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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
RNA, but without the expected optimal purity. Finally, protocols based on CTAB buffer achieved total
RNA yields of optimal quality.

Conclusions: The quality of total RNA varies according to the efficiency of the method used. The
CTAB 4 protocol represents an efficient alternative for the isolation of RNA from embryonic tissues
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 discusion: Los protocolos de extraccién basados en el reactivo TRI Reagent® permitieron
la obtencién de concentraciones altas de ARN total, pero con grado elevado de contaminacion.
Mediante el uso del kit comercial fue posible la extraccién de ARN total, pero sin la pureza éptima
esperada. Finalmente, los protocolos basados en el buffer CTAB consiguieron rendimientos de ARN total
de calidad 6ptima.

Conclusiones: La calidad del ARN total varia de acuerdo con la eficiencia del método utilizado.
El protocolo CTAB 4 representa una alternativa eficaz para el aislamiento de ARN de tejidos embrionarios
de C. illinoinensis.

Gonzdlez, F., Quezada-Rivera, J. J., Mota-Ituarte, M. S., & Borja-de la Rosa, A. (2023). Protocols for extraction of total

Please cite this article as follows (APA 6): Rodriguez-Gonzdlez, M., Arreola-Avila, J. G., Avila-Rodriguez, V., Garcia- ‘$

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



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, Vizquez Vdzquez, & 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-Saiudo, 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, Muioz-
Mairquez, 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

Introducciéon

El nogal pecanero (Carya illinoinensis [Wangenh.] K. Koch),
por su extensa adaptacién 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, Vdzquez Vazquez, & Gallegos
Robles, 2013). Las regiones con poblaciones del género
Carya poseen condiciones extremas de temperaturas
elevadas y precipitacién baja, particularmente en otoilo,
situacién que, en combinacioén 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, & Nuiiez-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 expresién génica se han
utilizado ampliamente en la investigacién bioldgica y han
contribuido en avances significativos para la comprensién
de los mecanismos moleculares de problemas fisiol6gicos
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 utiles en la
caracterizacién 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 fenodlicos totales, flavonoides y
proantocianidinas o taninos condensados que pueden
ser ficilmente oxidados, ademds de dcidos grasos como
tocoferoles y fitoesteroles (Flores-Cordova, Mufioz-
Midrquez, Ojeda-Barrios, Soto-Parra, & Preciado-Rangel,
2017; Reyes, 2016). Debido a la interferencia de estos
compuestos secundarios, los protocolos de extracciéon
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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 (Tonggiang, 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”7 LW 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
Meteorolégico 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. (Tongqiang, 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 evalu6 la eficiencia de extraccién de ARN total
de alta calidad para ser utilizado en ensayos posteriores
de expresion génica, a partir de tejido embrionario de
nuez pecanera de nogales criollos (C. illinoinensis) de una
poblacién 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 afios. 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 geogrdficas 25° 13" 34" LN y 104° 06 39~
LO y elevacién de 1250 m. El clima es seco (BWhw(w)
(e)) con lluvias en verano, precipitacién 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).

Extraccién 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-Pifia and Zapata-Pérez (2011).
Extraction was carried out using extraction buffer 1

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

Para el proceso de extracciéon de ARN total se inicié 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 extraccién
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): EI ARN total se obtuvo de acuerdo con el
protocolo reportado por Li, Zhang, Liao, y Liu (2014).
Las soluciones de extracciéon utilizadas fueron TRI
Reagent®, B-mercaptoetanol, acetato de potasio
2.5 M (pH 5.2) y cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). El
ARN total se precipité con isopropanol durante 30 min a
-20 °C, seguido de dos lavados con etanol al 70 %. El pellet
se secé a temperatura ambiente y rehidrat6 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. El ARN total se precipité con isopropanol
durante 10 min a temperatura ambiente, seguido de un
lavado con etanol al 70 %. El pellet se sec6 a temperatura
ambiente y se resuspendio en agua DEPC.

TRIzol 3 (TRI Reagent®; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA): La extraccién de ARN total se realizé 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 disolvi6é 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 solucion de separacién fendlica
(PSS). E1 ARN se purific6 mediante centrifugaciéon en
columnas con membrana de silice; para su eluciéon se
anadieron 50 pL de agua libre de ARNasas, se incubé
1 min a temperatura ambiente y centrifugd 1 min a
14000 rpm para su almacenamiento posterior.
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based on CTAB ionic detergent (CTAB 2 %, Tris-HCI1 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 B-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 plL of CTAB-based extraction
buffer 2 (CTAB 2 %, PVP 2 %, Tris-HCl 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 L
of extraction buffer 2 (CTAB 2 %, PVP 2 %, 100 mM Tris-
HCI [pH 8|, 2 M Na(Cl, 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-Pifla y Zapata-Pérez (2011). La
extraccién se llevd a cabo mediante el buffer de
extraccién 1 basado en el detergente i6nico CTAB (CTAB
2 %, Tris-HCI 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 %. El
pellet se sec a temperatura ambiente y se resuspendio
en agua DEPC.

CTAB 2: La extraccion de ARN total se realiz6 mediante
el protocolo descrito por Rubio-Pifia y Zapata-Pérez
(2011) con modificaciones. E1 ARN total se obtuvo con
el buffer de extracciéon 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). EI ARN se precipit6 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 sec6
a temperatura ambiente y se disolvié en agua DEPC.

CTAB 3: Para la obtencién de ARN total se sigui6 el
proceso reportado por Salinas et al. (2019), modificando
los volumenes manejados. Se afiadieron 600 pL del
buffer de extraccién 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 B-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
realiz6 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 °Cy el pellet se secé a
temperatura ambiente y rehidraté en agua DEPC.

CTAB 4: E1 ARN total se obtuvo con base en el método
descrito por Chang, Puryear, y Cairney (1993) con
algunas modificaciones. Los voltimenes utilizados
fueron menores que los reportados y se eliminé
la incubacién a 65 °C del buffer de extraccién. Para
la extraccién se anadieron 600 pL del buffer de
extraccién 2 (CTAB 2 %, PVP 2 %, Tris-HCl 100 mM
[pH 8], NaCl 2 M, EDTA 25 mM, espermidina 0.05 %)
y 100 pL de B-mercaptoetanol justo antes de su
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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 NacCl, 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 pL 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 (A,gg),
and at 260 and 230 nm (A,;3) 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 cDNA by using an Oligo-(dT) primer and
M-MLV RT Reverse Transcriptase (Promega, Fitchburg,
WI, USA) following the supplier’s instructions.
The cDNA was amplified using Taq polymerase
enzyme (Jena Bioscience, Dortmund, Germany)

uso. El volumen se mezcl6 en vortex y se afiadieron
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 extraccién 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). EI 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 centrifugd
20 min a 10000 rpm. El precipitado fue disuelto
en 500 pL de buffer SSTE (NaCl 1 M, SDS 0.5 % y Tris-
HCl 10mM [pH 8]) y se realizé una nueva extracciéon
con 500 uL 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 precipit6 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 evalu6 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
(Asgops0)> @si como a 260 y 230 nm (Ayg3) para evaluar
la presencia de proteinas o compuestos fendlicos. Una
relacion 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 fendlicos, 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 proporciéon es menor de 1.7 indica
contaminacioén con proteinas u otros contaminantes con
absorcién UV a 280 nm (Silveira de Campos et al., 2017).

La integridad del ARN se evalu6 mediante electroforesis
en gel de agarosa-MOPS-formaldehido, a 50 V durante
45 min, utilizando MOPS 1X como tampén de
electroforesis. Se utilizé Gel Red® (Biotium, Hayward,
CA, EUA) para tincion 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 evalué mediante reacciéon 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-uL” 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 ng-ul’, respectively.
Furthermore, an average of 1333.4 ng-uL’ in mature
pecan and 537.6 ng-uL’ in germinated walnut was
obtained with TRIzol 1 protocol. The average RNA yield
obtained with TRIzol 2 was 240.2 ng-uL’ for mature
nut and 359.4 ng-uL” for germinated nut. In terms of
quality, the samples presented a ratio A,g,;, < 1.5 and
Aseopso < 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,qy;g

Todas las muestras de ARN total se trataron con
DNasa I (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.
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 CGATGCCCTGAGGTITCTATTC 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 Biotecnolégica
(NCBI). Para una reaccién estdndar de RT-PCR de 25 pL,
se utilizaron 40 ng-uL’ de ARN total. El programa de
amplificacién por PCR incluy6 una desnaturalizacién
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 %, 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.

Analisis 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 us6 el programa SAS
version 9.4 (SAS Institute, 2017).

Resultados

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

En cuanto a los protocolos de extraccién basados en
el reactivo TRI Reagent®, la concentracién 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-uL’ 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-pL")/
Protocolo Nuez madura (ng-pL") Nuez germinada (ng-uL?)
TRIzol 1 13334 ab 5376 b

TRIzol 2 2402 b 3594 b

Kit 663.3 b 60.1 c

TRIzol 3 2298.9a 1456.6 a

CTAB 1 685.2 b 712.2 ab

CTAB 2 739.4 ab 3729b

CTAB 3 611.7b 485.3b

CTAB 4 4216 Db 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 > 0.05).

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

Ajso230 Ajsons0 Assom30 Asconso

TRIzol 1 041d 1.66 b 0.62 c 113D
TRIzol 2 0.48 d 1.20c 041d 1.63 b

Kit 1.30b 197D 0.32d 1.25b

TRIzol 3 0.39d 1.06 ¢ 045d 1.07b
CTAB 1 116 b 1.87b 1.25b 1.80 a

CTAB 2 111D 1.79b 1.07 c 177 a

CTAB 3 0.86 ¢ 1.70 b 1.29b 1.84a

CTAB 4 1.89a 2.07 a 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 (A3 < 1.5). For germinated
pecan nut, absorbance values indicated highly
contaminated RNA (A5 < 1.5 and A,gyp < 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,epso > 1.7), although with the
presence of contaminating compounds (A,gy3 < 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,qy,s, < 1.5 Y Aygpgo < 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-uL’
para muestras de nuez germinada (Cuadro 1). Para nuez
madura se obtuvieron valores de pureza aceptable
(Aze0280 > 1.7) aunque con posible contaminacién con
proteinas y fenoles (A,qy,3 < 1.5). En el caso de nuez
germinada, los valores de absorbancia indicaron ARN
altamente contaminado (A,gs < 1.5 ¥ Aygopso < 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 (A5 > 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 (A,qy,s, =1.87 and A,y = 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
gPCR 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 cDNA synthesis
A reference primer pair for detection of the

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

TRIzoll 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 (Ayq,g > 1.7), aunque con presencia
de compuestos contaminantes (Aygp, < 1.5).
En el caso del protocolo CTAB 2 y la adicién de
fenol:cloroformo:alcohol  isoamilico  (25:24:1) 'y
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-uL") con valores de absorbancia aceptables
(Ass0ps0 > 1.7) y presencia de contaminantes (A, < 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 (A,gpse = 1.89 ¥ Ageppgo = 2.07) como en nuez
germinada (A,qyps0 = 1.87 Y Aygpgo = 1.86), disminuyendo
la presencia de lipidos y compuestos fendlicos en
comparacion con los siete protocolos antes citados.
Por tanto, la extraccién 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.

Evaluacién 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 (Sdnchez-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 TRIzol1l TRIzol2 Kit TRIZol3 CTAB1 CTAB2 CTAB3 CTAB4

500 pb
300pb

100 pb

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 extraccién de ARN se disefi6 un par de iniciadores de
referencia para la detecciéon 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 logré 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
gener6 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 reaccién de RT-PCR. Estos resultados
confirman que, aunque se obtuvieron cantidades de

mpm TRIzol1l 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. Evaluaciéon 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 extraccién 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,
Herndndez-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 p-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 expresién 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
composicion (Sdnchez-Coello et al., 2012).

El reactivo TRI Reagent® se ha utilizado con éxito en
la extraccién de ARN de especies vegetales, ya que al
ser una solucién monofdsica solubiliza el material
biolégico y desnaturaliza las proteinas y, cuando es
combinado con cloroformo, permite la separaciéon 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 contaminacioén. Es posible que la baja
calidad de ARN obtenida en estos protocolos se deba
a la contaminacién de compuestos fendlicos 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 extraccién.

En el caso del kit comercial, el sistema RNeasy® Power
Plant® Kit es recomendado por el fabricante para una
extraccién efectiva de ARN total de diversos tejidos
vegetales con altos contenidos de fenoles y polisacdridos.
En este estudio, aunque se logré 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-
HCI, 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; Sanchez 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-Guzmdn & Guzmdn-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 B-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-Lépez 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 alcanzo6 la pureza ptima esperada.
Segiin Sdnchez-Rodriguez y colaboradores (2008),
cuando se emplean kits de extracciéon puede existir
contaminacién por la presencia de azucares 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 3-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 concentraciéon como de calidad para los dos
tipos de nuez, lo cual se confirmé con la amplificacién
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, desnaturalizaciéon de proteinas y separacién
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; Sdnchez
et al., 2008). E1 CTAB es capaz de formar complejos
con los polisacdridos y polifenoles removiéndolos de la
solucién (Orek, 2018; Zhao et al., 2012), mientras que
el LiCl permite una precipitacién diferencial del ARN y
otras sustancias como DNA, proteinas y carbohidratos
(Herndndez-Guzmdn & Guzmadan-Barney, 2013). También
se ha estudiado el uso de SDS y EDTA en el buffer
de extracciéon 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 B-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
extraccién 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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