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RESUMEN GENERAL

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

La viviparidad en Carya illinoinensis se refiere al desarrollo especifico de la nuez
en la que se minimiza la etapa de latencia y germina antes de ser cosechada.
Este problema fisioldgico ha sido estudiado y reportado en diferentes especies
vegetales. Sin embargo, en nuez pecanera la informacion sobre los mecanismos
genéticos implicados en el desarrollo y la viviparidad siguen siendo insuficientes.
El objetivo de este estudio fue evaluar la expresion de genes relacionados con
las fitohormonas acido abscisico y giberelinas durante diferentes etapas
fenolégicas de la nuez, con el fin de contribuir en el conocimiento a nivel
molecular de los mecanismos de expresion génica durante el desarrollo y
viviparidad de la nuez pecanera, en el Norte de México. Con apoyo de
herramientas bioinforméticas se disefiaron primers adecuados para ser utilizados
en el estudio de la viviparidad de la nuez. Mediante diferentes protocolos se
evaluo la extraccion 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 expresion génica en diferentes etapas fenologicas de la nuez
pecanera. Estos resultados son un acercamiento para dilucidar aun mas el
mecanismo molecular del desarrollo y viviparidad de la nuez pecanera.

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

Tesis de doctorado en Ciencias en Recursos Naturales y Medio Ambiente en Zonas Aridas,
Unidad Regional Universitaria de Zonas Aridas, Universidad Auténoma Chapingo.

Autor: Mayela Rodriguez Gonzélez

Director de Tesis: Dr. Jests Guadalupe Arreola Avila
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ABSTRACT

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.

Doctoral Thesis, Posgraduate in Recursos Naturales y Medio Ambiente en Zonas Aridas
Unidad Regional Universitaria de Zonas Aridas, Universidad Autbnoma Chapingo
Author: Mayela Rodriguez Gonzalez

Advisor: Dr. Jests Guadalupe Arreola Avila
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION GENERAL

El nogal pecanero (Carya illinoinensis) es la especie mas importante de su
género. Se cultiva principalmente por su fruto, que es rico en aceites y proteinas,
y por su madera de buena calidad (Casales et al., 2018), convirtiéndose en un

cultivo de importancia econdémica a nivel mundial.

México es el séptimo pais productor de nuez pecanera en el mundo, con 135,947
toneladas en el ultimo ciclo agricola (FAO, 2023), siendo el estado de Chihuahua
la principal entidad productora (77,826 t), seguido de los estados de Coahuila,
Sonora, Durango y Nuevo Ledn, siendo un fruto con gran potencial comercial
(SIAP, 2023). Al desarrollarse en estas regiones con veranos y otofios calidos y
con baja precipitacion durante todo el afio, los principales problemas que enfrenta
durante su manejo y cosecha son la brotacion irregular, la caida de flores y frutos,
y la germinacion 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 germinacion 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 embridn el cual emerge a través de la testa antes
de la abscisién del fruto (Casillas-Alvarez et al., 2018). Dicho fenémeno 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 econémicas

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

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

trigo, cebada, arroz y Arabidopsis thaliana indican que el grado de latencia y

1



susceptibilidad a la germinacion prematura depende de la interaccion de una
serie de factores de tipo genético-ambiental (Wells, 2017) relacionado con el
balance entre la accion de las fitohormonas acido abscisico (ABA) y giberelinas
(GA) (Wood, 2015). Considerando que el balance hormonal est4 determinado por
las concentraciones enddgenas de estas hormonas y/o por la sensibilidad de los
tejidos a estos compuestos (Villa, 2006), asi como de las condiciones climaticas
como la temperatura del ambiente y la humedad que imperan en una region
(Ledn, 2014).

Las variaciones en las concentraciones de dichas fitohormonas pueden ser
resultado de la expresion 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 econémica y agronémica del nogal pecanero en la region Norte
de México, se sabe muy poco acerca de los mecanismos moleculares en el
proceso de maduracion y viviparidad de la nuez. Los estudios de expresion
génica constituyen una estrategia Gtil para el entendimiento, a nivel molecular, de
los patrones de expresion bajo una condicion determinada (Martinez, 2019). Por
lo anterior, resulta importante evaluar la expresion de genes de interés
relacionados con las fitohormonas ABA y GA durante diferentes etapas

fenoldgicas del desarrollo de la nuez.

El presente documento de Tesis de Investigacion Doctoral incluye dos primeros
capitulos sobre el estado del arte del proceso de desarrollo y viviparidad de la
nuez pecanera; conteniendo informacion sobre los cambios fisiolégicos vy
moleculares que ocurren en el fruto durante su maduracion y germinacion. En el
capitulo 111, se describe el proceso de disefio y seleccion de primers candidatos
para el estudio de la viviparidad en nuez pecanera. El capitulo IV corresponde al
primer articulo derivado de la presente Investigacion Doctoral, el cual aborda la
evaluacion de protocolos de extraccion de ARN total a partir del tejido embrionario
de nuez pecanera. Finalmente, el capitulo V refiere la evaluacion de los niveles
de expresion relativa de algunos genes relacionados con el desarrollo y la

viviparidad de la nuez pecanera.



1.2. OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo general

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

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

1.2.2 Objetivos especificos

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

tejido embrionario de la nuez pecanera.

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

en nuez pecanera, mediante uso de herramientas bioinformaticas.

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

pecanero mediante técnicas de biologia molecular.

1.3. HIPOTESIS

i) Un protocolo de extraccion que incluya buffer CTAB como agente litico, fenol:
cloroformo como agente de extraccién y cloruro de litio e isopropanol como
agente de precipitacion garantiza obtener ARN total de calidad a partir del tejido

embrionario de nuez pecanera.

ii) El disefio in silico de primers para la amplificaciéon de genes relacionados con
acido abscisico y giberelinas es factible y permitira el estudio de la viviparidad en

nuez pecanera.

i) Los genes ABA 8H, AOG, GA20x2 y GA3ox1l estan involucrados
positivamente en los factores de transcripcién que promueven la viviparidad en

nogal.



CAPITULO Il

2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Distribucion y produccion de nuez pecanera

El género Carya de la familia Juglandaceae, comprende mas 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 anico con importancia econdmica 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, Turquia, Chile, Australia, Brasil, Canada, México,
Israel y Sudafrica (FAO, 2023; Castillo et al., 2019). La distribucion de la especie
Carya en esta extensa zona geogréfica es el resultado de su gran capacidad de
adaptacion a las diferentes condiciones ambientales como la precipitacion anual,

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

El nogal pecanero es una especie perenne altamente valorada por sus nueces,
ya que estas forman parte de la dieta de un gran niamero de animales, al igual
gue de los humanos quienes la aprovechan por su valor nutricional (Urrea y
Urzlia, 2016). A nivel nacional, impulsado por el incremento de la demanda
internacional, ha experimentado un crecimiento acelerado en los Ultimos afios
(Tarango-Rivero et al., 2019), con una superficie plantada de 146,239 ha y una
produccion total de 135,947 t con un rendimiento promedio de 1.22 t-ha? las
cuales son cosechadas entre los meses de octubre a diciembre (SIAP, 2023).
Convirtiendose en una de las principales actividades econdémica 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 demas frutales, el nogal pecanero, esta constantemente expuesto a
condiciones externas que, dependiendo de su intensidad y duracion, puede
inhibir su crecimiento, desarrollo y produccion. A estas condiciones que limitan la

expresion del potencial de rendimiento genético se les define como estrés y



varian dependiendo de la susceptibilidad de cada especie. La respuesta de las
plantas ante las condiciones de estrés generalmente implica un consumo
energeético que busca garantizar principalmente la supervivencia de la planta pero
que puede afectar negativamente el rendimiento. Tanto las condiciones de estrés
como de exceso hidrico pueden tener un efecto significativo en el crecimiento,
desarrollo y reproduccion de las plantas. Estas condiciones pueden determinar
la distribucién geografica de las especies, al generar una presion selectiva en la
evolucion de una poblacion determinada (Urrea y Urzua, 2016).

Este cultivo, se desarrolla en regiones donde se presentan condiciones extremas
de temperaturas altas y bajos registros de precipitacion durante todo el afio, en
comparaciéon con aquellas areas en las que el cultivo se desarrolla de forma
nativa. Estas condiciones extremas ocasionan problemas fisioldgicos como
brotacién irregular, caida de flores y frutos y viviparidad que afectan el

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

2.2. Clasificacion y morfologia

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 econédmicamente més viable (Casales et al., 2018).

De acuerdo con Urrea y Urzla (2016), es una planta angiosperma dicotiledonea
lefiosa de habito arboreo, en su habitat natural llega a medir de 30 a 55 metros
de alto con un dosel de mas de 2 metros de diametro, caducifolio con hojas
compuestas sésiles imparipinnadas que varian en longitud y color dependiendo
del cultivar. Es una especie monoica con flores unisexuales, estaminadas y
pistiladas en el mismo arbol, con dicogamia y polinizacién anemdfila (Casales et
al., 2018).

Su fruto es drupaceo, monospermo dehiscente con endocarpio endurecido, su
forma y dimension varia de un cultivar a otro y la maduracién ocurre en el otofio

de la misma temporada (Poletto et al., 2019). La nuez es un Organo de
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almacenamiento de minerales, carbohidratos, aceites, aminoacidos y proteinas
(Flores-Cordova, 2017; Reyes-Vazquez, 2016) que sirven al embrion para la
respiracion, germinacion e incluso en las primeras etapas de desarrollo de la
planta hasta que se vuelve autosuficiente. El desarrollo de la nuez comienza con
la polinizacién y termina con el endurecimiento de la cascara. El tiempo de
cosecha depende del area de cultivo y se realiza tan pronto como la nuez esta
madura fisiologicamente, el ruezno se seca, se abre y permite la caida de la nuez.
Las nueces se recogen manual o mecanicamente, utilizando un agitador

hidraulico de troncos y una cosechadora mecanica (Urrea y Urzla, 2016).

2.3 Fenologia del nogal pecanero

La fenologia hace referencia al estudio de las reacciones de los organismos
vivos, frente a los cambios estacionales y climéticos en su ambiente. El estudio
fenologico del nogal permite conocer las fechas de inicio y término de los estadios
importantes como la brotacion y floracion tanto femenina como masculina, en
relacion con las limitantes climéticas de cada region. Asi mismo, permite definir
el momento oportuno de los tratamientos sanitarios para la prevencion y control
de plagas y enfermedades, fertilizacibn, momentos de mayor susceptibilidad a

heladas, manejo de problemas fisioldgicos, entre otros (Fernandez, 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 inhibicion esta localizada
dentro de las yemas, esta etapa puede ser considerada como una expresion de
inhibicion enddégena. Su intensificacion se produce generalmente en el otofio y
disminuye a finales de dicha estacion, y en el invierno, cuando los requerimientos
de frio por parte de los tejidos vegetales estan pronto a cumplirse.

2) Brotacion. La brotacion de la yema primaria varia segun el clima
prevaleciente al inicio del afio. Se ha observado que el nogal pecanero requiere

exposicion al frio (400-800 horas frio) durante el periodo invernal para tener una



brotacién uniforme y regular. Este proceso ocurre entre la segunda y tercera
semana de marzo.

3) Floracion. La flor se forma en las primeras etapas del crecimiento del
brote en la primavera; cuando aun permanecen bajo la cubierta de las yemas
primarias. Sin embargo, la aparicion de las flores no siempre ocurre
simultdneamente (dicogamia) y tienen diferentes duracion: dos o tres semanas
la flor femenina y una o dos semanas la emision de polen.

4) Estado acuoso. Ocurre a los 66 dias después de la receptividad del
estigma, alrededor de la segunda a tercera semana de junio.

5) Maximo estado acuoso. Coincide con el inicio del endurecimiento de la
cascara 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 dias después de haberse
iniciado el endurecimiento de la cascara.

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 dias. La almendra

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

2.4 Factores que afectan la productividad de Carya illinoinensis

En los Udltimos afios, la produccién de nuez pecanera ha tomado importancia
debido al incremento de la superficie plantada. Ademas, en el manejo de este
cultivo se ha observado la evolucién de las practicas agrondmicas que influyen
en gran medida en el desarrollo de la planta desde su establecimiento, asi como

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

Sin embargo, a pesar de la evolucion en el manejo del cultivo para la obtencién
de mayores rendimientos, este cultivo presenta pérdidas por diferentes factores,
tanto bidticos como abidticos, como insectos plaga y enfermedades; la
temperatura, precipitacion y la humedad relativa del ambiente (Martinez, 2014).
Ademas, existen desequilibrios fisiologicos, como la alternancia de produccion y
viviparidad, que perturban el desarrollo normal de la nuez pecanera y que

potencialmente limitan la productividad (Ramirez-Estrada et al., 2020).



2.5 Viviparidad

A través del tiempo las plantas han desarrollado adaptaciones asociadas a la
supervivencia y reproduccion; las primeras estan basadas en la tolerancia al
cambio climatico y al ambiente en que se desarrollan, y las reproductivas en
adaptaciones embriolégicas como la germinacion vivipara, brotado precosecha o

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

La viviparidad puede presentarse en plantulas capaces de traspasar el pericarpio
y liberarse o bien cuando la plantula 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 dispersion de las semillas, cuando
estas estdn maduras y continGan activas fisioldgicamente dentro del fruto, lo que
conlleva al crecimiento continuo del embrion y la germinacion (Pérez-Gonzalez
et al., 2015). Aun cuando el fruto haya alcanzado la madurez o la dehiscencia y
abscision de la planta madre, en el proceso, el embrion aprovecha la humedad
del fruto para continuar el desarrollo (Cota-Sanchez, 2008).

Los ejemplos mas conocidos de viviparidad son el mangle (Rhizophora mangle)
(Qiao et al., 2020), nogal (Carya illinoinensis) (Lagarda, 2012), cebada (Hordeum
vulgare) (Gualano, 2011), maiz (Zea mays) (Marquez Ortiz & Ortiz Cereceres,
1984), trigo (Triticum aestivum) (Bainotti et al., 2009), chayote (Sechium edule)
(Vernieri et al., 1989) y algunas cactaceas (Echinocactus platyacanthus) (Pérez-
Gonzalez et al., 2015), en los cuales se han realizado diversos estudios

fisiologicos y moleculares para determinar la causa de este problema.

Particularmente, en nogal pecanero ha sido reportada desde el establecimiento
de las primeras huertas cultivadas, presentandose durante la época de
maduracién y cosecha de las nueces. Ocurre en las regiones nogaleras con
veranos y otofios calidos, 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 consideracion ya que, al disminuir la calidad de la nuez



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

postcosechas para los productores (Garcia-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 relacidén de una serie de factores de tipo genético-ambiental que

coinciden para promover la germinacion 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 minimas inferiores a los 17 °C al tiempo de alcanzar la maduracion
de la nuez.

2) Temperaturas altas durante el periodo de maduracion de la nuez. La
germinacion prematura se presenta bajo condiciones ambientales que ocurren
durante la época de maduracion y apertura del ruezno (15 de septiembre-15 de
octubre), en especial cuando la temperatura es alta tanto en el dia como en la
noche (> 17 °C).

3) Presencia de periodos de sequia durante el desarrollo de la nuez. La
humedad del suelo es muy importante para disparar el fenémeno de la
germinaciéon 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 germinacién 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 dias después del inicio de apertura del ruezno, cuando el 95% de las
nueces desprende el ruezno de la cascara de la nuez; se considera en forma
general que inicia en los primeros dias de octubre (Lagarda, 2012).

5) Condiciones de carga que tenga el arbol. La carga de cosecha que deben
tener los arboles en produccion debe ser controlada para lograr buena calidad, y
produccion, asi como para prevenir la germinacion prematura de nuez.
Considerando los habitos de fructificacion de los nogales, el balance de

produccion mas favorable es cuando éstos alcanzan a tener 50% de los brotes
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con racimo; sin embargo, dicho balance en arboles maduros dificiimente se logra
en forma natural, por lo que soOlo se puede lograr con el aclareo de frutos
mediante la poda o con la vibracion de arboles durante el mes de junio (Lagarda,
2012).

6) Hormonales. Existen fitohormonas como el acido abscisico y las
giberelinas que se encuentran asociadas directamente a los procesos de

germinacion de las semillas (Lagarda, 2012).

2.6 Aspectos moleculares y expresion de genes asociados con la

dormanciay germinacion de las semillas

El desarrollo, latencia y germinacion de las semillas son procesos productivos
compartidos con la mayoria de las especies vegetales (Fernandez, 2009). En las
plantas “viviparas”, el desarrollo de las semillas se salta la latencia y procede
directamente a la fase de germinacion donde los embriones, a través de un
proceso genético innato, continlan creciendo y germinando en hipocétilos
extensos antes de la dispersion (Qiao et al., 2020). Este modelo reproductivo
reportado en diferentes especies vegetales se caracteriza por ser una adaptacion
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 4cido abscisico han
sido relacionados directamente con los procesos de latencia y germinacion de
semillas en todas las especies de plantas; las primeras como estimulantes y las
segundas como inhibidores (Gémez-Castafieda et al., 2003; Fernandez-Arbaizar
et al., 2002).

Algunos estudios realizados, han generado informaciébn acerca del
comportamiento de estas fitohormonas, como el acido abscisico (ABA); que
dentro de sus funciones y efectos fisioldgicos 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 germinacién y las fases de
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absorcion de agua (Rodriguez, 2019; Beraud et al., 2016). Tiende a
incrementarse con la maduracion del fruto y puede estar involucrado en la
prevencion de la viviparidad y en la induccion de latencia en las semillas. Dicho
compuesto es antagonico o contrarresta los efectos de las giberelinas, se
presenta en altas concentraciones en las cubiertas seminales y desaparece con
la estratificacion; 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 postmaduracion del embrion y asi eliminar esta latencia (De la
Cruz et al., 2013), no obstante, la desaparicion no necesariamente coincide con
el inicio de la germinacién (Hartman y Kester, 2001). El contenido de acido
abscisico en las semillas es muy bajo durante la embriogénesis temprana, se
incrementa a un maximo hacia la etapa media y tardia del desarrollo del embrién,
y después disminuye con la maduracion de estas. Aunado a esto, el aumento
estandar del contenido de acido abscisico al inicio y durante la etapa media del
desarrollo de la semilla controla la acumulacién de proteinas de reserva (Azcon-
Bieto y Tal6n, 2008).

En mangles, la viviparidad coincide con una reduccion de la concentracién de
acido abscisico y proteinas (dehidrinas) que protegen las membranas celulares
de la desecacion, incrementando el transporte de agua al embrién y reduciendo
el estrés osmotico, cambios requeridos para el crecimiento continuo y precocidad
en el desarrollo de la plantula (Qiao et al., 2020; Hong et al., 2018). En el caso
del maiz, existen activadores y represores de proteinas, como el activador
transcripcional para viviparidad (VP1), cuya accion es inducir genes especificos,
la produccion de acido abscisico, promover la tolerancia a la desecacion, reducir
el crecimiento del embridon y propiciar la madurez tardia (Carrari, 2001). En
Arabidopsis la latencia de las semillas se asegura a través de al menos dos
procesos secuenciales de desarrollo: la detencién del crecimiento embrionario
regulado por los genes de tipo FUS3/LEC, y la latencia embrionaria regulada por
ABI3 y acido abscisico (Raz et al., 2001). También, mutantes de Arabidopsis
thaliana, deficientes de GAs, indican que la biosintesis de giberelinas activas esta
regulada negativamente durante el desarrollo de la semilla, evitando asi la
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germinacion precoz (viviparidad) (Raz et al.,, 2001). Asi mismo, se han
correlacionado los niveles de expresion de algunos genes como NCED (Nine-cis-
epoxycarotenoid dioxygenase), ABAS8 -hidroxilasa, ZEP/ABAl (Zeaxanthin
epoxidase/ ABA Deficient 1), SDR/ABA2, AAO, ABA3, ABI3, ABI4 y ABI5 con el
mantenimiento y liberacidén de la dormicién, via catabolismo del ABA (Chen et al.,
2020; Fernandez, 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 germinacion de semillas, la elongacién
del tallo, expansion de las hojas, floracion y germinacién 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, estan regulados en parte por el cambio de la concentracién en las
células de GAs activas. Esto indica que las concentraciones de GAs deben ser
cuidadosamente moduladas, tal vez mediante la integracion de varias sefales

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

Las giberelinas estimulan la germinacion mediante la induccién de la expresion
de enzimas hidroliticas 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 expansion del cotiledén y la
radicula, favoreciendo la via de transicidbn del desarrollo embriogénico al
vegetativo. Dicha estimulacion podria estar mediada, por el factor de
remodelacion de la cromatina PICKLE (PKL) o por la proteina de identidad
embrionaria FUSCA3 (FUS3), la cual estimula positivamente la sintesis de ABA
y regula negativamente la sintesis de GAs (Narro, 2014; Hernando,
2012; Fernandez, 2009).

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

serie de genes que controlan su nivel; KS, KO, KAO, GA200x, GA3ox y GA20x
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(He et al., 2020; Hedden & Thomas, 2012). En Arabidopsis GA30x2, uno de los
principales genes implicados en la produccion de giberelinas bioactivas (GAL1 y
GA4), aumenta en semillas almacenadas en seco; mientras que GA2ox1, enzima
implicada en la desactivacion de giberelinas, es mas 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
sintesis de GAs activos (Li et al., 2004). Asi mismo, la ruta de sefializacion de la
GAs esta mediada por las proteinas DELLA, cuyo nombre deriva de la secuencia
de aminodacidos conservada que poseen (D, aspartico; E; glutamico; L, leucina;
A, alanina), son proteinas 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 proteinas DELLA: RGA, GAI, RGL1, RGL2
y RGL3, de los cuales RGL2 parece ser el que tiene un mayor papel en la

regulacion de la germinacion (Hernando, 2012; Li et al., 2004).

De acuerdo con los diferentes estudios sobre el desarrollo y germinacion de
semillas, el grado de latencia y susceptibilidad a la viviparidad es consecuencia
del balance entre giberelinas y acido abscisico y la accion concertada de varios
genes. Sin embargo, en nuez pecanera esta informacion aun es limitada por lo
que resulta interesante considerar el estudio de la expresion 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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CAPITULO Il

DISENO Y EVALUACION DE PRIMERS PARA ANALISIS DE LA EXPRESION
GENICA DURANTE LA VIVIPARIDAD DE LA NUEZ PECANERA (Carya
illinoinensis)

RESUMEN

La mayoria de los trabajos de investigacion relacionados con los perfiles de
expresion génica evaluan la calidad de los oligonucleoétidos utilizados. Por lo que
es imprescindible su disefio, 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 andlisis de
genes relacionados con estrés salino, floracion, flavonoides y alergenos. En este
sentido, el objetivo del presente estudio fue disefar primers a partir de secuencias
génicas relacionadas con las fitohormonas o precursores de la biosintesis del
acido abscisico 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
bioinforméticas y técnicas de PCR se utilizé para el disefio y evaluacion de
primers adecuados para evaluar la expresiébn génica en el proceso de
germinacion prematura de la nuez. De los primers disefiados se seleccionaron
aquellos que cumplieron con las caracteristicas convenientes para ser usados en
ensayos de PCR punto final: tamafio del primer, tamafio del producto amplificado,
temperatura de alineamiento, contenido G/C, formacion de estructuras
secundarias y especificidad. Finalmente, fueron sintetizados quimicamente para
su posterior uso en ensayos de PCR. El uso de herramientas bioinformaticas
permitié6 obtener primers con caracteristicas propicias para ser utilizados en el
estudio de la viviparidad de la nuez mediante ensayos de RT-PCR. La
informacion descrita en este trabajo representa la base para futuras
investigaciones sobre la expresion de genes implicados en la viviparidad de la
nuez.

Palabras clave: acido abscisico, bioinforméatica, acido giberélico,
oligonucleotidos.
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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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INTRODUCCION

Las técnicas de PCR por su relativa facilidad para la deteccién y cuantificacion
de acidos nucleicos se han adoptado ampliamente en la investigacion cientifica
para el estudio de expresién génica en diversos organismos (Remans et al.,
2014). Los niveles de expresion génica se pueden reportar de forma absoluta o
relativa. En el primer caso se calcula el nUmero de copias presente usando como
referencia una curva estandar. En el segundo caso se toma como referencia uno
0 mas genes calibradores, contra los cuales se compara la expresion 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, obtencion de 4cidos nucleicos de alta calidad, una
estimacion precisa de la concentracion de acidos nucleicos y el disefio adecuado
de oligonucleétidos 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 actian como punto de partida y unién para la polimerasa
durante la sintesis de ADN del fragmento a amplificar (Hernandez y Valdez,
2018). Cualquier variacién en estos factores puede influir en la exactitud y
precision de los resultados.

La eficiencia de los primers se refiere al nivel en que el proceso de amplificacion
ocurre de manera exponencial durante la reaccion de PCR (Cuevas-Reyes et al.,
2016). Los factores mas importantes que se deben tener en cuenta son formacion
de dimeros o estructuras secundarias, autocomplementariedad en alguna base
o el plegado inespecifico, Temperatura de fusion (Tm) entre oligonucleoétidos y el
porcentaje de Guaninas/Citosinas (BIOSOFT, 2023).

Carya illinoinensis, es uno de los cultivos de mayor importancia econdmica en el
Norte de México. Recientemente, la viviparidad o germinacién prematura ha
causado importantes pérdidas econdmicas debido a que se reduce la calidad de

la nuez y disminuye el total de la produccién (Wood, 2015). Este fendmeno ha
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sido asociado a la interaccion de una serie de factores de tipo genético-ambiental.
Es decir, del balance que existe entre la accion de las fitohormonas acido
abscisico (ABA) y giberelinas (GA), entendiendo que el balance hormonal est4
determinado por las concentraciones endogenas de estas hormonas y por la

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

En los dltimos afos, la mayoria de las investigaciones sobre Carya lllinoensis se
han centrado principalmente en su comportamiento con respecto a variables
ambientales (Nufiez-Colima et al., 2019), formas de propagacion (Casales et al.,
2018), extraccion y composicion de aceite de nuez (Rabago-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 fisioldgica, bioquimica y
molecular del desarrollo y produccion de nuez bajo estrés salino (Zhang et al.,
2021).

Se sabe que el &cido abscisico y giberelinas, son hormonas vegetales
involucradas en diferentes procesos fisiol6gicos de las plantas y pueden actuar
como reguladores enddgenos controlando diversos procesos del desarrollo como
la germinacién, la elongacién del tallo, expansién de hojas, desarrollo de los
tricomas y la induccién de flores y frutos (Carranza et al., 2016). Sin embargo,
aunque estas hormonas, tienen un papel relevante en la germinacién de semillas
aun se desconocen la mayoria de los mecanismos implicados en su actuacion.
Las rutas de biosintesis del ABA y las GA involucran la participacién de muchas
enzimas que intervienen en la sintesis de un compuesto a partir de otro, la
expresion de genes que codifican para estas enzimas depende en gran parte del
medio ambiente y condiciones de estrés en que se encuentre la planta (Jordan &
Casaretto, 2006).

La funcién de los genes se puede predecir mediante el analisis de los perfiles de
expresion geénica (Yang et al., 2022). Diversos estudios han evaluado los perfiles
de expresion geénica frente al desarrollo y germinacion de semillas (Rosabal et
al., 2014; Matilla, 2008; Rubio-Somoza, 2005), sin embargo, en nuez pecanera
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aun es limitada la informacién existente. La mayoria de los trabajos de
investigacion valoran la calidad de los oligonucledtidos 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 oligonucleétidos bajo las condiciones de cada laboratorio, de
manera que los resultados obtenidos reflejen de manera confiable la respuesta
biolégica que se esté presentando durante la interaccién de diversos organismos
(Cuevas-Reyes et al., 2016).

Por lo tanto, con el objetivo de contar con primers con un desempefio adecuado
para el estudio molecular de la viviparidad en nuez pecanera, a través de la
secuencia gendmica de Carya illinoinensis y el uso de herramientas
bioinformaticas se disefiaron primers relacionados con las fitohormonas &cido

abscisico y giberelinas y se evaluaron mediante PCR punto final.

MATERIALES Y METODOS

Disefio in silico de los oligonucleétidos

Debido a que no existe informacion relacionada con los genes involucrados en la
viviparidad de la nuez, se utilizé 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 Informacién para Biotecnologica
(NCBI). A partir de dicha secuencia se utilizaron seis secuencias codificantes
para las enzimas acido abscisico y giberelinas, ademas del gen de referencia
actina, los cuales se muestran en el cuadro 1. El disefio 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
aguellos que cumplian con las caracteristicas apropiadas: tamafo del producto
amplificado, temperatura de alineamiento y contenido de guaninas y citosinas.
Una vez elegidos, se procedi6 al analisis de calidad para descartar la formacion
de estructuras secundarias de cada oligonucle6tido mediante la herramienta
OligoEvaluatorTM  dentro de la plataforma de Sigma  Aldrich
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(http://www.oligoevaluator.com/LoginServlet). Para cada par de oligonucledtidos
se evalud su especificidad mediante el sitio web de Nucleotide-BLAST, para
determinar la complementariedad de las bases nucleotidicas y considerar la
homologia con otros géneros o especies. Finalmente, los primers disefiados
fueron sintetizados por la compaifia IDT (Integrated DNA Technologies, Inc.
USA).

Evaluacion de la eficiencia de amplificacion

Para evaluar la eficiencia de cada par de primers se realizd una validacion
mediante la amplificacion de ADNc de primera cadena por RT-PCR. Dicho
proceso se realizd en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la Universidad Juérez del Estado de Durango. Se inicid
con 100 mg de tejido embrionario de nuez madura y nuez germinada previamente
homogeneizado mediante maceracién con nitrégeno liquido. Las muestras de
nuez pecanera utilizadas se obtuvieron de una plantacién de nogal pecanero cv.
Western, de 48 afos. Las nueces fueron colectadas completamente al azar
durante la etapa de maduracion en septiembre del 2020. Para su analisis, las
nueces fueron separadas del arbol, envueltas en papel aluminio y puestas en

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

La extraccion de ARN total se realiz6 utilizando el método CTAB 4, reportado en
Rodriguez-Gonzélez et al. (2023). La concentracion de ARN se cuantifico por
espectrofotometria utilizando un equipo Nanodrop (Thermo scientific) mediante
la densidad optica a 260 nm. La pureza fue confirmada por la relacion de los
indices de absorbancia a 260 y 280 nm (Azsor280) asi como a 260 y 230 nm
(A2601230) para evaluar la presencia de proteinas o compuestos fendlicos,
respectivamente. Y la integridad del ARN se verific6 mediante electroforesis en
gel de agarosa-MOPS-formaldehido, a 50 volts durante 45 min, utilizando como
tampon de electroforesis MOPS 1X. Se utilizo Gel Red® (Biotium, Hayward, CA,
USA) para tincién del ARN. Los geles fueron visualizados con luz ultravioleta en
un fotodocumentador UVP® MultiDoc It Imaging System. Conjuntamente, el ARN
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fue tratado con DNAsa | (libre de RNAsa) (Invitrogen, Waltham, MA, USA) segun

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

La calidad del ARN total extraido se evalu6 mediante reaccion en cadena de la
polimerasa de transcripcion inversa (RT-PCR). Todas las muestras se trataron
con DNasa | (libre de ARNasa) (Invitrogen, Waltham, MA, EUA) segun 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. EI ADNc se amplificé utilizando la enzima Taq polimerasa (Jena
Bioscience, Dortmund, Alemania) con las especificaciones del fabricante. Se
utilizaron los primers disefiados (Cuadro 1). Para una reaccion estandar de RT-
PCR de 25 pL, se utilizaron 40 ng-uL* de ARN total. El programa de amplificacion
por PCR incluy6 una desnaturalizacion inicial de 2 min a 92 °C; posteriormente,
35 ciclos que comprenden las etapas siguientes: desnaturalizacion a 95 °C
durante 15 s, alineamiento 55 °C durante 15 s y extension 72 °C durante 1 min
30 s; y una extension final de 2 min a 72 °C. Los productos amplificados se
separaron en un gel de agarosa al 2 %, tefiidos 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 DISCUSION

Hasta la fecha, el disefio de primers ha sido implementado exitosamente,
permitiendo reducir los costos, ademas 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 bioinformaticas permitio obtener primers
con caracteristicas propicias para ser usados en el estudio de la viviparidad de la

nuez mediante ensayos de PCR punto final.
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Primers diseflados

Con base en el analisis realizado a partir del transcriptoma de Carya illinoinensis
y datos referentes a la ruta de sintesis de las fitohormonas &cido abscisico y

giberelinas se obtuvieron siete pares de primers candidatos para el analisis

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

enzimas precursoras de acido abscisico, dos a giberelinas y uno al gen

constitutivo Actina (Cuadro 1).

Cuadro 1. Lista de primers para PCR punto final disefiados y seleccionados para

el estudio molecular de la viviparidad en nuez pecanera.

Nombre Enzima Secuencia (5"-> 3")
GA30x1-F . _ CTGTCCACCTGTGCCATAAA
Giberelina
GA30x1-R CGAGCCTACGACGGTAAATC
GA20x2-F _ _ CATCATTGGCTGGCAGATTTC
Giberelina
GA20x2-R TGGGAGGTTTAAGAGTGTGAAG
ABA 8H-F o . GAGAGAGAGAGGTGCTACATTTG
Acido abscisico
ABA 8H-R ATGTTTGGGTCTTGAGAGTAGAG
. CTTCACCTTCTCCACTCGATTT
AOG-F : .
Acido abscisico
AOG-R GGACAGAAGGCTTGGGTTATAG
_ GAAACTTGGGCAAAGGGAATG
ZEP-F <. L.
Acido abscisico
R CTTGTTGTACCCACCCTGATAG
ZEP-R
ABA2-F . N CCCTCCTTATACGCACTGTAAC
Acido abscisico
ABA2-R TCCTCAGCAACCTCCAAATC
Actina-F Actina CGATGCCCTGAGGTTCTATTC
Actina-R GATCCTCCAATCCAGACACTATAC

GA3o0x1: Gibberellin 3-beta-hydroxylase, GA20x2: 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 disefio in silico y teniendo en
cuenta las caracteristicas idoneas para ser usados en ensayos de PCR (Cuadro
2). Para garantizar que los primers seleccionados amplifican la region genémica
de interés, se evalud la especificidad para la deteccién y amplificacion de cada
gen. En general, cada par de oligonucleétidos, produjeron un porcentaje de
identidad y de cobertura de la secuencia diana del 100 %, y un Valor E cercano
a cero, esta medida es mas significativa cuanto mas cerca de 0.0 esté, lo cual
indica alta similitud de la secuencia con el gen (De La Fuente et al., 2018). La
mayoria 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 fusion (Tm) es mayor a los 60 °C.

Adicionalmente, es importante considerar parametros como el contenido de las
bases nitrogenadas citosina y guanina (% G/C), el cual debe estar entre 40 y 60
%, la temperatura de fusién (Tm) con valores de referencia de 52-58 °C y el
tamafio 6ptimo de la longitud del amplicon es de 18-25 pb (BIOSOFT, 2023;
Hendling & BariSi¢, 2019; Tamay de Dios et al., 2013). En este estudio se
consider6 un porcentaje de G/C de 45 a 55%, y las temperaturas de fusion se
encontraron en el intervalo de 50 a 55 °C. Finalmente, la longitud del amplicon se
consideré un tamafio entre 20-24 pb con una diferencia de longitud méaxima de 5

nucledtidos.

Los primers disefiados en este trabajo, al presentar una alta especificidad y
sensibilidad cumplen con las caracteristicas apropiadas para ser utilizados en
estudios de investigacion y diagnéstico (Guevara, 2022) sobre el proceso de

desarrollo y viviparidad de la nuez pecanera.
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Cuadro 2. Caracteristicas de los primers disefiados y seleccionados para el
estudio de la expresion de ABA y GA en nuez pecanera, mediante PCR punto

final.
Nombre Tm GC Longitud 2?2':;82 Estructuras Cobertura Valor E Identidad
(C) (%)  (pb) ngb) secundarias (%) %)

GA3ox1-F 55.0 50.0 20

398 No 100 0.0006 100
GA30x1-R 55.2 55.0 20
GA20x2-F 546 47.6 21

243 No 100 0.0002 100
GA20x2-R 54.3 455 22
ABA8H-F 54.7 47.8 23

206 No 100 0.00002 100
ABA 8H-R 54.0 435 23
AOG-F 54.6 455 22

277 No 100 0.00005 100
AOG-R 55.0 50.0 22
ZEP-F 547 47.6 21

258 Débil 100 0.043 95.24
ZEP-R 549 50.0 22
ABA2-F 549 50.0 22

333 No 100 0.00005 100
ABA2-R 54.8 50.0 20
Actina-F 550 520 21 266 No 100 0.0002 100
Actina-R 54.3 45.8 24

Tm: Temperatura de fusion, %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 validacion mediante PCR punto
final se tiene la certeza de que el disefio de primer fue adecuado (Figura 1). La
amplificacion de los primer disefiados muestra bandas de buena intensidad y
corresponden al tamafio esperado de cada amplicon, presentando una alta
especificidad. De los seis pares de primers seleccionados, ABA2, ABA8H, AOG,
GA20x2 y GA3ox1l mostraron un buen desempefio tanto en nuez germinada
como en nuez madura. Mientras ZEP mostro un buen desempefio solo en nuez
madura y genero un producto de amplificacion muy tenue en nuez germinada,
esto podria reflejar el papel de la zeaxantina epoxidasa en la regulacion de la
biosintesis de ABA el cual aumenta conforme se alcanza la maduracion y
dormancia de las semillas y disminuye durante el proceso de germinacién
(Audran et al., 2001).
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Figura 1. Amplificacién de muestras de nuez pecanera germinada (G) y madura
(M), con los primers ABA8H (pocillo 1y 2), GA20x2 (pocillo 3y 4), ZEP (pocillo 7
y 8), Actina (pocillo 9 y 10), GA3ox1 (pocillo 11 y 12), ABA2 (pocillo 13y 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 acido abscisico y giberelinas han sido objeto de estudio
en varias investigaciones. Se ha determinado que tanto el acido abscisico como
las giberelinas son hormonas necesarias para el crecimiento del embrién a lo
largo del desarrollo de este (Fernandez, 2009). Asi, 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
desactivacion/activacion del ABA en las plantas y su expresién esta inducida por
ABA exdgeno o estrés osmoético (Félix et al., 2019). El gen ABA2 (Zeaxanthin
epoxidase chloroplastic) es un alcohol deshidrogenasa y la mutacion en este da
como resultado el bloqueo de la xantoxina a aldehido, un paso clave implicado
en la biosintesis de ABA que resulta en una baja produccion de este (Tawab,
2020). Y ZEP (zeaxantina epoxidasa) ha sido relacionado con el mantenimiento
de la dormicion y liberacion de la via de catabolismo de ABA (Fernandez, 2009).
Mientras que GA3ox1 (Gibberellin 3-beta-hydroxylase) es uno de los principales
genes implicados en la produccion de giberelinas bioactivas (Fernandez, 2009) y
GA20x2 (Gibberellin 2-beta-dioxidase 2-related) esta relacionado con la
inactivacion de la sintesis de giberelinas (Wang et al., 2021).
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CONCLUSIONES

Se logro el disefio adecuado de primers de Carya illinoinensis, que amplifican
para enzimas relacionadas con las fitohormonas &cido abscisico y giberelinas

implicadas en el desarrollo y germinacion de semillas.

Los pares de primer disefiados funcionaron de manera adecuada siendo una

alternativa para el estudio de la viviparidad en nuez pecanera.

El disefio y andlisis de oligonucledtidos a traves de plataformas bioinformaticas,
es una alternativa que permite obtener y seleccionar primers potenciales para el

estudio de la expresion de genes mediante ensayos de PCR.

La informacion descrita en este trabajo sirve de base para futuras investigaciones
mas amplias sobre la expresibn de genes implicados en la germinacién

prematura de la nuez.

31



LITERATURA CITADA

Audran, C., Liotenberg, S., Gonneau, M., North, H., Frey, A., Tap-Waksman, K.,
Vartanian N. y Marion-Poll, A. (2001). Localizacion y expresion del ARNm
de la zeaxantina epoxidasa en Arabidopsis en respuesta al estrés por
sequia y durante el desarrollo de la semilla. Biologia vegetal
funcional, 28(12), 1161-1173. doi: 10.1071/PP00134

BIOSOFT. (2023). Primer Design Guide for PCR: Learn Designing Primers for
PCR. Recuperado el 23 de febrero del 2023 de
http://www.premierbiosoft.com/tech _notes/PCR_Primer_Design.html

Casales, F. G., Van der Watt, E., & Coetzer, G. M. (2018). Propagation of pecan
(Carya illinoensis): a review. African Journal of Biotechnology, 17(18),
586-605. doi:10.5897/AJB2017.16183

Carranza, C., Castellanos, G., Deaza, D., & Miranda, D. (2016). Efecto de la
aplicacion de reguladores de crecimiento sobre la germinacion de
semillas de badea (Passiflora quadrangularis L.) en condiciones de
invernadero. Revista Colombiana de Ciencias Horticolas, 10(2), 284-291.
Doi: 10.17584/rcch.2016v10i2.5791

Cuevas-Reyes, E., Carrillo-Morales, M., Trevino-Quintanilla, L. G., Aparicio-
Frabre, R., & Hernandez-Romano, J. (2016). Oligonucleotides evaluation
for measuring gene expression during tomato bacterial wilt. Revista
fitotecnia mexicana, 39(2), 141-150. Retrieved:
https://www.scielo.org.mx/scielo.php?pid=S0187-
73802016000200141&script=sci_abstract&ting=en

De La Fuente, A., Romero Calle, D. X., Cardenas Alegria, O., y Alvarez Aliaga,
M. T. (2018). Disefio y evaluacion de primers in silico del gen E1 del virus
de chikungunya para Real-Time PCR (qPCR). Revista CON-CIENCIA,
6(1), 107-124. Retrieved: http://www.scielo.org.bo/scielo.php?pid=S2310-
02652018000100011&script=sci_arttext

Félix, K., Su, J., Lu, R., Zhao, G., Cui, W., Wang, R., Mu, H., Cui, J. & Shen, W.
(2019). Hydrogen-induced tolerance against osmotic stress in alfalfa
seedlings involves ABA signaling. Plant and Soil, 445(1), 409-423.
doi:10.1007/s11104-019-04328-y

Fernandez, R. |. (2009). El cross-talk etileno/giberelinas y la rotura de la dormicién
de semillas de Sisymbrium officinale L. provocada por el after-ripening.
Univ Santiago de Compostela.

Guevara G., K. J. (2022). Disefio y validacion in silico de primers para la
amplificacion del Gen GSTM. Bachelor's thesis, Universidad Técnica de
Ambato. Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia.
Carrera de Ingenieria Bioguimica.

32


http://www.premierbiosoft.com/tech_notes/PCR_Primer_Design.html
https://www.scielo.org.mx/scielo.php?pid=S0187-73802016000200141&script=sci_abstract&tlng=en
https://www.scielo.org.mx/scielo.php?pid=S0187-73802016000200141&script=sci_abstract&tlng=en
http://www.scielo.org.bo/scielo.php?pid=S2310-02652018000100011&script=sci_arttext
http://www.scielo.org.bo/scielo.php?pid=S2310-02652018000100011&script=sci_arttext

Hendling, M., & Barisi¢, I. (2019). In-silico design of DNA oligonucleotides:
challenges and approaches. Computational and structural biotechnology
journal, 17, 1056-1065. doi: .1016/j.csbj.2019.07.008

Herndndez F., C.y Valdez M., R. (2018). Analisis de iniciadores con herramientas
bioinforméaticas libres en linea. Temas de Ciencia y Tecnologia. Vol.22.
No. 64. Pp. 5-19. ISSN 2007-0977.

IDT. (2013). Cémo disefiar primers y sondas para PCR y gPCR. Recuperado el
23 de febrero de 2023 de
https://www.idtdna.com/pages/education/decoded/article/designing-pcr-
primers-and-probes

Jordan, M., & Casaretto, J. (2006). Hormonas y reguladores del crecimiento:
etileno, &cido abscisico, brasinoesteroides, poliaminas, &cido salicilico y
acido jasmonico. Fisiologia Vegetal (F.A. Squeo & L. Cardemil, eds.)16.
Fisiologia vegetal. Ediciones Universidad de La Serena, Chile.

Kellett, M. E., Greenspan, P., Gong, Y., & Pegg, R. B. (2019). Cellular evaluation
of the antioxidant activity of US Pecans [Carya illinoinensis (Wangenh.)
K. Kochl]. Food chemistry, 293, 511-519. doi:
10.1016/j.foodchem.2019.04.103

Matilla, A. J. (2008). Desarrollo y germinacion de las semillas. Fundamentos de
fisiologia vegetal. 2, 549.

Nufiez Colima, J. A., Moreno Reséndez, A., Valenzuela Nufiez, L. M., Rodriguez
Martinez, R., Gonzélez Torres, A., Garcia De La Pefa, C., Esparza
Rivera, J. R. y Molina Ochoa, J. (2019). Influencia de variables climaticas
en el contenido de N en Carya illinoensis Koch. Nova scientia, 11(22),
207-223. doi: 10.21640/ns.v11i22.1823

Okamoto, M., Tanaka, Y., Abrams, S. R., Kamiya, Y., Seki, M., & Nambara, E.
(2009). High humidity induces abscisic acid 8'-hydroxylase in stomata and
vasculature to regulate local and systemic abscisic acid responses in
Arabidopsis. Plant physiology, 149(2), 825-834. doi:
10.1104/pp.108.130823

Platts, A., Shu, S., Wright, S., Barry, K., Edger, P., Pires, J. C. & Schmutz, J.
(2021). Carya illinoinensis cultivar 87MX3-2.11 chromosome 1 genomic
scaffold, whole genome shotgun sequence. Retrieved from
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ nuccore/MU179928.1

Qiu, L., Jiang, B., Fang, J., Shen, Y., Fang, Z., Rm, S. K., Yi, K., Shen, C., Yan,
D. & Zheng, B. (2016). Analysis of transcriptome in hickory (Carya
cathayensis) and uncover the dynamics in the hormonal signaling
pathway during graft process. BMC genomics, 17(1), 1—13. doi:
10.1186/ s12864-016-3182-4

Rabago-Panduro, L. M. (2021). Evaluation of compositional changes in pecan
nuts during storage and the use of pulsed electric fields as an aid to
enhance oil extraction yield. Tesis Doctoral. Tecnologico de Monterrey.

33


https://www.idtdna.com/pages/education/decoded/article/designing-pcr-primers-and-probes
https://www.idtdna.com/pages/education/decoded/article/designing-pcr-primers-and-probes

Remans, T., Keunen, E., Bex, G. J., Smeets, K., Vangronsveld, J., & Cuypers, A.
(2014). Reliable gene expression analysis by reverse transcription-
guantitative PCR: reporting and minimizing the uncertainty in data
accuracy. The Plant Cell, 26(10), 3829-3837. doi:
10.1105/tpc.114.130641

Rodriguez-Gonzalez, M., Arreola-Avila, J. G., Avila-Rodriguez, V., Garcia-
Gonzalez, F., Quezada-Rivera, J. J., Mota-ltuarte, M. S., & Borja-de la
Rosa, A. (2023). Protocols for extraction of total RNA from pecan nut
(Carya illinoinensis [Wangenh.] K. Koch) embryo tissue. Revista
Chapingo Serie Ciencias Forestales y del Ambiente, 29(1), 131-145. doi:
10.5154/r.rchscfa.2022.08.057

Rosabal A., L., Martinez G., L., Reyes G., Y., DellAmico R., J., & Nuiez V., M.
(2014). Aspectos fisiolégicos, bioquimicos y expresion de genes en
condiciones de déficit hidrico. Influencia en el proceso de germinacion.
Cultivos Tropicales, 35(3), 24-35.

Rubio-Somoza, I. (2005). Factores transcripcionales mybrl en el desarrollo y
germinaciéon de la semilla de la cebada. Doctoral dissertation,
Universidad Politécnica de Madrid.

Shi, J. W., Lu, L. X,, Shi, H. M., & Ye, J. R. (2022). Effects of plant growth-
promoting rhizobacteria on the growth and soil microbial community of
Carya illinoinensis. Current Microbiology, 79(11), 352. doi:
10.1007/s00284-022-03027-9

Tamay de Dios, L., Ibarra, C., & Velasquillo, C. (2013). Fundamentos de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y de la PCR en tiempo real.
Investigacion en discapacidad, 2(2), 70-78. Retrieved:
https://www.medigraphic.com/cqi-
bin/new/publicaciones.cqi?IDREVISTA=279

Tawab, F., Munir, I., Nasim, Z., Khan, M. S., Tawab, S., Nasim, A., Igbal, A,
Ahmad, M. A., Ali, W., Munir, R., Munir, M. & Asim, N. (2020).
Identification and characterization of a novel multi-stress responsive gene
in Arabidopsis. Plos one, 15(12), e0244030. doi:
10.1371/journal.pone.0244030

Villa H., J. M. V. (2006). Expresion de Sbvpl y SbGA20-oxidasa en las lineas de
sorgo Redland b2 e is9530 cultivadas en México (Doctoral dissertation,
Universidad Autbnoma Metropolitana). México, D. F.

Wang, Y., Zhang, J., Sun, M., He, C., Yu, K., Zhao, B., Li, R., Li, J., Yang, Z.,
Wang, X., Duan, H., Fu, J., Liu, S., Zhang, X. & Zheng, J. (2021). Multi-
omics analyses reveal systemic insights into maize vivipary. Plants,
10(11), 2437. Doi: 10.3390/plants10112437

Wood, B. W. (2015). Regulation of vivipary in pecan. Acta Hortic, 1070, 33-42.
doi: 10.17660/ActHortic.2015.1070.3

34


https://www.medigraphic.com/cgi-bin/new/publicaciones.cgi?IDREVISTA=279
https://www.medigraphic.com/cgi-bin/new/publicaciones.cgi?IDREVISTA=279

Yang, B., Yao, X., Zeng, Y., & Zhang, C. (2022). Genome-wide identification,
characterization, and expression profiling of AP2/ERF superfamily genes
under different development and abiotic stress conditions in pecan (Carya
illinoinensis). International Journal of Molecular Sciences, 23(6), 2920.
doi: 10.3390/ijms23062920

Zhang, J., Jiao, Y., Sharma, A., Shen, D., Wei, B., Hong, C., Zheng, B. & Pan, C.
(2021). Transcriptomic analysis reveals potential pathways associated
with salt resistance in pecan (Carya illinoensis K. Koch). Journal of
Biotechnology, 330, 17-26. doi: 10.1016/].jbiotec.2021.02.001

35



CAPITULO IV

PROTOCOLOS DE EXTRACCION DE ARN TOTAL A PARTIR DEL TEJIDO
EMBRIONARIO DE NUEZ PECANERA
(Carya illinoinensis [Wangenh.] K. Koch)

ISSN e: 2007-4018

REVISTA CHAPINGO SERIE

CIENCIAS

FORESTALES

Y DEL AMBIENTE

ANO 29, VOL. XXIX, NUM. 1, ENERO-ABRIL, 2023.

https://revistas.chapingo.mx/forestales/article/view/r.rchscfa.2022.08.057

https://doi.org/10.5154/r.rchscfa.2022.08.057

Tesis de Doctorado en Ciencias en Recursos Naturales y Medio Ambiente en Zonas Aridas,
Unidad Regional Universitaria de Zonas Aridas, Universidad Auténoma Chapingo.
Autor: Mayela Rodriguez Gonzalez

Director de Tesis: Dr. Jestus Guadalupe Arreola Avila

36


https://revistas.chapingo.mx/forestales/article/view/r.rchscfa.2022.08.057
https://doi.org/10.5154/r.rchscfa.2022.08.057

SlaChiNIIeElidl hitps:/doi.org/10.5154/r.rchscfa.2022.08.057

Protocols for extraction of total RNA from pecan nut
(Carya illinoinensis [Wangenh.] K. Koch) embryo tissue

Protocolos de extraccion de ARN total a partir del tejido embrionario
de nuez pecanera (Carya illinoinensis [Wangenh.] K. Koch)

Mayela Rodriguez-Gonzalez!; Jests G. Arreola-Avilat; Verénica Avila-Rodriguez?;
Fabian Garcia-Gonzdlez!; Jesus J. Quezada-Rivera?”;
Maria del S. Mota-Ituarte?!; Amparo Borja-de la Rosa®

1Universidad Auténoma Chapingo, Unidad Regional Universitaria de Zonas Aridas. km
40 Carretera Torre6n-Chihuahua. C. P. 35230. Bermejillo, Durango, México.
2Universidad Judrez del Estado de Durango, Facultad de Ciencias Bioldgicas. Fracc.
Universidad, Filadelfia. C.P.35010. Gémez Palacio, Durango, México.

3Universidad Auténoma Chapingo, Divisién de Ciencias Forestales. Carretera México-
Texcoco km 38.5. C. P. 56230. Texcoco, Estado de México, México.

*Corresponding author: josafath.quezada@ujed.mx; tel.: 8717152077

Abstract

Introduction: Gene expression studies require extraction protocols that allow obtaining high quality
RNA, especially when working with tissues rich in polysaccharides, lipids and polyphenols such as
pecan nut (Carya illinoinensis [Wangenh.] K. Koch) embryo tissue.
Objective: To evaluate the efficiency of eight methods of total RNA extraction from pecan nut
embryo tissue.
Materials and methods: Eight total RNA extraction protocols based on TRI Reagent®, CTAB
(hexadecyltrimethylammonium bromide) buffer and a commercial kit were evaluated. Total RNA
yield and quality were determined by spectrophotometry (UV/visible). RNA viability and integrity were
analyzed by RT-PCR using actin as a reference gene.
Results and discussion: Extraction protocols based on TRI Reagent® provided high concentrations
of total RNA, but with a high degree of contamination. The commercial kit was used to extract total
Keywords: pecan RNA, but without the expected optimal purity. Finally, protocols based on CTAB buffer achieved total
nut; ribonucleic acid; RNA yields of optimal quality.
cetyltrimethylammonium Conclusions: The quality of total RNA varies according to the efficiency of the method used. The
bromide; polyphenols; CTAB 4 protocol represents an efficient alternative for the isolation of RNA from embryonic tissues
reverse transcription PCR.  of C. illinoinensis.

Resumen

Introduccién: Los estudios de expresion génica requieren protocolos de extraccién que permitan la
obtencién de ARN de alta calidad, especialmente cuando se trabaja con tejidos ricos en polisacdridos,
lipidos y polifenoles como el tejido embrionario de nuez pecanera (Carya illinoinensis [Wangenh.] K. Koch).
Objetivo: Evaluar la eficiencia de ocho métodos de extraccién de ARN total a partir de tejido embrionario
de nuez pecanera.
Materiales y métodos: Se evaluaron ocho protocolos de extraccién de ARN total basados en el reactivo
TRI Reagent®, buffer CTAB (bromuro de hexadeciltrimetilamonio) y un kit comercial. El rendimiento y
calidad de ARN total se determinaron por espectrofotometria (UV/visible). La viabilidad e integridad del
ARN se analizé mediante RT-PCR utilizando actina como gen de referencia.
Resultados y discusién: Los protocolos de extraccién basados en el reactivo TRI Reagent® permitieron
la obtencién de concentraciones altas de ARN total, pero con grado elevado de contaminacién.
Palabras clave: Mediante el uso del kit comercial fue posible la extraccién de ARN total, pero sin la pureza 6ptima
nogal pecanero; dcido  esperada. Finalmente, los protocolos basados en el buffer CTAB consiguieron rendimientos de ARN total
ribonucleico; bromuro de calidad 6ptima.
de cetiltrimetilamonio; Conclusiones: La calidad del ARN total varia de acuerdo con la eficiencia del método utilizado.
polifenoles; PCR de  El protocolo CTAB 4 representa una alternativa eficaz para el aislamiento de ARN de tejidos embrionarios
transcripcién inversa.  de C. illinoinensis.

Please cite this article as follows (APA 6): Rodriguez-Gonzélez, M., Arreola-Avila, J. G., Avila-Rodriguez, V.. Garcia-
Gonzilez, F., Quezada-Rivera, ]. ]., Mota-Ituarte, M. S., & Borja-de la Rosa, A. (2023). Protocols for extraction of total
RNA from pecan nut (Carya illinoinensis [Wangenh.] K. Koch) embryo tissue. Revista Chapingo Serie Ciencias Forestales y del
Ambiente, 29(1), 131-145. doi: https://doi.org/10.5154/r.rchscfa.2022.08.057 ( RC H SC FA

Received: August9, 2022 / Accepted: December 5, 2022. https:/revistas.chapingo.mx/forestales

37



132

Protocols for RNA extraction from pecan nut

Introduction

Pecan nut (Carya illinoinensis [Wangenh.| K. Koch), due to
its extensive climatic adaptation and high profitability,
is a widely cultivated species in northern Mexico (Cruz-
Alvarez et al., 2020; Orona Castillo, Sangerman-Jarquin,
Fortis Herndndez, Vdzquez Vizquez, & Gallegos Robles,
2013). Regions with populations of Carya genus have
extreme conditions with high temperatures and low
precipitation, especially in autumn, a situation that,
combined with high humidity, favors nut viviparity
in native trees growing in spontaneous populations
(Sparks, 2005), and in commercial orchards (Rodriguez-
Gonzdlez et al., 2022). The commercial importance of
C. illinoinensis has led to the study of viviparity and several
investigations report the control of this phenomenon
(Barrera, Guillen, Tamargo, Rangel, & Murrieta, 2017;
Garcia-Moreno, Bdez-Safiudo, Mercado-Ruiz, Garcia-
Robles, & Nuiiez-Moreno, 2020; Wood, 2015); however,
the molecular mechanism of gene expression related
to viviparity is scarcely documented, so it is important
to study them. Gene expression analyses have been
widely used in biological research and have contributed
significant advances in understanding the molecular
mechanisms of complex physiological problems such
as premature seed germination, even when the seed is
still attached to the plant.

Advances in molecular biology provide the necessary
tools for the study of plants at the molecular level. Some
techniques are useful for germplasm characterization,
genome-wide identification and gene expression
contributing to a better understanding of genetics and
transcriptional regulation (Liu et al, 2012). However,
these studies would not be possible without the isolation
of quality total RNA (ribonucleic acid), because it is
the first step for the development of other molecular
techniques and secures the results of downstream
procedures (after the RNA extraction stage) (Sandoval-
Pineda, Ochoa-Corona, & Torres-Rojas, 2017).

Obtaining quality RNA from woody and perennial
plant tissues is challenging due to high concentrations
of polysaccharides, polyphenols and other secondary
metabolite (Gambino, Perrone, & Gribaudo, 2008).
In the particular case of pecan embryonic tissue,
obtaining low-quality RNA is frequent due to the
presence of total phenolic compounds, flavonoids
and proanthocyanidins or condensed tannins that can
be easily oxidized, in addition to fatty acids such as
tocopherols and phytosterols (Flores-Cordova, Mufioz-
Mdrquez, Ojeda-Barrios, Soto-Parra, & Preciado-Rangel,
2017; Reyes, 2016).

As a result of interference from these secondary
compounds, standard extraction protocols require
modifications for the isolation of high-quality nucleic
acids with good yields. To date, the use of some

Introduccion

El nogal pecanero (Carya illinoinensis [Wangenh.| K. Koch),
por su extensa adaptacion climdtica y alta rentabilidad, es
una especie cultivada ampliamente en el norte de México
(Cruz-Alvarez et al., 2020; Orona Castillo, Sangerman-
Jarquin, Fortis Herndndez, Vizquez Vizquez, & Gallegos
Robles, 2013). Las regiones con poblaciones del género
Carya poseen condiciones extremas de temperaturas
elevadas y precipitacion baja, particularmente en otono,
situacién que, en combinacién con la humedad elevada,
propicia la viviparidad de la nuez en drboles criollos
que crecen en poblaciones espontdneas (Sparks, 2005),
asi como en huertas comerciales (Rodriguez-Gonzdlez
et al, 2022). Debido a la importancia comercial de
C. illinoinensis, la viviparidad ha sido objeto de estudio
y varias investigaciones reportan el control de este
fenémeno (Barrera, Guillen, Tamargo, Rangel, &
Murrieta, 2017; Garcia-Moreno, Bdez-Safiudo, Mercado-
Ruiz, Garcia-Robles, & Ntifiez-Moreno, 2020; Wood, 2015);
sin embargo, el mecanismo molecular de la expresién
de genes relacionados con la viviparidad se encuentra
poco documentado, por lo que resulta importante el
estudio de estos. Los andlisis de expresion génica se han
utilizado ampliamente en la investigacién bioldgica y han
contribuido en avances significativos para la comprension
de los mecanismos moleculares de problemas fisiologicos
complejos como la germinacién prematura de la semilla,
aun cuando todavia estd unida a la planta.

Los avances en biologia molecular proveen las
herramientas necesarias para el estudio de las plantas
a nivel molecular. Algunas técnicas son ttiles en la
caracterizaciéon del germoplasma, identificacién a
nivel genémico y expresion de genes contribuyendo a
un mejor entendimiento de la genética y la regulacién
transcripcional (Liu et al, 2012). No obstante, estos
estudios no serian posibles sin el aislamiento de ARN
total (dcido ribonucleico) de calidad, ya que constituye
el primer paso para el desarrollo de otras técnicas
moleculares y asegura los resultados de procedimientos
downstream (posteriores a la etapa de extracciéon de ARN)
(Sandoval-Pineda, Ochoa-Corona, & Torres-Rojas, 2017).

La obtencién de ARN de calidad a partir de tejidos de
plantas lefiosas y perennes es desafiante debido a las
concentraciones altas de polisacdridos, polifenoles
y otros metabolitos secundarios (Gambino, Perrone,
& Gribaudo, 2008). En el caso particular del tejido
embrionario de la nuez pecanera, la obtencién de
ARN de baja calidad es frecuente debido a la presencia
de compuestos fendlicos totales, flavonoides y
proantocianidinas o taninos condensados que pueden
ser facilmente oxidados, ademads de dcidos grasos como
tocoferoles y fitoesteroles (Flores-Cordova, Mufoz-
Mdrquez, Ojeda-Barrios, Soto-Parra, & Preciado-Rangel,
2017; Reyes, 2016). Debido a la interferencia de estos
compuestos secundarios, los protocolos de extraccion
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protocols for RNA and DNA extraction from root,
stem, leaf and fruit from the Carya genus has been
reported (Mattison et al., 2017; Qiu et al., 2016; Zheng
et al., 2010). These protocols use phenol, trizole,
sodium dodecyl sulfate (SDS), lithium chloride and
hexadecyltrimethylammonium  bromide  (CTAB).
Commercial extraction kits have also been used due to
their high sensitivity, specificity and reproducibility,
such as the RNeasy mini kit (QIAGEN, Germantown,
MD, USA) and the mirVana miRNA isolation kit
(Ambion/Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) for
RNA extraction from Carya cathayensis Sarg. flower
buds (Tongqgiang, Qixiang, Yuanyuan, Wang, & Huang,
2020; Wang, Huang, Sun, & Zheng, 2015); however,
the quality and yield of total RNA varies between
methodologies and the plant tissue used. This is
because several secondary compounds co-precipitate
with RNA exposing it to degradation by RNAases
(George, 2018). In the present study, the extraction
efficiency of high-quality total RNA extraction for use
in downstream gene expression assays was evaluated
from the embryonic tissue of pecan nuts from
C. illinoinensis from a spontaneous population.

Materials and Methods
Plant material and growing conditions

Pecan nut samples were collected from adult criollo
pecan trees belonging to a spontaneous population
over 50 years old. The criteria for tree selection was
a height of approximately 15 m and a circumference
of 90 cm (measured at 60 cm from the ground). Nuts
were collected from 10 trees during the ripening stage
(September) in 2020, with two characteristics: normal
mature nut and mature nut with germinated embryo.
The nuts were wrapped in aluminum foil for analysis,
immediately put on ice and then stored at -20 °C until
processing.

The criollo pecan tree population is located in
the municipality of Nazas, Durango, Mexico, with
geographical coordinates 25° 13" 34" LN and 104° 06
39” IW and elevation of 1250 m. The climate is dry
(BWhw(w)(e)) with summer rainfall, annual precipitation
of 330.8 mm and mean annual evaporation of 2259.3 mm.
Mean annual temperature of 20.2 °C (Servicio
Meteoroldgico Nacional [SMN], 2020).

Total RNA extraction

The RNA extraction process was carried out in the
Microbial Ecology Laboratory and Molecular Biology
Laboratory of the Faculty of Biological Sciences of the
Universidad Judrez del Estado de Durango.

Protocols were performed in a decontaminated and
nuclease-free area to avoid RNA degradation. Extraction

estdndar requieren modificaciones para el aislamiento de
dcidos nucleicos de alta calidad y con buen rendimiento.
A la fecha, se ha reportado el uso de algunos protocolos
para la extracciéon de ARN y ADN de raiz, tallo, hoja y
fruto del género Carya (Mattison et al., 2017; Qiu et al,,
2016; Zheng et al., 2010). Dichos protocolos usan fenol,
trizol, dodecil sulfato de sodio (SDS), cloruro de litio y
bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB). También se
han utilizado kits comerciales de extraccién debido a su
alta sensibilidad, especificidad y reproducibilidad, como
el mini kit RNeasy (QIAGEN, Germantown, MD, EUA) y el
mirVana miRNA isolation kit (Ambion/Life Technologies,
Carlsbad, CA, EUA) para la extraccién de ARN de brotes
florales de Carya cathayensis Sarg. (Tonggiang, Qixiang,
Yuanyuan, Wang, & Huang, 2020; Wang, Huang, Sun,
& Zheng, 2015); sin embargo, la calidad y rendimiento
de ARN total varia entre las metodologias y el tejido
vegetal utilizado. Esto debido a que varios compuestos
secundarios coprecipitan con el ARN exponiéndolo a
degradacion por ARNasas (George, 2018). En el presente
estudio se evaluo la eficiencia de extraccién de ARN total
de alta calidad para ser utilizado en ensayos posteriores
de expresién génica, a partir de tejido embrionario de
nuez pecanera de nogales criollos (C. illinoinensis) de una
poblacion espontdnea.

Materiales y métodos
Material vegetal y condiciones del cultivo

Las muestras de nuez pecanera se obtuvieron de
nogales criollos adultos pertenecientes a una poblacién
espontdnea de mds de 50 anos. El criterio de seleccién
de los drboles fue una altura aproximada de 15 m y
circunferencia de 90 cm (medida a 60 cm a partir del
suelo). Las nueces se colectaron de 10 drboles durante la
etapa de maduracién (septiembre) en el 2020, con dos
caracteristicas: nuez madura normal y nuez madura
con embrién germinado. Para el andlisis, las nueces se
envolvieron en papel aluminio, se pusieron en hielo
inmediatamente y luego se almacenaron a -20 °C hasta
su procesamiento.

La poblacién de drboles criollos estd situada en el
municipio de Nazas estado de Durango, México, con
coordenadas geogradficas 25° 13" 34” LN y 104° 06" 39"
LO y elevacion de 1250 m. El clima es seco (BWhw(w)
(e)) con lluvias en verano, precipitaciéon anual de
330.8 mm y evaporacién media anual de 2259.3
mm. La temperatura media anual es 20.2 °C (Servicio
Meteorolégico Nacional [SMN], 2020).

Extraccion de ARN total

El proceso de extraccion de ARN se realizé en el
Laboratorio de Ecologia Microbiana y Laboratorio de
Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias Bioldgicas
de la Universidad Judrez del Estado de Durango.
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buffers and solutions were sterilized using 0.22 pm
filters. The supplies were heat and pressure sterilized
in an autoclave. The electrophoresis chambers
and photodocumenter were treated with DEPC
(diethylpyrocarbonate) water.

For the total RNA extraction process, 100 mg of pecan
embryo tissue previously homogenized by maceration
with liquid nitrogen was used. Eight protocols that
have been documented for their effectiveness for RNA
extraction from plant samples with high lipid, phenol
and polysaccharide contents were evaluated. These
protocols are described as follows.

TRIzol 1 (TRI Reagent®; Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA): Total RNA was extracted according to the
protocol reported by Li, Zhang, Liao, and Liu (2014).
The extraction solutions used were TRI Reagent®,
- mercaptoethanol, potassium acetate 2.5 M (pH 5.2)
and chloroform:isoamyl alcohol (24:1). Total RNA was
precipitated with isopropanol for 30 min at -20 °C,
followed by two washes with 70 % ethanol. The pellet
was dried at room temperature and rehydrated in DEPC
water.

TRIzol 2 (TRI Reagent®; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA): Total RNA was extracted according to the protocol
provided by the supplier. The extraction solution is a
mixture of guanidine thiocyanate and phenol. Total
RNA was precipitated with isopropanol for 10 min at
room temperature, followed by washing with 70 %
ethanol. The pellet was dried at room temperature and
resuspended in DEPC water.

TRIzol 3 (TRI Reagent®; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA): Total RNA extraction was carried out using the
procedure reported by Ortega-Gonzdlez et al. (2018).
Total RNA was precipitated in a mixture of isopropanol
and 3 M sodium acetate overnight at -20 °C, followed by
two washes with 70 % ethanol, and again precipitated
for 30 min at -20 °C. The pellet was dried at room
temperature and dissolved in DEPC water.

Kit RNeasy® Power Plant® (QIAGEN, Germantown,
MD, USA): Total RNA was extracted according
to the manufacturer’s instructions. The method
uses BML (guanidine salts) solution as lysis buffer,
B-mercaptoethanol and phenolic separation solution
(PSS). RNA was purified by centrifugation on silica
membrane columns; 50 pL of RNAase-free water
was added for elution, incubated 1 min at room
temperature and centrifuged 1 min at 14000 rpm for
subsequent storage.

CTAB 1: Total RNA was isolated using the protocol
described by Rubio-Pifna and Zapata-Pérez (2011).
Extraction was carried out using extraction buffer 1

Los protocolos se desarrollaron en wun drea
descontaminada y libre de nucleasas para evitar
la degradacion del ARN. Los buffers de extraccion y
soluciones se esterilizaron mediante filtros de 0.22 pm.
Los insumos se esterilizaron por calor y presiéon
en una autoclave. Las cdmaras de electroforesis
y fotodocumentador se trataron con agua DEPC
(dietilpirocarbonato).

Para el proceso de extraccién de ARN total se inici6 con
100 mg de tejido embrionario de nuez previamente
homogeneizado mediante maceracién con nitrégeno
liquido. Se evaluaron ocho protocolos que han sido
documentados por su efectividad para la extracciéon
de ARN de muestras vegetales con contenidos altos de
lipidos, fenoles y polisacdridos. Dichos protocolos se
describen a continuacion.

TRIzol 1 (TRI Reagent®; Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA): El ARN total se obtuvo de acuerdo con el
protocolo reportado por Li, Zhang, Liao, y Liu (2014).
Las soluciones de extraccién utilizadas fueron TRI
Reagent®, p-mercaptoetanol, acetato de potasio
2.5 M (pH 5.2) y cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). E1
ARN total se precipité con isopropanol durante 30 min a
-20 °C, seguido de dos lavados con etanol al 70 %. El pellet
se sec a temperatura ambiente y rehidraté en agua DEPC.

TRIzol 2 (TRI Reagent®; Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA): El ARN total se extrajo de acuerdo con el
protocolo proporcionado por el proveedor. La solucién
de extraccién es una mezcla de tiocianato de guanidina
y fenol. E1 ARN total se precipité con isopropanol
durante 10 min a temperatura ambiente, seguido de un
lavado con etanol al 70 %. El pellet se secé a temperatura
ambiente y se resuspendi6 en agua DEPC.

TRIzol 3 (TRI Reagent®; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA): La extraccién de ARN total se realizé6 mediante
el procedimiento reportado por Ortega-Gonzdlez et
al. (2018). E1 ARN total se precipité en una mezcla de
isopropanol y acetato de sodio 3 M durante toda la
noche a -20 °C, seguido de dos lavados con etanol al
70 % y nuevamente se precipité por 30 min a -20 °C. El
pellet se sec6 a temperatura ambiente y se disolvié en
agua DEPC.

Kit RNeasy® Power Plant® (QIAGEN, Germantown,
MD, EUA): El ARN total se extrajo de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. El método utiliza la
soluciéon BML (sales de guanidina) como buffer de lisis,
B-mercaptoetanol y una solucién de separacion fendlica
(PSS). E1 ARN se purificé mediante centrifugacién en
columnas con membrana de silice; para su elucién se
anadieron 50 pL de agua libre de ARNasas, se incub6
1 min a temperatura ambiente y centrifugé 1 min a
14000 rpm para su almacenamiento posterior.
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based on CTAB ionic detergent (CTAB 2 %, Tris-HCI 100
mM [pH 8], NaCl 1.4 M, EDTA 20 mM [pH 8], PVP 2 %)
and B-mercaptoethanol (added just before use), followed
by two more extractions with phenol:chloroform (1:1)
and chloroform:isoamyl alcohol (24:1). Precipitation of
total RNA was with LiCl (8 M) for 4 h at -20 °C, followed
by a first wash with 96 % ethanol and a second wash
with 70 % ethanol. The pellet was dried at room
temperature and resuspended in DEPC water.

CTAB 2: Total RNA extraction was carried out using
the protocol described by Rubio-Pifia and Zapata-Pérez
(2011) with modifications. Total RNA was collected
with extraction buffer 1 CTAB (CTAB 2 %, Tris-HCI 100
mM [pH 8], NaCl 1.4 M, EDTA 20 mM [pH 8], PVP 2 %)
and p-mercaptoethanol (added just before use). The
variation from the previous protocol was to perform
two more extractions with phenol:chloroform:isoamyl
alcohol (25:24:1) and chloroform:isoamyl alcohol (24:1).
RNA was precipitated in LiCl (8 M) for 4 h at -20 °C,
followed by a first wash with 96 % ethanol and a second
wash with 70 % ethanol. The pellet was dried at room
temperature and dissolved in DEPC water.

CTAB 3: To obtain total RNA, the process reported
by Salinas et al. (2019) was followed, modifying the
volumes handled. 600 pL of CTAB-based extraction
buffer 2 (CTAB 2 %, PVP 2 %, Tris-HC1 100 mM [pH 8],
NaCl 2 M, EDTA 25 mM, espermidine 0.05 %) and 100 pL
de B-mercaptoethanol were added just before use. The
sample was incubated 10 min at 65 °C. Subsequently,
500 pL of chloroform:isoamyl alcohol (24:1) was added
and vortex mixed. The sample was centrifuged at
10000 rpm for 10 min at 4 °C. The supernatant (yellow
color) was transferred to a new tube and reserved on
ice. The precipitate was extracted a second time with
an equal volume of phenol:chloroform:isoamyl alcohol
(25:24:1). The supernatants were combined, and the
total RNA was precipitated in 10 M LiCl overnight at
4 °C. This was followed by washing with 75 % ethanol.
The sample was centrifuged at 10000 rpm for 20 min at
4 °C and the pellet was dried at room temperature and
rehydrated in DEPC water.

CTAB 4: Total RNA was obtained based on the method
described by Chang, Puryear, and Cairney (1993) with
some modifications. The volumes used were smaller
than those reported and the 65 °C incubation of the
extraction buffer was omitted. For extraction, 600 pL
of extraction buffer 2 (CTAB 2 %, PVP 2 %, 100 mM Tris-
HCl [pH 8], 2 M NaCl, 25 mM EDTA, 0.05 % spermidine)
and 100 pL of B-mercaptoethanol were added just
before use. The volume was vortex mixed and 600 pL
of chloroform:isoamyl alcohol (24:1) was added. The
sample was centrifuged at 10000 rpm for 10 min at
4 °C, followed by a second extraction with 600 pL
phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1), vortexed

CTAB 1: El ARN total se aisl6 mediante el protocolo
descrito por Rubio-Pifia y Zapata-Pérez (2011). La
extraccion se llevd a cabo mediante el buffer de
extraccion 1 basado en el detergente iénico CTAB (CTAB
2 %, Tris-HC1 100 mM [pH 8], NaCl 1.4 M, EDTA 20 mM
[pH 8], PVP 2 %) y B-mercaptoetanol (adicionado justo
antes de su uso), seguido de dos extracciones mds con
fenol:cloroformo (1:1) y cloroformo:alcohol isoamilico
(24:1). La precipitacién del ARN total fue con LiCl (8 M)
durante 4 h a -20 °C, seguido de un primer lavado con
etanol al 96 % y un segundo lavado con etanol al 70 %. E1
pellet se secé a temperatura ambiente y se resuspendio
en agua DEPC.

CTAB 2: La extraccién de ARN total se realiz6 mediante
el protocolo descrito por Rubio-Pifa y Zapata-Pérez
(2011) con modificaciones. E1 ARN total se obtuvo con
el buffer de extraccién 1 CTAB (CTAB 2 %, Tris-HCI 100
mM [pH 8], NaCl 1.4 M, EDTA 20 mM [pH 8], PVP 2 %) y
-mercaptoetanol (adicionado justo antes de su uso). La
variante respecto al protocolo anterior fue la realizacién
de dos extracciones mds con fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1) y cloroformo:alcohol isoamilico
(24:1). E1 ARN se precipit6é en LiCl (8 M) durante 4 h a
-20 °C, seguido de un primer lavado con etanol al 96 %
y un segundo lavado con etanol al 70 %. El pellet se secé
a temperatura ambiente y se disolvi6 en agua DEPC.

CTAB 3: Para la obtencién de ARN total se sigui6 el
proceso reportado por Salinas et al. (2019), modificando
los volimenes manejados. Se anadieron 600 uL del
buffer de extraccion 2 basado en CTAB (CTAB 2 %, PVP
2 %, Tris-HC1 100 mM [pH 8], NaCl 2 M, EDTA 25 mM,
espermidina 0.05 %) y 100 pL de p-mercaptoetanol
justo antes de su uso. La muestra se incub6 10 minutos
a 65 °C. Posteriormente se agregaron 500 pL de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y se mezclé en
vortex. La muestra se centrifugé a 10000 rpm durante 10
min a 4 °C. El sobrenadante (color amarillo) se transfirié
a un tubo nuevo y se reservé en hielo. Al precipitado se
realizé una segunda extraccién con un volumen igual
de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1). Los
sobrenadantes se combinaron y el ARN total se precipitd
en LiCl 10 M durante toda la noche a 4 °C. Seguido de
un lavado con etanol al 75 %. La muestra se centrifugd
a 10000 rpm durante 20 min a 4 °C y el pellet se sec6 a
temperatura ambiente y rehidrat6 en agua DEPC.

CTAB 4: El ARN total se obtuvo con base en el método
descrito por Chang, Puryear, y Cairney (1993) con
algunas modificaciones. Los volimenes utilizados
fueron menores que los reportados y se elimind
la incubacién a 65 °C del buffer de extraccién. Para
la extraccién se afiadieron 600 pL del buffer de
extracciéon 2 (CTAB 2 %, PVP 2 %, Tris-HC1 100 mM
[pH 8], NaCl 2 M, EDTA 25 mM, espermidina 0.05 %)
y 100 pL de B-mercaptoetanol justo antes de su

Revista Chapingo Serie Ciencias Forestales y del Ambiente | Vol. XXIX, issue 1, January-April 2023.

135

41



136

Protocols for RNA extraction from pecan nut

and centrifuged at 10000 rpm for 10 min at 4 °C; in the
original report they used chloroform:isoamyl alcohol
(24:1). Total RNA was precipitated in 175 pL of 8 M LiCl
(in the original report they used 10 M LiCl), overnight
at 4 °C. The next day, the RNA was centrifuged 20 min
at 10000 rpm. The precipitate was dissolved in 500 pL
of SSTE buffer (1 M NaCl, 0.5 % SDS and 10 mM Tris-
HCI [pH 8]) and a new extraction was carried out with
500 pL phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1);
in the original report they used chloroform:isoamyl
alcohol (24:1). Additionally, total RNA was washed
with 800 uL of 70 % ethanol and precipitated for 2 h at
-20 °C. The pellet was dried at room temperature and
dissolved in DEPC water.

Evaluation of RNA integrity and quality

Total RNA extraction was evaluated for quantity,
purity and integrity by spectrophotometry (NanoDrop
2000, UV/Vis, Thermo Scientific) and horizontal
electrophoresis on 1 % agarose gels.

Total RNA concentration was measured by optical
density at 260 nm and purity was confirmed by the
ratio of absorbance indices at 260 and 280 nm (Ayqgps0)
and at 260 and 230 nm (A,g,;,) to evaluate the presence
of proteins or phenolic compounds. An A,qy,;, ratio
between 1.8 and 2.0 indicates good quality RNA while
below 1.8 suggests contaminated RNA and <1.5 RNA
highly contaminated with phenolic compounds,
carbohydrates, EDTA and other contaminants with UV
absorption at 230 nm. While the A, ratio should
be between 2.0 and 2.2 to consider optimal purity
and >1.7 for acceptable purity. If the ratio is less than
1.7 it indicates contamination with proteins or other
contaminants with UV absorption at 280 nm (Silveira
de Campos et al., 2017).

RNA integrity was assessed by agarose-MOPS-
formaldehyde gel electrophoresis at 50 V for 45 min,
using MOPS 1X as electrophoresis buffer. Gel Red®
(Biotium, Hayward, CA, USA) was used for RNA staining.
Gels were visualized with ultraviolet light on a UVP®
MultiDoc It Imaging System UVP® photodocumenter.

cDNA synthesis by RT-PCR

The quality of RNA extracted with each protocol
was assessed by reverse transcription polymerase
chain reaction (RT-PCR). All total RNA samples were
treated with DNase I (RNAase-free) (Invitrogen,
Waltham, MA, USA) according to the manufacturer’s
specifications and then retrotranscribed to first-
strand ¢DNA by using an Oligo-(dT) primer and
M-MLV RT Reverse Transcriptase (Promega, Fitchburg,
WI, USA) following the supplier’s instructions.
The c¢DNA was amplified using Taq polymerase
enzyme (Jena Bioscience, Dortmund, Germany)

uso. El volumen se mezcld en vortex y se afladieron
600 pL de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1).
La muestra se centrifugé a 10000 rpm durante 10
min a 4 °C, seguido de una segunda extracciéon con
600 pL fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1),
se mezcl6 en vortex y centrifugé a 10000 rpm durante
10 min a 4 °C; en el protocolo original reportaron el
uso de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). E1 ARN
total se precipité en 175 pL de LiCl 8 M (en el protocolo
original reportaron el uso de LiCl 10 M), durante toda
la noche a 4 °C. Al dia siguiente, el ARN se centrifugé
20 min a 10000 rpm. El precipitado fue disuelto
en 500 pL de buffer SSTE (NaCl 1 M, SDS 0.5 % y Tris-
HCI 10mM [pH 8]) y se realizé una nueva extraccion
con 500 pL fenol:cloroformo: alcohol isoamilico
(25:24:1); en el protocolo original reportaron el uso de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Adicionalmente,
el ARN total se lavé con 800 pL de etanol al 70 % y
se precipité durante 2 h a -20 °C. El pellet se secé a
temperatura ambiente y se disolvié en agua DEPC.

Evaluacién de la integridad y calidad del ARN

La extraccion de ARN total se evalué mediante
la cantidad, pureza e integridad, a través de
espectrofotometria (NanoDrop 2000, UV/Vis, Thermo
Scientific) y por electroforesis horizontal en geles de
agarosa al 1 %.

La concentracién del ARN total se midi6 mediante la
densidad éptica a 260 nm y la pureza se confirmé por
la relacién de los indices de absorbancia a 260 y 280 nm
(Assops0)» asi como a 260 y 230 nm (A,g,,) para evaluar
la presencia de proteinas o compuestos fenolicos. Una
relacién A,q,;, entre 1.8 y 2.0 indica ARN de buena
calidad mientras que por debajo de 1.8 sugiere ARN
contaminado y <1.5 ARN altamente contaminado con
compuestos fenolicos, carbohidratos, EDTA y otros
contaminantes con absorciéon UV a 230 nm. Mientras
que la relacion A, debe estar entre 2.0 y 2.2 para
considerar una pureza 6ptima y >1.7 para una pureza
aceptable. Si la proporcion es menor de 1.7 indica
contaminacion con proteinas u otros contaminantes con
absorcion UV a 280 nm (Silveira de Campos et al., 2017).

La integridad del ARN se evalué mediante electroforesis
en gel de agarosa-MOPS-formaldehido, a 50 V durante
45 min, utilizando MOPS 1X como tampdén de
electroforesis. Se utiliz6 Gel Red® (Biotium, Hayward,
CA, EUA) para tincién del ARN. Los geles se visualizaron
con luz ultravioleta en un fotodocumentador UVP®
MultiDoc It Imaging System.

Sintesis de ADNc por RT-PCR
La calidad de ARN extraido con cada protocolo

se evalu6 mediante reaccion en cadena de la
polimerasa de transcripcién inversa (RT-PCR).
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according to the manufacturer’s specifications.
Oligonucleotides from the constitutive actin gene of
C. illinoinensis: F 5’CGATGCCCTGAGGTTCTATTC 3" and
R 5"GATCCTCCAATCCAGACACTATAC 3" were used to
amplify a 266 bp product. Those primers were designed
via the IDT (Integrated DNA Technologies) online
platform based on the whole genome sequence of
C. illinoinensis cultivar 87MX3-2.11 (CM028997.1) (Platts et
al.,, 2021), obtained through the GenBank of the Center
for Biotechnology Information (NCBI). For a standard
25 uL RT-PCR reaction, 40 ng-pL” of total RNA was used.
The PCR amplification program inclu  ded an initial
denaturation of 2 min at 92 °C; subsequently, 35 cycles
comprising the following steps: denaturation at 95 °C
for 15 s, alignment 55 °C for 15 s and extension 72 °C
for 1 min 30 s; and a final extension of 2 min at
72 °C. The amplified products were separated on a 2 %
agarose gel, stained with Gel Red® (Biotium, Hayward,
CA, USA), at 75 V for 45 min and visualized with
ultraviolet light in a UVP® MultiDoc It Imaging System
photodocumenter.

Statistical analysis

Differences  between the  absorbances and
concentrations obtained, for each of the protocols,
were determined with an ANOVA model with three
replicates and a Tukey’s mean test (P < 0.05). The SAS
program version 9.4 was used for this purpose
(SAS Institute, 2017).

Results

RNA extraction protocols are usually evaluated based
on quantity, quality and integrity for RT-PCR, qPCR,
cDNA library construction and gene expression analysis
(Zhihui et al., 2015).

Regarding the extraction protocols based on TRI
Reagent® reagent, the concentration of total RNA
(Table 1) was higher with the TRIzol 3 method, both in
mature and germinated pecans, with average values of
22989 ngul' and 1456.6 ngpul’', respectively.
Furthermore, an average of 1333.4 ng-pL"' in mature
pecan and 537.6 ng-pL’ in germinated walnut was
obtained with TRIzol 1 protocol. The average RNA yield
obtained with TRIzol 2 was 240.2 ng-pL” for mature
nut and 359.4 ng-uL’ for germinated nut. In terms of
quality, the samples presented a ratio A,q;, < 1.5 and
Ajgon80< 1.7 (Table 2), values below the acceptable purity
range, indicating high contamination by proteins and
phenolic compounds.

RNA extraction using RNeasy® Power Plant® Kit
produced samples with average concentrations of
663.3 ng-uL for mature nut tissue and 60.1 ng-uL" for
germinated nut samples (Table 1). For mature pecan
nut, acceptable purity values were obtained (A,g,50

Todas las muestras de ARN total se trataron con
DNasa I (libre de ARNasa) (Invitrogen, Waltham,
MA, EUA) segtn 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 amplificé utilizando la enzima Taq
polimerasa (Jena Bioscience, Dortmund, Alemania)
con las especificaciones del fabricante. Se utilizaron
oligonucledtidos del gen constitutivo actina de
C. illinoinensis: F 5 CGATGCCCTGAGGTTCTATTC 3" y
R 5"GATCCTCCAATCCAGACACTATAC 3" para amplificar
un producto de 266 pb. Dichos iniciadores se disefiaron
a través de la plataforma en linea IDT (Integrated
DNA Technologies) con base en la secuencia del
genoma completo de C. illinoinensis cultivar 87MX3-2.11
(CM028997.1) (Platts et al., 2021), obtenida a través del
GenBank del Centro de Informacién Biotecnoldgica
(NCBI). Para una reaccion estdndar de RT-PCR de 25 pL,
se utilizaron 40 ng-pL* de ARN total. El programa de
amplificacién por PCR incluyé una desnaturalizacion
inicial de 2 min a 92 °C; posteriormente, 35 ciclos que
comprenden las etapas siguientes: desnaturalizacién a
95 °C durante 15 s, alineamiento 55 °C durante 15 sy
extension 72 °C durante 1 min 30 s; y una extension
final de 2 min a 72 °C. Los productos amplificados
se separaron en un gel de agarosa al 2 %, tenidos 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.

Andlisis estadistico

Las diferencias entre las absorbancias y concentraciones
obtenidas, para cada uno de los protocolos, se
determinaron con un modelo de andlisis de varianza
(ANOVA) con tres repeticiones y una prueba de medias
de Tukey (P < 0.05). Para ello se usé el programa SAS
version 9.4 (SAS Institute, 2017).

Resultados

Los protocolos de extraccion de ARN generalmente se
evaliian en términos de cantidad, calidad e integridad
para RT-PCR, qPCR, construccion de bibliotecas de ADNc
y andlisis de expresion de genes (Zhihui et al., 2015).

En cuanto a los protocolos de extracciéon basados en
el reactivo TRI Reagent®, la concentracion de ARN
total (Cuadro 1) fue mayor con el método TRIzol
3, tanto en nuez madura como en germinada, con
valores promedio de 2298.9 ng-ul'y 1456.6 ng-uL’,
respectivamente. Asimismo, con el protocolo TRIzol 1
se obtuvo un promedio de 1333.4 ng-uL’' en nuez
madura y 537.6 ng-ul’ en nuez germinada. El
rendimiento promedio de ARN obtenido con TRIzol 2
fue de 240.2 ng-uL" en nuez madura y 359.4 ng-pL"' en
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Table 1. Spectrophotometric readings used to evaluate the total RNA quantity from embryonic tissues of normal mature
pecan and mature pecan with germinated embryo of Carya illinoinensis.

Cuadro 1. Lecturas espectrofotométricas usadas para evaluar la cantidad del ARN total de tejidos embrionarios de nuez
madura normal y nuez madura con embrién germinado de Carya illinoinensis.

Protocol/ Mature pecan nut (ng-pL")/ Germinated pecan nut (ng-uL")/
Protocolo Nuez madura (ng-pL") Nuez germinada (ng-uL?)
TRIzol 1 13334 ab 5376 b

TRIzol 2 240.2 b 359.4 b

Kit 663.3 b 60.1 ¢

TRIzol 3 22989a 1456.6 a

CTAB 1 685.2b 712.2 ab

CTAB 2 739.4 ab 3729b

CTAB 3 611.7b 4853 b

CTAB 4 421.6 b 4251b

Mean concentrations (n = 3) with the same letters in the same column are statistically equal according to Tukey’s test (P > 0.05).

Concentraciones medias (n = 3) con las mismas letras dentro de una misma columna son estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba de Tukey (P > 005).

Table 2. Spectrophotometric readings used to evaluate the RNA quality of embryonic tissues of normal mature pecan nut
and mature pecan nut with Carya illinoinensis germinated embryo.

Cuadro 2. Lecturas espectrofotométricas usadas para evaluar la calidad del ARN de tejidos embrionarios de nuez madura
normal y nuez madura con embrién germinado de Carya illinoinensis.

Protocol /Protocolo Mature pecan nut/Nuez madura Germinated pecan nut/Nuez germinada

AZG(VIJO AZ&(VIM! A260/230 AZ&(VZHO

TRIzol 1 041d 1.66 b 0.62 ¢ 113b
TRIzol 2 048 d 120 ¢ 0.41d 1.63 b

Kit 1.30b 197 b 0.32d 1.25b

TRIzol 3 0.39d 1.06 ¢ 0.45d 1.07 b
CTAB 1 1.16b 1.87 b 1.25b 180 a

CTAB 2 111b 1.79b 1.07 ¢ 1.77 a

CTAB 3 0.86 ¢ 1.70 b 1.29b 1.84a

CTAB 4 1.89a 2.07a 1.87a 1.86 a

Mean concentrations (n = 3) with the same letters in the same column are statistically equal according to Tukey’s test (P > 0.05).

Valores medios (n = 3) de pureza con las mismas letras dentro de una misma columna son estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba de Tukey (P > 0.05).

> 1.7) although with possible contamination with
proteins and phenols (A,q3 < 1.5). For germinated
pecan nut, absorbance values indicated highly
contaminated RNA (Aygp0 < 1.5 and Aggps < 1.7)
(Table 2).

The average concentration of total RNA with the CTAB
1 method and the use of phenol:chloroform (1:1) and
chloroform:isoamyl alcohol (24:1) in the extraction
process was 600 to 700 ng-uL' with an acceptable
quality range (A,qpg > 1.7), although with the
presence of contaminating compounds (A,g5 < 1.5).
In the case of the CTAB 2 protocol and the addition
of phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1) and
chloroform:isoamyl alcohol (24:1), up to 739.4 ng-uL’
of total RNA from mature pecan nut and 372.9 ng-uL’

nuez germinada. En cuanto a la calidad, las muestras
presentaron una relacion A,gpi < 1.5 ¥ Aygopgo < 1.7
(Cuadro 2), valores por debajo del rango de pureza
aceptable, lo que indica alta contaminacién por
proteinas y compuestos fendlicos.

La extraccién de ARN mediante RNeasy® Power Plant®
Kit produjo muestras con concentraciones promedio de
663.3 ng-uL" para el tejido de nuez madura y 60.1 ng-pL"
para muestras de nuez germinada (Cuadro 1). Para nuez
madura se obtuvieron valores de pureza aceptable
(Ags0ps0 > 1.7) aunque con posible contaminacién con
proteinas y fenoles (A,q,3 < 1.5). En el caso de nuez
germinada, los valores de absorbancia indicaron ARN
altamente contaminado (A,epy < 1.5 Y Aygopgo < 1.7)
(Cuadro 2).
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of total RNA from germinated pecan nut were obtained,
with no differences in quality with reference to the
CTAB 1 protocol. Moreover, with the CTAB 3 protocol,
total RNA concentrations were similar to those
obtained with CTAB 1 and CTAB 2 (400-600 ng-uL")
with acceptable absorbance values (Ajgpg > 1.7) and
presence of contaminants (A, < 1.5).

Finally, the CTAB 4 protocol led to total RNA
concentrations of 400 ng-uL' and increased purity
in both mature nut (A = 1.89 and A, = 2.07)
and germinated nut (Aepse = 1.87 and Auggpg = 1.86),
decreasing the presence of lipids and phenolic
compounds compared to the seven protocols cited
above. Therefore, the lower volume RNA extraction and
the use of phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1)
represent an efficient alternative for RNA isolation
from pecan embryonic tissues, since this protocol
provides good quality total RNA for subsequent
qPCR analysis.

Integrity and quality assessment of the total RNA

Regarding the integrity of total RNA, in most
protocols two consecutive clear bands, characteristic
of ribonucleic acid, were seen, confirming its purity.
Integrity was null for TRIzol 1 and TRIzol 3 methods,
indicating RNA degradation, but was preserved in the
four CTAB-based protocols. The RNA samples obtained
with the kit were also able to confirm their integrity,
although with remnants of certain compounds that
interfered with their quality (Figure 1).

RT-PCR and c¢DNA synthesis
A reference primer pair for detection of the

C. illinoinensis actin gene was designed to evaluate
the effectiveness of the RNA extraction protocols.

TRIzol1l TRIzol2 Kit

TRIZol3 CTAB1 CTAB2 CTAB3 CTAB4

La concentracién promedio de ARN total con el
método CTAB 1 y el uso de fenol:cloroformo (1:1) y
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) en el proceso
de extraccion, fue de 600 a 700 ng-uL" con un rango de
calidad aceptable (A,g,5 > 1.7), aunque con presencia
de compuestos contaminantes (A, < 1.5)
En el caso del protocolo CTAB 2 y la adiciéon de
fenol:cloroformo:alcohol  isoamilico  (25:24:1) vy
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) se obtuvieron hasta
739.4 ng-uL" de ARN total de nuez madura y 372.9 ng-uL’
de ARN total de nuez germinada, sin diferencias en
calidad con referencia al protocolo CTAB 1. Asimismo,
con el protocolo CTAB 3, las concentraciones de ARN
total fueron similares a las obtenidas con CTAB 1 y CTAB
2 (400-600 ng-pL") con valores de absorbancia aceptables
(Ass0n80 > 1.7) y presencia de contaminantes (Aygpz0 < 1.5).

Finalmente, el protocolo CTAB 4 permitié la
obtencién de concentraciones de ARN total de
400 ng-uL'y el incremento de la pureza tanto en nuez
madura (Aygp =1.89 ¥ Asgepse = 2.07) como en nuez
germinada (A,gop30 = 1.87 Y Aygopso = 1.86), disminuyendo
la presencia de lipidos y compuestos fendlicos en
comparaciéon con los siete protocolos antes citados.
Por tanto, la extraccion de ARN en menor volumen y
el uso de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1)
representan una alternativa eficaz para el aislamiento
de ARN de los tejidos embrionarios de la nuez pecanera,
ya que dicho protocolo permite la obtencién de ARN
total de buena calidad para andlisis de qPCR posteriores.

Evaluacion de la integridad y
calidad del ARN obtenido

En cuanto a la integridad del ARN total, en la
mayoria de los protocolos se visualizaron dos
bandas consecutivas claras, caracteristicas del dcido
ribonucleico, confirmando su pureza. La integridad

TRIzoll TRizol2 Kit TRIZol3 CTAB1 CTAB2 CTAB3 CTAB4

Figure 1. Agarose gel electrophoresis (2 %) of total RNA collected from mature pecan nut embryo tissue (A) and pecan nut
with germinated embryo (B) using eight extraction protocols.

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa (2 %) del ARN total obtenido del tejido embrionario de nuez pecanera madura
(A) y nuez pecanera con embrién germinado (B) mediante ocho protocolos de extraccion.
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Electrophoresis showed high specificity and proved the
presence of this gene in pecan embryo tissue.

Extraction using protocols based on TRI Reagent®
showed high RNA concentration; however, since it
was contaminated with phenolic compounds and used
in the RT-PCR reaction, it produced low yields in the
amplified products for the two pecan nut conditions
(Figure 2). For RNA obtained using the kit and CTAB 1,
amplification was achieved only in germinated pecan.
The negative amplification in mature pecan could
have been due to the presence of inhibitors such as
lysis buffer or some detergents that interfered with
the efficiency of the RT-PCR reaction (Sandoval-Pineda
et al., 2017). On the other hand, RNA obtained with
CTAB 2, CTAB 3 and CTAB 4 protocols generated a
clear band compared to the rest of the protocols;
this indicates that RNA purity is closely related to
amplification efficiency in the RT-PCR reaction. These
results confirm that, although relatively low amounts
of RNA were collected with the CTAB protocols, total
RNA had good quality and can be used in downstream
gene expression studies.

Discussion

A large number of protocols for the extraction of
quality nucleic acids from plant tissues have been
reported; however, the methods remain empirical, due
to the variability in their composition (Sinchez-Coello
et al.,, 2012).

The TRI Reagent® has been successfully used in the
extraction of RNA from plant species, because as
a single phase solution it solubilizes the biological
material and denatures the proteins and, when

mpm TRIzoll TRIzol2 Kit TRIZol3 CTAB1 CTAB2 CTAB3 CTAB4

500pb
300pb

100pb

fue nula en los métodos TRIzol 1 y TRIzol 3, indicando
la degradacién del ARN, mientras que en los cuatro
protocolos basados en CTAB se conservd. De igual
forma, en las muestras de ARN obtenidas con el kit se
logré confirmar su integridad, aunque con remanentes
de ciertos compuestos que interfirieron en su calidad
(Figura 1).

Sintesis de ADNc y RT-PCR

Con el fin de evaluar la efectividad de los protocolos
de extraccion de ARN se disené un par de iniciadores de
referencia para la deteccién del gen actina de C.
illinoinensis. La electroforesis mostré alta especificidad
y demostré la presencia de este gen en el tejido
embrionario de nuez pecanera.

En particular, la extraccién mediante los protocolos
basados en el reactivo TRI Reagent® presentd
concentracion alta de ARN; sin embargo, al estar
contaminado con compuestos fendlicos y ser usado
en la reaccion de RT-PCR, produjo bajos rendimientos en
los productos amplificados para las dos condiciones de
nuez pecanera (Figura 2). En el caso del ARN obtenido
mediante el kit y CTAB 1, la amplificacién se logro solo
en nuez germinada. La amplificacién negativa en nuez
madura pudo deberse a la presencia de inhibidores
como el buffer de lisis o algunos detergentes que
interfirieron en la eficiencia de la reaccién RT-PCR
(Sandoval-Pineda et al., 2017). Por otra parte, el ARN
obtenido con los protocolos CTAB 2, CTAB 3 y CTAB 4
generd una banda clara en comparacién con el resto
de los protocolos; esto indica que la pureza del ARN
estd estrechamente relacionada con la eficiencia de
amplificacion en la reaccion de RT-PCR. Estos resultados
confirman que, aunque se obtuvieron cantidades de

mpm TRizoll TRIzol2 Kit TRIZol3 CTAB1 CTAB2 CTAB3 CTAB4

F igure 2. Assessment of the efficiency of the RT-PCR reaction from RNA extracted from embryonic tissue of mature
pecan nut (A) and germinated embryo (B) of Carya illinoinensis using eight extraction methodologies and the actin
gene (266 bp). Well 1 corresponds to the molecular weight (mpm) marker of 100 pb (Promega, Fitchburg, WI, USA).

Figura 2. Evaluacién de la eficiencia de la reaccién de RT-PCR a partir de ARN obtenido del tejido embrionario de
nuez pecanera madura (A) y con embrién germinado (B) de Carya illinoinensis mediante ocho metodologias
de extraccion 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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combined with chloroform, allows phase separation,
where the protein is extracted to the organic phase,
the DNA remains at the interface and the RNA remains
in the aqueous phase (Martinez-Lopez, Lesher, &
Jiménez-Garcia, 2013; Ma & Li, 2022). In this study,
protocols based on TRI Reagent® reagent showed the
highest concentration yields, but with higher degree of
contamination. It is possible that the low RNA quality
obtained in these protocols is due to contamination
by phenolic compounds and lipids characteristic of
pecan nut. Some authors have reported that RNA from
Hyptis suaveolens (L.) Poit., Prosopis juliflora (Sw.) DC. and
ascomycetous fungi Xylaria sp., extracted using TRI
Reagent® may have low quality due to the presence
of mucilage, secondary metabolites, polysaccharides,
phenols and carbohydrates (Michel-Lopez et al., 2018;
Ortega-Gonzdlez et al., 2018; Sandoval-Pineda et al,,
2017). Some authors also mention that polyphenols
are released and mixed with nucleic acids during the
cell lysis process and, consequently, RNA quality and
yield decrease (Ferriol-Marchena, Luis-Pantoja, Ruiz,
Herndandez-Rodriguez, & Pérez-Castro, 2015). The above
due to the catecholase activity of polyphenols that
allows them to couple to nucleic acids degrading them
or causing them to precipitate with them. It has been
reported that the use of concentrated sodium acetate (3
M) allows an effective precipitation of RNA by removing
contaminating polysaccharides and protein (George,
2018); however, the results in this study differ, since,
although high concentrations were obtained, viability
and integrity of total RNA was not achieved, which
could be due to the type of tissue and the species used
for the extraction procedure.

For the commercial kit, the RNeasy® Power Plant®
Kit system is recommended by the manufacturer for
effective extraction of total RNA from various plant
tissues with high phenol and polysaccharide contents.
In this study, although it was possible to extract total
RNA from pecan nut, the expected optimal purity
was not achieved. According to Sdnchez-Rodriguez
and collaborators (2008), when extraction kits are
used, contamination can occur due to the presence of
residual sugars, since these are capable of establishing
hydrophobic interactions with the matrix.

Protocols using CTAB as an essential part of the
extraction buffer are conventional methods to isolate
nucleic acids from plant tissues rich in polysaccharides
and polyphenols. CTAB is commonly used in
interaction with detergents such as SDS, denaturing
organic solvents such as phenol and chloroform,
and reducing agents such as (-mercaptoethanol
(Gambino et al., 2008). In this study, the CTAB buffer-
based protocols produced acceptable total RNA yields
by increasing purity and decreasing the presence of
contaminants. Specifically, the CTAB 4 protocol showed

RNA relativamente bajas con los protocolos CTAB, el
ARN total fue de buena calidad y puede ser utilizado en
estudios downstream de expresion génica.

Discusion

Se ha reportado gran cantidad de protocolos de
extraccién de dcidos nucleicos de calidad a partir
de tejidos vegetales; no obstante, los métodos siguen
siendo empiricos, debido a la variabilidad en su
composicién (Sdnchez-Coello et al., 2012).

El reactivo TRI Reagent® se ha utilizado con éxito en
la extraccion de ARN de especies vegetales, ya que al
ser una solucion monofdsica solubiliza el material
biolégico y desnaturaliza las proteinas y, cuando es
combinado con cloroformo, permite la separacién de
fases, donde la proteina se extrae a la fase orgdnica, el
ADN se queda en la interfaz y el ARN permanece en la
fase acuosa (Martinez-Lopez, Lesher, & Jiménez-Garcia,
2013; Ma & Li, 2022). En este estudio, los protocolos
basados en el reactivo TRI Reagent® mostraron
los mayores rendimientos en concentracién, pero con
mayor grado de contaminacion. Es posible que la baja
calidad de ARN obtenida en estos protocolos se deba
a la contaminacién de compuestos fenélicos y lipidos
caracteristicos de la nuez pecanera. Algunos autores
han reportado que el ARN de Hyptis suaveolens (L.) Poit.,
Prosopis juliflora (Sw.) DC. y hongos ascomicetes Xylaria
sp., extraido mediante TRI Reagent® puede ser de baja
calidad debido a la presencia de mucilago, metabolitos
secundarios, polisacdridos, fenoles y carbohidratos
(Michel-Lépez et al., 2018; Ortega-Gonzdlez et al.,
2018; Sandoval-Pineda et al., 2017). Asimismo, algunos
autores mencionan que los polifenoles son liberados
y mezclados con los dcidos nucleicos durante el
proceso de lisis celular y, en consecuencia, la calidad
y el rendimiento del ARN disminuyen (Ferriol-
Marchena, Luis-Pantoja, Ruiz, Herndndez-Rodriguez, &
Pérez-Castro, 2015). Lo anterior debido a la actividad
catecolasa de los polifenoles que les permite acoplarse
a los dcidos nucleicos degraddndolos o provocando
que precipiten con ellos. Se ha reportado que el
uso de acetato de sodio concentrado (3 M) permite
una precipitaciéon efectiva de ARN eliminando los
polisacdridos y proteinas contaminantes (George, 2018);
sin embargo, los resultados en este estudio difieren, ya
que, aunque se obtuvieron concentraciones altas no fue
posible la viabilidad e integridad del ARN total, lo cual
podria deberse al tipo de tejido y la especie utilizada
para el procedimiento de extraccion.

En el caso del kit comercial, el sistema RNeasy® Power
Plant® Kit es recomendado por el fabricante para una
extraccion efectiva de ARN total de diversos tejidos
vegetales con altos contenidos de fenoles y polisacaridos.
En este estudio, aunque se logr6 extraer ARN total de la
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the best results in both concentration and quality
for the two nut types, which was confirmed by RT-
PCR amplification of the 266-bp actin gene fragment.
The CTAB protocol as buffer in interaction with Tris-
HCl, NaCl, EDTA, PVP, spermidine, -mercaptoethanol
and LiCl is an efficient process, since it includes a
combination of extractions with chloroform:isoamyl
alcohol (24:1) and phenol:chloroform:isoamyl alcohol
(25:24:1); these reduce total RNA losses due to the
formation of insoluble complexes at the interface,
protein denaturation and correct separation of nucleic
acids (Djami-Tchatchou & Straker, 2012; Thermo Fisher
Scientific, 2021).

Similar studies have reported that the use of agents such
as CTAB and LiCl increases RNA purity significantly for
organisms with high contaminant content (Martinez et
al,, 2013; Sdnchez et al., 2008). CTAB is able to form
complexes with polysaccharides and polyphenols
removing them from solution (Orek, 2018; Zhao et al.,
2012), while LiCl allows a differential precipitation of
RNA and other substances such as DNA, proteins and
carbohydrates (Herndndez-Guzmadn & Guzmadn-Barney,
2013). The use of SDS and EDTA in the extraction buffer
has also been studied proving to be good inhibitors of
RNAases (George, 2018), as they dissolve membranes
and denature proteins allowing purification of nucleic
acids (Rio, Ares, Hannon, & Nilsen, 2010). Furthermore,
PVP and p-mercaptoethanol, compounds frequently
used because they improve RNA yield and quality, help
suppress oxidation, remove ribonucleases released
during cell lysis, and deactivate proteins, allowing
extraction of nucleic acids from plants (George, 2018;
Michel-Lopez et al., 2018; Mommaerts, Sanchez, Betsou,
& Mathieson, 2015).

The interaction of these compounds led to high-quality
total RNA from pecan nut embryo tissue, making CTAB
4 an effective protocol for future molecular studies
in C. illinoinensis. The CTAB 4 protocol was designed
based on other protocols and to be performed in a
microextraction format, starting from a minimum
amount of sample and using a much smaller volume
of reagents. A microextraction is important because
it produces a minimum amount of toxic waste and
optimizes the use of resources.

Conclusions

The efficiency of eight protocols for the extraction
of total RNA from was evaluated in this study, and
significant differences were determined regarding
quality and quantity, from the embryonic tissue of
normal mature pecan nut and germinated embryo.
With the protocols based on TRIzol reagent and the
commercial kit, high concentrations of total RNA
were obtained; however, the quality was deficient,

nuez pecanera no se alcanzé la pureza 6ptima esperada.
Seguin Sanchez-Rodriguez y colaboradores (2008),
cuando se emplean kits de extraccion puede existir
contaminacién por la presencia de azicares residuales,
ya que estos son capaces de establecer interacciones
hidrofébicas con la matriz.

Los protocolos que utilizan al CTAB como parte
esencial del buffer de extraccion son métodos
convencionales para el aislamiento de dcidos nucleicos
de tejidos vegetales ricos en polisacdridos y polifenoles.
Generalmente, el CTAB se usa en interaccién con
detergentes como el SDS, disolventes orgdnicos
desnaturalizantes como el fenol y el cloroformo, y
agentes reductores como el f-mercaptoetanol (Gambino
et al.,, 2008). En este estudio, los protocolos basados
en el buffer CTAB produjeron rendimientos de ARN
total aceptables, al incrementar la pureza y disminuir
la presencia de contaminantes. Especificamente,
el protocolo CTAB 4 mostré los mejores resultados
tanto de concentracion como de calidad para los dos
tipos de nuez, lo cual se confirmé con la amplificaciéon
por RT-PCR del fragmento del gen actina de 266 pb.
El protocolo de CTAB como buffer en interaccién con Tris-
HCI, NaCl, EDTA, PVP, espermidina, -mercaptoetanol
y LiCl es un proceso eficiente, ya que consta de la
combinacién de extracciones con cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1) y fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1); estas logran reducir las pérdidas de ARN total,
debido a la formacién de complejos insolubles en la
interfase, desnaturalizacion de proteinas y separacion
correcta de dcidos nucleicos (Djami-Tchatchou &
Straker, 2012; Thermo Fisher Scientific, 2021).

Estudios similares han reportado que el uso de agentes
como CTAB y LiCl incrementa la pureza de ARN de
manera significativa en organismos con contenido
alto de contaminantes (Martinez et al., 2013; Sdanchez
et al., 2008). El CTAB es capaz de formar complejos
con los polisacdridos y polifenoles removiéndolos de la
solucion (Orek, 2018; Zhao et al., 2012), mientras que
el LiCl permite una precipitacion diferencial del ARN y
otras sustancias como DNA, proteinas y carbohidratos
(Herndndez-Guzmdn & Guzmdn-Barney, 2013). También
se ha estudiado el uso de SDS y EDTA en el buffer
de extraccién resultando ser buenos inhibidores de
ARNasas (George, 2018), ya que disuelven las membranas
y desnaturalizan proteinas permitiendo la purificacién
de los dcidos nucleicos (Rio, Ares, Hannon, & Nilsen,
2010). Asimismo, el PVP y -mercaptoetanol, compuestos
frecuentemente utilizados debido a que mejoran el
rendimiento y la calidad del ARN, ayudan a suprimir la
oxidacion, eliminan las ribonucleasas liberadas durante
la lisis celular y desactivan las proteinas, permitiendo la
extraccion de los dcidos nucleicos de las plantas (George,
2018; Michel-Lépez et al., 2018; Mommaerts, Sanchez,
Betsou, & Mathieson, 2015).
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which was corroborated by the null amplification of
the actin control gene by RT-PCR. Protocols based on
CTAB extraction buffer, established for RNA extraction,
are useful in downstream applications. Specifically,
the CTAB 4 protocol was the most efficient for the
extraction of high-quality total RNA from pecan
embryonic tissues, which guarantees obtaining samples
for gene expression analysis in C. illinoinensis.
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CAPITULO V

EXPRESION 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
econdmicas. Si bien, algunos estudios morfoldgicos vy fisioldgicos han permitido
conocer tratamientos para disminuir dicho problema, los mecanismos genéticos
gue participan en la regulacion de este fendmeno aun siguen siendo
desconocidos. Para estudiar el papel del acido abscisico y las giberelinas durante
el desarrollo y viviparidad de la nuez, se evalud la expresion relativa de genes
que codifican para enzimas o precursores que participan en la sintesis de acido
abscisico y giberelinas. Se recolectaron frutos de nogal durante su desarrollo
fenoldgico abarcando las etapas: inicio de desarrollo del fruto, estado acuoso,
endurecimiento de cascara, maduracion de embridén y germinacion del embrién.
La extraccion de ARN total se realiz6 utilizando el método CTAB 4, y los niveles
de expresion de genes relacionados con la biosintesis de &cido abscisico y
giberelinas se midieron mediante PCR cuantitativa de transcripcion inversa. Los
genes estudiados mostraron una expresion positiva durante las diferentes etapas
fenoldgicas de la nuez pecanera, sugiriendo su funcién asociada con el proceso
de desarrollo y viviparidad de este fruto. Estos resultados manifiestan la funcion
antagonica del acido abscisico 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 germinacién de la nuez contrarrestando los efectos del acido abscisico.

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

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,
agueous 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, gRT-PCR.
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INTRODUCCION

El nogal pecanero (Carya illinoinensis [Wangenh.] K. Koch), perteneciente a la
familia Juglandaceae, es una especie de arbol lefioso nativo de América del
Norte. Siendo un importante productor de frutos secos y madera, lo que lo
convierte en el frutal mas valioso agricola y econémicamente en todo el mundo
(Briceno-Contreras et al., 2018). El fruto de Carya es una nuez encerrada en una
cascara dehiscente y delgada (Grauke et al., 2016); compuesta principalmente
de lipidos, proteinas, almiddén, azlcares, vitaminas, aminoacidos, flavonoides,
polifenoles, taninos y elementos minerales (Li et al., 2022) que sirven al embrién
para la respiracion, germinacion e incluso en las primeras etapas de desarrollo

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

En las Ultimas décadas, el nogal pecanero ha recibido una atencioén creciente ya
que por su origen y distribucidbn se encuentra constantemente expuesto a
temperaturas extremas, alta humedad ambiental y baja precipitacion que,
dependiendo de su intensidad y duracién, pueden inhibir su crecimiento y
desarrollo (Urrea y Urzla, 2016), ademas de ocasionar problemas fisioldgicos
como la germinacién 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 germinacion de las semillas son procesos
necesarios compartidos por la mayoria de las plantas con flores. En las especies
viviparas, el desarrollo de la semilla se salta la latencia y procede directamente a
la fase de germinacion donde los embriones, a través de un proceso genético
innato, crecen de manera precoz y germinan en hipocotilos antes de la dispersion
(Elmgvist & Cox, 1996; Qiao et al.,, 2020). Este fendmeno especifico se ha
reportado en algunas especies cultivadas como el mangle, nogal, cebada, maiz
y trigo (Qiao et al., 2020; Gualano, 2011; Bainotti et al., 2009; Lagarda, 2012),
siendo relacionado directamente con el balance entre la accion de las giberelinas
(GA) y el acido abscisico (ABA), fitohormonas antagonicas en la germinacion y
latencia de las semillas, las primeras como estimulantes y las segundas como

inhibidores (Gomez-Castafieda et al., 2003; Fernandez-Arbaizar et al., 2002); asi
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como con las condiciones climaticas presentes en una region. Durante el
desarrollo de la semilla, el ABA endbégeno tiende a acumularse antes de la
embriogénesis y disminuye cuando la semilla esta seca. Los procesos regulados
por ABA durante el desarrollo de la semilla incluyen la induccion de la dormancia
(para evitar que germine en circunstancias no favorables), la acumulacion de
reservas (sintesis de proteinas y lipidos de reserva) y la adquisicion de tolerancia
a la desecacion (Jordan & Casaretto, 2006a). Estos eventos estan asociados con
la expresion de genes especificos del tejido, entre ellos ZEP/ABAL1, NCED,
SDR/ABA2, AAO, ABA3, CYP707A, ABI3, ABI4 y ABI5 los cuales determinan las
actividades de biosintesis, inactivacion/degradacion y respuesta del acido
abscisico (Chen et al., 2020; Xiong & Zhu, 2003). Mientras que las giberelinas
estan involucradas en la movilizacién de reservas, inducir la sintesis de a-
amilasas y proteasas, y promover el desarrollo de los frutos y la germinacion de
las semillas en condiciones de dormancia (Jordan & Casaretto, 2006b), la sintesis
y degradacion de esta fitohormona estan bien establecidas conociendo varios
genes involucrados, como KS, KO, KAO, GA200x, GA3ox y GA20x los cuales
controlan el nivel de giberelinas en las plantas (He et al.,, 2020; Hedden &
Thomas, 2012).

Si bien, algunos estudios morfolégicos y fisioloégicos han permitido conocer
tratamientos para disminuir dicho problema (Rodriguez-Gonzalez et al., 2022;
Wells, 2017; Wood, 2015; Aguilar-Pérez et al., 2015) los mecanismos genéticos
detras de la viviparidad de la nuez pecanera aun son desconocidos. Por lo cual,
el objetivo de este estudio fue evaluar el nivel de expresion relativa de algunos
genes implicados en la sintesis de precursores que participan en la ruta de
sintesis de acido abscisico y giberelinas que se piensan estan implicadas en el

fenodmeno de la viviparidad de la nuez pecanera.
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MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

Se utilizaron nueces de nogal pecanero (Carya illinoinensis) cv. Western de
arboles de 48 afios cultivados como material vegetal en este estudio. Los arboles
estan situados en el municipio de Viesca, Coahuila, México (25° 20’ 28” N y 102°
10’ y 48° 16’ O, elevacion 1,100 m). Bajo un clima arido (BWhw (e)), semicélido
con lluvias en verano y de amplitud térmica extremosa con una temperatura
media anual entre 18 y 22 °C y precipitacion promedio anual entre 200 y 300 mm
con régimen de lluvias en los meses de abril a noviembre y escasas en el resto
del afio (SMN, 2020). Los frutos de nogal se colectaron por separado durante su
desarrollo fenologico abarcando las etapas: inicio de desarrollo del fruto (20
mayo), estado acuoso (30 junio), endurecimiento de cascara (3 agosto),
maduracion de embrion (28 septiembre) y germinacién del embrion (18 octubre).
Para su andlisis, las nueces fueron separadas del arbol, 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
extraccion de ARN total en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad
de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Juarez del Estado de Durango.

Extraccion de ARN total

La extraccion de ARN total se realizo utilizando el método CTAB 4, reportado en
Rodriguez-Gonzélez et al. (2023). La concentracion del ARN se determin6 a una
densidad Optica de 260 nm y la pureza fue validada por la relacién de los indices
de absorbancia a 260 y 280 nm (Aze0/280) asi como a 260 y 230 nm (Azes0/230) para
evaluar la presencia de proteinas o compuestos fendlicos, respectivamente
(Nanodrop, Thermo scientific). La integridad del ARN se verificO mediante
electroforesis en gel de agarosa-MOPS-formaldehido, a 50 volts durante 45 min,
utilizando como tampon de electroforesis MOPS 1X. Se utiliz6 Gel Red®
(Biotium, Hayward, CA, USA) para tincion 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 | (libre de RNAsa) (Invitrogen,
Waltham, MA, USA) segun las especificaciones del fabricante, para eliminar el

ADN genomico restante.

Anélisis de expresion génica

Los niveles de expresion de genes relacionados con la biosintesis de acido
abscisico y giberelinas se midieron mediante PCR cuantitativa de transcripcion
inversa (QRT-PCR). Los primers utilizados disefiados 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 andlisis gRT-PCR se realiz6 utilizando Power SYBR-Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems). El proceso se llevé a cabo en un volumen final de 10 uL
como se describe a continuaciéon: 50 ng/uL de ARN, 5 uL de Master Mix Power
SYBR-Green (2X), 0.08 pL de RT Enzyma Mix, 0.2 uL de cada primer (10 uM) y
el volumen restante se completd con agua libre de RNAsas. El programa térmico
fue: RT: 30 min. 48 °C; PCR: 10 min. 95 °C, 40x (15s95°Cy 1 min. 60 °C) y al
final se realiza una curva de fusion, 15sa 95°C, 15sa 60°Cy 15 s a 95 °C.
El nivel relativo de expresiébn génica fue calculado por el método 2
AACt (Schmittgen & Livak, 2008) tomando como referencia interna la expresion del

gen Actina.
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Cuadro 1. Lista de primers utilizados para el analisis de la viviparidad en nuez
pecanera mediante qRT-PCR.

Gen Enzima Secuencia
GA3ox1-F ) ) GGGAGGCTTATGTGGCTAATG
Giberelina
GA3o0x1-R GACAAGCAGGATAGGAGTTCAG
GA20x2-F GGCAGAGAAAGAACCACCATA
Giberelina
GA20x2-R CCATCAATCTCATCACCCTCTC
ABA 8H-F . ACAGAACACCACTACAGCAATA
Acido abscisico
ABA 8H-R AGGGATATGAGGAAAGAGTTGTG
AOG-F 3 GGTGCCCACCCTCTTATTATC
Acido abscisico
AOG-R AAGGTGAAGGAGGAGGAGAA
Actina-F Acti CGATGCCCTGAGGTTCTATTC
ctina
Actina-R TGTTGCCATACAGGTCCTTC

GA3ox1: Gibberellin 3-beta-hydroxylase, GA20x2: Gibberellin 2-beta-dioxidase
2-related, ABA 8H: Abscisic acid 8'-hydroxylase y AOG: Abscisate beta-

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

Analisis estadistico

Para determinar las diferencias significativas entre los resultados obtenidos del

analisis cuantitativo se implementé un modelo de analisis de varianza (ANOVA)

con tres repeticiones y una prueba de medias de Tukey (p<0.05). Para ello, se
uso el programa SAS Version 9.3 (SAS Institute, 2002).
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RESULTADOS

Se ha demostrado que las fitohormonas é&cido abscisico y giberelinas son
importantes para el desarrollo de la viviparidad en semillas (Xu et al., 2017), por
lo cual se examinaron los perfiles de expresion de genes relacionados con dichas
fitohormonas durante las etapas fenolégicas caracteristicas del desarrollo de la
nuez pecanera; en C. illinoinensis después de la fertilizacion del 6vulo comienza
el desarrollo del fruto (IDF), para luego pasar al estado acuoso (EA). Después del
estado acuoso inicia el endurecimiento de céscara (EC) para terminar en la
madurez del embrion (ME). La transicion de endurecimiento de cascara a
madurez del embrion marca la transicion a germinacion del embrion (GE) o
viviparidad donde la radicula emerge de la capa del fruto y continua su

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

Figura 1. Evolucién del desarrollo del fruto y el fendmeno de viviparidad en nuez
pecanera. A: Inicio de desarrollo de fruto, B: Estado acuoso, C: Endurecimiento
de cascara, D: Maduracion del embrion y E: Germinacién del embrién
(viviparidad).

Los genes estudiados mostraron una expresion positiva durante las diferentes
etapas fenoldgicas de la nuez pecanera, sugiriendo su funcion asociada con el
proceso de desarrollo y viviparidad de este fruto (Figura 5). En general, los genes

relacionados con la biosintesis del acido abscisico se expresaron a niveles mas
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altos durante las cinco etapas fenologicas evaluadas. Dicha hormona actiia como
regulador de crecimiento y se ha demostrado que su expresion determina la
dormancia de las semillas. Mientras que los niveles de expresion 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
actuan como reguladores enddgenos de crecimiento controlando el desarrollo y

germinacion de las semillas.

Los niveles de expresion del gen ABA 8 H muestra una tendencia de mayor
expresion (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 maduracion del embrién y se reduce durante la viviparidad de la nuez.
Mientras que el gen AOG muestra una tendencia de expresion (p<0.05) al alza
durante todo el desarrollo de la nuez, alcanzando su maxima expresion durante
la germinacién. Estos resultados sugieren que la expresion de ABA 8H y AOG
esta estrechamente asociada con el nivel de ABA en la nuez y su capacidad de

inhibir la germinacion.

En relacion con la biosintesis de giberelinas el gen GA3ox1 mostré una mayor
expresion (p<0.05) durante el estado acuoso, etapa en que el fruto requiere de
una rapida expansion celular para expandir el ancho total del fruto y el évulo
alcance su maxima longitud, y disminuye en las siguientes etapas fenoldgicas.
En cuanto a GA20x2, este gen se mantuvo en niveles relativamente bajos
destacando su expresién (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 desactivacion de las
giberelinas bioactivas, lo que podria explicar sus niveles de expresion
descendente durante el desarrollo y viviparidad de la nuez. Lo anterior implica
gue la presencia de GAs bioactivas promueve el crecimiento continuo del

embridn y supera la latencia en la nuez pecanera.
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Figura 2. Expresion de genes relacionados con la biosintesis de acido abscisico
y giberelinas durante el desarrollo y la viviparidad de Carya illinoinensis. A: Inicio
de desarrollo de fruto, B: Estado acuoso, C: Endurecimiento de céscara, D:
Maduracion del embrién y E: Germinacion del embrion (viviparidad). ABA 8H:
Abscisic acid 8'-hydroxylase y AOG: Abscisate beta-glucosyltransferase,
GA20x2: Gibberellin 2-beta-dioxidase 2-related y GA3ox1: Gibberellin 3-beta-
hydroxylase. Valores medios (n = 3) con las mismas letras dentro de una misma
grafica son estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba de Tukey (P >
0.05).

DISCUSION

En este estudio se analizo la expresion 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 socioecondmica, 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 precipitacion esta constantemente expuesto a
problemas fisiol6gicos 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, Il. Estado acuoso, Ill. Endurecimiento de
cascara y IV. Maduracion del embrién. Posteriormente, dependiendo de las
condiciones genético-ambientales, se puede dar origen a la germinacion de la
nuez (viviparidad) previo a su cosecha. Sin embargo, es importante mencionar

que la aparicion de las diferentes fases varia entre regiones y afios, como
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resultados de la variacion en las condiciones climaticas (Tarango, 2004). Los
estudios referentes al tema se centran principalmente a nivel fisiolégico y de
manejo (Rodriguez-Gonzalez et al., 2022; Garcia-Moreno, 2020 y Barrera et al.,
2017) por lo que, el mecanismo molecular que regula la latencia de la nuez ain
no se conoce completamente, pero se reconoce la importancia de un equilibrio
acido abscisico-giberelinas (Finkelstein et al., 2008) ya que son hormonas

necesarias para el crecimiento y desarrollo del embrién (Fernandez, 2009).

El ABA desempefia una serie de funciones importantes en la fisiologia de las
plantas superiores, en las que se incluye promover la dormancia de yemas y
semilla, asi como el crecimiento, desarrollo y maduracion de los frutos (Yang &
Feng, 2015). Cuando se acumula en cierta medida, regulara una serie de
actividades fisiolégicas (Rodrigo et al., 2003), como el desarrollo, maduracion y
dormancia del embrion a través de una via compleja de transduccion de sefales.
El nivel de ABA activo en los tejidos vegetales esta controlado no solo por la
biosintesis sino también por el catabolismo, que involucra reacciones de
glicosilacion e hidroxilacion, catalizadas por ABA 8'-hidroxilasa (ABA 8°-H),
abscisato [B-glucosiltransferasa (AOG) y abscisato de [(-d-glucopirandsil -

glucosidasa (Li et al., 2022).

Esta hormona relacionada con la regulacion del equilibrio hidrico influye en el
aumento del tamafio de frutos y la acumulacion de antocianinas (Gonzalez-
Garcia et al.,, 2020), puede inhibir la germinacion y su acumulacion 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 oxidacion o conjugacion. En plantas superiores la principal via catabdlica de
ABA implica la oxidacion de la enzima ABA 8'-hydroxylasa (Okamoto et al., 2009).
La concentracion de ABA durante la maduracién de los frutos depende
principalmente de la biosintesis de novo de este regulador de crecimiento a través
de la escisién de un precursor carotenoide o a través de su catabolismo por la
ABA 8’-hidroxilasa (Monribot-Villanueva et al., 2022), asi como de la induccion

de la via fenilpropanoide, la puerta de entrada para producir metabolitos
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relacionados (Deng & Lu, 2017). Al estudiar el papel del gen catabdlico ABA 8'H
en el desarrollo y viviparidad de la nuez pecanera, durante las primeras etapas
fenoldgicas (desarrollo de fruto y estado acuoso) se expresa positivamente. Y se
reduce durante el proceso de endurecimiento de cascara. Mientras que durante
la maduracién aumenta induciendo la dormancia del embrién 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 sintesis de ABA durante la maduracién del embrién.

Aunque la maduracién y calidad de la fruta esta sujeta al mecanismo de ABA,
otros factores externos como luz, temperatura y reguladores transcripcionales
también son importantes para la progresion y el resultado de estos procesos (Li
et al.,, 2022). Algunos estudios revelan que el gen AOG regula la
desactivacion/activacion del ABA en las plantas y su expresion esta inducida por
ABA exdgeno o estrés osmotico (Félix et al., 2019). En este estudio el AOG
mostré6 mayor expresion durante el endurecimiento de cascara y maduracion del
embridn, etapas que se caracterizan por requerir mayor suministro de nutrientes
y agua para proveer condiciones favorables para el transporte de nutrientes,
fotosintesis y translocacion de fotosintatos dentro de la planta para el llenado
correcto del fruto y su madurez (Godoy, 2000). Sobre expresandose durante la
germinacion de la nuez. Esto se puede explicar ya que la abscisate beta-
glucosyltransferase regula la conversién de ABA a su éster de glucosa, una forma
de almacenamiento inactiva del ABA (Jin et al., 2021). Conjuntamente, la
expresion genica del metabolismo de ABA se incrementa por el estrés osmaotico,
siendo los genes de desactivacion/activacion los que se elevan después de este
(Felix et al., 2019). Lo que sugiere que la biosintesis y acumulacién de ABA en la
nuez se vieron afectados por las sefiales ambientales (temperatura y humedad
ambiental), condiciones de salinidad del suelo que se presentan en la regién
ademas de la baja disponibilidad de agua en el suelo, reduciendo la resistencia

temprana a la dormancia.

63



En este estudio, la sobre expresion de AOG y la regulacion a la baja de ABA 8-
H condujo a la disminucion del contenido de ABA durante la transicion madurez-
viviparidad de la nuez. Se ha demostrado que una menor acumulacién de ABA
en plantas tolerantes al frio y la sequia es el resultado combinado de una menor
expresion de los genes de biosintesis y una mayor expresion de los genes de
catabolismo (Ji et al., 2011). Los genes ABA 8H y AOG que se estudiaron en esta
investigacion muestran una tendencia similar en el desarrollo y viviparidad de la
nuez pecanera bajo condiciones extremas de temperatura y baja precipitacion.
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 quimicos o0 mejoramiento genético.

Las giberelinas estimulan la germinacion mediante la induccion de enzimas
hidroliticas que debilitan los tejidos que se oponen a la emergencia radicular,
movilizan las sustancias de reserva de la semilla y estimulan la expansion del
cotiledén. Ademas, también actian desestabilizando las proteinas 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 germinacion
de las semillas (Tejaswini et al., 2022; Fernandez, 2009). La calidad de laluz y la
temperatura ambiental afectan el contenido de giberelinas de la semilla y
ocasionan su germinacion, al promover la sintesis de GAs. En este estudio, la
expresion de genes biosintéticos de giberelinas esta regulada positivamente
durante las diferentes etapas fenoldgicas de la nuez. Particularmente, el gen
GA20x2 esta relacionado con la degradacion de las GAs bioactivas (Jia et al.,
2018) y la presencia de sefiales ambientales que impiden la germinacién, como
la oscuridad y las altas temperaturas, dando como resultado la promocion de
enzimas catabolizadoras de GA, las GA2-oxidasas (Tejaswini et al., 2022). En
este estudio, GA20x2 presenta su mayor expresion durante las primeras etapas

fenoldgicas, observandose un valor casi nulo durante la maduracién del embrién,
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indicando que la biosintesis de GAs activas esta negativamente regulada por
GA2-oxidasa conforme avanza el desarrollo de las semillas, evitando asi la
viviparidad (Raz et al., 2001). Se ha reportado que el &cido giberélico regula
positivamente el crecimiento y alargamiento de 6rganos vegetales, promoviendo
la expansidn celular al mantener los niveles de GA a través de la supresion del
gen de inactivacion de giberelina (GA20x2) (Schrager-Lavelle et al., 2019; Li et
al., 2017).

Conjuntamente, los resultados obtenidos en este trabajo muestran que el gen
GA3ox1 alcanza su mayor expresion 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 produccién de GAs bioactivas (Fernandez, 2009). Por lo que la
expresion del gen biosintético GA3ox1 en las semillas podria promover la
produccion de mayores contenidos de GA y el alargamiento del hipocatilo
facilitando asi la germinacién (Qiao et al., 2020). En este estudio, aunque se
observd una baja expresion 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 expresion de GA3ox1
sugieren que la viviparidad de la nuez no es mediada por la accién Unica de las
giberelinas, sino que son otras fitohormonas, como auxinas, acido salicilico y
acido jasmonico (Alcantara-Cortes et al., 2019), las encargadas de desencadenar

este fendbmeno.

El mantenimiento de la latencia de semillas por ABA y la liberacién de latencia
por GA se ha observado en muchas especies. La liberacion de latencia refleja en
gran medida el aumento de la sintesis de GA, determinada principalmente por
reacciones catalizadas por GA20-oxidasa, Ga3-oxidasa (GA3ox1l y GA30x2),
mientras que GA es inactivado por GA 2-oxidasa (Ga2ox) (Wang et al., 2021). En
este estudio, la supresion del gen GA20x2 y la expresion positiva de GA3ox1

permitieron la inhibicion de la latencia en nuez pecanera induciendo a su
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germinacion. Por lo que es viable la manipulacion de estas enzimas para el

estudio y control de la viviparidad en C. illinoinensis.

Una comprension profunda de la biologia molecular de la nuez pecanera podria
ayudar a mitigar la viviparidad a través de la regulacion génica, por lo que es
necesario realizar investigacion adicional y en profundidad sobre las
fitohormonas (acido abscisico, acido indolacético, giberelinas, citoquininas y
etileno) relacionadas con la dormancia y germinacion de semillas para conocer a

fondo los mecanismos involucrados en este proceso.

CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio demuestran la funcion antagénica del 4cido
abscisico 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 germinacion de la nuez

contrarrestando los efectos del ABA.

Estos resultados son un acercamiento para dilucidar ain mas en el mecanismo

molecular del desarrollo y viviparidad de la nuez pecanera.
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