio. 

Posteriormente, fueron almacenadas a -20 °C para su posterior uso en la 

extracción de ARN total en el Laboratorio de Biología Molecular de la Facultad 

de Ciencias Biológicas de la Universidad Juárez del Estado de Durango. 

Extracción de ARN total  

La extracción de ARN total se realizó utilizando el método CTAB 4, reportado en 

Rodríguez-González et al. (2023). La concentración del ARN se determinó a una 

densidad óptica de 260 nm y la pureza fue validada por la relación de los índices 

de absorbancia a 260 y 280 nm (A260/280) así como a 260 y 230 nm (A260/230) para 

evaluar la presencia de proteínas o compuestos fenólicos, respectivamente 

(Nanodrop, Thermo scientific). La integridad del ARN se verificó mediante 

electroforesis en gel de agarosa-MOPS-formaldehido, a 50 volts durante 45 min, 

utilizando como tampón de electroforesis MOPS 1X. Se utilizó Gel Red® 

(Biotium, Hayward, CA, USA) para tinción del ARN. Los geles fueron visualizados 

con luz ultravioleta en un fotodocumentador UVP® MultiDoc It Imaging System. 
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Conjuntamente, el ARN fue tratado con DNAsa I (libre de RNAsa) (Invitrogen, 

Waltham, MA, USA) según las especificaciones del fabricante, para eliminar el 

ADN genómico restante.  

Análisis de expresión génica 

Los niveles de expresión de genes relacionados con la biosíntesis de ácido 

abscísico y giberelinas se midieron mediante PCR cuantitativa de transcripción 

inversa (qRT-PCR). Los primers utilizados diseñados a partir de la secuencia del 

genoma completo de Carya illinoinensis cultivar 87MX3-2.11 (CM028997.1) 

(Platts et al., 2021) mediante la plataforma online IDT (Integrated DNA 

Technologies; PrimerQuest Tool | IDT (idtdna.com)) se muestran en el Cuadro 5. 

El análisis qRT-PCR se realizó utilizando Power SYBR-Green PCR Master Mix 

(Applied Biosystems). El proceso se llevó a cabo en un volumen final de 10 μL 

como se describe a continuación: 50 ng/μL de ARN, 5 μL de Master Mix Power 

SYBR-Green (2X), 0.08 μL de RT Enzyma Mix, 0.2 μL de cada primer (10 μM) y 

el volumen restante se completó con agua libre de RNAsas. El programa térmico 

fue: RT: 30 min. 48 ºC; PCR: 10 min. 95 ºC, 40x (15 s 95 ºC y 1 min. 60 ºC) y al 

final se realiza una curva de fusión, 15 s a 95 ºC, 15 s a 60 ºC y 15 s a 95 ºC. 

El nivel relativo de expresión génica fue calculado por el método 2-

ΔΔCt (Schmittgen & Livak, 2008) tomando como referencia interna la expresión del 

gen Actina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.idtdna.com/PrimerQuest/Home/Index
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Cuadro 1. Lista de primers utilizados para el análisis de la viviparidad en nuez 
pecanera mediante qRT-PCR.  

Gen Enzima Secuencia 

GA3ox1-F 
Giberelina 

GGGAGGCTTATGTGGCTAATG 

GA3ox1-R GACAAGCAGGATAGGAGTTCAG 

GA2ox2-F 
Giberelina 

GGCAGAGAAAGAACCACCATA 

GA2ox2-R CCATCAATCTCATCACCCTCTC  

ABA 8H-F 
Ácido abscísico 

ACAGAACACCACTACAGCAATA 

ABA 8H-R AGGGATATGAGGAAAGAGTTGTG 

AOG-F 
Ácido abscísico 

GGTGCCCACCCTCTTATTATC 

AOG-R AAGGTGAAGGAGGAGGAGAA 

Actina-F 
Actina 

CGATGCCCTGAGGTTCTATTC 

Actina-R TGTTGCCATACAGGTCCTTC 

GA3ox1: Gibberellin 3-beta-hydroxylase, GA2ox2: Gibberellin 2-beta-dioxidase 

2-related, ABA 8H: Abscisic acid 8'-hydroxylase y AOG: Abscisate beta-

glucosyltransferase. F: Forward Primer, R: Reverse Primer. 

Análisis estadístico  

Para determinar las diferencias significativas entre los resultados obtenidos del 

análisis cuantitativo se implementó un modelo de análisis de varianza (ANOVA) 

con tres repeticiones y una prueba de medias de Tukey (p<0.05). Para ello, se 

usó el programa SAS Versión 9.3 (SAS Institute, 2002). 
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RESULTADOS 

Se ha demostrado que las fitohormonas ácido abscísico y giberelinas son 

importantes para el desarrollo de la viviparidad en semillas (Xu et al., 2017), por 

lo cual se examinaron los perfiles de expresión de genes relacionados con dichas 

fitohormonas durante las etapas fenológicas características del desarrollo de la 

nuez pecanera; en C. illinoinensis después de la fertilización del óvulo comienza 

el desarrollo del fruto (IDF), para luego pasar al estado acuoso (EA). Después del 

estado acuoso inicia el endurecimiento de cáscara (EC) para terminar en la 

madurez del embrión (ME). La transición de endurecimiento de cáscara a 

madurez del embrión marca la transición a germinación del embrión (GE) o 

viviparidad donde la radícula emerge de la capa del fruto y continua su 

crecimiento permaneciendo en el seno de la planta madre (Figura 4). 

 

Figura 1. Evolución del desarrollo del fruto y el fenómeno de viviparidad en nuez 
pecanera. A: Inicio de desarrollo de fruto, B: Estado acuoso, C: Endurecimiento 
de cáscara, D: Maduración del embrión y E: Germinación del embrión 
(viviparidad). 
 

Los genes estudiados mostraron una expresión positiva durante las diferentes 

etapas fenológicas de la nuez pecanera, sugiriendo su función asociada con el 

proceso de desarrollo y viviparidad de este fruto (Figura 5). En general, los genes 

relacionados con la biosíntesis del ácido abscísico se expresaron a niveles más 
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altos durante las cinco etapas fenológicas evaluadas. Dicha hormona actúa como 

regulador de crecimiento y se ha demostrado que su expresión determina la 

dormancia de las semillas. Mientras que los niveles de expresión de los genes 

biosintéticos de giberelinas fueron regulados a la baja tanto en las etapas de 

desarrollo como en el proceso de viviparidad. Siendo que las giberelinas también 

actúan como reguladores endógenos de crecimiento controlando el desarrollo y 

germinación de las semillas. 

Los niveles de expresión del gen ABA 8´H muestra una tendencia de mayor 

expresión (p<0.05) durante el estado acuoso del fruto y disminuye conforme 

transcurre el desarrollo de la nuez. Para luego volver a expresarse durante el 

proceso de maduración del embrión y se reduce durante la viviparidad de la nuez. 

Mientras que el gen AOG muestra una tendencia de expresión (p<0.05) al alza 

durante todo el desarrollo de la nuez, alcanzando su máxima expresión durante 

la germinación. Estos resultados sugieren que la expresión de ABA 8H y AOG 

está estrechamente asociada con el nivel de ABA en la nuez y su capacidad de 

inhibir la germinación. 

En relación con la biosíntesis de giberelinas el gen GA3ox1 mostró una mayor 

expresión (p<0.05) durante el estado acuoso, etapa en que el fruto requiere de 

una rápida expansión celular para expandir el ancho total del fruto y el óvulo 

alcance su máxima longitud, y disminuye en las siguientes etapas fenológicas. 

En cuanto a GA2ox2, este gen se mantuvo en niveles relativamente bajos 

destacando su expresión (p<0.05) durante el inicio del desarrollo del fruto y 

disminuyendo notablemente en las siguientes etapas de desarrollo. La GA2-

oxidasa se caracteriza por ser una enzima implicada en la desactivación de las 

giberelinas bioactivas, lo que podría explicar sus niveles de expresión 

descendente durante el desarrollo y viviparidad de la nuez. Lo anterior implica 

que la presencia de GAs bioactivas promueve el crecimiento continuo del 

embrión y supera la latencia en la nuez pecanera.  
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Figura 2. Expresión de genes relacionados con la biosíntesis de ácido abscísico 
y giberelinas durante el desarrollo y la viviparidad de Carya illinoinensis. A: Inicio 
de desarrollo de fruto, B: Estado acuoso, C: Endurecimiento de cáscara, D: 
Maduración del embrión y E: Germinación del embrión (viviparidad). ABA 8H: 
Abscisic acid 8'-hydroxylase y AOG: Abscisate beta-glucosyltransferase, 
GA2ox2: Gibberellin 2-beta-dioxidase 2-related y GA3ox1: Gibberellin 3-beta-
hydroxylase. Valores medios (n = 3) con las mismas letras dentro de una misma 
gráfica son estadísticamente iguales de acuerdo con la prueba de Tukey (P > 
0.05). 

 
  

DISCUSIÓN 

En este estudio se analizó la expresión génica en el tejido embrionario de la nuez 

pecanera, con el fin de conocer los genes implicados en los procesos de 

desarrollo y viviparidad de esta. Desde una perspectiva socioeconómica, la nuez 

pecanera es una sustancial fuente de recursos alimenticios y monetarios; sin 

embargo, C. illinoinensis al desarrollarse en regiones con condiciones extremas 

de alta temperatura y baja precipitación está constantemente expuesto a 

problemas fisiológicos como la viviparidad que afecta el rendimiento y calidad del 

fruto (Vieira et al., 2015). El desarrollo de la nuez puede ser dividido en 4 fases 

claras; I. Inicio de desarrollo de fruto, II. Estado acuoso, III. Endurecimiento de 

cáscara y IV. Maduración del embrión. Posteriormente, dependiendo de las 

condiciones genético-ambientales, se puede dar origen a la germinación de la 

nuez (viviparidad) previo a su cosecha. Sin embargo, es importante mencionar 

que la aparición de las diferentes fases varía entre regiones y años, como 
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resultados de la variación en las condiciones climáticas (Tarango, 2004). Los 

estudios referentes al tema se centran principalmente a nivel fisiológico y de 

manejo (Rodríguez-González et al., 2022; García-Moreno, 2020 y Barrera et al., 

2017) por lo que, el mecanismo molecular que regula la latencia de la nuez aún 

no se conoce completamente, pero se reconoce la importancia de un equilibrio 

ácido abscísico-giberelinas (Finkelstein et al., 2008) ya que son hormonas 

necesarias para el crecimiento y desarrollo del embrión (Fernández, 2009). 

El ABA desempeña una serie de funciones importantes en la fisiología de las 

plantas superiores, en las que se incluye promover la dormancia de yemas y 

semilla, así como el crecimiento, desarrollo y maduración de los frutos (Yang & 

Feng, 2015). Cuando se acumula en cierta medida, regulara una serie de 

actividades fisiológicas (Rodrigo et al., 2003), como el desarrollo, maduración y 

dormancia del embrión a través de una vía compleja de transducción de señales. 

El nivel de ABA activo en los tejidos vegetales está controlado no solo por la 

biosíntesis sino también por el catabolismo, que involucra reacciones de 

glicosilación e hidroxilación, catalizadas por ABA 8′-hidroxilasa (ABA 8´-H), 

abscisato β-glucosiltransferasa (AOG) y abscisato de β-d-glucopiranósil β-

glucosidasa (Li et al., 2022). 

Esta hormona relacionada con la regulación del equilibrio hídrico influye en el 

aumento del tamaño de frutos y la acumulación de antocianinas (González-

García et al., 2020), puede inhibir la germinación y su acumulación se 

correlaciona con el inicio de la latencia en semillas (Monribot-Villanueva et al., 

2022). En el caso del catabolismo de ABA, este se convierte en formas inactivas 

por oxidación o conjugación. En plantas superiores la principal vía catabólica de 

ABA implica la oxidación de la enzima ABA 8'-hydroxylasa (Okamoto et al., 2009). 

La concentración de ABA durante la maduración de los frutos depende 

principalmente de la biosíntesis de novo de este regulador de crecimiento a través 

de la escisión de un precursor carotenoide o a través de su catabolismo por la 

ABA 8´-hidroxilasa (Monribot-Villanueva et al., 2022), así como de la inducción 

de la vía fenilpropanoide, la puerta de entrada para producir metabolitos 
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relacionados (Deng & Lu, 2017). Al estudiar el papel del gen catabólico ABA 8´H 

en el desarrollo y viviparidad de la nuez pecanera, durante las primeras etapas 

fenológicas (desarrollo de fruto y estado acuoso) se expresa positivamente. Y se 

reduce durante el proceso de endurecimiento de cáscara. Mientras que durante 

la maduración aumenta induciendo la dormancia del embrión y reprimiendo la 

viviparidad. En el caso de la nuez germinada, potencialmente, el ABA producido 

no es suficiente para inducir la dormancia, confirmando que la latencia depende 

de la síntesis de ABA durante la maduración del embrión. 

Aunque la maduración y calidad de la fruta está sujeta al mecanismo de ABA, 

otros factores externos como luz, temperatura y reguladores transcripcionales 

también son importantes para la progresión y el resultado de estos procesos (Li 

et al., 2022). Algunos estudios revelan que el gen AOG regula la 

desactivación/activación del ABA en las plantas y su expresión esta inducida por 

ABA exógeno o estrés osmótico (Félix et al., 2019). En este estudio el AOG 

mostró mayor expresión durante el endurecimiento de cáscara y maduración del 

embrión, etapas que se caracterizan por requerir mayor suministro de nutrientes 

y agua para proveer condiciones favorables para el transporte de nutrientes, 

fotosíntesis y translocación de fotosintatos dentro de la planta para el llenado 

correcto del fruto y su madurez (Godoy, 2000). Sobre expresándose durante la 

germinación de la nuez. Esto se puede explicar ya que la abscisate beta-

glucosyltransferase regula la conversión de ABA a su éster de glucosa, una forma 

de almacenamiento inactiva del ABA (Jin et al., 2021). Conjuntamente, la 

expresión génica del metabolismo de ABA se incrementa por el estrés osmótico, 

siendo los genes de desactivación/activación los que se elevan después de este 

(Félix et al., 2019). Lo que sugiere que la biosíntesis y acumulación de ABA en la 

nuez se vieron afectados por las señales ambientales (temperatura y humedad 

ambiental), condiciones de salinidad del suelo que se presentan en la región 

además de la baja disponibilidad de agua en el suelo, reduciendo la resistencia 

temprana a la dormancia.  
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En este estudio, la sobre expresión de AOG y la regulación a la baja de ABA 8´-

H condujo a la disminución del contenido de ABA durante la transición madurez-

viviparidad de la nuez. Se ha demostrado que una menor acumulación de ABA 

en plantas tolerantes al frío y la sequía es el resultado combinado de una menor 

expresión de los genes de biosíntesis y una mayor expresión de los genes de 

catabolismo (Ji et al., 2011). Los genes ABA 8H y AOG que se estudiaron en esta 

investigación muestran una tendencia similar en el desarrollo y viviparidad de la 

nuez pecanera bajo condiciones extremas de temperatura y baja precipitación. 

Consecuentemente, la homeostasis de ABA es importante para controlar o evitar 

la viviparidad en Carya illinoinensis, es probable que ABA se inactive de manera 

gradual durante el desarrollo de la nuez y ABA 8´-hidroxilasa y AOG son enzimas 

potencialmente importantes para el catabolismo de ABA. Estas enzimas son un 

buen objetivo para manipular el contenido de ABA y controlar la viviparidad de la 

nuez con inhibidores químicos o mejoramiento genético. 

Las giberelinas estimulan la germinación mediante la inducción de enzimas 

hidrolíticas que debilitan los tejidos que se oponen a la emergencia radicular, 

movilizan las sustancias de reserva de la semilla y estimulan la expansión del 

cotiledón. Además, también actúan desestabilizando las proteínas DELLA que 

reprimen el crecimiento y varias de ellas son necesarias para la latencia de las 

semillas, teniendo un papel importante en el control de la latencia y germinación 

de las semillas (Tejaswini et al., 2022; Fernández, 2009). La calidad de la luz y la 

temperatura ambiental afectan el contenido de giberelinas de la semilla y 

ocasionan su germinación, al promover la síntesis de GAs. En este estudio, la 

expresión de genes biosintéticos de giberelinas está regulada positivamente 

durante las diferentes etapas fenológicas de la nuez. Particularmente, el gen 

GA2ox2 está relacionado con la degradación de las GAs bioactivas (Jia et al., 

2018) y la presencia de señales ambientales que impiden la germinación, como 

la oscuridad y las altas temperaturas, dando como resultado la promoción de 

enzimas catabolizadoras de GA, las GA2-oxidasas (Tejaswini et al., 2022). En 

este estudio, GA2ox2 presenta su mayor expresión durante las primeras etapas 

fenológicas, observándose un valor casi nulo durante la maduración del embrión, 
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indicando que la biosíntesis de GAs activas esta negativamente regulada por 

GA2-oxidasa conforme avanza el desarrollo de las semillas, evitando así la 

viviparidad (Raz et al., 2001). Se ha reportado que el ácido giberélico regula 

positivamente el crecimiento y alargamiento de órganos vegetales, promoviendo 

la expansión celular al mantener los niveles de GA a través de la supresión del 

gen de inactivación de giberelina (GA2ox2) (Schrager‐Lavelle et al., 2019; Li et 

al., 2017). 

Conjuntamente, los resultados obtenidos en este trabajo muestran que el gen 

GA3ox1 alcanza su mayor expresión durante la etapa de estado acuoso de la 

nuez y disminuyen conforme el fruto alcanza su madurez y durante el proceso de 

viviparidad. Se ha demostrado, que GA3-oxidasa es uno de los principales genes 

implicados en la producción de GAs bioactivas (Fernández, 2009). Por lo que la 

expresión del gen biosintético GA3ox1 en las semillas podría promover la 

producción de mayores contenidos de GA y el alargamiento del hipocótilo 

facilitando así la germinación (Qiao et al., 2020). En este estudio, aunque se 

observó una baja expresión del gen GA3ox1 en nuez germinada estos niveles 

permitieron inhibir la latencia de la semilla. Ya que la enzima sintética GA3-

oxidasa es clave de las GAs bioactivas y regula positivamente el metabolismo de 

GA (Liu & Hou, 2018). Adicionalmente, los bajos niveles de expresión de GA3ox1 

sugieren que la viviparidad de la nuez no es mediada por la acción única de las 

giberelinas, sino que son otras fitohormonas, como auxinas, ácido salicílico y 

ácido jasmónico (Alcantara-Cortes et al., 2019), las encargadas de desencadenar 

este fenómeno.  

El mantenimiento de la latencia de semillas por ABA y la liberación de latencia 

por GA se ha observado en muchas especies. La liberación de latencia refleja en 

gran medida el aumento de la síntesis de GA, determinada principalmente por 

reacciones catalizadas por GA20-oxidasa, Ga3-oxidasa (GA3ox1 y GA3ox2), 

mientras que GA es inactivado por GA 2-oxidasa (Ga2ox) (Wang et al., 2021). En 

este estudio, la supresión del gen GA2ox2 y la expresión positiva de GA3ox1 

permitieron la inhibición de la latencia en nuez pecanera induciendo a su 
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germinación. Por lo que es viable la manipulación de estas enzimas para el 

estudio y control de la viviparidad en C. illinoinensis. 

Una comprensión profunda de la biología molecular de la nuez pecanera podría 

ayudar a mitigar la viviparidad a través de la regulación génica, por lo que es 

necesario realizar investigación adicional y en profundidad sobre las 

fitohormonas (ácido abscísico, ácido indolacético, giberelinas, citoquininas y 

etileno) relacionadas con la dormancia y germinación de semillas para conocer a 

fondo los mecanismos involucrados en este proceso.  

CONCLUSIONES 

Los resultados del presente estudio demuestran la función antagónica del ácido 

abscísico y las giberelinas en el desarrollo y viviparidad de la nuez pecanera, e 

indican que las altas concentraciones de ABA inducen la latencia de las semillas 

mientras la presencia de GAs activas se asocia con la germinación de la nuez 

contrarrestando los efectos del ABA.  

Estos resultados son un acercamiento para dilucidar aún más en el mecanismo 

molecular del desarrollo y viviparidad de la nuez pecanera.  
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