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RESUMEN. Se realizé un anélisis de proteinas totales solubles y de proteinas de reservas vegetativas (PRV), en tejidos
de arboles de nogal (Carya illinonensis Koch var. Western) en letargo y produccién. La determinacién de proteinas
totales solubles se realizé por el método de Bradford, por medio de electroforesis en gel de poliacrilamida al 15% para
detectar las PRV presentes en los tejidos vegetales. Los resultados indican que las ramas y los brotes de crecimiento
anual fueron los érganos con mayor concentracién de proteinas totales solubles en letargo, mientras que en produccién
no se presento diferencia significativa de concentracién entre los diferentes tejidos estudiados. Se detecté un polipéptido
de 20 kDa con caracteristicas de una PRV en la raiz en la etapa de letargo.
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ABSTRACT. An analysis of total soluble proteins and vegetative storage proteins (VSPs) in the tissues of pecan
(Carya illinonensis Koch var. Western) trees in dormancy and production was carried out. Total soluble proteins were
determined using the Bradford method, by means of electrophoresis in 15% polyacrylamide gel, to detect the VSPs
present in the plant tissues. The results indicate that the branches and shoots of annual growth were the organs with
the highest concentration of total soluble proteins in dormancy, while in production there was no significant difference in
concentration between the different tissues studied. A 20-kDa polypeptide with characteristics of a VSP was detected
in the root in the dormancy stage.
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INTRODUCCION pesos (Garcia et al. 2009); superficie cosechada

de 5 534 ha y produccién de 7 600 toneladas (SIAP

Las primeras plantaciones de nogal en la Co-
marca Lagunera se establecieron en 1948 (Potisek
et al. 2010), actualmente el valor de la produccién
de nuez ocupa el primer lugar entre los frutales de
la regién, con valor aproximado de 200 millones de
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2015). El nitrégeno (N) es el elemento de mayor de-
manda en las plantas, constituye un factor limitante
para su desarrollo y crecimiento, siendo esencial para
aumentar la produccién y mejorar la calidad. Este
macro nutriente altera la composicién de las plan-
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tas, pudiendo modificar el contenido de azlcares,
proteinas y lipidos (Okumoto y Pilot 2011, Stawomir
2017). La mayor parte del N en el suelo se asimila
en forma de compuestos organicos como proteinas,
lignina o quitina, que no pueden ser directamente
utilizadas por las plantas, sino que requieren un pro-
ceso de polimerizacién por parte de microorganis-
mos especializados, para convertirse en N organico
o mineral (Farrell et al. 2014, Liu 2016). EI N es
abundante en las plantas, y dentro de las formas
de nitrégeno orgénico se encuentran las proteinas
solubles, siendo esencial este macro nutriente para
el establecimiento de nuevas estructuras celulares,
metabdlicas y de codificacién genética; mientras
que su falta y/o deficiencia produce disminucién del
crecimiento (Tan-Wilson y Wilson 2012, Stawomir
2017).

Trabajos recientes enfocados en la fenologia
de los arboles a lo largo de un ciclo, consideran que
los procesos fisioldgicos no son regulados solo por la
temperatura (Wildhagen et al. 2010, Heide 2011,
Rohde et al. 2011). Para un mejor conocimiento
del comportamiento fenolégico de los arboles, debe
tomarse en cuenta que el nitrégeno estacional es
afectado por la temperatura (Wildhagen et al.
2013). Mientras que la asimilacién del nitrégeno
por las raices se regula por su disponibilidad en el
suelo y la demanda para el crecimiento y desarrollo
del arbol completo (Millard 1996). Entre los fac-
tores de demanda de nitrégeno para el desarrollo y
crecimiento se encuentra la fructificacién (Rennen-
berg y GeRler 1999), el desarrollo foliar y radicular
(Silla y Escudero 2003), y la senescencia (Kunkle et
al. 2009). Ademaés de factores externos, como la
salinidad (Gimeno et al. 2009), el calor, la sequia
(Rennenberg et al. 2006), el nitrégeno atmosférico
y la concentracién de ozono (Nair y Padmavathy
2014, Rashied et al. 2015, Hewittac et al. 2016, Re-
boucas et al. 2017), factores que son de particular
importancia para el desarrollo del nogal en la regién
de estudio.

Las proteinas solubles son uno de los princi-
pales componentes organicos del protoplasma, las
cuales son moléculas complejas que contienen ni-
trogeno, diferentes unas de otras por su forma,
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tamaiio, propiedades de superficie y funcién (Miao y
Jiang 2007). Tienen en comin que se forman a par-
tir de los aminoacidos, tienen propiedades coloidales
y son anféteras (Yokoyama et al. 2016). Una
parte de estas proteinas insolubles se integran en
diferentes estructuras celulares, principalmente en
las membranas y paredes de los diferentes comparti-
mentos celulares. De todas las proteinas de las célu-
las vivas, alrededor del 30% corresponde a este tipo
de proteinas estructurales (Sauter y Wellenkamp
1998, Pasiakos et al. 2015); mientras que el resto se
encuentran como proteinas solubles, las cuales jue-
gan un papel esencial en las secuencias metabélicas
y en los 6rganos perennes, debido a que realizan fun-
ciones de almacenamiento de nitrégeno (Valenzuela
et al. 2010, Valenzuela et al. 2011, Wan-Ze et al.
2012).

Las proteinas de reserva vegetativas (PRV)
son depdsitos de nitrégeno importantes en muchas
plantas, estas fueron descritas por primera vez en
semillas, por su papel en el suministro de nitrégeno
a las plantulas al iniciar el crecimiento (Staswick
1994). Se acumulan en grandes cantidades en ho-
jas, tallos tubérculos y raices (Avice et al. 2011,
Xue et al. 2016). En muchas especies lefiosas se lo-
calizan principalmente en el parénquima del xilema
y floema, almacenandose en mayor proporcién du-
rante el otofio e invierno en 6rganos perennesy luego
desaparecen cuando se reanuda el crecimiento en la
primavera (Valenzuela et al. 2010, Valenzuela et al.
2011, El Zein et al. 2011). En los arboles caduci-
folios, durante la etapa de letargo, las raices y los
tallos alcanzan el maximo nivel de almacenamiento
de reservas, las cuales disminuyen en la brotacién de
yemas, y en las primeras etapas de crecimiento de
brotes y hojas (Martinez et al. 2013). La concen-
tracion de reservas disminuye durante el desarrollo
vegetativo, se presenta una cantidad maxima de
éstas al final del verano y principios de otofio (El
Zein et al. 2011, Valenzuela et al. 2011, Valenzuela
et al. 2014). Dadas las caracteristicas de frutal ca-
ducifolio y la escasez de estudios relacionados con
la fisiologia de frutales caducifolios, el objetivo del
estudio fue analizar el comportamiento de las protei-
nas totales solubles y PRV en las etapas fenolégicas
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de letargo y produccién, de 6rganos perennes de
nogal Carya illinoensis Koch.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

El estudio se llevé a cabo en la huerta
experimental de la Universidad Aut6noma Agraria
Antonio Narro Unidad Laguna en Torreén, Coahuila,
ubicada a 25° 33’ 22.63" LN y 103° 22" 07.77" LO.
Se encuentra bajo manejo agronémico con riego
por inundacién con agua de pozo, la edad de los
arboles en promedio es de 40 afios, la variedad es-
tablecida es Western, la densidad de plantacién es
de 100 arboles ha=! establecidos en marco real.
El calendario incluye ocho riegos con intervalos de
12 a 47 d, dependiendo de la etapa fenolégica con
l[amina de riego total de 748 mm al afio. El pH del
agua es de 8.2 y la conductividad eléctrica de 1 480
microohmios cm™!. El clima de la regién es seco
desértico con precipitacion media anual de 230 mm
(IMTA 2013) y altitud de 1 120 m (INEGI 2012).

Muestreo

El muestreo se realizé6 de forma sistemati-
zada, seleccionando los arboles y muestras al azar.
Para ello, se eligieron cuatro arboles adultos de
forma intercalada en la parte media de la parcela
para evitar el efecto de borde. En cada arbol se
tomaron dos muestras de cada parte muestreada,
de la raiz principal se tomé a 40 cm de profundidad,
del tronco a una altura de 1.30 m, de la rama se
tomaron a un metro de la parte donde se diferencian
las ramas, y del crecimiento anual las muestras se
tomaron del brote emitido por el arbol el afio en que
se realizé el estudio. Los muestreos se realizaron
en las etapas fenolégicas de produccién (cuando el
arbol se encuentra en fructificacion y presenta el
maximo crecimiento vegetativo, a los 60 DDF (dias
después de floracién)) y en letargo (cuando el arbol
se encuentra defoliado sin crecimiento vegetativo
aéreo, a los 210 DDF). Las muestras de tronco y
ramas se tomaron con un taladro Pressler en forma
de virutas, mientras que las muestras de crecimien-
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tos anuales se obtuvieron con la ayuda de un
serrucho convencional y las muestras de raiz se
obtuvieron por extraccién con la ayuda de un serru-
cho convencional, realizando una zanja a 40 cm de
profundidad para localizar la raiz principal.

Las muestras se limpiaron y se colocaron en
bolsas de aluminio perforadas, que se etiquetaron y
almacenarse en una hielera, para luego congelarlas
en nitrégeno liquido y almacenarlas en un ultracon-
gelador (Revco Value Plus® ThermoScientific®)
a -70 °C para detener todos los procesos bioquimi-
cos en los tejidos, posteriormente se liofilizaron en
un liofilizador_ (Labconco Freezone Triad® Freeze
Dry Systems®) durante siete dias a -40 °C; para
deshidratar las muestras por sublimacién. Las
muestras liofilizadas se pulverizaron con un molino
de cuchillas (Fritsch® Pulverisette 15®), para
obtener un polvo fino. Para luego tomar 10 mg
de materia seca en microtubos (MCT-200-C Clear
Axygen Scientiﬁc®).

Determinacién de proteinas totales solubles
La extraccién y cuantificacién de proteinas
se realizé por el método de Bradford (1976). Para
lo cual se preparé una solucién de extraccién (0.1
M KH5POy4, 0.1 M NagHPO4 5 mM DTT, 0.3%
(m/v) PEG y 13 mg PVP). De la que se agregé 1
mL a los microtubos que contenian los 10 mg de
materia seca, para luego colocar un balin de acero
a cada uno de los microtubos y agitar en un vortex
(Maxi Mix II® Thermo Scientific%) durante 3 min
para romper las paredes celulares, posteriormente
los microtubos se centrifugaron en una centrifuga
Spectrafuge 16M® Labnet® a 10 000 rpm a 4 °C
durante 15 min, para luego extraer 500 ulL de cada
microtubo y colocarlos en celdillas de lectura y agre-
gar 500 uL de la solucién Quickstart® Bradford®,
agitar y dejar reposar por 5 min a temperatura am-
biente. La lectura se realizé a absorbancia de 595
nm_en un espectrofotémetro UV-Visible (Genesys
20® Thermo Scientific®). La curva de calibracién
para determinar la concentracién de proteinas to-
tales solubles se realizé con Bovine Serum Albumine
(BSA) como estandar con una R? de 0.9912.
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Tabla 1. Prueba de Mann-Whitney para la concentracién en
miligramos de proteina por gramo de materia seca de raiz, tronco,
rama, y crecimiento anual (CA) en nogal pecanero (Carya illinoen-

sis).
Raiz  Tronco Rama CA
Media 32.52 28.58 31.27 32.93
Error tipico de la media 1.70 1.45 4.62 3.00
Desviacién tipica 6.80 5.80 18.48 12.00
U de Mann-Whitney 11.000 21.000 16.000 16.000
p 0.027 0.248 0.093 0.092

Electroforesis en gel de poliacrilamida

Las proteinas presentes en los extractos se
usaron para llevar a cabo la electroforesis en gel de
poliacrilamida al 15%. Las soluciones se desnatu-
ralizaron a temperatura de 50 °C por 3 min, cen-
trifugaron a 12 000 rpm durante 5 min y afiadieron
40 ul de cada una de las soluciones al gel de
acrilamida dentro de la camara de electroforesis con
solucién amortiguadora de corrida: Tris base 0.025
M, glicina 0.192 M y SDS al 0.1% (Laemmli 1970).
La electroforesis se realiz6 aplicando una corriente
de 120 V, durante 4 h, cuando el frente del colorante
(azul de bromofenol) llegé al margen inferior del gel
se suspendi6 la electroforesis. Después de retirar
el gel de la camara de electroforesis, se sumergié
por un dia en solucién azul de Coomasiie al 0.1%,
metanol al 50% y &cido acético al 10%. Al dia
siguiente se decoloré con una solucién de metanol
al 5% y acido acético glacial al 7% para eliminar
el fondo azul del gel y visualizar los polipéptidos
coloreados en un transluminador de luz blanca.

Analisis estadistico

Se realizé la prueba de Mann-Whitney para la
comparacién de medias entre etapas fenoldgicas y
la prueba de Kruskal-Wallis (p < 0.05) para la com-
paracién de medias entre érganos perennes. Todos
los anélisis se realizaron con el software SPSS Ver-
sién 18.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la etapa de produccién, las ramas presen-
taron la mayor concentracién de proteinas (31.23
mg g~ ! de MS) seguida de la raiz (28.78 mg g~ ! de
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MS), el crecimiento anual (26.58 mg g~! de MS) y
el tronco (26.24 mg g=! de MS) (Tabla 1). En la
etapa de letargo, el crecimiento anual tuvo la mayor
concentracién (39.27 mg g~ ! de MS), seguido de la
raiz (36.26 mg g~! de MS), la rama (31.23 mg g~!
de MS) y el tronco (30.91 mg g! de MS). Estos
resultados sugieren una acumulacién preferencial
en las partes aéreas, lo que es un comportamiento
inverso a lo observado por Martinez et al. (2013),
debido a que estas reservas permanecen en los teji-
dos aéreos con la finalidad de ser utilizadas para la
respiracién durante el invierno (El Zein et al. 2011,
Valenzuela et al. 2011, Valenzuela et al. 2014).

Para la PRV en geles SDS, se detecté un
polipéptido de 20 kDa en la etapa de letargo (Figura
1), que se presenta en una cantidad importante
con respecto a los otros polipéptidos, que esta
ausente en el crecimiento vegetativo y en letargo.
De acuerdo con la definicién de Chapin et al. (1990)
el polipétido detectado corresponde a una PRV, por
el valor de 20 kDa del polipéctido se encuentra den-
tro de los valores reportados para la PRV de otras
especies de arboles, con valores en masa molecular
que varia entre 15 y 45 kDa (Gémez y Faurobert
2002, Valenzuela et al. 2011, El Zein et al. 2011,
Tian et al. 2011, Pettengill et al. 2013).

Los resultados del analisis de las proteinas de
los diferentes érganos entre las etapas fenoldgicas
de produccién y letargo muestran diferencias sig-
nificativas en la concentracién de proteinas en la
raiz (U= 11.000, P= 0.027), pero no se detectaron
diferencias significativas entre los 6rganos (Tabla 1
y Figura 2). Estos resultados coinciden con los re-
portados para especies caducifolias por Martinez et
al. (2013), El Zein et al. (2011), Valenzuela et al.
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Perfil de electroforesis en gel de poliacrilamida de proteinas en teji-

dos de raiz y tronco de arboles de nogal (Carya illinoensis) (letargo y produccién).

NA=Muestra tomada, MP=Marcador.

(2011) y Valenzuela et al. (2014). Durante el in-
vierno, se activa el crecimiento en los tejidos de la
raiz en los arboles deciduos, al mismo tiempo que
el crecimiento de la biomasa aérea (tronco, ramas)
se detiene; mientras que en verano se presenta este
comportamiento de manera inversa (Valenzuela et
al. 2010). Se encontré que la raiz en la etapa de
letargo fue el 6rgano vegetal que presenté la mayor
concentracién de proteinas. Al respecto, Barbaroux
et al. (2003) menciona que las reservas se concen-
tran y tienen mayor demanda en los crecimientos
anuales, lo que favorece el desarrollo vegetativo de
la planta, lo que se observé en el presente estudio.
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