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Resumen  

La calderona amarilla, especie perteneciente al género Galphimia (Malpighiaceae), 

es una planta muy usada en la medicina tradicional mexicana. Sus propiedades 

ansiolíticas y sedantes la han convertido en el objetivo de estudios farmacológicos, 

fitoquímicos, metabolómicos y genéticos. Estas propiedades se deben a la 

presencia de galfiminas que son compuestos triterpenoides modificados del tipo 

nor-secofriedelanos. La ruta de síntesis de las galfiminas no se encuentra elucidada 

aun, aunque existen propuestas biogenéticas no demostradas experimentalmente 

que han intentado explicar su origen. Debido a que las galfiminas son metabolitos 

con una actividad biológica ampliamente demostrada, resulta pertinente identificar 

los genes que codifican las enzimas que intervienen en su ruta de síntesis. La 

transcriptómica en una herramienta con la cual se pueden estudiar un conjunto de 

genes que se expresan bajo una condición o estímulo específico, por lo que un 

análisis de esta clase permitiría identificar los posibles genes implicados en la ruta 

de síntesis de las galfiminas. El objetivo de este trabajo fue comparar transcriptomas 

de dos poblaciones de Galphimia spp., una productora y otra no productora de 

galfiminas, para identificar los posibles genes candidatos relacionados con la ruta 

de síntesis de estos triterpenoides. Plantas de las dos poblaciones fueron cultivadas 

bajo condiciones semicontroladas de temperatura y humedad relativa. Se determinó 

la presencia de galfiminas en los extractos metanólicos de plantas de ambas 

poblaciones mediante cromatografía en capa fina y cromatografía líquida de alta 

eficiencia. Se secuenciaron librerías de cDNA en la plataforma Illumina Next Seq 

550. Se realizó la anotación funcional de los transcriptomas ensamblados en 

términos de ontología génica en tres niveles: proceso biológico, función molecular y 

componente celular. Se realizó un análisis de expresión diferencial con la librería 

edgeR. Se identificaron posibles genes candidatos relacionados con la síntesis de 

galfiminas y se construyó una red de co-expresión para establecer relaciones entre 

los transcritos que codificaron enzimas relacionadas con la síntesis de terpenos. Se 

validaron los resultados del análisis transcriptómico mediante una PCR cuantitativa. 

Las plantas de Galphimia spp. obtenidas de ambas poblaciones presentaron los 

caracteres fenotípicos descritos para este género. Se determinó la presencia de 
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galfiminas en la población productora de estos metabolitos. Las lecturas obtenidas 

de la secuenciación constaron de elevada calidad, lo que posibilitó realizar un 

ensamblado adecuado de los transcriptomas. La mayor parte de los transcritos 

ensamblados se agruparon en los niveles de ontología génica correspondiente a 

función molecular y proceso biológico. En las plantas productoras de galfiminas se 

identificó un mayor número de transcritos con expresión diferencial regulados 

positivamente. Se identificaron como posibles genes candidatos relacionados con 

la síntesis de galfiminas a los involucrados en la expresión de los miembros de 

enzimas de la superfamilia del citocromo P450 que funcionan como 

monooxigenasas. Durante la validación del transcriptoma de la planta productora se 

evidenció una mayor expresión relativa de los genes analizados. La comparación 

de transcriptomas de una población productora de galfiminas y otra no productora 

posibilitó la identificación del P450 como posible gen candidato relacionado con la 

ruta de síntesis de las galfiminas. 

 Palabras clave: anotación funcional, expresión diferencial, galfiminas, 

transcriptómica, triterpenoides. 
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Abstract 

Galphimia spp. is a plant widely used in Mexican Traditional Medicine. The anxiolytic 

and sedative effects of the extract have made this plant a target of pharmacological, 

phytochemical, metabolomic, and genetic studies. These properties are exerted by 

modified triterpenoid named as galphimines. The synthetic pathway for galphimines 

is not yet elucidated, although there are biogenetic proposals not experimentally 

demonstrated, trying to explain their origin. Since galphimines are metabolites with 

interesting biological activities, it is important to identify the genes that encode the 

enzymes involved in their synthesis pathway. Transcriptomic is a technology that 

studies a set of genes that are expressed under specific conditions or stimulus, so 

an analysis of this platform will allow for the identification of the possible genes 

involved in the galphimines synthetic pathway. This work was aimed to compare 

transcriptomes of two populations of Galphimia spp. one galphimine producer and 

one non-galphimine producer to identify possible candidate genes related to the 

galphimines synthetic pathway. Plant samples from two populations of Galphimia 

spp (galphimine producer and non-galphimine producer), were obtained under semi-

controlled conditions of temperature and relative humidity. The presence of 

galphimines in the methanolic plant extracts from both populations was determined 

by thin layer chromatography and high-efficiency liquid chromatography. cDNA 

libraries were sequenced on the Illumina Next Seq 550 platform. Functional 

annotation of the assembled transcriptomes was performed in terms of gene 

ontology at the biological process, molecular function and cellular component levels. 

Differential expression analysis was performed with the edgeR library. Putative 

candidate genes, related to galphimine synthesis were identified and a co-

expression network was constructed to establish relationships among transcripts 

encoding enzymes related to terpene synthesis. The results of the transcriptomic 

analysis were validated by quantitative PCR. Galphimia spp. obtained from both 

populations presented the phenotypic characters described for this genus. The 

presence of galphimines was determined in the population that produces these 

metabolites. The reads obtained from the sequencing were of high quality, which 

made it possible to assemble the transcriptomes appropriately. Most of the 
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assembled transcripts were grouped at the gene ontology molecular function and 

biological process levels. In the galphimine-producer plants, a greater number of 

transcripts positively regulated was identified. Members of the cytochrome P450 

family that function as monooxygenases were regarded as putative candidate genes 

related to galphimine synthesis. During the validation of the transcriptome of the 

producer plant, a greater relative expression of the analyzed genes is evidenced. 

The comparison of transcriptomes of a galphimine producer population with a non-

galphimine producer population, made it possible to identify P450 as a putative 

candidate gene related in the galphimine synthesis pathway. 

 

Keywords: functional annotation, differential expression, galphimines, 

transcriptomics, triterpenoids. 
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1. Introducción  

Galphimia spp. es una planta muy usada en la medicina tradicional mexicana desde 

épocas prehispánicas. Esto se debe a su utilidad para bajar la fiebre, aliviar dolores 

de parto (Tortoriello et al., 1998), contener diarreas (Camacho et al., 2002), su efecto 

antiinflamatorio (González-Cortazar et al., 2014) y para disminuir alteraciones del 

sistema nervioso central (SNC) (Campos et al., 2001). La actividad ansiolítica y 

sedante de los extractos obtenidos a partir de sus partes vegetativas, la han 

convertido en el objetivo de estudios farmacológicos (Romero-Cerecero et al., 

2018), fitoquímicos (Cardoso-Taketa et al., 2004), metabolómicos (Cardoso-Taketa 

et al., 2008; Sharma et al., 2012a) y genéticos (Sharma et al., 2012b; Gesto-Borroto 

et al., 2019). Estos efectos se deben a la presencia de galfiminas que son 

compuestos triterpenoides modificados (Toscano et al., 1993).  

Las galfiminas constituyen un marcador quimiotaxonómico presente en la especie 

Galphimia glauca. La presencia o ausencia de estos metabolitos ha permitido 

establecer diferencias entre poblaciones que han sido clasificadas botánicamente 

como Galphimia glauca. Mediante estudios de código de barras de DNA (Sharma 

et al., 2012b; Gesto-Borroto et al., 2019) se ha demostrado que existen diferencias 

genéticas entre 11 poblaciones de Galphimia analizadas, por lo que se pudo concluir 

que estas pertenecen a especies diferentes dentro del mismo género. Aunque el 

genotipo de estas plantas analizadas es diferente, sus caracteres fenotípicos son 

muy similares. 

La ruta de síntesis de las galfiminas no se encuentra elucidada aún. No obstante, 

se han realizado propuestas biogenéticas para explicar su origen. La primera en 

plantas transformadas mediante la vía de Agrobacterium rhizogenes. En esta se 

plantea que a partir de la ciclación del 2,3 epoxiescualeno, seguido de varios 

arreglos estructurales del catión oleanilo, se genera el núcleo de los friedelanos que 

posteriormente por reacciones de oxidación permitirá la formación de los nor-

friedelanos y nor-secofriedelanos (Nader, 2004). La segunda relaciona la síntesis 

de galfiminas al catión taraxasterol. En esta se explica que, a partir de reacciones 
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de oxidación, metilación, acetilación y O-ciclación, así como de múltiples 

reordenamientos se obtienen los esqueletos básicos de glaucacetalinas, galfinas y 

galfiminas (Rios et al., 2020). Las reacciones propuestas por estos autores en la 

que se produce la transformación del esqueleto básico de los triterpenos para la 

generación de los nor-secofriedelanos, solo son teóricas, no se encuentran 

demostradas.  

Las galfiminas son metabolitos con un gran número de actividades biológicas, por 

lo que elucidar su ruta de síntesis resultaría de gran utilidad, con el objetivo de 

potenciar su producción a partir de herramientas biotecnológicas. Un estudio de 

transcriptomas de plantas de varias poblaciones del género Galphimia permitiría 

identificar diferencias genéticas relacionadas con la ruta de síntesis de estos 

triterpenoides. Mediante este análisis se cuantificarían cambios en la expresión de 

cada transcripto (Raghavachari y Garcia-Reyero, 2018) en las poblaciones 

analizadas, lo que posibilitaría la identificación de genes relacionados con la síntesis 

de galfiminas.  

La secuenciación masiva de una población de RNA (RNA-seq), realizada en 

plataformas de secuenciación de próxima generación (NGS), representa una 

alternativa para aumentar el rendimiento de un estudio de transcriptómica. Si se 

tiene en cuenta el tamaño del genoma de las plantas, así como su complejidad 

debido a los diferentes niveles de ploidía (Dirihan et al., 2013), su elevado contenido 

de secuencias repetitivas y elementos transponibles (Shcherban, 2015), la 

transcriptómica seria la herramienta menos costosa y más rápida para analizar su 

contenido genético. 

En plantas se han realizado varios estudios de transcriptómica que han permitido 

identificar genes relacionados con la síntesis de terpenos de estructura acíclica y 

policíclica (Ma et al., 2016; Aminfar et al., 2019; Lu, et al., 2021). Sin embargo, no 

se ha realizado un análisis de esta clase en Galphimia spp., aunque en la base de 

datos Sequence Read Archive (SRA) del The National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) se encuentran depositadas lecturas crudas de la secuenciación 

del transcriptoma de Gaphimia gracilis, otra especie del género. 
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Si se consideran las propiedades biológicas de las galfiminas y el hecho de que no 

se ha elucidado su ruta de síntesis, la comparación de transcriptomas de dos 

poblaciones de Galphimia spp.; una productora de galfimina (PG) y otra no 

productora de galfimina (NPG), permitiría identificar los posibles genes candidatos 

que codifican las enzimas involucradas en la ruta de producción de estos 

triterpenoides,  
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2. Marco teórico 

2.1. Generalidades de Galphimia spp. 

Galphimia spp. es una planta de la familia Malpighiaceae conocida comúnmente 

como “calderona amarilla” o “flor de estrella”. Se caracteriza por ser un arbusto que 

alcanza una longitud de 2-3 m de altura. Sus partes vegetativas se encuentran 

cubiertas de pelos pardos rojizos, en su mayoría rectos u ondulados que miden de 

0,2-0,6 mm de largo. Las hojas son elípticas u ovadas y presentan venas 

secundarias prominentes. Las inflorescencias forman un racimo terminal con ejes 

densamente tomentulosos. Los pétalos son persistentes, desiguales y de color 

amarillo. Los frutos son pequeños en forma de cápsulas. Las semillas están 

formadas por un cotiledón externo que presenta una longitud de 8-2 mm de largo y 

un cotiledón interno que mide de 3-5 mm de largo (Anderson, 2007). 

El origen de esta especie se encuentra en México, Guatemala y regiones no muy 

húmedas de América Central. Se adapta a climas secos y húmedos, así como a 

temperaturas frías y heladas suaves. Puede crecer en elevaciones de 700 a 2300 

m, en suelos bien drenados con un pH preferiblemente de 5.6, aunque también se 

puede desarrollar en suelos arenosos secos. En México, se puede encontrar en los 

estados de Aguascalientes, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Nuevo León, Querétaro, 

San Luis Postosí, Tamaulipas y Zacatecas (Anderson, 2007). Además, en el estado 

de Morelos (Herrera-Arellano et al., 2007) y en el de Guerrero (Camacho et al., 

2002). 

Esta planta se debe sembrar en el mes de agosto. La colecta se realiza de mayo a 

noviembre que corresponde con el periodo de floración o se puede extender hasta 

enero para obtener frutos (Anderson, 2007). 

2.2. Estudios en Galphimia spp.  

Los reportes etnomédicos de Galphimia spp. aumentaron el interés por el estudio 

de esta planta y sus metabolitos bioactivos. Su uso en la medicina tradicional 

mexicana incentivó la investigación del perfil químico de individuos de varias de sus 

poblaciones, la consecuente identificación de los principales metabolitos con 

actividad biológica y su mecanismo de acción. Las diferencias metabólicas entre 
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plantas clasificadas botánicamente como Galphimia glauca fueron la causa de la 

realización de estudios que demostraron las distancias filogenéticas entre individuos 

que crecen en diferentes localidades mexicanas (Sharma et al., 2012b; Gesto-

Borroto et al., 2019).  

 

2.2.1. Estudios farmacológicos  

Los estudios farmacológicos de los extractos de Galphimia spp. se iniciaron cuando 

Dorch y Warner (1991) probaron el efecto antiasmático e identificaron como 

metabolito activo al tetragalioilo del ácido quínico (Figura 1). Posteriormente, se 

evaluó el efecto de este extracto mediante ensayos neuro-farmacológicos, con lo 

cual se demostraron sus propiedades sedantes (Tortoriello y Lozoya, 1992) y se 

identificó como metabolito activo responsable de esta actividad al nor-

secofriedelano galfimina B, el cual fue aislado de las partes aéreas de la planta 

(Toscano et al., 1993). Además, se demostró que la galfimina B actúa sobre 

neuronas dopaminérgicas del área ventral tegmental del cerebro (Osuna et al., 

1999). 

 

Figura 1. Estructura del tetragalioilo del ácido quínico. Tomado de PubChem 
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Se propuso un posible mecanismo de acción del extracto de Galphimia spp. en el 

SNC, basado en experimentos que demuestran que triterpenos con estructuras 

similar a la galfimina B pueden modular un canal iónico de K+ localizado en el 

hipocampo o la corteza cerebral. Los componentes del extracto podrían modificar la 

excitabilidad neuronal, al intervenir en la regulación de la síntesis de GABA. En las 

zonas del cerebro donde se encuentran estos canales de K+, se produce el 

procesamiento de la información asociada con la ansiedad, el estrés y la depresión 

(Herrera-Ruiz et al., 2006). 

Además, se ha estudiado que en individuos que padecen de ansiedad, el efecto del 

extracto de Galphimia spp. no difiere de los ansiolíticos sintéticos como el lorazepán 

(Herrera-Arellano et al., 2007). Posteriormente, se sintetizaron cápsulas que 

contenían el extracto y se administraron a grupos de individuos, lo que permitió 

demostrar que el tratamiento con Galphimia spp. resultó más efectivo que el de 

lorazepán (Herrera-Arellano et al., 2012). También, se obtuvieron resultados 

satisfactorios en jóvenes con trastornos de ansiedad social al administrar oralmente 

el extracto estandarizado. Esto permitió demostrar la eficacia y tolerabilidad de esta 

planta medicinal (Romero-Cerecero et al., 2018). 

2.2.2. Estudios fitoquímicos  

Estudios químicos han permitido la elucidación de la estructura de las galfiminas 

identificadas en investigaciones previas de Galphimia spp. Estos metabolitos son 

triterpenos modificados del tipo nor-secofriedelanos, constituidos por una lactona α, 

β insaturada localizada en el anillo A de siete miembros. La pérdida de un carbono 

(lo que define la nomenclatura nor) provoca la apertura del anillo A de seis miembros 

(lo que define la nomenclatura seco), el cual mediante oxidaciones del núcleo 

triperpénico permite la funcionalización para formar la lactona (Cardoso Taketa et 

al., 2004). Se han identificado 15 galfiminas: el primer miembro caracterizado de 

esta serie se denominó con la letra B (Toscano et al.1993), seguido por los 

homólogos A, C-I (Cardoso-Taketa et al., 2004), la J (González-Cortazar et al., 

2005), las K y L (González-Cortazar et al., 2014) y, finalmente, las M-O (Ortega et 

al., 2020). Éstas se diferencian químicamente por la presencia de sustituyentes 
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hidroxilo y acetatoxilo en C6 y C7 así como la estereoquímica en torno al anillo E 

(Figura 2). La isomería en el anillo E produce tres tipos de estructuras 

diastereoméricas con dobles enlaces en Δ19, Δ20 y Δ20,29 (Cardoso-Taketa et al., 

2004). 

Figura 2. Estructura de las galfiminas (A-L). Diferencias entre los grupos funcionales y 

estereoquímica del anillo E. Tomado de Cardoso-Taketa et al. (2004). 

Por otra parte, Nader y colaboradores (2004) aislaron y caracterizaron tres 

norfriedelanos nuevos secretados al medio de cultivo, las glaucacetalinas A, B y C, 

las cuales fueron sintetizadas por raíces transformadas con A. rhizogenes. 

Posteriormente, Ortiz y coautores (2009) aislaron un norfriedelano inédito, la 

glaucacetalina D del cultivo en suspensión de células de Galphimia spp. 

transformadas y demostraron que estos metabolitos también poseen actividad 

sedante. Posteriormente, se identificó la glaucacetalina E y se determinó la actividad 

ansiolítica de la fracción del extracto que contenía a este metabolito (Ríos et al., 

2020).  

Las glaucacetalinas a diferencia de las galfiminas no presentan anillo lactónico pues 

el anillo A se encuentra preservado (Figura 3). Sin embargo, poseen un anillo 

adicional con una función acetal cíclica que se forma entre las posiciones oxidadas 

en C24 y C25. Estos norfriedelanos presentan un solo doble enlace en Δ20 y Δ29 y se 

diferencian químicamente por la sustitución de grupos acetoxilos en C3 y metoxilos 

en C25 (Nader, 2004). 
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Figura 3. Estructura de las glaucacetalinas. Tomado de Nader et al. (2004). 

 

2.2.3. Estudios metabolómicos  

Mediante Resonancia Magnética Nuclear (RMN) asociada a un análisis 

multivariado, se detectaron diferencias en el contenido de galfiminas y la actividad 

ansiolítica entre individuos de diferentes poblaciones de Galphimia spp. Para ello, 

se usaron extractos crudos obtenidos de individuos que crecen en las localidades 

de México; Doctor Mora, Guanajuato; Tepoztlán, Morelos; San Andrés de la Cal, 

Morelos; Cuernavaca, Morelos; Jalisco, Guadalajara y Jalpan, Querétaro. Las 

poblaciones estudiadas se clasificaron en activas (productoras de galfimina B y con 

actividad ansiolítica y sedante) e inactivas (no productoras de galfimina B). 

Solamente las poblaciones de Querétaro y Guanajuato fueron clasificadas como 

activas. Sin embargo, la población de Tepoztlán, Morelos, aunque carecía de 

galfiminas B, tuvo efecto sedante, aunque menor que las de Querétaro y 

Guanajuato. Lo anterior sugirió que esta población contiene otros metabolitos que 

poseen esta actividad (Cardoso-Taketa et al., 2008). 

Posteriormente, se determinó la consistencia del perfil químico de poblaciones de 

Galphimia spp. colectadas en las mismas localidades que Cardoso-Taketa et al. 

(2008) e incorporaron a la investigación dos poblaciones nuevas, colectas 

correspondientes a Tuxtla Gutiérrez, Chiapas y Miacatlán, Morelos (Sharma et al., 

2012a). Se realizaron estudios de RMN y se determinó la actividad antiinflamatoria 

de todos los extractos. En este trabajo se corroboró que las poblaciones de 
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Querétaro y Guanajuato se diferenciaron del resto atendiendo a la presencia de 

galfiminas. Además, que la población de Tepoztlán, Morelos, se diferenció de las 

otras poblaciones no productoras de este metabolito. No obstante, se observaron 

diferencias entre el contenido de galfiminas y la actividad ansiolítica y sedante de 

los extractos obtenidos a partir de las poblaciones de Querétaro y Guanajuato en 

este estudio con respecto a las investigadas por Cardoso-Taketa et al. (2008). Estos 

resultados pueden deberse a las diferentes condiciones de crecimiento en que se 

encontraban las plantas colectadas y a los mecanismos de defensa vegetal que 

podrían estar expresándose en las poblaciones seleccionadas para el estudio, pues 

las condiciones y épocas de colecta fueron las mismas en ambos casos. Los 

extractos de todas las poblaciones presentaron actividad antiinflamatoria, lo que 

sugirió que ésta es independiente de la presencia de galfiminas. 

 

2.2.4. Estudios genéticos  

En base a las interrogantes planteadas en el estudio de Sharma et al. (2012a) en 

cuanto a las diferencias en el contenido de galfiminas entre las siete poblaciones de 

Galphimia spp. analizadas, se realizó un estudio de código de barras de DNA. En 

este análisis se emplearon como marcadores los genes que codifican para la 

maturasa K (mat K), la ribulosa bifosfato carboxilasa (rbcl) y la subunidad β de la 

RNA polimerasa de plástidos (rpoC1), con el objetivo de determinar si los individuos 

de las diferentes poblaciones pertenecían a la misma especie. Se formaron tres 

grandes clados y las siete poblaciones se separaron según los resultados de mat K 

y rpoC1, lo que permitió diferenciar las poblaciones de Querétaro y Guanajuato de 

las restantes. Estos resultados indicaron que las poblaciones analizadas pueden 

pertenecer a especies diferentes dentro del género Galphimia. Las diferencias en el 

perfil metabólico de estas poblaciones fueron corroboradas además por 

cromatografía en capa fina (TLC) (Sharma et al., 2012b). Posteriormente, Gesto-

Borroto et al. (2019), realizaron estudios de códigos de barras de ADN donde se 

incluyeron poblaciones adicionales (Ciudad Valles, San Luis Potosí; Cadereyta, 

Queretaro, Zimapán, Hidalgo y Santa Catarina, Morelos) para el análisis y utilizaron 



 
 

10 
 

además de los marcadores mat K, rbcl y rpoC1 nuevos marcadores como regiones 

del espaciador no-transcrito intergénico (psbA-trnH) y del espaciador transcrito 

interno (ITS1 e ITS2). De esta forma, obtuvieron que, de nueve poblaciones 

estudiadas, además de las poblaciones de Querétaro y Guanajuato analizadas en 

el estudio de Sharma et al. (2012b), otra población de Querétaro y una de Hidalgo 

también poseían galfiminas. 

Estos estudios constituyen la respuesta a los diferentes perfiles químicos y 

actividades biológicas entre las poblaciones de Galphimia spp. analizadas. Los 

análisis filogenéticos sugieren que existen factores genéticos que desempeñan una 

función importante en la producción de galfiminas y que estos metabolitos 

constituyen un marcador quimiotaxonómico dentro del género.  

2.3. Terpenos  

Los terpenos son metabolitos secundarios que se encuentran en flores, tallos, hojas 

y raíces de numerosas especies de plantas. Se sintetizan a partir de unidades de 

isopreno con la fórmula general (C5H8) (Yadav et al., 2014). Se estima que se han 

identificado más de 55 000 estructuras de terpenoides, lo cual probablemente es 

solo una fracción de lo que se puede encontrar en la naturaleza (Bathe y Tissier, 

2019).  

Estos compuestos cumplen funciones importantes en el metabolismo primario pues 

actúan como pigmentos fotosintéticos (carotenoides), transportadores de electrones 

(cadenas laterales de ubiquinona y plastoquinona), reguladores del crecimiento y 

desarrollo (giberelinas, ácido abscísico, estrigolactonas, brasinoesteroides, 

citoquininas), en la glicosilación de proteínas (dolicoles) y como componentes 

estructurales y funcionales de la membrana citoplasmática (fitoesteroles). Además, 

los terpenoides volátiles o semivolátiles de bajo peso molecular, que incluyen 

isopreno, monoterpenoides, sesquiterpenoides y diterpenoides, se encuentran 

implicados en la protección de las plantas contra el estrés abiótico, en diversas 

interacciones bióticas por encima y por debajo del suelo, así como en la polinización 

al ser constituyentes del aroma floral. Los terpenoides volátiles también cumplen 
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funciones como compuestos constitutivos o inducidos por patógenos y herbívoros 

en la defensa de los tejidos fotosintéticos (Tholl, 2015). 

2.3.1.  Síntesis de terpenos  

La síntesis de terpenos puede ocurrir en el citosol mediante la ruta del ácido 

mevalónico (MVA) o en los cloroplastos por la ruta del fosfato de metileritritol (MEP) 

(Figura 4). Mediante la ruta del MVA se sintetizan sesquiterpenos y triterpenos. A 

partir de la condensación de dos moléculas de acetil-coenzima A (CoA) catalizada 

por la enzima acetoacetil-CoA tiolasa se obtiene la acetoacetil-CoA. La adición de 

una tercera unidad de acetoacetil-CoA por la enzima 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA 

sintasa produce 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA. El producto de esta reacción se 

reduce por la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril- CoA reductasa en ácido mevalónico, 

que constituye el intermediario fundamental de la ruta y la reductasa que lo genera 

el punto clave de regulación. La enzima mevalonato quinasa fosforila al alcohol 

primario del ácido mevalónico y se obtiene mevalonato-5-difosfato. De esta forma, 

en presencia del trifosfato de adenosina (ATP), se facilita la descarboxilación-

eliminación mediante la enzima mevalonato disfosfato descarboxilasa y se obtiene 

el pirofosfato de isopentenilo (IPP) que se puede isomerizar estereoespecíficamente 

en la posición alílica por la isopentenil pirofosfato isomerasa a pirofosfato de 

dimetilalilo (DMAPP) (Zhang et al., 2019). 
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Figura 4. Síntesis de terpenos mediante la ruta del del fosfato del metileritriol (MEP) y del ácido 

mevalonico. G3P (gliceraldehído 3-fosfato), DXP (1-deoxi-D-xilulosa-5-fosfato), DXS (1-deoxi-D-

xilulosa-5-fosfato sintasa), DXR (1 deoxi-D-xilulosa reductoisomerasa), CMS (2-C-metil-D-eritriol 4-

fosfato citidiltransferasa), CDP-ME (2-C-metil-D-eritriol 4-fosfato), CMK (4-difosfocitidil-2-C-metil-D-

eritritol quinasa), CDP-MEP (4-difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol), MCS (2-C-metil-D-eritrol-2,4-

ciclodifosfato sintasa), MEc-PP (4-difosfocitidil-2C metileritritol 2-fosfato), HDS (1-hidroxi-2-metil-2-

(E)-butenil-4-difosfato sintasa), HDS (1-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil-4-difosfato sintasa), (1-hidroxi-2-

metil-2-(E)-butenil-4-difosfato sintasa) HMB-PP (1-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil-4-difosfato), HDR (1-

hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil-4-difosfato reductasa), AACS (acetoacetil-CoA sintasa), HMGS (3-

hidroxi-3-metil-glutaril-CoA sintetasa), HMGR (3-hidroxi-3-metilglutaril- CoA reductasa), MVK 

(mevalonato quinasa) PMK (fosfato mevalonato descarboxilasa) PMD (fosfomevalonato 

descarboxilasa), IDI (isopentenil difosfato delta isomerasa), IPP (isopentenil difosfato), DMAPP 

(pirofosfato de dimetilalilo), GPPS (geranil pirofosfato sintasa), GPP (geranil pirofosfato), FPPS 

(farnesil pirofosfato sintasa), FPP (farnesil pirofosfato), GGPPS (geranil geranil pirofosfato sintasa), 

GGPP (geranil geranil pirofosfato), SQS (escualeno sintasa), SQE (escualeno epoxidasa). Tomado 

de (Song et al., 2014). 
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Mediante la ruta del MEP se sintetizan preferentemente hemiterpenos volátiles, 

monoterpenos, diterpenos, plastoquinonas y carotenos. En ésta se produce la 

condensación de una molécula de piruvato con el gliceraldehído 3-fosfato (GA3-P) 

y, a través de la enzima 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa, se obtiene el 5 fosfato 

de 1 desoxi-D-xilulosa. Este compuesto es sometido a una serie de reducciones 

dependientes de NADPH para formar 4-fosfato de 2-C-metil-D-eritriol, este es el 

intermediario principal de la ruta. Posteriormente, por la acción de la enzima 2-C-

metil-D-eritrol-2,4-ciclodifosfato sintasa, se obtiene 2-C-metil-D-eritrol-2,4-

ciclodifosfato, a partir del cual se obtiene 1-hidroxi-2-metil-2-butenil-4-difosfato, que 

da lugar al IPP por acción de la 4-hidroxi-3-metil-2-enil pirofosfato reductasa 

(Gutbrod et al., 2019). 

La condensación posterior de IPP y DMAPP mediante la enzima isoprenil difosfato 

sintasa produce intermediarios acíclicos y aquirales del isoprenil 

difosfato/pirofosfato (ID, C5), incluidos el pirofosfato de geranilo (GPP, C10), el 

pirofosfato de farnesilo (FPP, C15) y pirofosfato de geranilgeranilo (GGPP, C20), que 

se consideran precursores universales de terpenos. Las enzimas terpeno sintasas 

actúan sobre uno o más de estos precursores, incluido el DMAPP para producir 

hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), homoterpenos (C11 y C16), sesquiterpenos 

(C15), diterpenos (C20), sesterpenos (C25), triterpenos (C30), tetraterpenos (C40) y 

politerpenos (C>40, terpenos de orden superior) (Boncan et al., 2020). 

2.3.2. Síntesis de triterpenos de estructura pentacíclica  

En las plantas, los triterpenoides pentacíclicos están representados por varios tipos 

estructurales; entre los más comunes se destacan el oleanano y el ursano. La 

cantidad de estos metabolitos varían despendiendo del sistema de enzimas 

requeridas para su síntesis, así como de la influencia de factores externos. La 

síntesis de los triterpenoides se produce por la conversión del triterpeno acíclico 

escualeno en 2,3-oxidoescualeno y su posterior ciclación por complejos enzimáticos 

específicos de la familia de óxido escualeno ciclasa (OSC) (Luchnikova et al., 2020). 

Se han caracterizado funcionalmente más de 80 OSC de plantas, principalmente 

por expresión heteróloga de cDNA en cepas de levadura. Aproximadamente un 
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tercio de éstas son sintasas de esteroles, un grupo que incluye sintasas del 

cicloartenol y varias sintasas del lanosterol. La función de las sintasas del lanosterol 

en las plantas parecen estar involucradas en la síntesis de fitoesteroles y 

potencialmente también en la de metabolitos derivados de esteroides. Algunas OSC 

de plantas sintetizan moléculas adicionales al colesterol y el lanosterol a través de 

los estados de transición de tipo silla-bote-silla para las conformaciones de los 

anillos A-C para la generación del intermediario catiónico protosterilo durante la 

biosíntesis del lanosterol que finaliza con la formación de los triterpenos tetracíclicos 

(Forestier et al. 2019); entre éstas se incluyen a la cucurbitadienol sintasa (CPX) de 

Cucurbita pepo y la parkeol sintasa (OsPS) de Oryza sativa. Las OSC restantes 

sintetizan triterpenos a través de la conformación del sustrato en silla-silla-silla para 

generar al catión dammarenilo (Forestier et al., 2019). Colectivamente, las OSCs de 

las plantas son capaces de hacer una amplia diversidad de esqueletos triterpénicos 

simples como la β-amirina y el lupeol. Además, pueden sintetizar una gran cantidad 

de productos después de la ciclización del 2,3-oxido escualeno como marneral, 

talalianol, sinona, glutinol, friedelina, taraxerol, isomultiflorenol, isoarborinol 

(Thimmappa et al., 2014).  

Asimismo, se han realizado estudios con sustratos no naturales que han permitido 

describir las reacciones enzimáticas en las que intervienen las OSCs. 

Primeramente, se produce la unión de la enzima a un sustrato poliolefínico que se 

encuentre en una conformación plegada. Luego, se inicia una reacción por 

protonación de un doble enlace (escualeno) o un epóxido (2,3-oxido escualeno). 

Después, se forman los anillos, seguido de un reordenamiento del núcleo estructural 

por transposiciones de tipo-1,2 de los grupos metilo e hidruros. Finalmente, ocurre 

una desprotonación o adición de agua (Wendt, 2005). 

Los intermediarios generados por las OSCs sufren, en primer lugar, oxidaciones 

estructurales regio y estereoespecíficas catalizadas por la acción de 

monooxigenasas pertenecientes a la familia del citocromo P450 (CYP) para producir 

la diversidad estructural de los triterpenos en las plantas mediante reacciones de 

hidroxilación iniciales (Yasumoto et al., 2017; Liu et al., 2020) y, de esta forma, 

generan la funcionalización de los esqueletos triterpénicos básicos como la β-
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amirina en las posiciones C2, C16, C21, C22, C24 y C28 (Figura 5). Enseguida, mediante 

la intervención de glicosiltransferasas se produce la diversificación de las saponinas 

triterpénicas mediante la formación de enlaces glicosídicos principalmente con el 

hidroxilo en C3 y el carboxilo en C28 (Seki et al., 2015; Ghosh, 2017). Las reacciones 

de acetilación y metilación de los grupos funcionales oxigenados (OH y CO2H, 

respectivamente), que únicamente incrementan la variedad de los sustituyentes de 

los núcleos triterpénicos oxidados básicos, se producen por la acción de 

aciltransferasas (Mugford et al., 2013) y metiltransferasas con la S-adenosil-

metionina como el donador del grupo CH3, respectivamente (Chen et al., 2019). 
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Figura 5. Modificaciones de triterpenos después la ciclación del 2,3 oxidoescualeno por 

oxidoescualeno ciclasas (OSC). Flechas azules indican reacciones catalizadas por OSC, flechas 

rojas indican reacciones de oxidación catalizadas por P450 y flechas verdes reacciones de 

glicosilación. Tomado de Sawai y Saito. (2011). 
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El citocromo P450 (CYP) constituye la familia más grande de monooxigenasas 

involucradas en el metabolismo de las plantas y representa alrededor del 1% de los 

genes codificantes de proteínas en sus genomas. Estas enzimas generalmente se 

clasifican en diferentes familias y subfamilias según la homología de secuencia y 

los criterios filogenéticos. Se han identificado 127 familias de P450 en plantas las 

cuales se han clasificado en 11 clanes (Ghosh, 2017). Aproximadamente 55 CYPs 

actúan sobre intermediarios de triterpenos pentacíclicos de plantas. La mayoría de 

estas pertenecen a los clanes CYP51 (miembro: CYP51H), CYP71 (miembros: 

CYP71A, CYP71D, CYP81Q, CYP93E y CYP705A), CYP72 (miembro: CYP72A) y 

CYP85 (miembros: CYP87D, CYP88D, CYP88L, CYP708A, CYP716A, CYP716C, 

CYP716E, CYP716S, CYP716U y CYP716Y) (Sandeep et al., 2019). 

Las reacciones de oxidación catalizadas por CYP son las más comunes en la 

oxidación de los núcleos triterpenoides de estructura pentacíclica. Estas pueden 

producirse secuencialmente en una posición específica para dar lugar a ácidos 

carboxílicos o conducir a reordenamientos de las estructuras básicas de los 

triterpenos mediante la creación de nuevos enlaces C-C. Los CYPs de las plantas 

transfieren dos electrones de los cofactores NADPH y el oxígeno atmosférico a sus 

sustratos. Generalmente, en las plantas se requiere una reductasa de CYP para 

contrarrestar la transferencia de electrones (Bathe y Tissier, 2019).  

El número limitado de clanes enzimáticos del citocromo P450, hasta el momento 

caracterizados, dificulta la generación de conclusiones acerca de los orígenes de 

las enzimas de esta familia que participan en la modificación oxidativa de las 

estructuras triterpénicas básicas. Sin embargo, como resultado de los análisis 

filogenéticos realizados con esta enzima, se ha propuesto que la selección de las 

enzimas del citocromo P450 para la biosíntesis de triterpenos haya ocurrido varias 

veces durante la evolución (Thimmappa et al., 2014). 

2.3.2.1. Síntesis de galfiminas  

Las galfiminas son triterpenoides modificados del tipo nor-secofriedelanos. Se han 

realizado propuestas biogenéticas para explicar su mecanismo de síntesis, pero 

estas son teóricas y aún no se encuentran demostradas. La primera propuesta fue 
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en plantas transformadas por la vía A. rhizogenes (Nader, 2004) (Figura 6). En estas 

propuestas biosintéticas, a partir de la ciclación del 2,3 epoxiescualeno, se genera 

el bacaranilo, el catión tetracíclico intermediario, que genera el anillo terminal de la 

estructura pentacíclica, mediante la ciclización de la cadena lateral genera el 

intermediario común de la β-amirina y de los friedelanos. Múltiples arreglos del 

catión bacaranilo generan el núcleo del friedelano. Éste sufre la pérdida de CO2 y 

se forma la nor-friedelina, que constituye el primer precursor con el núcleo 

norfriedelánico de las galfiminas. El esqueleto estructural del nor-friedelano al sufrir 

oxidaciones del anillo A, provocaría la ruptura del enlace C3-C4, lo que da lugar a 

los dos grupos funcionales necesarios para la formación de la lactona de siete 

miembros característica de la galfiminas. 

 

 

Figura 6. Propuesta biogenética para la síntesis de galfiminas a partir de plantas transformadas vía 

Agrobacterium rhizogenes, con modificaciones. Tomado de Nader (2004). 

 

La segunda propuesta fue realizada por Rios et al. (2020) se basó en que la síntesis 

de galfiminas estaba asociada al catión taraxasterol (Figura 7). Se planteó que el 
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catión taraxasterol pierde un protón en C21 o C29, seguido por la oxidación del grupo 

metilo C30 a un ácido carboxílico. Esta oxidación y la pérdida del OH-19 establecen 

un carbocatión en C19 (intermediario A). Posteriormente, se produce un 

reordenamiento 1,2 de hidruro de tipo Wagner-Meerwein, seguido de una 

eliminación, lo que conduce a la formación de un doble enlace C13-C18 (intermediario 

B). La epoxidación de este intermediario y la apertura posterior de este epóxido 

forman el intermediario C. A partir de esta reacción tienen lugar varios 

reordenamientos de Wagner-Meerwein: CH3 (C27) de C14 a C13; CH3 (C26) de C8 a 

C14; H de C9 a C8; CH3 (C25) de C10 a C9; H de C5 a C10; CH3 (C24) de C4 a C5. Una 

adición de hidruro en C4 conduce a la formación del intermediario D. Una serie de 

oxidaciones, metilaciones, acetilaciones y una O-ciclización del intermediario D 

producen las glaucacetalinas. La oxidación de las glaucacetalinas en C3 da lugar a 

una cetona que por medio de una oxidación de Baeyer-Villiger produce galfinas a 

través del intermedio E, así como galfiminas mediante una adición SN2 de un 

alcohol en C-24. 
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Figura 7. Síntesis de galfiminas mediante el cation taraxasterol. Tomado de Rios et al. (2020).  

 

Las rutas propuestas para explicar la biosíntesis de las galfiminas son muy 

diferentes. Esto puede estar relacionado con las condiciones y objetivos 

experimentales que constituyen las bases de estos planteamientos. En ambos 

casos se aborda la producción de compuestos relacionados con las galfiminas, 

como las galfimidinas y glaucacetalinas, aunque se explica su origen a partir de 

metabolitos intermediarios diferentes. Estas hipótesis no han sido suficientes para 

elucidar y demostrar una ruta de biosíntesis de estos triterpenoides. Sería 

conveniente el uso de herramientas como genómica o transcriptómica que permitan 
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un estudio a nivel genético que posibilite la identificación de genes que codifiquen 

las enzimas involucradas.  

2.4. Secuenciación de ácidos nucleicos  

La secuenciación de ácidos nucleicos en sus inicios se realizaba mediante el 

método de terminación de cadena propuesto por Sanger. Mediante este 

procedimiento fue posible secuenciar fragmentos de DNA de aproximadamente 1 

kilobase de longitud de una sola vez. El método de Sanger fue durante años uno de 

los mejores para la secuenciación de genes clonados en un sistema heterólogo 

debido a su precisión, solidez y facilidad de uso. Sin embargo, su aplicación era 

costosa, laboriosa y requería de un largo tiempo para su ejecución (Türktaş et al., 

2015). 

Posteriormente, surgió la tecnología de secuenciación de siguiente generación 

(NGS), que forma parte de la secuenciación de segunda generación. Esta incluye 

plataformas como Roche 454, Illumina Solexa y ABI-SOLiD, las cuales han 

transformado el campo de la ómica. NGS fue capaz de producir una enorme 

cantidad de datos a un costo muy económico y con rapidez. Además, es más rápida 

que el método tradicional, pues se puede secuenciar el genoma completo de 

organismos pequeños en un solo día (Gupta y Verma, 2019). Mediante esta 

tecnología que utiliza amplificación y secuenciación en paralelo se producen 

longitudes de lectura más cortas, con tasas de error bruto promedio de 1-1,5% (Hari 

y Parthasarathy, 2018). Los flujos de trabajo de las plataformas de NGS incluyen 

pasos similares: extracción de ácido nucleico; obtención de librerías, preparación 

de plantillas y secuenciación automatizada. Sin embargo, estas plataformas de 

secuenciación difieren en: ingeniería, química de secuenciación, salida (longitud de 

lecturas, número de secuencias), precisión y costo (Besser et al., 2018).  

En los últimos años, la plataforma Illumina ha contribuido notablemente a los 

secuenciadores de segunda generación (Gupta y Verma, 2019). Esta se basa en 

una técnica conocida como "amplificación en puente" (Figura 8). Las moléculas de 

DNA (alrededor de 500 pb) con adaptadores apropiados ligados en cada extremo, 

se utilizan como sustratos para reacciones de síntesis de amplificación repetida en 
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un soporte sólido (celda de flujo) que contiene secuencias de oligonucleótidos 

complementarias a un adaptador ligado. Los oligonucleótidos en la celda fe flujo 

están espaciados de tal manera que el ADN se somete a rondas repetidas de 

amplificación y se forman "clusters" clonales que consisten en aproximadamente 

1000 copias de cada fragmento del oligonucleótido. Cada celda de flujo puede 

admitir millones de reacciones de agrupamiento paralelas. Durante las reacciones 

de síntesis, se incorporan y luego se detectan nucleótidos correspondientes a cada 

una de las cuatro bases del DNA, cada una con una etiqueta fluorescente diferente. 

Los nucleótidos también actúan como terminadores de la síntesis de cada reacción 

que se desbloquean después de la detección para la siguiente ronda de síntesis. 

Las reacciones se repiten durante 300 o más rondas (Slatko et al., 2018).  

 

Figura 8. Secuenciación en la plataforma Illumina. Tomado de Ateto. (2014).  
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Esta plataforma de secuenciación en comparación con otras de nueva generación 

permite un incremento en el tamaño de las lecturas. Esto resulta esencial para 

aumentar la profundidad de la secuenciación, aspecto importante cuando se va a 

realizar un ensamblado de novo de las especies en las que no se conoce un genoma 

de referencia (López de Heredia, 2016).  

Las NGS constituyen un avance tecnológico en las áreas de genómica, 

transcriptómica y metagenómica. La posibilidad de obtener lecturas de tamaño 

adecuado en dependencia del proyecto de secuenciación en muy corto tiempo, 

donde el llamado de bases se realice con una tasa de error muy baja, se traduce en 

la obtención rápida de resultados satisfactorios. Las principales desventajas de las 

NGS se encuentran en la infraestructura que se requiere para su implementación, 

como la capacidad y almacenamiento de las computadoras, la preparación de los 

usuarios para analizar, interpretar y manejar los datos obtenidos con destreza y, 

posteriormente, extraer la información importante y mostrarla de manera adecuada. 

2.4.1. Genómica  

La secuenciación de DNA es el método experimental para determinar la disposición 

secuencial de las bases de los ácidos nucleicos (A, T, G y C) en un polinucleótido 

que codifica diferentes proteínas que son funcionales en una célula viva. El conjunto 

completo de secuencias codificantes y no codificantes en el DNA se conoce como 

genoma. Las secuencias biológicas muestran patrones complejos de similitud entre 

sí los cuales se pueden identificar investigando similitudes entre las secuencias. 

Para ello, se emplean herramientas como la genómica (Shetty et al., 2019).  

La genómica posibilita determinar el orden de las secuencias de DNA con el objetivo 

de estudiar la estructura de los genes, su evolución y realizar inferencias sobre 

filogenia molecular (Unamba et al., 2015). En plantas luego del ensamblado del 

genoma se puede obtener una representación del espacio génico, que a su vez 

revelaría el contexto genómico que incluye grupos, duplicaciones en tándem, 

subfuncionalización y neofuncionalización de la expresión (Kellner et al., 2015). 

Después, es posible realizar la anotación de genes y la identificación de ortólogos 
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candidatos para genes potencialmente relacionados con la síntesis de metabolitos 

de interés (Zhao et al., 2017). 

2.4.2. Transcriptómica  

La transcriptómica tiene como objeto de estudio la secuenciación y análisis de 

transcriptomas (conjunto completo de ARNm, o transcripciones primarias que tienen 

lugar bajo una condición específica en la célula) (Sanfilippo et al., 2017). El análisis 

de transcriptomas posibilita interpretar el contenido de genes de un organismo 

cuando no se encuentra disponible la secuencia de su genoma. El objetivo principal 

de estos estudios es identificar todos los transcritos, incluídos mRNAs, RNAs no 

codificantes y RNAs pequeños para así determinar la estructura de cada gen; sus 

sitios de inicio 5’ y final 3’, patrones de splicing y otras modificaciones 

postranscripcionales. Además, cuantificar cambios en los niveles de expresión de 

cada transcripto bajo diferentes condiciones (Raghavachari y Garcia-Reyero, 2018). 

En la secuenciación de transcriptomas la tecnología de microarreglos ha sido muy 

usada para medir el nivel de expresión promedio de cada gen en una población de 

células. Sin embargo, los microarreglos solo detectan RNA conocidos, por lo que no 

se pueden utilizar para el descubrimiento. Además, la hibridación de fondo interfiere 

con la detección de expresión de bajo nivel y la saturación de la sonda provoca 

variaciones en los genes altamente expresados que no son detectables. Sin 

embargo, los avances en las tecnologías de secuenciación han hecho posible 

cuantificar el transcriptoma de una población de células mediante plataformas de 

NGS que cuentan con técnicas como RNA-seq (Srivastava et al., 2018). 

RNA-seq se ha convertido en una alternativa a las técnicas de secuenciación 

convencionales. Mediante esta es posible la creación de perfiles de todo el 

transcriptoma, lo que permite revelar alteraciones en las redes de señalización 

completas y conducir potencialmente a la identificación de nuevos genes de interés 

(Ayturk, 2019). Además, el desarrollo de la secuenciación de una población de 

mRNA resulta efectivo para construir y caracterizar el transcriptoma de un 

organismo, así como obtener información sobre los niveles de expresión génica en 

múltiples condiciones y una resolución elevada (McDermaid et al., 2019). Esta 
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técnica ofrece una cobertura completa de los transcritos, genera información no solo 

de la secuencia, sino también de la estructura de exones y posibles eventos de 

splicing alternativo (Soto Sedano y López Carrascal, 2014). 

Un gran número de proyectos de investigación se han centrado en el estudio de 

transcriptomas. Esto puede deberse a que la secuenciación del genoma es un 

proceso costoso, laborioso y complejo. Aunque existe una tercera alternativa que 

pudiera ser la proteómica, solamente del 1-2% de los genes están codificados y del 

80-90% de los genes transcritos no se traducen a proteína (Anamika et al., 2016). 

Por estas razones, es más conveniente realizar un análisis transcriptómico, ya que 

en la mayoría de los estudios es más probable encontrar genes que se estén 

expresando bajo un estímulo o condición determinada.  

2.4.3. Estudios de transcriptómica relacionados con la síntesis de terpenos 

En plantas se han realizado estudios de transcriptómica que han permitido la 

identificación de enzimas que intervienen en las diferentes etapas de la síntesis de 

terpenos. Relacionados con la ruta del ácido mevalónico se han identificado en 

Artemisia annua genes que codifican para la 3-hidroxi-3-metil-glutaril CoA reductasa 

y la acetoacetil CoA tiolasa (Soetaert et al., 2013), en Aspargus racemosos genes 

que codifican para la hidroxi-metil-glutaril CoA sintasa y la mevalonato pirofosfato 

decarboxilasa (Upadhyay et al., 2014) y en Platycodon grandiflorum genes que 

codifican para la mevalonato quinasa, fosfomevalonato quinasa, geranil pirofosfato 

sintasa e isopentenil disfosfato isomerasa (Ma et al., 2016). 

En varias plantas de interés medicinal se han identificado genes que codifican 

enzimas que intervienen en la ruta MEP. Entre estos se pueden destacar el estudio 

de la síntesis de ginsenoside en Panax ginseng para lo cual se identificaron todas 

las enzimas de la ruta de síntesis de terpenos que tiene lugar en los cloroplastos 

(Xue et al., 2019). 

Además, se han identificado enzimas que intervienen en la producción de 

triterpenos de estructuras más complejas. Entre estas se encuentran una enzima 

clave en la biosíntesis de witanólidos, un grupo de lactonas esteroidales derivadas 

del 24-metilencolesterol en Withania somnifera (Knoch et al., 2018). En tres 
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especies de la familia Lamiaceae (Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis y Thymus 

persicus) mediante un análisis de red de coexpresión y expresión de metabolitos 

específicos de tejidos, se identificaron posibles genes involucrados en las vías 

biosintéticas de ácidos triterpénicos (Aminfar et al., 2019). En cuatro plantas de la 

familia Celastraceae productoras de celastrol se usaron datos transcriptómicos para 

identificar 21 supuestas OSC. Mediante la caracterización funcional de estas 

ciclasas se elucidaron reacciones enzimáticas relacionadas con la síntesis de 

friedelina (Hansen et al., 2020). 

La generalidad de los estudios de transcriptómica, relacionados con la síntesis de 

terpenos que se encuentran publicados, abordan rutas donde se sintetiza un 

terpenoide en particular. Esto ha permitido determinar que enzimas como las OSCs 

catalizan un gran número de reacciones hasta obtener el esqueleto básico 

triterpénico de estructura pentacíclica. Sin embargo, no nos muestran la diversidad 

enzimática y especificidad metabólica en la funcionalización de distintos esqueletos 

triterpénicos, por lo cual elucidar una ruta de síntesis de estos metabolitos puede 

resultar una labor compleja.  

2.4.4. Estudios de transcriptomica en el género Galphimia 

En la base de datos SRA del NCBI se encontraron datos crudos de lecturas de 

secuenciación del transcriptoma de Galphimia gracilis. Estas fueron enviadas por el 

Department of Biological Sciences luego de formar parte de un proyecto de 

secuenciación de 100 transcriptomas de plantas, que realizó un consorcio 

multidisciplinario internacional. Este consorcio adquiere secuencias de genes a gran 

escala para Viridiplantae (plantas verdes), incorporando en algún nivel 

filogenético/taxonómico casi todas las especies conocidas, desde angiospermas 

hasta algas. La secuenciación de este transcriptoma se realizó en la plataforma 

Ilumina mediante RNA-seq en Julio de 2017, programada para la obtención de 

lecturas de extremos pareados. En esta base de datos se encuentran disponibles 

1.1GB de información. Las lecturas de G. gracilis serán de utilidad para el análisis 

transcriptómico de Galphimia spp. 



 
 

27 
 

Los estudios referidos con anterioridad acreditan las actividades biológicas que 

poseen especies del género Galphimia. En concordancia con lo sucedido con otras 

plantas de importancia medicinal, las rutas por las cuales se producen los 

metabolitos bioactivos no se encuentran explicadas en su totalidad. Aunque se han 

realizado trabajos que involucran procedimientos de ciencia básica, así como 

técnicas espectroscópicas y de biología molecular que han intentado explicar sus 

especificidades genéticas, resulta necesario abordar este tema desde la perspectiva 

de expresión de genes. De esta forma se podrán analizar patrones de expresión 

coordinada de genes relacionados con una determinada ruta metabólica o la 

influencia de otras rutas sobre la que es objeto de análisis.  

 

Justificación 

En varias plantas se han estudiado diferentes etapas de la síntesis de los 

triterpenos. Sin embargo, no hay estudios publicados sobre el desarrollo de esta 

ruta en Galphimia spp., ni tampoco de la vía de síntesis y de las etapas intermedias 

para la producción de los triterpenos modificados galfiminas del tipo nor-

secofriedelano. Considerando las propiedades biológicas demostradas de las 

galfiminas, sería importante realizar un análisis transcriptómico para identificar 

posibles transcritos y genes funcionales útiles en la ruta de síntesis de estos 

triterpenoides. Esta información permitirá comprender reacciones bioquímicas de la 

producción de estos metabolitos de importancia medicinal, lo cual posteriormente 

permitirá regular la producción de galfiminas utilizando herramientas 

biotecnológicas. 

Hipótesis 

El estudio y comparación de transcriptomas de dos poblaciones de Galphimia spp. 

una productora y otra no productora de galfiminas, permitirán identificar posibles 

genes candidatos que codifican enzimas involucradas en la ruta de producción de 

estos triterpenoides. 
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Objetivo general 

Comparar transcriptomas de dos poblaciones de Galphimia spp., una productora y 

otra no productora de galfiminas para identificar posibles genes candidatos que 

codifican enzimas de la ruta de síntesis de las galfiminas.  

Objetivos específicos  

1) Obtener plántulas de Galphimia spp. en condiciones semicontroladas de 

temperatura y humedad.  

2) Determinar la presencia de galfiminas en extractos metanólicos de Galphimia 

spp. 

3) Secuenciar transcriptomas de Galphimia spp. mediante RNAseq con el uso de 

Illumina Next Seq 550. 

4) Analizar los transcriptomas de Galphimia spp. mediante el uso de software 

especializados. 

5) Identificar los posibles genes candidatos relacionados con la biosíntesis de 

galfiminas. 

6) Validar el transcriptoma mediante una Reacción en Cadena de la Polimerasa 

cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR).  
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3. Materiales y métodos  

3.1. Obtención de plantas de Galphimia spp. 

La colecta de plantas y semillas se realizó de forma manual bajo permiso de la 

Secretaría de Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) en la población 

productora de galfiminas (PG) Doctor Mora (Guanajuato) (W 100° 19.22; N 21° 08.7; 

2120 m de altura) y la no productora de galfiminas (NPG) Tepoztlán (Morelos) (W 

99° 06.97 N 18° 59.35, 1700 m de altura). Las muestras se depositaron en el 

Herbario HUMO del Centro de Educación Ambiental e Investigación Sierra de 

Huatla, de la Universidad Autónoma del Estado de Morelos (UAEM) donde fueron 

debidamente identificadas, con número de voucher 15189 y 15485, 

respectivamente. 

 

A partir de 10 semillas de cada población se obtuvieron y cultivaron plántulas de 

Galphimia spp. en condiciones controladas de temperatura (25°C) y humedad 

relativa (60%), durante 75 días. Posteriormente las plántulas se transfirieron a 

macetas de 2 L y se cultivaron en condiciones naturales. El experimento se realizó 

de septiembre de 2019 a enero de 2021 en el laboratorio de cultivo de tejidos 

vegetales del Centro de Bioingenierías del Instituto Tecnológico y de Estudios 

Superiores de Monterrey, campus Querétaro. Durante el periodo de cultivo se 

evaluaron los siguientes parámetros: altura de las plántulas, número de ramas 

laterales, área foliar (ecuación de la elipse) y aparición de inflorescencias.  

 

Se realizó un análisis estadístico con el paquete PASW Statistics (v.23) para 

Windows. Se verificaron los supuestos de normalidad Sapiro Wilk. Los datos que no 

seguían distribución normal se procesaron mediante análisis de varianza para dos 

variables no relacionadas H deKruskal Wallis y varias muestras independientes, U 

de Mann Whitney. Las diferencias se consideraron significativas para un valor de p 

<0,05 en la prueba H de Kruskal Wallis y p <0,01 en la prueba U de Mann Whitney. 

 



 
 

30 
 

3.2. Determinación de la presencia de galfiminas en los extractos metanólicos 

de Galphimia spp.  

3.2.1. Preparación de los extractos  

De plántulas de las poblaciones PG y NPG se obtuvieron 100 mg de tejido seco 

pulverizado, los cuales se mezclaron independientemente con 500 µL de metanol. 

La mezcla se sonicó durante 10 min a 25 °C y se centrifugó a 1008 ×g por 5 min. El 

sobrenadante se colectó y el residuo vegetal fue reprocesado en una serie de 6 

extracciones consecutivas. 

 

3.2.2. Cromatografía en capa fina (TLC) 

Se aplicaron 2 µL de los extractos correspondientes de cada población directamente 

a la placa cromatográfica para lo cual se usó un capilar de vidrio. Posteriormente, la 

placa se colocó en una fase móvil de cloroformo: acetato de etilo (2:1 v/v) y se dejó 

correr durante 20 min. Después, se asperjó con una solución de vainillina (1 g de 

vainillina en 100 mL de ácido sulfúrico) y se sometió a una temperatura de 120 °C 

hasta la obtención de bandas que indicaron la presencia o ausencia de galfiminas, 

mediante la comparación con los Rf de muestras auténticas de control. 

 

3.2.3.  Cromatografía líquida de alta eficiencia (CLAE)  

Los extractos de cada población se ajustaron a una concentración de 5 mg/mL. Se 

usaron 10 µL de cada muestra para realizar la inyección en un equipo Agilent. Para 

la corrida se empleó una columna Symmetry C-18 (5 μm, 4.6 × 150 mm), una elución 

isocrática de acetonitrilo-agua (1:1) y un flujo de 1 mL/min. Se usó como control una 

fracción de galfiminas pura. Las determinaciones se realizaron por triplicado.  

3.2.4. Secuenciación de transcriptomas de Galphimia spp. mediante RNAseq 

con el uso de Illumina Next Seq 550 

3.2.5.  Extracción de RNA 

De hojas de plantas de ambas poblaciones, así como de raíces de la población PG 

se extrajo RNA. La extracción se realizó en una campana de flujo laminar horizontal 

para garantizar condiciones de esterilidad y asepsia. Las muestras se maceraron 
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con nitrógeno líquido y para la extracción se usaron 100 mg de tejido. Se utilizó el 

RNA easy Mini Kit, (Qiagen).  

3.2.5.1. Análisis de la concentración, pureza e integridad del RNA 

La concentración del RNA se determinó mediante un análisis fluorométrico en el 

Qubit 4Td (Invitrogen,Thermofisher). Se añadió al Buffer RNA HS el fluoróforo RNA 

HS reagent 200x a razón de 1 µL por determinación. Se usaron 10 µL de los 

estándares 1 y 2 disueltos en 190 µL de Buffer RNA HS, como control. En las 

determinaciones de la concentración de RNA se usaron 2 µL de muestra y 198 µL 

de Buffer RNA HS.  

Para determinar la pureza del RNA se realizó un análisis espectrofotométrico en el 

Nanodrop One (Thermo Scientific). Para ello se empleó como blanco 2 µL de agua 

libre de nucleasas. En las determinaciones se analizaron 2 µL de cada una de las 

muestras de RNA extraído. Se determinaron los índices de purezas a partir de la 

medición de valores de absorbancia 260/280 y 260/230. Además, se detectaron 

otras impurezas como la presencia de isotiocianato de guanidina.  

La integridad del RNA extraído se analizó mediante una electroforesis en gel de 

agarosa. En la preparación del gel se usaron 0.5 g de agarosa y 50 mL del buffer 

TBE 1x. Se añadió 1 µL del colorante GelRed previo a la solidificación del gel para 

garantizar la posterior visualización bajo luz ultravioleta. En cada pocillo del gel se 

aplicaron 6 µL de cada una de las ocho muestras que contenían 1 µL del colorante 

5x DNA Loading Dye para marcar el avance de la electroforesis. Además, se aplicó 

en uno de los pocillos el marcador de peso molecular HyperLadder 100 bp (Bioline). 

La corrida se realizó durante 60 min con una corriente de 60 V. Una vez finalizada 

la corrida, el gel se observó bajo luz ultravioleta en un transiluminador ibright con el 

objetivo de determinar la presencia del RNA 18s y 28s.  

Para el análisis de integridad del RNA se realizó además una electroforesis capilar 

en el Qsep 100 Advance Bioptic. Para ello se usó un cartucho de RNA (R1-O-

220217-2 & 84) y 5 mL de Buffer de separación. Las muestras de RNA y del 

marcador de alineamiento (RNA-LM, 20 nt) se prepararon con Buffer de dilución a 

una concentración de 50 ng/µL. La corrida se realizó mediante el método R-2-10-
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04-480. Se calculó la integridad del RNA como la proporción entre las subunidades 

de ARN ribosómico grandes (28S) y pequeño (18S). 

3.2.6. Obtención de las librerías 

Para la obtención de las librerías se siguió el protocolo TruSeq Stranded Total RNA 

de Illumina. Se realizó la reducción y fragmentación del RNA, la síntesis de la 

primera cadena de cDNA, la síntesis de la segunda cadena, la adenilación del 

extremo 3’, la unión de índices y adaptadores y finalmente el enriquecimiento de los 

fragmentos de cDNA.  

3.2.6.1. Reducción y fragmentación del RNA 

Se eliminó el RNAr del RNA total. Para ello, en tubos de 200 μl se diluyó el RNA 

total en agua ultrapura libre de nucleasas para obtener un volumen final de 10 μl. A 

cada muestra se le añadieron 5 μl del rRNA Binding Buffer (RBB), posteriormente 

se le añadió igual cantidad del rRNA Removal Mix-Plant (RRMP). Esta mezcla se 

centrifugó a 280 g xg durante 1 min y se transfirió al termociclador para su 

desnaturalización donde fue sometida a 68 °C durante 5 min y después permaneció 

a 4 °C. Luego, se incubó a temperatura ambiente durante 1 min.  

Para la separación del rRNA, se aplicó un 1 min de Vortex a una suspensión de 

rRNA Removal Beads (RRB) de la cual se añadieron 35 μl a cada muestra. Se 

transfirieron 20 μl de cada muestra a tubos nuevos y se mezclaron a 112 ×g durante 

1 min. Posteriormente, se incubaron a temperatura ambiente durante 1 min. 

Transcurrido este tiempo, las muestras se transfirieron a un soporte magnético 

donde permanecieron durante 1 min, periodo en el cual las perlas se adhirieron a la 

pared del tubo. Luego, se transfirió todo el volumen de cada muestra a tubos 

nuevos. Estos permanecieron en el soporte magnético durante 1 min.  

Para la purificación del RNA, se aplicó 1 min de Vortex a una suspensión de 

RNAClean XP Beads de la cual se añadieron 99 µl a cada tubo. Esta mezcla se 

agitó a 363 ×g por 2 min y se incubó a temperatura ambiente durante 15 min. Los 

tubos se transfirieron a un soporte magnético en donde permanecieron durante 5 

min, tiempo en el que el líquido se tornó transparente. Posteriormente, se eliminó el 

sobrenadante y se realizaron los lavados. Para ello, a cada tubo se añadieron 200 



 
 

33 
 

µl de etanol 70% fresco, estos se incubaron en el soporte magnético durante 30 

segundos y después se eliminó el sobrenadante. El contenido de los tubos se dejó 

secar en el soporte magnético durante 15 min a temperatura ambiente. Transcurrido 

este tiempo, los tubos de cada muestra se separaron del soporte magnético. Se 

añadieron 11 µl del Elution Buffer (ELB) a cada tubo, estos se agitaron a 363 ×g por 

2 min y se incubaron a temperatura ambiente durante 2 min. Luego, se centrifugaron 

a 280 ×g por 1 min y se transfirieron al soporte magnético, donde se incubaron por 

5 min hasta que el líquido se tornó transparente. Se transfirieron 8.5 µl del 

sobrenadante de cada muestra a tubos nuevos, el contenido de cada tubo se mezcló 

a 287 ×g por 20 segundos. Posteriormente, se colocaron en el termociclador donde 

se mantuvieron a 94 °C por 8 min y luego permanecieron a 4 °C.  

3.2.6.2. Síntesis de la primera cadena de cDNA 

Se centrifugó el First Strand Synthesis Act D Mix (FSA) a 600 × g por 5 segundos y 

se le añadieron 50 µl de SuperScript II Reverse Transcriptase. A cada una de las 

muestras se añadieron 8 µl de FSA con SuperScript II, luego se agitaron a 287 ×g 

por 20 segundos. Se centrifugaron a 280 ×g durante 1 min. Posteriormente, se 

colocaron en el termociclador a 25°C por 10 min, luego a 42°C por 15 min, 70°C por 

15 min y finalmente permanecieron a 4°C.  

3.2.6.3.  Síntesis de la segunda cadena de cDNA 

Para la síntesis de la segunda cadena de cDNA a cada muestra se le adicionaron 5 

µl de CTE diluido en una proporción 1:50 en Resuspension Buffer (RSB). Después, 

se añadieron 5 µl de RSB y 20 µl de Second Strand Marking Master Mix (SMM). Se 

agitaron a 287 ×g por 20 segundos y se centrifugaron a 280 ×g por 1 min. 

Posteriormente, se transfirieron al termociclador donde se incubaron a 16°C durante 

1 h.  

Se purificó el cDNA, para lo cual se añadieron 90 µl de AMPure XP beads a cada 

muestra. Se mezclaron a 363 ×g por 2 min, se incubaron a temperatura ambiente 

durante 15 min y luego se centrifugaron a 280 ×g por 1 min. Después se colocaron 

en el soporte magnético por 5 min hasta que el líquido se tornara claro. Se extrajeron 

135 µl de sobrenadante, los cuales fueron desechados. Se realizaron dos lavados 
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para lo cual se agregaron 200 µl de etanol 80% fresco a cada muestra. Se incubaron 

en el soporte magnético durante 30 segundos, luego se desechó el sobrenadante y 

se dejaron secar a temperatura ambiente por 15 min, evitando el sobre secado de 

las perlas. Las muestras se retiraron del soporte magnético y se le añadieron 17.5 

µl de RSB. Posteriormente, se mezclaron a 363 ×g por 2 min, se incubaron a 

temperatura ambiente por 2 min y se centrifugaron a 280 ×g por 1 min. Se colocaron 

nuevamente en el soporte magnético durante 5 min hasta que el líquido se tornó 

claro. Finalmente, se transfirieron 15 µl del sobrenadante a tubos nuevos.  

3.2.6.4. Adenilación del extremo 3’ 

Se añadieron a cada muestra 2.5 µl de A-Tailing Control (CTA) diluido 1:100 en RSB 

y 12.5 µl de A-Tailing Mix (ATL). Se mezclaron a 363 ×g por 2 min y se centrifugaron 

a 280 × g por 1 min. Posteriormente, se incubaron en el termociclador a 37°C por 

30 min, luego a 70°C por 5 min y después permanecieron a 4°C. Finalmente, se 

centrifugaron a 280 × g por 1 min.  

3.2.6.5. Unión de índices adaptadores 

A cada muestra se agregaron 2.5 µl de CTL diluido, 2.5 µl de Ligation Mix (LIG) y 

2.5 µl de RNA adapters. Se mezclaron a 363 ×g por 2 min y se centrifugaron a 280 

× g por 1 min. Posteriormente, se incubaron en el termociclador a 30°C durante 10 

min y después permanecieron a 4°C. Transcurrido este tiempo, se agregaron 5 µl 

de Stop Ligation Buffer (STL) a cada muestra, se mezclaron a 363 ×g por 2 min y 

se centrifugaron a 280 × g por 1 min. 

Se purificaron los fragmentos ligados. Para ello se adicionaron 42 µl de AMPure XP 

beads, se mezclaron a 363 ×g por 2 min, se incubaron a temperatura ambiente por 

15 min y se centrifugaron a 280 × g por 1 min. Los tubos con las muestras se 

transfirieron a un soporte magnético durante 5 min hasta que el líquido se tornó 

claro. Luego, se desechó el sobrenadante y se realizaron dos lavados con 200 µl 

de etanol 80% fresco cada uno. Durante los lavados, las muestras permanecieron 

en el soporte magnético por 30 min. Después, se desechó el sobrenadante y se 

dejaron secar a temperatura ambiente en el soporte magnético durante 15 min. 

Transcurrido este tiempo, las muestras se retiraron del soporte magnético y se les 
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adicionaron 52.5 µl de RSB. Estas se mezclaron a 363 ×g por 2 min, se incubaron 

a temperatura ambiente por 2 min y se centrifugaron a 280 × g durante 1 min. Se 

colocaron sobre el soporte magnético por 5 min hasta que el líquido se tornó claro. 

Se transfirieron 50 µl del sobrenadante a tubos nuevos y se realizó el mismo 

procedimiento con la diferencia de que el volumen de AMPure XP beads añadido 

fue de 50 µl y el de RSB de 22.5 µl. Finalmente, se transfirieron 20 µl del 

sobrenadante a tubos nuevos.  

3.2.6.6. Enriquecimiento de los fragmentos de cDNA 

Las muestras se colocaron en hielo y se le añadieron 25 µl de PCR Master Mix 

(PMM). Posteriormente, se mezclaron a 287 ×g por 20 segundos y se centrifugaron 

a 280 × g por 1 min. Se transfirieron al termociclador y se corrió el siguiente 

programa de PCR: 98°C por 30 segundos, 15 ciclos de: 98°C por 10 segundos, 

60°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos, 72°C por 5 min y finalmente 

permanecieron a 4°C.  

Se purificaron los fragmentos de DNA para lo cual se agregaron a cada muestra 

47.5 µl de AMPure XP beads, se mezclaron a 363 ×g por 2 min, se incubaron a 

temperatura ambiente durante 15 min y se centrifugaron a 280 × g por 1 minuto. 

Después, se transfirieron al soporte magnético donde permanecieron durante 5 min 

hasta que el líquido se tornó claro. Se desechó el sobrenadante. Se realizaron dos 

lavados para lo cual se añadieron 200 µl de etanol fresco al 80% a cada muestra. 

Estas se incubaron en el soporte magnético durante 30 segundos. Posteriormente, 

se desechó el sobrenadante y se dejaron secar a temperatura ambiente por 15 min. 

Las muestras se separaron del soporte magnético y se les agregaron 32.5 µl de 

RSB, se mezclaron a 363 ×g por 2 min, se incubaron a temperatura ambiente 

durante 2 min y se centrifugaron a 280 × g por 1 min. Después, se transfirieron al 

soporte magnético y se incubaron por 5 min hasta que el líquido se tornó claro. 

Finalmente, se transfirieron 30 µl del sobrenadante de cada muestra a tubos nuevos.  

3.2.6.7. Determinación de la calidad de las librerías  

Se cuantificaron las librerías mediante un análisis fluorométrico en el Qubit 4td 

(Invitrogen, Thermofisher). Se añadió al Buffer ds DNA HS el fluoróforo ds DNA HS 
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reagent 200x a razón de 1 µL por determinación. Se usaron 10 µL de los estándares 

1 y 2 disueltos en 190 µL de Buffer ds DNA HS, como control. En las 

determinaciones de la concentración de dsDNA se usaron 2 µL de muestra y 198 

µL de Buffer ds DNA HS. 

Se determinó el tamaño de los fragmentos de cDNA obtenidos mediante una 

electroforesis capilar en el Bioanalyzer Agilent 2100 según el método DNF-474-HS-

NGS. A dos placas de 96 pocillos se añadieron 1 mL y 200 µL de los buffer Inlet y 

Rinser, respectivamente. Posteriormente, 2 µL de DNA de cada librería diluido en 

RSB 1:1 se mezclaron por separado con 22 µL de HS NGS Diluent Marker (1-6000 

bp) en la primera fila de otra placa de 96 pocillos. En la posición H8 se añadieron 2 

µL del HS NGS DNA Ladder diluido en 22 µL de HS NGS Diluent Marker (1-6000 

bp). Al resto de los pocillos de la placa se le añadieron 24 µL de una solución blanco. 

El tamaño de las librerías se comprobó mediante la aparición de bandas de 

aproximadamente 260 pb.  

3.2.6.8. Desnaturalización y Dilución de las librerías 

Para la desnaturalización, se mezclaron 10 uL de las librerías a una concentración 

de 1.6 nM con 10 uL de NaOH 0.2 N. Se centrifugó a 280 x g por 1 min y se incubó 

a temperatura del cuarto durante 5 min. Posteriormente, se le añadieron 10 uL de 

Tris-HCl 200 mM, se mezcló brevemente con vortex y se centrifugó a 280 x g por 1 

min.  

Las librerías previamente desnaturalizadas se diluyeron hasta una concentración de 

20 pM. Para ello, se agregaron 970 uL de (Hybridization Buffer) HT1 a las librerías 

desnaturalizadas. Se mezclaron brevemente con el vortex y se centrifugaron a 280 

x g durante 1 min. Se mantuvieron en hielo hasta realizar la dilución final a 1.5 pM. 

Se transfirieron a un tubo nuevo 97.5 uL de las librerías, se añadieron 1202.5 uL de 

HT1. Se mezclaron con un breve pulso de centrífuga. Se obtuvo un volumen final 

de 1.3 mL que se depositó en el secuenciador.  

3.2.7. Secuenciación de las librerías  

Se secuenciaron 6 librerías (una de hojas de las plantas de la población PG, una de 

hojas de las plantas de la población NPG y una de raíces de la planta PG, con sus 
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correspondientes réplicas) en la plataforma Illumina Next Seq 550. Se programaron 

2 x 76 ciclos de secuenciación y la obtención de lecturas de extremos pareados. Se 

uso como control el Phix.  

3.3. Análisis de los transcriptomas de Galphimia spp. mediante el uso de 

softwares especializados 

3.3.1. Análisis de la calidad de las lecturas, depuración y ensamblado de novo 

de los transcriptomas  

La calidad de las lecturas obtenidas se analizó mediante el software FastQC 

(v.0.11.8). Posteriormente, se realizó un recorte al inicio y final de cada lectura con 

el objetivo de mejorar la calidad total de estas. Para ello se empleó el Trimmomatic, 

(v.0.38.0), con los parámetros “Leading:3 y Trailing:3”. El ensamblado de novo de 

los transcriptomas se realizó mediante el ensamblador Trinity (v.2.9.1). 

3.3.2. Anotación funcional de los transcriptomas  

La anotación funcional de los transcriptomas se realizó mediante el Blast2GO. Los 

transcritos ensamblados fueron alineados mediante un tblastx con la base de datos 

del NCBI. Se usó un BLAST E-value: 1.0e-3 y por cada secuencia se realizaron 20 

alineamientos. Posteriormente, se realizó un mapeo de las secuencias y la 

anotación funcional en los niveles de ontología génica (OG) Proceso biológico (PB), 

Función Molecular (FM) y Componente Celular (CC). Las secuencias que no fueron 

anotadas en OG se identificaron en las bases de datos InterPro, UniProt y TAIR. 

3.3.3. Análisis de expresión diferencial  

Se identificaron los pares de genes correspondientes entre individuos de ambas 

poblaciones de Galphimia spp., para esto se usó el programa de formación de 

cluster a partir de ensamblados de novo, Corset (v.1.09). Los transcritos resultantes 

de este agrupamiento fueron verificados con la anotación funcional. Se realizó una 

cuantificación de abundancia de los transcritos ensamblados en cada transcriptoma 

mediante el programa Kallisto (v.0.46.0.4). Luego, se construyó la matriz de conteo 

en R (v.4.0.4 para Windows), con el uso de las librerías plyr, dplyr y stats. Se filtraron 

los genes con conteos bajos en las librerías mediante el CPM Filter, sobre una base 

de conteos por millón (CPM). Para el análisis de expresión diferencial se empleó la 
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librería edgeR. Las muestras en la matriz de conteo fueron normalizadas sobre una 

base de transcritos por millón (TPM). Se comparó la expresión de los transcritos de 

la población productora contra los de la población no productora y el control. Se 

consideraron transcritos expresados diferencialmente aquellos con una tasa de 

falsos positivos (FDR) <0.01. Los transcritos expresados diferencialmente se 

clasificaron en regulados positivamente cuando el logFold Change (logFC)>2 y 

negativamente cuando el logFC<2. Los transcritos con mayores valores de 

expresión diferencial en cada muestra fueron visualizados en un mapa de calor que 

se construyó con la librería pheatmap. 

3.4. Identificación de los posibles genes candidatos relacionados con la 

biosíntesis de galfiminas. 

Con los datos obtenidos de la anotación funcional de los transcriptomas 

secuenciados y los resultados la cuantificación de abundancia de los transcritos de 

cada muestra, se identificaron genes involucrados en la síntesis de terpenos y 

posibles genes candidatos para la síntesis de galfiminas. Se construyó una red de 

co-expresión para identificar las interacciones entre los transcritos de estas rutas. 

Se usaron las librerías de R, GENIE3, igraph, RCy3 y Rgraphviz. La red de co-

expresión se calculó en forma de una matriz de adyacencia ponderada, utilizando 

conjuntos de árboles de regresión. No se utilizaron genes reguladores candidatos. 

El método del árbol fue Random Forests. El número de árboles en cada objetivo fue 

de 1000. Los resultados se visualizaron en Cytoscape (v.3.8.2).  

3.5. Validación de los datos del transcriptoma mediante PCR cuantitativa 

A partir del RNA extraído de las hojas de las plantas de ambas poblaciones se 

obtuvo cDNA mediante el PrimerScript RT Reagent Kit with gDNA Eraser (Takara 

Bio USA, Inc.). Se mezclaron 3.75 μL de RNA de cada población con 5 μL de mRQ 

Buffer y 1.25 μL de la enzima mRQ. La mezcla se incubo 1 h a 37°C, seguido de 5 

min a 85°C para inactivar la enzima. La concentración y pureza del cDNA se 

evaluaron en el espectrofotómetro Nano-Drop 2000 (NanoDrop Technologies, 

Technologies, Wilmington, DE).  
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De acuerdo con los datos del análisis transcriptómico de la población productora de 

galfiminas, la secuencia de nucleótidos de 10 posibles genes candidatos 

relacionados con la síntesis de galfiminas (CYP82C4, P450 TBP, PLAC8, 5'-AMP-

activated protein kinase, serine/threonine-protein kinase AtPK2/AtPK19, P450, 

CYP71A24, CYP71B34, CYP72A, CYP81D) se usaron para el diseño de primers 

(Cuadro 1) mediante el programa Primer3 plus ya que representaron los miembros 

de la familia de monooxigenasas que mostraron los mayores conteos genéticos. 

Cuadro 1. Secuencias de primers sintetizados para qPCR 

Descripción del 
gen 

Símbolo 
del gen 

Secuencias de primers 5’-3’ Longitud del 
producto de 

PCR (bp) 

CYP82C4 CYP82C4 F 5´TCATTTGGTGGGCTAAAAGC 3´ 
R 5´ACGAGTCCGTTAATGGTTGC 3´ 

191 

P450 TBP P450 TBP F 5´AGCTTCGTCGCAAGTGAAAT 3´ 
R 5´TAGGACGCCTGCGTTATCTT 3´ 

189 

PLAC8 PLAC8 F 5´ACTGTTGATAACCCCGATGG 3´ 
R 5´TCTCAGGAAGTCCGAACTGG 3´ 

170 

5'-AMP-activated 
protein kinase 

AMPA F 5´CCCAAGGAAAAGGTTTCACA 3´ 
R 5´GGCAAAAGCAATGGCTAAGA 3´ 

229 

serine/threonine-
protein kinase 
AtPK2/AtPK19 

Ser/Thr F 5´TTTCAACTGGACCACAAAGG 3´ 
R 5´CGTTCGGGAAAGTCTACCAA 3´ 

164 

P450 P450 F 5´CCTTGAGGTCATGGCTGAAT 3´ 
R 5´GCTTCTCTCCAAAGGCACAC 3´ 

232 

CYP71A24 CYP71A24 F 5´CAAACCGGCCTAAATCAAAG 3´ 
R 5´GCTCTTGTTCATAACTTTCTCAATC 3´ 

200 

CYP71B34 CYP71B34 F 5´CCGTGAGAGAGGCCATTAAC 3´ 
R 5´GTGCGAAAGATTTGCGTTCT 3´ 

160 

CYP72A CYP72A F 5´TTGTTGGCTTTTCGAGGAAT 3´ 
R 5´AAGCATCAGGAGTGGCAAAC 3´ 

167 

CYP81D1 CYP81D1 F 5´TCGGAGGATTGGACTACGAC 3´ 
R 5´TTCCGCCATAACATTTCTCC 3´ 

219 

 

Se realizó una PCR cuantitativa mediante el uso del kit TB Green® Advantage® 

qPCR Premix (Takara Bio USA, Inc.). Se desarrolló el protocolo propuesto por el 

fabricante y la corrida en el termociclador StepOne™ Real-Time PCR System 

(Applied Biosystems, USA). Se programaron las siguientes condiciones de 

amplificación: activación/desnaturalización a 95°C durante 10 segundos, 

desnaturalización a 95°C por 5 segundos, extensión a 60°C por 30 segundos. 

Posteriormente, la curva de Melting en un rango de 56-95°C. Se usaron tres réplicas 

biológicas con tres replicas técnicas para cada muestra. La expresión relativa se 
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cuantificó por el método de 2−ΔΔCt y se usó como gen normalizador de la expresión 

el U6 (Tang et al., 2019).  
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4. Resultados y discusión  

4.1. Obtención de plantas de Galphimia spp.  

A los 14 días posteriores a la colocación de las semillas en la cámara húmeda, se 

encontraron germinadas más del 40% de estas para ambas poblaciones. Se 

observó el desarrollo de las hojas cotiledonares. La morfología de la raíz fue 

variable, algunas fueron rectas y otras presentaron curvaturas (Figura 9 a, b). En 

todas las raíces se observaron abundantes pelos adsorbentes, lo cual indicó que la 

humedad relativa a la que estuvieron expuestas las semillas fue adecuada.  

A los 30 días posteriores a la germinación se observó la elongación del tallo a partir 

de las hojas cotiledonares así como la aparición de las primeras hojas verdaderas 

(Figura 9 c, d). En las hojas verdaderas se distinguió la nervadura primaria y 

secundaria. Las yemas axilares adquirieron una coloración roja. Durante el periodo 

de 2-4 meses posteriores a la germinación fue evidente la elongación del tallo, así 

como el aumento del tamaño y el número de hojas (Figura 9 e, f), lo cual pudo estar 

relacionado con la transferencia de las plantas a macetas de 2 L de capacidad y el 

cambio a condiciones naturales, donde la luz solar pudo influir directamente en la 

actividad fotosintética. 

Durante los 7-9 meses posteriores a la germinación, se observó un gran desarrollo 

de las ramas laterales y se incrementó el número de hojas por plantas (Figura 9 g-

j).  
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Figura 9. Germinación y crecimiento de plantas de dos poblaciones de Galphimia spp. en 

condiciones semicontroladas de temperatura (25°C) y humedad relativa (60%). Población productora 

de galpfiminas (a, c, e, g, i), población no productora de galpfiminas (b, d, f, h, j). 14 días después de 

la germinación (a, b). 1 mes después de la germinación (c, d). 2-4 meses después de la germinación 

(e, f). 7-9 meses posteriores a la germinación (g, h). 

 

A los 14 días posteriores a la germinación, se observaron cambios significativos en 

las longitudes de los órganos vegetativos. En las plántulas PG, el área de las hojas 

cotiledonares fue menor con respecto a la de las plántulas NPG, pues existieron 

diferencias significativas entre los valores medios calculados (Cuadro 2). De modo 

similar, la longitud de las raíces de las plantas NPG fue mayor. 

En la mayoría de las plántulas se observó la caída de las hojas cotiledonares. El 

área foliar fue diferente entre las plántulas de las dos poblaciones (Cuadro 2). Los 

mayores valores se calcularon en las plántulas NPG. Por otra parte, las plántulas 

PG presentaron la mayor altura (Cuadro 2). En el periodo de 2-4 meses, se observó 
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en ambas poblaciones un aumento del área foliar y la altura. En las plantas PG, la 

altura fue mayor.  

Durante los 7-9 meses posteriores a la germinación, el área foliar no experimentó 

cambios significativos. Las plantas PG presentaron una mayor altura.  

 

Cuadro 2. Desarrollo de plantas de dos poblaciones de Galphimia spp. desde los 14 días hasta los 

15 meses posteriores a la germinación.  

Tiempo posterior 
a la germinación  

Métricas  Población productora 
de galfiminas 

Población no productora 
de galfiminas 

14 días  Área de hojas cotiledonares (cm2) 0.0820b 0.1200a 

Longitud de las raíces (cm) 1.4070b 1.6730a 

1 mes  Área foliar (cm2) 0.7490b 0.7770a 

Altura (cm) 2.4780a 2.0440b 

2 meses  Área foliar (cm2) 8.608 8.810 

Altura (cm) 11.25a 8.693b 

4 meses  Área foliar (cm2) 12.657 12.858 

Altura (cm) 40.986 40.710 

7 meses  Altura (cm) 63.44a 47.42b 

Número de ramas laterales 3 4 

9 meses  Altura (cm) 71.90a 57.89b 

Número de ramas laterales 6b 11a 

12 meses  Altura (cm) 100a 86b 

Total de inflorescencias 50 48 

15 meses  Altura (cm) 130 130 

Total de frutos  140a 125b 

 

Durante el cultivo de plántulas de Galphimia spp., la germinación de las semillas de 

las dos poblaciones fue adecuada. En la cámara húmeda que se estableció para 

este estadio fue posible mantener valores de humedad relativa superiores al 50% y 

regular la temperatura de acuerdo con los requerimientos de las plántulas. Además, 

se garantizó que la luz incidiera de modo uniforme sobre las semillas, lo que evitó 

el estiramiento de estas una vez que comenzara la germinación (Friesen, 2020). 

En los primeros estadios de desarrollo de las plántulas se observaron diferencias 

en el área foliar de las dos poblaciones evaluadas. Durante este periodo se produce 

una división del contenido de carbono en la planta que justifica la variación del 

crecimiento entre los diferentes órganos vegetativos. El carbono que se fija durante 

la fotosíntesis se divide entre la síntesis de sacarosa que se usa rápidamente y 

exporta hacia las zonas donde ocurren otros procesos metabólicos como la 
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respiración, el crecimiento, la producción de nuevas hojas y raíces y el exudado de 

sustancias (Weraduwage et al., 2015). Si se tiene en cuenta esta división del 

contenido de carbono, se justifica que la planta NPG presentara mayores valores 

de área foliar y menor altura y las plantas PG mayor altura y menor área foliar. Sin 

embargo, en los últimos estadios de desarrollo, no se observó un crecimiento 

significativo de las hojas, así como diferencias en cuanto al área foliar de las plantas 

evaluadas. Esto podría estar relacionado con mecanismos de control que establece 

la planta adulta para evitar un potencial hídrico muy negativo. Generalmente, las 

hojas muestran un control estomático más fuerte para reducir la pérdida de agua, 

con el objetivo de disminuir la transpiración, la fotosíntesis y el crecimiento (N. Liu 

et al., 2019). 

La altura de las plantas de Galphimia spp. fue variable entre las dos poblaciones 

durante su desarrollo. Este carácter depende del balance hídrico, el transporte de 

carbohidratos, la captación de la luz (Liu et al., 2019) y, principalmente, de la 

fertilidad del suelo (Santini et al., 2017). Las diferencias en cuanto a la altura en las 

dos poblaciones analizadas pudieron deberse a la relación que existió entre el 

contenido de nutrientes presentes en el suelo y las necesidades nutricionales de 

cada individuo en particular. 

El desarrollo de las ramas laterales fue diferente en las poblaciones estudiadas. 

Estas se originan a partir de los meristemos del brote lateral que generalmente 

comienzan en el ápice del brote principal. Los meristemos laterales pueden 

convertirse en ramas, donde la iniciación y el crecimiento es un proceso único y 

continuo, o formar pocas hojas y entrar en un período de latencia (Couder, 2017). 

Las variaciones relacionadas al número y tamaño de ramas laterales en las plantas 

de ambas poblaciones pudieron estar relacionada con la fluctuación de los niveles 

de auxina (fitohormona con efectos pleiotrópicos sobre el desarrollo de la planta que 

se sintetiza principalmente en las hojas jóvenes del brote). Los diferentes estadios 

de crecimiento evaluados pudieron estar sujetos al proceso de dominancia apical 

en el cual elevados niveles de auxina aumentaron el crecimiento del ápice principal 

e inhibieron el desarrollo de las ramas laterales (Kebrom, 2017). 
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La aparición de inflorescencias se produjo de modo similar en las plantas de las dos 

poblaciones estudiadas. Sin embargo, el número de frutos fue mayor en las plantas 

PG. La aparición de frutos y su maduración está relacionado a la producción de 

reguladores del crecimiento vegetal como etileno, ácido abscísico, ácido jasmónico, 

giberelinas, brasinosteroides, ácido salicílico y melatonina (Fenn & Giovannoni, 

2021). Estos reguladores pudieran haber estado en menor concentración en las 

plantas NPG e inhibir la aparición de un mayor número de furtos. 

A los 17 meses posteriores a la germinación, las plantas de ambas poblaciones 

presentaron caracteres fenotípicos similares a los descritos por Anderson (2007) 

para el género Galphimia (Figura 10). Se caracterizaron por presentar un gran 

número de raíces adventicias, de 5-6 cm de longitud y abundantes pelos 

adsorbentes. Tenían porte de arbustos de 1.4 m de altura, con aproximadamente 

15 ramas laterales en las plantas PG (Figura 10a) y 10 en las plantas NPG (Figura 

10d). Las hojas presentaron forma elíptica con venas secundarias prominentes y el 

área foliar fue de 13.75 cm2 (Figura 10b, e). Se observaron inflorescencias amarillas 

dispuestas en racimos terminales (Figura 10c, f). 

 

Figura 10. Plantas de dos poblaciones de Galphimia spp. cultivadas durante 17 meses. a, b, c 

(población productora de galfiminas), d, e, f (población no productora de galfiminas) 
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El cultivo de estas plantas en condiciones semicontroladas de temperatura y 

humedad, permitió su protección de la incidencia de factores intrínsecos o 

extrínsecos que les podrían ocasionar estrés durante su desarrollo. El control que 

se estableció para cultivarlas bajo estas condiciones posibilitó la obtención de un 

mayor número de individuos, así como una mayor pureza del componente activo 

que se deseaba aislar, debido a que todas las plantas crecieron en igualdad de 

condiciones. De modo general, todas las plantas de Galphimia spp. poseían los 

caracteres fenotípicos descritos para el género en publicaciones anteriores 

(Anderson, 2007). Es por ello que se consideraron individuos viables para la toma 

de muestras a utilizar en el análisis transcriptómico, objeto de estudio en este 

trabajo.  

4.2. Determinación de la presencia de galfiminas en el extracto metanólico 

de Galphimia spp.  

4.2.1. Obtención de los extractos  

Se obtuvieron extractos metanólicos de las dos poblaciones de Galphimia spp. a 

una concentración de 50 mg/mL.  

4.2.2. Cromatografía en capa fina  

En el análisis por TLC se detectó la presencia de galfiminas en los extractos de las 

plantas PG, pues se observó la coloración violeta, característica de estos 

compuestos (Figura 11) bajo la aplicación del agente cromógeno ácido 

sulfúrico/vainillina seguido de calentamiento. En los extractos de las plantas NPG, 

no se detectó la presencia de galfiminas, ni tampoco en las raíces de las plantas PG 

(Figura 11). En todos los extractos de hojas analizados se observaron diferencias 

en cuanto a la aparición de bandas de otra coloración que correspondían a 

compuestos de baja polaridad. 
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Figura 11. Separación de compuestos en extractos metanólicos de Galphimia spp. mediante TLC. 

FG (fracción de galfiminas), PG (plantas productoras de galfiminas), NPG (plantas no productoras 

de galfiminas), RPG (raíces de plantas productoras) 

 

El análisis mediante TLC posibilitó la separación de las galfiminas del resto de los 

metabolitos presentes en los extractos metanólicos evaluados. El perfil químico 

obtenido mediante este análisis por TLC estableció diferencias entre las 

poblaciones de Galphimia spp. analizadas. La presencia de bandas coloreadas, 

que se observaron con el mismo Rf en el cromatograma de individuos de la misma 

población, indicó la consistencia de este perfil químico. En los cromatogramas de 

ambas poblaciones, se observaron bandas de coloración azul que han sido 

descritas en otros estudios de diferentes poblaciones de Galphimia spp. (Sharma 

et al., 2012b; Gesto-Borroto et al., 2019; Balderas et al., 2020). Estos compuestos 

azules no han sido relacionados con las actividades ansiolítica y sedante.  

 

4.2.3. Cromatografía líquida de alta eficiencia 

En el cromatograma correspondiente a la fracción de galfiminas puras se 

observaron picos en los tiempos de elución 5.5 y 6.5 min (Figura 12). Según lo 

descrito por Sharma et al. (2012a), estos se enumeran como II y V y se 

corresponden el II con las galfiminas B y F y el V con las galfiminas E y G. En 

correspondencia con lo identificado en la fracción de galfiminas puras, en el 

extracto perteneciente a la población productora se identificaron las galfiminas B, 
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F, E y G. En población no productora, y en las raíces de las plantas productoras no 

se detectaron picos que indiquen la presencia de galfiminas. 

 

Figura 12. Separación de galfiminas por CLAE en extractos metanólicos de dos poblaciones de 

Galphimia spp. FG (fracción de galfiminas), PG (plantas productoras de galfiminas), NPG (plantas 

no productoras de galfiminas), RPG (raíces de la población productora). 

 

El análisis mediante CLAE confirmó la presencia de galfiminas solo en la población 

de Guanajuato. La abundancia de este compuesto observada en el cromatograma 

resultó diferente a la obtenida en estudios anteriores como los de Cardoso-Taketa 

et al. (2008), Sharma et al. (2012a) y Balderas et al. (2020), en los cuales se analizó 

la misma población en condiciones experimentales similares. Estas diferencias 

pudieron deberse a la variación en la producción de triterpenos por mecanismos de 

control genético, así como a factores ambientales que pudieron influir sobre estas 

plantas como temperatura, humedad e iluminación. A diferencia de los estudios de 

Cardoso-Taketa et al. (2008), Sharma et al. (2012a) y Balderas et al. (2020), las 

plantas a partir de las cuales se obtuvieron los extractos en este trabajo crecieron 

en condiciones semicontroladas de temperatura y humedad.  

Mediante la separación cromatográfica se determinó la presencia de galfiminas en 

las plantas de la población productora. De esta forma se demostró que la síntesis 
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de este metabolito secundario no está estrictamente condicionada por factores 

ambientales, debido a que las plantas producen el compuesto fuera de su hábitat 

natural. No obstante, se observaron variaciones en la abundancia de galfiminas 

entre las plantas provenientes de su hábitat natural en las cual fue mayor el 

contenido de este metabolito (Cardoso-Taketa et al., 2008; Sharma et al., 2012a) y 

las obtenidas en condiciones semicontroladas de temperatura y humedad,  

4.2.4. Secuenciación de transcriptomas de Galphimia spp. mediante 

RNAseq con el uso de Illumina Next Seq 550 

4.2.5. Extracción de RNA 

Se obtuvieron seis muestras de RNA de 50 uL cada una. Dos correspondientes a 

hojas de plantas PG, dos correspondientes a hojas de plantas NPG y dos de raíces 

de plantas PG.  

4.2.6. Concentración, calidad e integridad del RNA extraído 

Los análisis espectrofotométricos y fluorométricos mostraron que se obtuvieron 

muestras con concentraciones de RNA y calidades adecuadas (Cuadro 3), pues 

los valores de absorbancia en las diferentes longitudes de onda del espectro fueron 

superiores a 1.70. En las muestras de hojas se obtuvieron los mayores valores de 

absorbancia y concentración de RNA con respecto a las muestras de raíces. La 

mayor concentración de RNA se obtuvo en las hojas de las plantas PG.  

 

Cuadro 3. Análisis espectofotométrico y fluorométrico de muestras de RNA de hojas y raíces de 

plantas de Galphimia spp.  

Muestras Espectrofotómetro Fluorómetro 
c(μg/mL) Abs 260/280 Abs 260/230 

Hojas de la planta productora 1  1.91 1.78 1430 

Hojas de la planta productora 2 2.08 2.09 1850 

Hojas de la planta no productora 1 2.00 1.84 1320 

Hojas de la planta no productora 2 2.00 1.77 962 

Raíces de la planta productora 1 1.85 1.85 267 

Raíces de la planta productora 1 1.79 1.70 291 

 

En la electroforesis en gel de agarosa se observaron bandas correspondientes con 

el RNA 28S y 18S según lo reportado por el marcador de peso molecular (Figura 
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13). Las bandas fueron de elevada intensidad en las muestras de hojas de ambas 

poblaciones, lo cual es un indicador de la integridad del RNA. Sin embargo, en las 

muestras de raíces solamente se observaron bandas de muy baja intensidad que 

se corresponden con el RNA 28S.  

 

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa del RNA extraído de hojas y raíces de plantas de dos 

poblaciones de Galphimia spp. PG1, PG2 (Hojas de plantas productoras de galfiminas), NPG1, 

NPG2 (Hojas de plantas no productoras de galfiminas), RPG1, RPG2 (Raíces de plantas 

productoras de galfiminas), M (marcador de peso molecular).  

 

Mediante la electroforesis capilar se comprobó que el RNA extraído de la mayoría 

de las muestras constaba de buena calidad, debido a que los valores de RQN 

fueron superiores a 7 (Figura 14). Los picos correspondientes al RNA 18S y 28S 

se observaron en la mayoría de los electroferogramas con una definición adecuada, 

lo que indica que no existió degradación. Sin embargo, en la muestra 1 de raíz se 

observaron picos adicionales a los RNA 18S y 28S, así como un menor valor de 

RQN, lo cual es un indicador de degradación y baja integridad.  



 
 

51 
 

Figura 14. Electroferogramas de muestras de RNA de hojas y raíces de Galphimia spp. PG1, PG2 

(hojas de plantas productoras de galfiminas), NPG1, NPG2 (hojas de plantas no productoras de 

galfiminas), RPG1, RPG (raíces de plantas productoras de galfiminas). RQN (Número de calidad de 

RNA). 
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La extracción de ácidos nucleicos constituye un punto crítico en la construcción de 

librerías para secuenciación. En las muestras de ambas poblaciones de Galphimia 

spp. las concentraciones de RNA obtenidas fueron adecuadas para la construcción 

de librerías según el protocolo TruSeq Stranded Total RNA de Illumina. La calidad 

e integridad de las muestras de hojas fue elevada, según lo indicado por los valores 

de RQN y absorbancia. Sin embargo, en las muestras de raíces la calidad fue 

menor, lo cual sugiere contaminación del RNA con otros metabolitos como 

polisacáridos, polifenoles o proteínas (Chang et al., 2016). 

La pureza del RNA extraído puede depender de la cantidad de metabolitos 

secundarios producidos por la planta (Yockteng et al., 2013). En el caso de las 

especies con un elevado contenido de polisacáridos y polifenoles, la extracción de 

RNA de alta calidad puede resultar difícil debido a que las propiedades físicas y 

químicas de los polisacáridos y polifenoles son similares a las del RNA, por lo que 

la co-precipitación de estos se produce fácilmente y con ello la calidad del RNA se 

ve afectada (Liu et al., 2018). Además, este tipo de contaminación puede ocurrir 

con frecuencia cuando se emplean kits de extracción, pues los carbohidratos de la 

muestra pueden establecer interacciones hidrofóbicas con las membranas de 

separación, la cual posee los grupos oligo dT necesarios para la captura de las 

secuencias terminales polyA del RNA que se va a extraer (Sandoval Pineda et al., 

2017).  

4.2.7. Obtención de librerías  

Se obtuvieron librerías de cDNA con la calidad requerida, según lo reportado por el 

protocolo TruSeq Stranded Total RNA de Illumina. El análisis de fluorescencia en el 

bioanalizador mostró que los tamaños de los fragmentos de cDNA fueron 

adecuados, pues el valor de unidades de fluorescencia relativa (RFU) 

correspondientes a estos fragmentos, se encontró representado por el pico de 

mayor tamaño en los electroferogramas (Figura 15). El tamaño de los fragmentos 

de cDNA fue homogéneo para todas las muestras, lo cual indica que el proceso de 

purificación fue adecuado. La concentración de cDNA fluctuó entre 7 y 9 ng/µl en 
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las muestras de hojas. De las librerías obtenidas a partir de RNA de raíces se 

obtuvieron concentraciones de cDNA menores.  

 

Figura 15. Electroferogramas de librerías de cDNA de Galphimia spp. PG1, PG2 (Hojas de plantas 

productoras de galfiminas), NPG1, NPG2 (Hojas de plantas no productoras de galfiminas), RPG1, 

RPG2 (Raíces de plantas productoras de galfiminas).  

 

Aunque existieron diferencias entre las concentraciones y calidad de las muestras 

de RNA, se obtuvieron librerías de cDNA con tamaños de fragmentos homogéneos. 

En la obtención de este resultado influyeron factores como: el trabajo con una 

concentración de RNA inicial igual para todas las muestras y una correcta 

manipulación de las perlas magnéticas, específicamente durante la resuspensión y 

el secado de estas. Además, el manejo adecuado de los reactivos, así como el 

cuidado en los cambios de temperaturas a las que fueron sometidas las muestras 

durante todo el proceso. De esta forma cuando se evaluó la calidad de las librerías 
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en el bioanalizador no se observó contaminación con dímeros de primers, sobre 

amplificación de estas o la presencia de picos adicionales en los electroferogramas.  

 

4.2.8. Secuenciación de librerías  

Durante la secuenciación de las librerías el llamado de bases resultó exitoso pues 

la intensidad de aparición de las bases en cada ciclo fue homogénea. Además, se 

obtuvo un Q30 de 97.2, por lo que la probabilidad de obtener un error fue mínima. 

Se obtuvieron lecturas de extremos pareados en formato fastq. 

Durante la secuenciación de las librerías la densidad homogénea de las muestras, 

así como la tasa de error mínima que se obtuvo durante el llamado de bases fueron 

indicadores de la calidad de este proceso. La obtención de lecturas de extremos 

pareados posibilitó la generación de datos de secuencias alineables de alta calidad, 

facilitó la detección de reordenamientos genómicos y elementos de secuencias 

repetitivas, fusiones de genes y transcripciones novedosas. Además, una alineación 

de lecturas más precisas y la capacidad de detectar variantes de inserción-deleción. 

Este tipo de lecturas es recomendable cuando no existe un genoma de referencia 

de la especie debido a que se conserva información sobre la direccionalidad de la 

transcripción (www.illumina.com). La programación de 76 x 2 ciclos de 

secuenciación resultó de utilidad para la posterior obtención de un perfil de genes.  

4.3. Análisis de los transcriptomas de Galphimia spp. mediante el uso de 

softwares especializados 

4.3.1. Análisis de la calidad de las lecturas, depuración y ensamblado de 

novo de los transcriptomas 

Después del análisis en el FastQC se comprobó que la calidad de bases por 

secuencia fue óptima, pues todas las lecturas correspondientes a cada una de las 

librerías secuenciadas se encontraban en la zona verde del gráfico. Sin embargo, 

algunas de las métricas evaluadas por este software como el contenido de bases 

por secuencias, el porcentaje de Guanina/Citocina y los niveles de duplicación 

presentaron variaciones. Después de la depuración de las lecturas con el 

Trimmomatic, estas métricas alcanzaron los valores estándares. 
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En el genoma de las plantas las secuencias repetidas pueden representar del 90-

95% del DNA nuclear. Algunos DNA repetitivos codifican para el RNA ribosómico 

(ARNr). Otros no codifican las proteínas requeridas para el funcionamiento de la 

planta, pero si otras proteínas necesarias para su propia propagación en el genoma. 

Estas secuencias son importantes además para la estabilización y mantenimiento 

de la estructura del cromosoma pues participan en el reconocimiento y la disyunción 

cromosómica durante la mitosis y la meiosis (Shcherban, 2015). Las variaciones en 

los niveles de duplicación y el número de secuencias repetidas halladas en lecturas 

obtenidas pueden deberse además a que durante la secuenciación de 

transcriptomas los resultados dependen de los niveles de expresión de los 

transcritos que se obtienen, los cuales están sujetos a procesos endógenos o 

exógenos que estén afectando a la planta cuando se realiza la extracción de RNA 

(University Michigan State, 2020). 

Luego del ensamblado de los transcriptomas se obtuvieron en las muestras de hojas 

aproximadamente 9000 transcritos y en las de raíces 5000 (Cuadro 4). El número 

de alineamientos obtenidos entre las lecturas crudas de secuenciación y los 

transcriptomas fue un indicador de la calidad del ensamblado de novo. Los 

porcentajes de alineamientos únicos fueron superiores al 50%. Las muestras 

correspondientes al control mostraron el mayor y el menor valor de alineamientos 

únicos. Sin embargo, en todas las muestras evaluadas las tasas de alineamientos 

generales fueron superiores al 97%. La tasa mayor de alineamiento correspondió a 

una de las muestras de la planta PG. Por otra parte, el tamaño promedio de los 

contigs que cubren la mitad del ensamblado (N50) osciló entre 264 y 375. Esta 

métrica fue menor en los controles y mayor en las plantas PG.  
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Cuadro 4. Medidas de calidad del ensamblado de novo de los transcriptomas de plantas de 

Galphimia spp.  

Muestras  Total de 
lecturas 

Número 
de contigs  

Alineamientos 
únicos (%) 

Tasa de 
alineamiento 

general  

N50 

Hojas de planta productora 
de galfiminas 1 

30550783 9023 83.76 99.05 366 

Hojas de planta productora 
de galfiminas 2 

45139986 8915 79.02 97.89 375 

Hojas de planta no 
productora de galfiminas 1 

15130006 8667 89.35 98.05 332 

Hojas de planta no 
productora de galfiminas 2 

53443674 8896 92.58 98.23 355 

Raíces de plantas 
productoras de galfiminas 1 

20547069 5004 95.36 98.84 291 

Raíces de plantas 
productoras de galfiminas 2 

16305468 4667 50.36 98.78 264 

 

El ensamblado de los transcriptomas de Galphimia spp. constó de excelente calidad 

debido a que las tasas de mapeo general entre los transcriptomas y las lecturas 

obtenidas de la secuenciación fueron elevadas en todas las muestras analizadas. 

Estos resultados fueron similares a los obtenidos con el transcriptoma de Cucumis 

sativus donde la tasa de mapeo fue de 96-98% (Slavokhotova et al., 2021). Sin 

embargo, al analizar el transcriptoma de Camellia sinensis y las lecturas de 

secuenciación, se obtuvieron tasas de mapeo de 79-82%. No obstante a este 

resultado, el transcriptoma ensamblado de Camellia sinensis proporcionó 

resultados valiosos de anotación funcional, así como la identificación de genes de 

interés (Liu et al., 2020). 

Al ensamblar los datos de un transcriptoma, generalmente se espera obtener 

numerosos gráficos individuales sin relación entre ellos, los cuales representan la 

complejidad transcripcional en loci no superpuestos. El ensamblador Trinity usado 

en este estudio divide los datos de secuenciación en estos gráficos individuales, y 

luego procesa cada gráfico de forma independiente para extraer isoformas y separar 

transcripciones derivadas de genes parálogos. Su efectividad se debe a que consta 

de tres componentes: Inchworm que elimina los k-mer erróneos de las secuencias 

de lectura y luego utiliza un método de superposición basado en extensiones 

codiciosas para ensamblar lecturas en contigs. Chrysalis que agrupa los contigs y 
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construye un gráfico de Bruijn para cada grupo y Butterfly que recorre los gráficos 

para construir transcritos (Grabherr et al., 2013).  

El N50 en todos los transcriptomas ensamblados fue bajo, lo cual resultó diferente 

a otros estudios de transcriptómica en plantas como los de Camellia sinensis (Liu et 

al., 2016), Andrographis paniculata (Cherukupalli et al., 2016) y Euphorbia jolkini 

(Roy et al., 2020), los cuales fueron ensamblados con Trinity y se obtuvieron valores 

de N50 de 1123, 1880, 1460 respectivamente. Erróneamente se plantea que un 

valor de N50 elevado, es un indicador de buena calidad del ensamblado porque se 

superponen una mayor cantidad de lecturas para formar contigs más largos. A 

diferencia del ensamblaje del genoma, el transcriptoma incluye transcritos con 

longitudes variadas. Los contigs más largos pueden generar productos génicos 

adecuados, pero también podrían representar contigs quiméricos o sobre 

ensamblados por lo que las métricas basadas en la longitud no siempre son útiles 

como medidas de precisión (Neil y Emrich, 2013).  

4.3.2. Anotación funcional de los transcriptomas 

En todos los transcriptomas, más del 90% de las secuencias fueron alineadas por 

Blast. En los niveles de OG se anotaron 5900 secuencias en la planta PG, 3600 en 

la planta NPG y 1500 en el control. En la población PG y el control la mayoría de las 

transcritos se agruparon en el nivel FM y CC (Figura 16). En la población NPG la 

mayoría de los transcritos se agruparon en FM, seguido de PB.  
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Figura 16. Niveles de distribución de ontología génica de plantas de dos poblaciones de Galphimia 

spp. P (Proceso celular), F (Función molecular), C (Componente celular). PG (hojas de planta 

productora de galfiminas), NPG (hojas de plantas no productoras de galfiminas), RPG (raíces de 

planta productora de galfiminas).  

 

En el nivel PB la mayor cantidad de transcritos identificados se asociaron con 

procesos celulares, así como procesos y regulación biológicos (Figura 17). Con 

respecto al nivel FM, la mayoría de las transcritos anotados se relacionaron 

actividad de catálisis, unión a otras moléculas y transporte. En CC los transcritos de 
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las tres muestras se asociaron a entidades anatómicas celulares y complejos 

asociados a proteínas. 

 

Figura 17. Anotación de secuencias de dos poblaciones de Galphimia spp. en los niveles de 

ontología génica Procesos Biológicos (PB), Función Molecular (FM) y Componente Celular (CC). PG 

(hojas de planta productora de galfiminas), NPG (hojas de plantas no productoras de galfiminas), 

RPG (raíces de plantas productoras de galfiminas).  

 

De acuerdo con el código de distribución de enzimas, en la población PG se 

identificaron la mayor parte de los transcritos asociados a actividad transferasa, 

hidrolasa y oxidorreductasa (Figura 18). En la población NPG, fue mayor el número 

de transcritos con actividad oxidorreductasa, transferasa y translocasa. En el 
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control, los transcritos se relacionaron principalmente con actividad hidrolasa, 

transferasa y translocasa. 

 

Figura 18. Código de distribución de enzimas de secuencias de dos poblaciones de Galphimia spp. 

PG (hojas de planta productora de galfiminas), NPG (hojas de plantas no productoras de galfiminas), 

RPG (raíces de plantas productoras de galfiminas).  

 

La anotación en términos de OG proporciona una indicación preliminar de la 

naturaleza de un producto génico. En este estudio, la mayoría de los transcritos se 

registraron en los niveles de ontología génica FM y CC, lo que proporcionó una 

aproximación a las funciones elementales en las que participan los transcritos, así 

como las partes de las células o el entorno extracelular en el que se encuentran. Si 

se tiene en cuenta que las galfiminas son triterpenoides de estructura pentacíclica 

y que la síntesis de estos metabolitos incluye oxidación y adición de grupos 

funcionales, resulta de utilidad que la mayoría de los transcritos identificados se 

encuentren asociados con actividades transferasa y oxidorreductasa pues la 

posibilidad de hallar enzimas relacionadas con su ruta de síntesis es mayor.  

4.3.3. Expresión diferencial 

Al comparar la población PG con la población NPG, se obtuvieron 680 transcritos 

expresados diferencialmente. De estos, 313 con regulación positiva y 367 con 
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regulación negativa. En el gráfico del volcán, se observó que tanto los transcritos 

regulados positivamente (representados por puntos rojos) como los regulados 

negativamente (representados por puntos verdes) tienen un logFC de gran 

magnitud, debido a que los puntos están separados a la derecha o la izquierda del 

valor 0. Además, algunos de los transcritos con expresión diferencial mostraron un 

alto nivel de significación estadística, pues varios puntos se localizaron en la parte 

superior con valores de -log10 (PValue) mayores que 100 (Figura 19a). En la 

comparación de plantas de la población PG y el control, los transcritos regulados 

positivamente presentaron una mayor significación estadística (Figura 19b). 

 

Figura 19. Expresión diferencial de transcritos de plantas de dos poblaciones de Galphimia spp. A 
(comparación entre hojas de plantas productoras y no productoras de galfiminas). B (comparación 
entre hojas y raíces de las plantas productoras de galfiminas). Puntos negros (transcritos sin 
expresión significativa), puntos verdes (transcritos regulados negativamente), puntos rojos 
(transcritos regulados positivamente). 

 

En la población PG se observaron un mayor número de transcritos expresados 

diferencialmente con regulación positiva con respecto a la población NPG y el 

control (Figura 20). Esto sugiere una mayor actividad metabólica de estas plantas. 

En la comparación de la población PG y la NPG, los transcritos con mayores valores 

de expresión en las plantas PG fueron proteínas hipotéticas, proteínas ribosomales, 

transferasas, endonucleasas y carboxipeptidasas. En las plantas NPG, los 
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transcritos con mayor expresión codificaron para receptores mitocondriales, 

proteínas ribosomales, enzimas con actividad sintasa y poligalacturonasas 

 

Figura 20. Comparación de transcritos con mayores valores de expresión diferencial en dos 

poblaciones de Galphimia spp. PG1, PG2 (hojas de plantas productoras de galfiminas). NPG1, NPG2 

(hojas de plantas no productoras de galfiminas). Los mayores valores están representados en color 

rojos, los menores en azul.  

 

En la comparación entre la población productora y el control, los transcritos con 

mayores valores de expresión en las plantas productoras fueron proteínas 

ribosomales, asociadas a senescencia y enzimas con actividad endonucleasa, 

polimerasa y deshidrogenasa (Figura 21). En el control los transcritos con mayores 

valores de expresión codifican para receptores, acuaporinas, chaperonas, 

endonucleasas y metiltransferasas. Se observó un mayor número de transcritos con 

regulación positiva en las muestras de hojas con respecto a las raíces.  
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Figura 21. Comparación de transcritos con mayores valores de expresión diferencial en hojas y 

raíces de la población productora de galfiminas. PG1, PG2 (hojas de plantas productoras de 

galfiminas). RPG1, RPG2 (raíces de plantas productoras de galfiminas).  

 

De acuerdo con los transcritos identificados que poseían los mayores valores de 

expresión diferencial en las hojas de las plantas PG y NPG, se puede afirmar que 

durante la toma de muestras en este órgano existía una elevada actividad 

fotosintética, respiratoria, de recambio celular, así como de defensa frente a factores 

externos. Entre los productos génicos identificados, las proteínas ribosomales como 

S12 han sido relacionadas con plastidios (Wolfe et al., 1994), la L24 con 

mecanismos de defensa (Park et al., 2001) y síntesis de miRNA y la S17 con 

procesos de ubiquitinación (Xiong et al., 2021). Las enzimas con actividad 

endonucleasas pudieran estar relacionadas con procesos como la muerte celular 

programada a partir de la degeneración del endospermo, la diferenciación de 
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elementos traqueales, la senescencia y respuestas hipersensibles de la planta 

(Sugiyama et al., 2000). Resulta pertinente señalar que en la planta PG, la enzima 

4-hidroxi-3-metilbut-2-en-1-il difosfato sintasa, que interviene en la síntesis de 

terpenos (Gutbrod et al., 2019), mostró elevados valores de expresión. En la planta 

NPG se expresó considerablemente la estrictosidina sintasa que está relacionada 

con la síntesis de triterpenos índole alcaloides en tejidos meristemáticos activos 

(Zou et al., 2017).  

La comparación entre las hojas y raíces de las plantas PG validó la diferencia 

funcional entre estos dos órganos. En las hojas se observó una mayor expresión en 

genes que codifican proteínas relacionadas con fotosíntesis, respiración celular, 

senescencia, recambio celular y síntesis de RNA. Sin embargo, en las raíces los 

genes con mayor expresión están relacionados con transporte de agua, síntesis y 

recambio celular.  

4.4. Identificación de los posibles genes candidatos relacionados con la 

biosíntesis de galfiminas. 

En base en los resultados de la anotación funcional, se identificaron 44 transcritos 

asociados con la síntesis de terpenos en la población PG (Cuadro 5). De estos, dos 

transcritos que codifican para 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa, la enzima 

reguladora de la vía del ácido mevalónico, así como 13 transcritos que codifican 

enzimas de la vía del fosfato de metileritritol. Además, se identificaron tres 

transcritos que codifican enzimas asociadas a la síntesis de isoprenoides, uno a la 

síntesis de terpenos y 25 a la síntesis de triterpenos.  

En la población NPG, se identificaron 35 transcritos relacionados con la síntesis de 

terpenos. Entre estos, uno que codifica para la enzima reguladora de la vía del ácido 

mevalónico. Relacionado con la vía del metileritritol fosfato, se anotaron 10 

transcritos. Además, cinco relacionados con intermediarios en la síntesis de 

isoprenoides, tres con la síntesis de terpenos y 16 con la síntesis de triterpenos. En 

el control, se anotó un transcripto que codifica para 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA 

reductasa, cinco para terpeno sintasa y uno para P450.  
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En las muestras de ambas poblaciones, se identificaron transcritos que codifican 

enzimas de la familia del citocromo P450 (CYP) que han sido asociadas a la síntesis 

de terpenos. En el control solo se identificó un transcripto que codifica para la familia 

CYP. 

Cuadro 5. Anotación y conteo génico de transcritos relacionados con la síntesis de terpenos en dos 

poblaciones de Galphimia spp. 

 
Transcritos 
anotados 

Población productora 
de galfiminas 

Población no productora 
de galfiminas 

Control 

Número de 
anotaciones 

Conteos 
génicos 

Número de 
anotaciones 

Conteos 
génicos 

Número de 
anotaciones 

Conteos 
génicos 

3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA 

reductasa 

2 13 1 8 1 6 

1-deoxi-D-xilulosa-
5-fosfato sintaasa 

4 15 4 29 - - 

4-difosfocitidil-2-C-
metil-D-eritritol 

quinasa 

4 18 1 10 - - 

4-hidroxi-3-
metilbut-2-en-1-il 
difosfato sintasa 

5 19 5 16 - - 

isopentenil 
difosfato 

isomerasa 

1 52 1 17 - - 

farnesil 
transferasa 

1 6 3 4 - - 

geranil difosfato 
sintasa 

1 14 1 4 - - 

terpeno sintasa 1 347 3 253 5 78 

escualeno sintasa 1 7 - - - - 

escualeno 
epoxidasa 

1 16 - - - - 

beta-amirina 
sintasa 

2 23 4 14 - - 

lanosterol sintasa 7 18 6 23 - - 

P450 2 304.444 - - 1 4 

P450 TBP 19 417.183 - - - - 

CYP71A24 1 5 2 3 - - 

CYP71A26 - - 1 14 - - 

CYP71B10 - - 1 12 - - 

CYP71B34 1 9 - - - - 

CYP71D11 - - - - 1 15 

CYP72A 2 10 - - - - 

CYP72A15 - - 1 7 - - 

CYP81D1 1 18 - - - - 

CYP82C4 1 231 - - - - 

CYP82G1 1 41 1 129 - - 

PLAC8 2 12 - - - - 

5'-AMP- proteína 
quinasa activada 

1 30 - - - - 

serina/treonina-
proteina quinasa 
AtPK2/AtPK19 

1 6 - - - - 

*-ausencia del transcripto 
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La población PG presentó un mayor número y diversidad de transcritos relacionados 

con la síntesis de terpenos con altos valores de conteos génicos en comparación 

con la población NPG. Esto sugiere una mayor actividad metabólica en la vía de 

síntesis de terpenos en estas plantas. En ambas poblaciones analizadas existen 

transcritos que codifican las vías del ácido mevalónico y del fosfato de metileritritol, 

así como precursores en la biosíntesis de isoprenoides, terpenos y triterpenos. Sin 

embargo, en la población PG, el número y diversidad de enzimas identificadas fue 

mayor. Debido a que los terpenos son un grupo de metabolitos secundarios muy 

representados en las plantas (Tholl, 2015), es común encontrarlos en las dos 

poblaciones estudiadas. Según los resultados de este estudio, la población PG 

presenta una mayor expresión de las enzimas de esta vía y como consecuencia un 

mayor contenido de estos metabolitos. Esto coincide con los resultados del estudio 

de Sharma et al. (2012b), donde se analizó por TLC el perfil químico de las 

poblaciones de Galphimia spp utilizadas en este trabajo. Se observaron bandas de 

coloración violeta que indicaban la presencia de galfiminas en la población 

productora, así como otras bandas que indicaban la existencia de otros terpenos en 

la población NPG. 

Las enzimas con mayores conteos génicos en la población NPG, fueron terpeno 

sintasa y CYP82G1. Tanto terpeno sintasa como CYP82G1 están muy 

representadas en todas las especies de plantas, debido a que diversifican los 

precursores isoprenoides en una gran cantidad de mono y sesquiterpenos (Booth 

et al., 2017) y participan en la síntesis de homoterpenos volátiles, respectivamente. 

Estos homoterpenos se consideran entre los compuestos vegetales más comunes 

que actúan como parte de los mecanismos de defensa contra los herbívoros (Lee 

et al., 2010). 

En la población PG las enzimas con mayores conteos génicos fueron P450 TBP, 

P450 y terpeno sintasa. Se ha estudiado que durante la síntesis de triterpenos, P450 

cataliza un gran número de oxidaciones regio y estereoespecíficas de los 

intermediarios de esta ruta (Ghosh, 2017), lo cual ha sido estudiado en varias 

especies de plantas (Malhotra y Franke, 2022). En hojas de Nicotiana benthamiana 

se realizó un análisis funcional de CYP51 y se demostró que esta enzima es capaz 
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de catalizar la hidroxilación y la epoxidación del triterpeno simple β-amirina para 

obtener 12,13 β-epoxi-3β, 16β-dihidroxi-oleanano (12, 13 β-epoxi-16β-hidroxi-β-

amirina) (Geisler et al., 2013). Además, se aislaron y caracterizaron tres OSC; 

TwOSC1, TwOSC2 y TwOSC3 en Tripterygium wilfordii. TwOSC1 y TwOSC3 fueron 

multiproductos de la friedelina sintasa y estaban involucradas en la biosíntesis de 

celastrol. TwOSC2 era una β-amirina sintasa. Estos autores propusieron una vía 

biogenética para el celastrol en la que la síntesis de hidroxifriedelanos estaba 

mediada por P450 (Zhou et al., 2019). Por otro parte, en Aralia elata, CYP716A295 

y CYP716A296 se identificaron como los genes candidatos con mayor probabilidad 

de estar asociados con la síntesis de ácido oleanólico (Cheng et al., 2020). 

Las galfiminas son triterpenoides modificados, clasificados como nor-

secofriedelanos, que se derivan de la friedelina (Han et al., 2019). La vía biosintética 

para la formación de la friedelina, friedelano pentacíclico oxigenado en C3, se inicia 

a través de la protonación de oxidoscualeno, ciclización, numerosos 

reordenamientos y, finalmente, la desprotonación (Figura 22).  
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Figura 22. Ruta biosintética de la friedelina pentacíclica a través de la protonación del oxidoscualeno 

y la formación de cationes intermediarios por reacciones de ciclización, reordenamientos y 

desprotonación. Tomado de Han et al. (2019).  
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Enseguida, mediante la participación del citocromo P450, la mayoría de las 

modificaciones estructurales de la friedelina se producen en el anillo A debido a la 

facilidad de transformación de sus enlaces, pues el grupo funcional C3-ceto es el 

único químicamente activo en la molécula (Das et al., 2018). Los arreglos en los 

intermediarios entre la friedelina y los norsecofriedelanos implican reacciones de 

oxidación para la ruptura del anillo A en el enlace C3-C4, que resulta en la generación 

de los dos grupos funcionales necesarios para la formación de la lactona de siete 

miembros característica de las galfiminas.  

Si se consideran los planteamientos de los trabajos sobre el papel de la familia del 

citocromo P450 en la síntesis de triterpenos y el conteo de genes obtenidos de los 

transcritos que codifican a miembros de la familia P450 en la población PG (Cuadro 

5), así como la ausencia de muchos de estos en la población NPG, estas enzimas 

podrían considerarse posibles candidatas para la síntesis de galfiminas, como se 

sugiere en la Figura 23. 

 

 

Figura 23. Propuesta de ruta de síntesis de las galfiminas mediada por el citocromo P450 en plantas 

de Galphimia spp.  
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En esta propuesta de ruta de síntesis de las galfiminas, el citocromo P450 cataliza 

las reacciones mediante las que se sintetizan los nor-friedelanos (como la friedelina) 

y los nor-secofriedelanos. P450 es una enzima que luego de ser biosintetizada 

puede sufrir varias modificaciones postraduccionales mediadas por fosforilación, la 

quinasa dependiente de AMP (sustrato: Ser, Thr), la quinasa dependiente de 

fosfolípido activada por Ca2+ (sustrato: Arg)], la ubiquitinación, óxido nítrico y 

glicosilación (Aguiar et al., 2005). Estas modificaciones postraduccionales pudieran 

ser la causa de que la enzima esté presente en varias de las reacciones de síntesis 

de los intermediarios en la ruta de las galfiminas. El sitio catalítico de todos los 

miembros del citocromo P450 se encuentra altamente conservado a lo largo de todo 

el árbol filogenéticode la vida, las modificaciones se encuentran principalmente 

fuera de esta porción enzimática. Al punto de que una planta y las células hepáticas 

humanas pueden presentar un citocrómo P450 con un 80% de similitud en la 

secuencia de aminoácidos (Uno et al 2022). Aun cuando su sitio catalítico se 

encuentre altamente conservado es posible que las enzimas participantes en cada 

reacción de la ruta de síntesis de las galfiminas posean diferencias a causas de 

estas modificaciones.   

En la red de coexpresion, se observaron 22 nodos (Figura 24). De estos, IPPI 

(isopentenil difosfato isomerasa), HMGCR (3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa) 

y FT (farnesil transferasa) mostraron el mayor número de interacciones con otros 

nodos. La expresión de la mayoría de los miembros de la familia del P450 se 

encuentran estrechamente relacionada. Las redes de co-expresión son un nuevo 

recurso para comprender las vías convergentes y sus relaciones, el cual se ha 

utilizado para identificar grupos de genes que se encuentren relacionados 

funcionalmente o bajo el mismo patrón de regulación (Hartl, 2021). En este estudio, 

las enzimas seleccionadas como posibles candidatas para la vía de síntesis de las 

galfiminas interactuaron estrechamente entre sí, así como con otras enzimas 

involucradas en etapas previas a la síntesis de triterpenos. Estos resultados 

sugieren que estos genes participan en la misma ruta metabólica, o están regulados 

de forma similar. Resulta pertinente resaltar la interacción de la 3-hidroxi-3-

metilglutaril-CoA reductasa, con un número considerable de las enzimas 
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identificadas que están asociadas a la síntesis de triterpenos policíclicos. Esta es la 

enzima reguladora de la ruta del ácido mevalónico, la cual se ha probado que se 

encuentra directamente relacionada con la síntesis de triterpenos (Itoh et al., 2003). 

La 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa es el centro regulador del metabolismo 

de los terpenos en el citosol, por lo que modula la producción de los compuestos 

obtenidos, así como la actividad de los productos génicos implicados en estas 

reacciones. 

 

 

Figura 24. Red de co-expresión de transcritos relacionados con la ruta de síntesis de triterpenos y 

miembros de la familia del citocromo P450 en las poblaciones productoras y no productoras de 
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galfiminas. CDP-ME (4-difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol quinasa), TS (terpeno sintasa), GPPS 

(geranil difosfato sintasa), BAS (beta-amirina sintasa), DXS (1-deoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa), LS 

(lanosterol sintasa), HMB-PPS (4-hidroxi-3-methilbut-2-en-1-il difosfato sintasa), HMGCR (3-hidroxi-

3-metilglutaril-CoA reductasa), IPPI (isopentenil difosfato isomerasa), SE (escualeno epoxidasa), SS 

(escualeno sintasa), FT (farnesil transferasa), AMPA (5'-AMP- proteína quinasa activada), Ser/Thr 

(serina/treonina-proteina quinasa AtPK2/AtPK19).  

4.5. Validación de los datos del transcriptoma mediante una PCR cuantitativa 

Cuando se realizó la transcripción inversa a partir del RNA extraído de las plantas 

pertenecientes a las dos poblaciones de Galphimia spp. se obtuvieron 

concentraciones de cDNA superiores a las del RNA de entrada (Cuadro 6). Las 

mayores concentraciones de cDNA corresponden a las plantas PG, lo cual puedo 

deberse a que la concentración del RNA de entrada fue mayor que el de las plantas 

NPG. Para la realización de la PCR cuantitativa se ajustaron las concentraciones 

en un rango de 94-120 ng/µL. 

Cuadro 6. Transcripción inversa de muestras de hojas de las poblaciones productoras y no 

productoras de galfiminas de Galphimia spp.  

 

Los resultados del estudio de transcriptómica fueron validados mediante un análisis 

por PCR cuantitativa. La expresión de los posibles genes candidatos relacionados 

con la síntesis de galfiminas fue mayor en la población PG, pues los valores de 

umbral de ciclo (CT) fueron inferiores con respecto a la población NPG (Figura 25). 

Esto significa que en las muestras de las plantas NPG fue necesario un mayor 

número de ciclos de amplificación para obtener la señal de expresión de los genes.  

Muestra Concentración 
de RNA (ng/µL) 

Concentración 
de cDNA (ng/µL) 

Concentración final 
de cDNA (ng/µL) 

Planta productora de 
galfiminas, réplica 1 

1469.3 3039.6 100 

Planta no productora de 
galfiminas, réplica 1 

767 3099.9 109.3 

Planta productora de 
galfiminas, réplica 2 

875.8 2639.1 94 

Planta no productora de 
galfiminas, réplica 2 

485 1998.3 96 

Planta productora de 
galfiminas, réplica 3 

2030.6 3481.4 110.8 

Planta no productora de 
galfiminas, réplica 3 

970.3 2861 119.4 
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Figura 25. Valores de umbral de ciclo (CT) de muestras de hojas de dos poblaciones de Galphimia 

spp. calculados por una PCR cuantitativa. PG (plantas productoras de galfiminas), NPG (plantas no 

productoras de galfiminas). AMPA (5'-AMP- proteína quinasa activada), Ser/Thr (serina/treonina-

proteina quinasa AtPK2/AtPK19) 

 

Los niveles de expresión de los genes evaluados fueron similares en el análisis de 

expresión diferencial (Cuadro 5) y en la PCR cuantitativa (Figura 26). Se observaron 

diferencias significativas entre los valores de Fold Change de ambas poblaciones 

(Figura 23). En la población PG los genes con mayor expresión relativa fueron P450 

TBP, 5'-AMP-proteina quinasa activada y P450. Sin embargo, los genes CYP71B34 

y CYP71A24 no se expresaron, lo cual pudo deberse a que están relacionados con 

la biosíntesis de sesquiterpenos (Liu et al., 2020), la cual pudo no estar activa 

durante la colecta de las hojas de las plantas usadas en este trabajo.  Sin embargo, 

en la población NPG solo se obtuvieron valores de expresión relativa en los genes 

CYP71B34, CYP71A24 y CYP81D. De modo general, se observó una mayor 

expresión de los genes evaluados en la población PG. 
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Figura 26. Expresión relativa de posibles genes candidatos en hojas de plantas productoras de 

galfiminas (PG) y no productoras (NPG) calculada por el método 2−ΔΔCt en una PCR cuantitativa en 

tiempo real. Eje Y representa los valores de Fold change entre PG y NPG. AMPA (5'-AMP- proteína 

quinasa activada), Ser/Thr (serina/treonina-proteina quinasa AtPK2/AtPK19) 

 

La transcripción inversa combinada con la PCR cuantitativa en tiempo real 

constituye una metodología de gran utilidad para cuantificar la expresión de genes. 

De modo particular, la cuantificación relativa describe los cambios en la expresión 

de un conjunto de genes seleccionados contra uno o más genes de referencia. Esta 

es una técnica sensible, específica y con un amplio rango de cuantificación 

dinámica. Para su ejecución se puede garantizar el equipamiento necesario y los 

suministros son de bajo costo económico. Además, se puede realizar cuando se 

tiene una información genómica limitada, su dificultad técnica es baja y las 

estadísticas que se usan son simples. Los resultados de expresión relativa 

obtenidos de la PCR cuantitativa en este trabajo validaron el uso de la tecnología 

de RNA seq para la identificación de genes con una expresión estable en plantas. 

El valor de los resultados obtenidos al usar esta técnica molecular reside en que su 

límite de detección y cuantificación es más alto que las ómicas de modo general 

(Harshitha y Arunraj, 2021).  
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En plantas la identificación de nuevos genes resulta complejo, debido a la 

disponibilidad limitada de genomas de referencia. La estrategia más viable y 

económica para la identificación genética es la transcriptómica. El surgimiento de 

la NGS, así como de plataformas entre las que destaca Illumina ha constituido un 

avance significativo en la secuenciación de ácidos nucleicos. Con esta tecnología 

es posible la secuenciación de millones de lecturas en paralelo, lo que reduce 

notablemente el esfuerzo y el tiempo. Además, aumenta la calidad de los datos 

obtenidos en el secuenciador.  

En este trabajo, el análisis de seis transcriptomas de dos poblaciones diferentes de 

Galphimia spp. permitió la exploración y el análisis de un conjunto de genes con 

expresión diferencial, lo cual resultó útil en la identificación de productos génicos 

de interés, así como para la caracterización de su estructura. El uso de la 

plataforma Illumina Next seq 550 posibilitó la obtención de lecturas de RNAseq que 

fueron de utilidad para la identificación de posibles genes candidatos relacionados 

con la síntesis de galfiminas.  
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5. Conclusiones  

1) Se obtuvieron plantas de Galphimia spp. con caracteres fenotípicos similares a los 

descritos para este género.  

2) Se identificaron galfiminas en los extractos metanólicos de las plantas de la población Dr. 

Mora Guanajuato.  

3) Las lecturas obtenidas de la secuenciación fueron de gran calidad, lo que influyó 

positivamente en el ensamblado de novo de los transcriptomas y la anotación funcional.  

4) La mayoría de los transcritos se agruparon en el nivel de ontología génica función 

molecular y se relacionaron con actividad transferasa.  

5) La población productora de galfiminas presentó el mayor número de transcritos 

expresados diferencialmente con regulación positiva.  

6) El P450 identificado solamente en la población productora de galfiminas puede ser un 

posible gen candidato relacionado con la síntesis de estos nor-secotriterpenoides. 

7) Los resultados del análisis transcriptómico se validaron molecularmente, los genes 

potencialmente relacionados con la síntesis de galfiminas presentaron mayores niveles de 

expresión en las plantas productoras.  

8) La comparación de transcriptomas de una población productora de galfiminas y otra no 

productora posibilitó la identificación del P450 como posible gen candidato relacionado 

con la ruta de síntesis de las galfiminas.  
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6. Perspectivas  

1) Secuenciar el genoma de Galphimia spp. lo que permitirá la obtención de un archivo 

de anotación de genes más completo para las especies de este género.  

2) Obtener el proteoma y metaboloma de plantas de la población productora y no 

productora de galfiminas para validar el análisis transcriptómico en su totalidad.  

3) Realizar análisis de acoplamiento molecular para explicar posibles interacciones de 

P450. 

4) Silenciar el gen que codifica para el P450 en las plantas productoras de galfiminas con 

el objetivo de comprobar si esta enzima está directamente relacionada con la síntesis 

de galfiminas. 

5) Elicitar plantas de la población productora de galfiminas para aumentar la síntesis de 

este metabolito. 
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Anexos 

Anexo 1. Artículo de investigación: Iglesias, D.; Donato Capote, M.d.; Méndez Tenorio, A.; Valdivia, A.V.; 

Gutiérrez-García, C.; Paul, S.; Iqbal, H.M.N.; Villarreal, M.L.; Sharma, A. Identification of putative candidate 

genes from Galphimia spp. encoding enzymes of the galphimines triterpenoids synthesis pathway with anxiolytic 

and sedative effects. Plants 
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