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RESUMEN 

La anacahuita (Cordia sebestena) es un árbol distílico que presenta dos morfos florales, 

nombrados de acuerdo con la longitud del pistilo: longistilo (largo) y brevistilo (corto). Esta 

especie es también conocida como ciricote blanco. Este es el primer estudio de 

transcriptoma empleando tecnologías de secuenciación de nueva generación para obtener 

información molecular de Cordia sebestena en Yucatán e identificar genes implicados en el 

desarrollo floral de ambos morfos. Se recogieron por triplicado muestras compuestas de 

estambres y de pistilos para tres estadios de desarrollo: temprano (yemas cerradas), medio 

(flor pre-antesis) y tardío (flor en antesis) para cada morfo. De cada muestra se aisló el RNA 

total y se secuenciaron los transcriptomas utilizando la plataforma Illumina en modo paired-

end para obtener 719 millones de lecturas de 150 pb de longitud para cada muestra 

secuenciada. Se realizó un ensamblado de novo para cada morfo floral, obteniendo un total 

de 121,871 y 126,260 transcritos, respectivamente. Los transcriptomas fueron anotados 

funcionalmente por homología de secuencias utilizando diversas bases de datos como 

referencia identificando más de 35% de los transcritos ensamblados. Se identificaron las 

funciones de grupos de genes utilizando la base de datos de Gene Ontology y esto reveló 

que mecanismos relacionados a regulación de fitohormonas, crecimiento celular, así como, 

respuesta ante estrés están activos durante el desarrollo floral. 
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ABSTRACT 

Anacahuita (Cordia sebestena) is a distyllic tree with two floral morphs, named according to 

the length of the pistil: long and short. This species is also known as the white ciricote. This 

is the first transcriptome study using next-generation sequencing technologies to obtain 

molecular information from Cordia sebestena in Yucatan and to identify genes related to the 

floral development of both morphs. Composite samples of stamens and pistils were 

collected in triplicate for three developmental stages: early (closed buds), middle (pre-

anthesis flower), and late (anthesis flower) in both long and short morphs. For each 

composite sample, total RNA was isolated and the transcriptomes were sequenced using 

the Illumina platform in paired-end mode to obtain 719 million reads of 150 bp length for 

each sequenced sample. A de novo assembly transcriptome was performed for each floral 

morph, obtaining a total of 121,871 and 126,260 transcripts, respectively. The 

transcriptomes were functionally annotated based on sequence homology using several 

databases as reference, identifying more than 35% of the assembled transcripts. Gene 

functions were identified using the Gene Ontology database and revealed that 

phytohormone regulation, cell growth, and stress response mechanisms are active during 

the floral development.  
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INTRODUCCIÓN 

La distilia es un sistema reproductivo que se caracteriza por poseer dos morfos florales, los 

cuales presentan una variación en el posicionamiento de las anteras y los estigmas, sin 

perder su condición hermafrodita y, por lo general, poseen un mecanismo de 

incompatibilidad esporofítica. Los morfos reciben distintos nombres relacionados con la 

altura del pistilo:  el morfo floral largo, con un pistilo largo y estambres cortos se denomina 

también “pin” o “longistilo”, mientras que el morfo corto, con pistilo corto y estambres largos 

es llamado “thrum” o “brevistilo” (Barrett, 1990, Kohn y Barrett, 1992; Lloyd y Webb, 1986). 

La altura de las anteras en uno de los morfos es la misma que la del estigma en el morfo 

opuesto, a esta condición se le conoce como hercogamia recíproca (Cohen, 2019). Este 

sistema ha surgido de manera independiente en 27 familias de angiospermas (Ganders, 

1979; Barrett y Shore, 2008; Naiki, 2012; Cohen, 2019). Cohen (2019) comparó los patrones 

florales de 15 especies de plantas con distilia que representaban 12 orígenes distílicos 

distintos y encontró que por lo menos 10 familias distílicas tienen como carácter ancestral 

la hercogamia de aproximación, es decir, presentan los estigmas por encima de las anteras 

(sensu Lloyd y Webb, 1986), mientras que en cuatro familias el carácter ancestral es la 

hercogamia reversa, es decir el estigma está situado por debajo de las anteras (sensu Lloyd 

y Webb, 1986). Una de estas cuatro familias es Cordiaceae del orden Boraginales. En varias 

especies que tienen como carácter ancestral la hercogamia de aproximación se ha 

estudiado su desarrollo floral. Analizar cómo es el desarrollo floral de los morfos longistilo y 

brevistilo en las familias con hercogamia reversa puede ayudar a entender la diversidad de 

mecanismos que distinguen las variantes de los sistemas distílicos. 

El desarrollo floral es un proceso que incluye cambios en las tasas y patrones de división 

celular del meristemo que originan los diferentes tejidos que conforman la flor hasta que se 

forman las semillas (Alvarez-Buylla et al., 2010).  Este proceso consta en términos simples 

de a) la formación del meristemo floral, b) el establecimiento de las identidades únicas de 

los órganos y c) la diferenciación y crecimiento de las estructuras florales. En Arabidopsis 

thaliana se caracterizaron 20 etapas, en la que la 13 corresponde a la antesis floral (Alvarez-

Buylla et al., 2010; Zik y Irish, 2003). El desarrollo floral se ha estudiado desde diferentes 

enfoques. Desde el punto de vista morfológico se analiza la filotaxia floral, que es el modo 

en el que se disponen las estructuras florales alrededor del eje floral principal, las veces 

que distintos órganos se presentan en la flor y su inclinación respecto al eje (Endress, 2006). 

El enfoque molecular estudia los diversos genes que regulan desde la diferenciación del 



INTRODUCCIÓN 

 

2 
 

meristemo floral hasta la formación de semillas, incluyendo el inicio y terminación de la 

floración, los diferentes patrones florales de acuerdo con la especificidad de los órganos 

florales y su morfogénesis (Thomson y Wellmer, 2019). Los estudios en mutantes de 

Arabidopsis y Antirhrinum han conducido a proponer el modelo ABC molecular de 

especificación de la identidad de los órganos florales (Coen y Meyerowitz, 1991; Weigel y 

Meyerowitz, 1994). Este modelo postula tres clases de función génica: A, B y C, que actúan 

de forma combinada para especificar de manera única cada tipo de órgano floral -sépalo, 

pétalo, androceo y gineceo (Bowman et. al, 2012). Las flores desarrollan órganos 

reproductivos que pueden ser masculinos o femeninos. El gineceo (órgano sexual 

femenino) se ubica al centro de la flor y alberga los óvulos en formación. Está conformado 

por la fusión de uno o más carpelos y se encuentra cubierto por tejido estigmático (estigma) 

el cual se compone por una sola capa de células papilares alargadas. La presencia de los 

genes de tipo C permite el desarrollo del gineceo (Romero-Arias, et. Al, 2010). Rodeando 

al estigma y por debajo de este se encuentra el androceo (órgano sexual masculino). Está 

conformado por una estructura alargada y fina llamada filamento que en su interior contiene 

el tracto transmisor (el cual se ubica en su centro) y en su extremo por una parte 

ensanchada (fértil) conocida como antera (Simonini y Ostergaard, 2018). La presencia de 

los genes B+C regulan la expresión del androceo (Fosket, 1994). Además de la identidad 

sexual de los órganos, diferentes genes pueden estar involucrados en un crecimiento 

diferencial de los órganos masculinos y femeninos, lo que puede condicionar el tipo de 

hercogamia y la presencia de distilia, como se discutirá más adelante.  

En plantas con flores distílicas se han descrito 12 patrones de desarrollo morfo-específico 

responsables de las variaciones en las alturas y posicionamiento que presentan los órganos 

masculinos y femeninos previos a la antesis (Cohen, 2019). Estos patrones de desarrollo 

floral se describen con base en las tasas de crecimiento del estambre y pistilo desde la 

formación de las yemas florales hasta la antesis floral. Por lo tanto, el potencial de 

crecimiento de las distintas estructuras (androceo y gineceo) permite un gran número de 

combinaciones potenciales de patrones de crecimiento específicos de cada morfo y especie 

para estos órganos sexuales. En la familia Cordiaceae el patrón de crecimiento de los 

órganos sexuales se caracteriza por presentar tasas de crecimiento similares del androceo 

y gineceo en etapas tempranas de desarrollo en ambos morfos. Posteriormente, el 

androceo detiene su elongación en la etapa media a diferencia del gineceo que continúa 

proyectándose, quedando por encima de los órganos masculinos en el morgo longistilo. Por 

otro lado, en el morfo brevistilo las tasas de crecimiento del gineceo se mantienen 
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constantes en etapas tempranas y medias, en la etapa media de desarrollo el androceo 

incrementa su tasa de crecimiento quedando por encima del gineceo (Cohen, 2019). En un 

estudio preliminar en Cordia sebestena y Cordia dodecandra, Ferrer (comunicación 

personal) encontró el mismo patrón de desarrollo. Este patrón de desarrollo floral es similar 

al descrito por Cohen, (2012) de Lithospermun multiflorum, una especie de la familia 

hermana Boraginaceae, quien posteriormente asoció los genes involucrados en el 

desarrollo floral de la especie con herramientas transcriptómicas (Cohen, 2016). 

La transcriptómica es el estudio de todas las moléculas de mRNA en una célula. Es una 

herramienta capaz de identificar genes relacionados con los procesos biológicos. Permite 

realizar comparaciones en condiciones contrastantes (ejemplo: diferentes tipos de células 

o tejidos, estímulos ambientales, enfermedad o salud, estadíos de desarrollo, entre otros). 

Esta comparación permite comprender la base molecular de la variación fenotípica entre 

diversos tratamientos para medir la ausencia o presencia de genes específicos o su 

expresión diferencial (Gironella, 2010). La transcriptómica se apoya en las herramientas de 

secuenciación masiva NGS (por sus siglas en inglés; Next-Generation Sequencing) así 

como los análisis bioinformáticos, para evaluar la expresión diferencial de los genes. Así, 

los datos de los perfiles de expresión aportan información necesaria para identificar genes 

diferencialmente expresados que podrían estar asociados a respuestas celulares concretas 

(Franch, 2019). 

En el estudio transcriptómico del patrón de desarrollo floral en Lithospermum multiflorum 

realizado por Cohen en el 2016 se analizaron tres etapas de desarrollo floral (yema floral, 

flor pre-antesis y antesis floral) y los transcritos del gineceo y de la corola y androceo. El 

transcriptoma floral fue ensamblado incluyendo 97,603 genes putativos y 265,144 

isoformas. Se identificaron 12 genes diferencialmente expresados (DE) en el gineceo en 

todas las etapas de desarrollo con un número reducido de coincidencias entre la fase de 

desarrollo de yema floral y flor pre-antesis (dos) y la fase pre-antesis y antesis floral (cuatro). 

Los genes con mayor expresión se encontraban en el gineceo del morfo brevistilo y en la 

corola y androceo del morfo longistilo. Los genes sobreexpresados en la corola y androceo 

del morfo brevistilo estaban relacionados en la división celular y dinamismo de la actina. En 

cambio, los genes sobreexpresados en el desarrollo del gineceo para el morfo longistilo 

controlan el crecimiento celular a través de la regulación de la auxina. En conjunto, este 

patrón de expresión sugiere que diferentes genes están implicados en la elongación y el 

crecimiento de los órganos sexuales en el botón floral en desarrollo. 
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Considerando que los patrones de desarrollo floral de C. sebestena y L. multiflorum son 

similares, esperaríamos que los genes del morfo floral largo y corto se encuentren 

diferencialmente expresados. El presente trabajo pretende aportar elementos para realizar 

un análisis de expresión diferencial de los dos morfos florales y la identificación global de 

los transcritos que cada uno de ellos tiene, para que posteriormente se puedan construir 

perfiles de expresión para los morfos florales de los estadios de yema floral, flor pre-antesis 

y flor en antesis en el desarrollo floral de Cordia sebestena.  
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CAPÍTULO I 

ANTECEDENTES 

1.1 Familia Cordiaceae 

Tradicionalmente la familia Boraginaceae se consideró constituida por cuatro subfamilias: 

Ehretioideae, Cordioideae, Heliotropioideae y Boraginoideae (Johnston, 1948). 

Recientemente, diversos estudios moleculares han permitido considerar que éstas deben 

ser elevadas al rango de familia (Cordiaceae, Ehretiaceae, Heliotropiaceae y Boraginaceae) 

e incluirlas junto a Hydrophyllaceae y Lennoaceae en el orden Boraginales (Gottschling et 

al., 2001). 

En este contexto, Cordiaceae es un grupo monofilético sustentado por datos moleculares y 

apomorfías morfológicas, como la presencia de endocarpos enteros, cuatro lóbulos 

estigmáticos y cotiledones plegados (Gottschling et al., 2005). Sin embargo, la extrema 

diversidad morfológica de Cordia sensu stricto ha provocado intensa controversia en su 

delimitación taxonómica. Borhidi y colaboradores (1988) hacen una revisión de este género 

de distribución pantropical e indican que fue Britton (1925) el primero en dividir a Cordia L. 

en varios géneros, siendo uno de ellos Varronia P. Browne. 

La heterostilia es una característica bien conocida en las especies de Cordiaceae es una 

de las familias que contiene el mayor número de especies de plantas con heterostilia, y está 

presente en al menos nueve géneros de los 14 de esta familia (Ganders, 1979; Opler et al., 

1975; Taroda, 1984; Tomlinson, 1974). 

El género más grande es Cordia L., con aproximadamente 350 especies distribuidas por 

las zonas tropicales y subtropicales del mundo, e incluye casi todas las especies de la 

subfamilia (Miller, 2001). Incluye árboles con hojas de borde entero e inflorescencias de 

muchas flores con un eje conspicuo. Por otro lado, las especies suelen ser subarbustos, 

arbustos o arbustos escandentes con hojas dentadas o con márgenes serrados e 

inflorescencias poco floridas con un eje poco visible, que produce inflorescencias en forma 

de espiga o globosas (Estrada 1995; Melo y Stapf 2014). Especies, en su mayoría 

restringidas a regiones cálidas del Neotrópico, en América, desde el sur de Estados Unidos 

hasta Argentina, pero con centros de diversidad en Brasil, el norte de Sudamérica y México 

(Miller y Gottschling 2007; Miller 2013). 
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1.1.1 Ciricote (Cordia sebestena L.) 

1.1.2 Taxonomía del ciricote 

Reino: Plantae 

División: Magnoliophyta 

Clase:  Magnoliopsida 

Orden: Boraginales 

Familia: Cordiaceae 

Género: Cordia 

Especie: Cordia sebestena 

1.1.3 Características del ciricote blanco 

Árboles pequeños de hasta 8 m de alto, con ramas glabrescentes; plantas hermafroditas. 

Hojas verde oscuras persistentes, ovadas, 9–20 cm de largo y 6–12 cm de ancho, ápice 

agudo, base redondeada a obtusa, escabrosas en el haz, casi glabras en el envés; pecíolos 

1.5–3.8 cm de largo, pubescentes. Inflorescencias cimosas, subterminales, 6.5–12 cm de 

ancho; flores distilas, pedicelos 4–6 mm de largo; cáliz tubular-campanulado, 11–24 mm de 

largo, puberulento a glabro, generalmente 2-lobado pero a veces con hasta 5 lobos 

irregulares; corola infundibuliforme, 30–58 mm de largo, anaranjado brillante, 5–7-lobada, 

los lobos ovados a muy ampliamente ovados, 8–10 mm de largo; estambres 5–7, filamentos 

22–33 mm de largo, glabros, anteras oblongas, 2.8–3.8 mm de largo; ovario cónico, 1.5–3 

mm de largo, estilo 13–35 mm de largo, estigmas claviformes. Fruto drupáceo, presenta 

coloración verde cuando joven y blanco al madurar, completamente envuelto por el cáliz 

creciente; hueso ovoide y 1.9–4 mm de largo (Durán, 2000).  

En México, se distribuye en el norte de Veracruz, Chiapas, Península de Yucatán y 

Tabasco. Se utiliza como árbol de ornato, sus frutos son comestibles, pero no tienen buen 

sabor, sus hojas rasposas se utilizaban para lavar trastos.  

Crece en todo el litoral costero hasta unos 500 metros sobre el nivel del mar (m s.n.m.), 

formando parte importante de la vegetación de duna costera, aunque algunas veces se le 

puede encontrar tierra adentro, principalmente en poblados donde se cultiva 

esporádicamente. Es una especie heliófita (demandante de luz para crecer), aunque 

sobrevive bajo el dosel cerrado. La polinización de las flores se debe principalmente a 
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colibríes y la dispersión de semillas se les atribuye principalmente a murciélagos (Arellano 

et al., 2003). 

En el estado de Yucatán el ciricote blanco es una especie de gran valor, por ser un elemento 

ecológicamente importante en la composición florística y por proporcionarle a los habitantes 

de la zona su madera (de exquisito veteado y dureza), sus hojas ásperas para ser usadas 

como lija, sus vistosas flores, así como sus abundantes frutos que suelen consumirse por 

las propiedades medicinales que se les atribuye especialmente como antitusivo (Rico et al., 

1991). 

El ciricote blanco es considerado en la región un árbol de uso múltiple. Hoy en día es una 

especie que tiene densidades muy bajas en las poblaciones silvestres, debido 

principalmente a su sobreexplotación y por la destrucción de su ecosistema. Su población 

prácticamente ha quedado confinada a zonas urbanas y poblaciones rurales, 

específicamente como árbol cultivado con fines de ornato. Cordia sebestena pertenece a la 

sección infragenérica de Cordia (Miller, 1985), y al clado monofilético Sebestena 

(Gottschling et al., 2001). Es exclusiva de la vertiente Atlántica de América (Miller, 1985; 

Opler et al., 1975; Percival, 1974). 

 

1.2 Fenómeno distílico 

En las plantas con flor (angiospermas) son frecuentes los polimorfismos florales que pueden 

y no estar necesariamente asociados a diferenciación taxonómica. El término distilia es 

utilizado para describir aquellas flores hermafroditas entomófilas con dos morfos florales, 

en las que la autofecundación se ve obstaculizada por las posiciones relativas de los 

órganos sexuales. Las flores tienen una separación espacial significativa del polen y de los 

estigmas, debido a que algunos individuos presentan flores con hercogamia de 

aproximación y otros presentan flores con hercogamia reversa, con las anteras de cada tipo 

de flor situadas a la misma altura que los estigmas del otro tipo  (Herrera, 1996; Lloyd y 

Webb, 1986; Barret, 2019).  

La hercogamia de aproximación se caracteriza por tener el estigma situados por encima de 

las anteras mientras que la hercogamia reversa posee el estigma situado por debajo de las 

anteras como se pueda apreciar en la figura 1.1. 
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Figura 1.1. (A) Hercogamia de aproximación, los estigmas están por encima de las anteras, y son 

los primeros en contactar a los polinizadores a su ingreso en la flor. (B) Hercogamia reversa, las 

anteras están por encima de los estigmas (Lloyd y Webb, 1986; Ganders, 1979). 

 

La distilia afecta las alturas en las que se posicionan los órganos sexuales de la flor 

(estambres y pistilos) sin que ésta pierda la condición hermafrodita. La principal 

característica de las plantas distilas es la presencia de dos morfos en las poblaciones, la 

aparición de estos morfos está ligada a un sistema de incompatibilidad llamado 

heteromórfico (dos morfos). Dichas plantas son autoincompatibles así como también lo son 

los mismos morfos, es decir que no puede ser autofecundada con su propio polen; de forma 

que los únicos cruces legítimos (productores de progenie fértil) son aquellos que ocurren 

entre morfos distintos (Kohn y Barrett, 1992). Estos morfos han recibido distintos nombres 

con el tiempo pin y trum; longistilas y brevistilas; morfo largo y corto, etc.  

Las flores longistilas se caracterizan por poseer estilos largos y estambres cortos en cambio 

en las flores brevistilas las anteras están por encima de los estigmas (figura 1.2). La forma 

de la flor de casi todas las plantas es actinomorfa (que tiene al menos dos planos de 

simetría), aunque algunas plantas tienen flores zigomorfas (sólo tienen un plano de 

simetría) (Ganders, 1979; Naiki, 2012).  

 

Figura 1.2. Diagrama simplificado de la posición del pistilo (verde) y estambres (negro y amarillo) en 

el sistema de distilia (Schopfer et al., 1999). 
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1.2.1 Filogenia de las plantas con flores distílicas 

La distilia ha surgido de manera independiente en al menos 27 familias de angiospermas, 

con múltiples orígenes en algunas familias. Por ejemplo, al menos dos en Linaceae, 12 en 

Boraginaceae, 20 en Rubiaceae y es probable que otras familias, como Polygonaceae, 

también incluyen múltiples orígenes del sistema reproductivo (Ganders, 1979; Barret y 

Shore, 2008; Schuster et al., 2011; Ferrero et. al, 2012; Cohen, 2014). La distilia se 

encuentra en 13 órdenes en tres clados: dos familias en un orden en monocotiledóneas, 10 

familias en seis órdenes de rósidas y 14 familias en siete órdenes de astéridas (figura 1.3). 

 

Figura 1.3. Distribución filogenética de los géneros de angiospermas con especies distílicas. 

Órdenes a los que pertenecen las familias que contienen especies distílicas: (Boraginaceae no 

pertenece a ningún orden) incluye Asparagales (Amaryllidaceae e Iridaceae), Fabales (Fabaceae), 

Oxalidales (Connaraceae y Oxalidaceae), Malpighiales (Erythroxylaceae, Hypericaceae, Linaceae y 

Passifloraceae), Malvales (Malvaceae), Myrtales (Lythraceae), Saxifragales (Saxifragaceae), 

Santalales (Santalaceae y Schoepfiaceae), Caryophyllales (Plumbaginaceae y Polygonaceae), 

Ericales (Polemoniaceae y Primulaceae), Gentianales (Gentianaceae, Gelsemiaceae y Rubiaceae), 

Lamiales (Acanthaceae, Lamiaceae and Oleaceae), Boraginaceae y Asterales (Menyanthaceae) 

(tomado de Naiki, 2012). 
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En un estudio de las interacciones del polen y pistilo de especies auto-incompatibles 

(Amsinckia sp. y Eichhornia paniculata) Lloyd y Webb (1992) habían propuesto que el 

ancestro de los grupos distílicos poseía hercogamia de aproximación (o, menos 

frecuentemente, inversa) y que la hercogamia recíproca se originó antes de la auto e intra 

incompatibilidad mórfica. Sin embargo, al concluir con su trabajo consideraban que esta 

hipótesis podría modificarse debido a la falta de estudios de desarrollo en otras familias 

distílicas. 

Naiki (2012) con base en el Sistema de clasificación APGIII (APG III 2009), reportó 199 

géneros en 26 familias en 15 órdenes como taxones reconocidos por contener especies 

distílicas. Solo cuatro familias habían sido agregadas en 30 años. Además de acuerdo con 

estudios moleculares filogenéticos el autor sugiere que en algunos linajes (Amsinckia, 

Schoen et al. 1997; Houstonia, Church 2003; Turnera, Truyens et al. 2005; Menyanthaceae, 

Tippery et al. 2008) la distilia es una de las plesiomorfías; es decir, una característica 

ancestral. 

Cohen (2019), realizó una reconstrucción de las filogenias para 15 familias y parientes que 

representaban 12 orígenes de la distilia y resolvió los patrones de hercogamia ancestral. 

Los ancestros de la mayoría de las especies tienen como estado ancestral la hercogamia, 

siendo la hercogamia de aproximación, el estado ancestral más probable. De este 

resultado, se deriva que en estas especies distílicas, el morfo brevistilo será la condición 

derivada. En un pequeño número de especies, como Cordia boissieri, la hercogamia 

inversa, se resuelve como la condición ancestral, por lo que en estas especies el morfo 

longistilo sería la condición derivada (tabla 1.1). Estas diferencias en los patrones de 

desarrollo sugieren que los sistemas distílicos pueden tener diferentes orígenes, incluso 

dentro de una misma familia. 
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Tabla 1.1. Resultados de los análisis filogenéticos de las especies distílicas, incluyendo el número 

de especies, las regiones y la longitud alineada de las regiones de DNA, en pares de bases (pb). 

Tipo ancestral de hercogamia señalado, para cada especie, mediante la reconstrucción de 

caracteres ancestrales en los marcos de referencia de máxima parsimonia (MP) y máxima 

verosimilitud (ML) tomado de (Cohen, 2019).  

Especies Familia 
No. de 

especies 

Tipo de hercogamia ancestral 

MP ML 

Aliciella 
heterostyla 

Polemoniaceae 336 Aproximación/Ausencia 
de hercogamia 

Ausencia de 
hercogamia 

Averrhoa 
carambola 

Oxalidaceae 298 Heterostilia ancestral 

Cordia boissieri Cordiaceae 1200 Hercogamia reversa 

Fagopyrum 
esculentum 

Polygonaceae 544 Ausencia de hercogamia Heterostilia más 
probable 
ancestral; 
Ausencia de, 
menos probable 

Houstonia 
acerosa 

Rubiaceae 3377 Heterostilia ancestral 

Houstonia 
nigricans 

Rubiaceae 3377 Heterostilia ancestral 

Houstonia 
wrightii 

Rubiaceae 3377 Heterostilia ancestral; 
Aproximación y 
Hercogamia reversa 
resuelta en ancestros y 
familias cercanos 

Heterostilia 
ancestral; 
Hercogamia 
reversa menos 
probable 

Linum perenne Linaceae 97 Heterostilia ancestral; 
Ausencia de hercogamia 
resuelta en ancestros 
del clado de las 
especies herostilas 

Heterostilia 
ancestral; otros 
tipos de 
hercogamia 
también 
probables 

Nivenia 
parviflora 

Iridaceae 1025 Hercogamia de aproximación 
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Especies Familia 
No. de 

especies 

Tipo de hercogamia ancestral 

MP ML 

Nivenia 
stenosiphon 

Iridaceae 1025 Hercogamia de aproximación 

Oreocaraya 
paysonii 

Boraginaceae 1200 Heterostilia ancestral; Ausencia de 
hercogamia en familias cercanas 

Plumbago 
auriculata 

Plumbaginaceae 308 Heterostilia ancestral; 
Hercogamia reversa 
resuelta en ancestros 

Heterostilia 
ancestral; 
reversa o 
Hercogamia de 
aproximación 
resuelta en 
ancestros 

Pulmonaria 
mollis 

Boraginaceae 1200 Heterostilia ancestral; Hercogamia de 
aproximación resuelta en el ancestro más 
cercano 

Salvia 
brandegeei 

Labiatae 486 Hercogamia de aproximación 

Turnera diffusa Passifloraceae 473 Heterostilia ancestral 

Lithospermum 
canescens 

Boraginaceae 1200 Hercogamia de aproximación 

Psychotria 
chiapensis 

Rubiaceae 3377 No incluida en análisis filogenéticos 

Psychotria 
poeppigiana 

Rubiaceae 3377 Heterostilia ancestral 

Bouvardia 
ternifolia 

Rubiaceae 3377 Heterostilia ancestral 

Guettarda 
scabra 

Rubiaceae 3377 Hercogamia de 
aproximación 

Heterostilia 
ancestral o 
Hercogamia de 
aproximación 

Amsinckia Boraginaceae 1200 Ausencia de hercogamia Heterostilia 
ancestral 
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Especies Familia 
No. de 

especies 

Tipo de hercogamia ancestral 

MP ML 

Houstonia 
caerulea 

Rubiaceae 3377 Heterostilia ancestral; 
Hercogamia reversa 
resuelta en familias 
cercanas 

Heterostilia 
ancestral; 
Hercogamia 
reversa resuelta 
en familias 
cercanas y 
posible en 
ancestros 

Quinchamalium 
chilense 

Schoepfiaceae 159 Hercogamia de aproximación 

Oreocarya 
crassipes 

Boraginaceae 1200 Heterostilia ancestral; familias cercanas con 
faltos de hercogamia 

Polygonum 
jucundum 

Polygonaceae 544 Ausencia de hercogamia Heterostilia 
ancestral más 
probable; 
Ausencia de 
hercogamia 
menos probable 

Primula vulgaris Primulaceae 734 Heterostilia ancestral 
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1.3 Desarrollo Floral 

El desarrollo de las flores es un proceso que consta de varios pasos que incluyen el 

desarrollo del meristemo floral, el establecimiento de identidades únicas de órganos, la 

diferenciación y crecimiento de estructuras florales. Las estructuras como la flor y los 

órganos que la conforman pueden surgir en diferentes arreglos desde el eje central, la 

disposición particular en que las estructuras vegetales se encuentran alrededor de un eje o 

centro se conoce como filotaxia y es variable de acuerdo a la especie (figura 1.4) (Simpson, 

1981; Krammer, 2018; Smyth, 2018).   

La floración está asociada con un cambio en la filotaxia, mismo que se refleja en variaciones 

de la tasa de crecimiento y división de las células en el meristemo floral. Además, el 

meristemo floral produce órganos florales, a diferencia de la formación de hojas y ramas 

por los brotes vegetativos de los meristemos apicales. Las posiciones de estos órganos 

alrededor del eje central y sus respectivas identidades se especifican de forma única 

durante la floración (Carpenter et al., 1995; Zik y Irish, 2003). Una característica de los 

brotes de meristemo apical floral es que son determinados en el sentido de que producen 

un conjunto finito de órganos y luego dejan de proliferar. Esta transformación a un destino 

determinado (no se dividirán más) tiene implicado que todas las células del meristemo floral 

se comprometen a una vía de diferenciación única y definitiva (Zik y Irish, 2003). 

 

Figura 1.4. Desarrollo floral. (A) Las flores se desarrollan a partir de los meristemos florales, con 

frecuencia surgen en los laterales de un meristemo de inflorescencia. (B) El meristemo floral es un 

pequeño grupo de células en forma de domo y está conformado de varias capas celulares. (C) Las 

células en los laterales del meristemo floral proliferan para formar primero el primordio de los sépalos, 

(D) seguidos por el primordio de los pétalos. (E) Finalmente, cada una de las estructuras florales se 

define, consistiendo en sépalos, pétalos, estámenes y carpelos (modificado de Zik y Irish, 2003). 
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La floración inicia en respuesta a aspectos ambientales y rutas endógenas, éstas últimas 

referidas como autónomas (controladas genéticamente) que funcionan 

independientemente de las señales ambientales y están relacionadas con el estado de 

desarrollo de la planta (Amasino y Michaels, 2010). Los estímulos exógenos activan la 

división mitótica del meristemo, para otorgar identidad a los órganos presentes en los 

verticilos florales se requiere de la interacción de al menos tres tipos de productos génicos 

con funciones distintas de acuerdo con el modelo ABC molecular (Bowman et al., 1991; 

Coen y Meyerowitz, 1991).  

 

1.3.1 Modelo ABC molecular de la floración 

Estudios en mutantes de Arabidopsis y Antirhrinum han conducido al modelo ABC de 

especificación de la identidad de los órganos florales (Coen y Meyerowitz, 1991; Weigel y 

Meyerowitz, 1994). Este modelo postula tres clases de función genética: A, B y C, que 

actúan de forma combinada para especificar de manera única cada tipo de órgano. La 

expresión combinada de los genes ABC produce el desarrollo de los órganos florales 

necesarios para la reproducción (figura 1.5). Los genes de clase A determinan la formación 

de sépalos en el primer verticilo, mientras que al coexpresarse con los genes de clase B 

promueven el desarrollo de pétalos. La combinación de la expresión de los genes de clase 

B y C desarrollan los estambres, y los genes de clase C por sí solos controlan la 

diferenciación de los carpelos en la región central de la flor (Bowman et al., 1991; Weigel y 

Meyerowitz, 1994).  
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Figura 1.5. Modelo ABC de desarrollo floral en A. thaliana. A) verticilos florales dispuestos alrededor 

del meristemo floral y los órganos que dichos verticilos originan. B) distintas clases de genes (A, B y 

C), verticilos en los que actúan y que estructura generan (tomado de Mendoza y Encina, 2018). 

 

El modelo también propone que los genes de la clase A y los de la clase C se reprimen 

mutuamente. De esta manera los genes de tipo A reprimen la actividad de los genes de tipo 

C en la parte externa de la flor (verticilos correspondientes a pétalos y sépalos) y los genes 

de clase C reprimen la actividad de los de clase A en la parte interna de la flor (verticilos 

estaminales y carpelares) (Bowman et al., 1991; Weigel y Meyerowitz, 1994; Kramer, 2018). 

En A. thaliana los genes de clase A son APETALA1 y APETALA2 (AP1 y AP2 

respectivamente), para los de la clase B tenemos a APETALA3 (AP3) y PISTILLATA (PI), 

y el único gen de la clase C se llama AGAMOUS (AG) (Bowman et al., 1991; Weigel y 

Meyerowitz, 1994; Smith, 2018). El gen AP1, además de participar en la formación de los 

sépalos, también participa en la formación del primordio floral, ya que regula enzimas que 
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participan en el metabolismo de las giberelinas y ajusta factores de transcripción como 

LEAFY (LFY), que es codificado por un gen de identidad de meristemo (Abe et al., 2005; 

Wigge et al., 2005; Hames et al., 2008; Abelenda et al., 2014; Sayou et al., 2016). 

Se han descubierto otros genes que también participan en la formación de los órganos 

florales además de los genes de identidad floral ABC (Fig. 6). Los genes de clase E son 

necesarios para que se desarrollen todos los órganos florales y pertenecen también a la 

familia de los MADS-box (Theiβen y Saedler, 2001). En la clase de genes E se han descrito: 

SEPALLATA1, SEPALLATA2 y SEPALLATA 3 (SEP1, SEP2 y SEP3). Estos genes se 

requieren junto con los genes B y C para la formación de los pétalos (A+B+E), estambres 

(B+C+E) y carpelos (C+E) (Theiβen, 2001). 

 

 

Figura 1.6. El modelo clásico ABCE especifica cuatro órganos florales morfológicamente discretos: 

los sépalos se producen donde sólo actúa la función A, los pétalos se producen con la expresión 

combinada de las funciones A y B, los estambres se producen con la expresión combinada de las 

funciones B y C, y los carpelos se producen donde sólo actúa la función C (tomado de Chanderbali 

et al., 2016). 
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Cada especie tiene rasgos característicos en su desarrollo floral, los órganos florales 

poseen diversos números y acomodos en la flor, incluso, pueden presentar variaciones en 

las alturas a las que se encuentran debido a mecanismos de desarrollo relacionados con el 

sistema reproductivo. A estos patrones de desarrollo específicos de las flores se les conoce 

como patrones de desarrollo floral. 

 

1.3.2 Patrones de desarrollo floral en especies distílicas 

Investigaciones a nivel macroscópico (morfológico) aportan una visión en las numerosas 

maneras en los que los mismos órganos pueden alcanzar diferentes longitudes y alturas en 

las flores de cada morfo, que incluyen distintas (A) tasas de crecimiento diferentes a lo largo 

del desarrollo; (B) tasas de crecimiento diferencial durante momentos específicos de 

desarrollo; (C) crecimiento diferencial de los órganos de los meristemos durante el 

desarrollo temprano; (D) crecimiento similar en etapas tempranas u cese de éste para uno 

de los órganos sexuales; (E) crecimiento y cese de uno de los órganos para que el otro 

crezca; o combinaciones de estos posibles patrones (figura 7) (Bull et al., 2016; Cohen et 

al., 2012; Richards y Barrett, 1992). 

 

 

Figura 1.7. Posibles patrones de desarrollo para la altura de la antera y el estigma en los morfos de 

estilo largo y corto de las especies distílicas (Richards y Barrett, 1992). 
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En 2019 Cohen comparó patrones florales de 15 especies de plantas distílicas que 

representan 12 orígenes distílicos distintos. En las especies analizadas, los patrones de 

desarrollo en la altura de las anteras y estigma diferían significativamente entre morfos, 

pero no para todas las estructuras y órganos demostrando la existencia de patrones de 

desarrollo floral específicos por especie como Richards y Barret habían propuesto. (tabla 

1.2, figura 1.7).  

 

Tabla 1.2. Colección de especies distilicas y sus patrones de altura en estigma y anteras (Modificado 

de Cohen, 2019). 

Especies 
Patrón de altura en las anteras 

Patrón de altura del 
estigma 

Aliciella heterostyla Diferentes tasas de crecimiento. Tasa de crecimiento distinta 
tardía 

Averrhoa carambola El crecimiento cesa más tarde Tasa de crecimiento distinta 
tardía 

Cordia boissieri El crecimiento cesa más tarde Diferentes tasas de 
crecimiento. 

Houstonia acerosa Diferentes tasas de crecimiento. Tasa de crecimiento distinta 
tardía 

Houstonia nigricans Diferentes tasas de crecimiento y 
duración del período de crecimiento. 

Tasa de crecimiento distinta 
tardía 

Houstonia wrightii Diferentes tasas de crecimiento y 
duración del período de crecimiento. 

Tasa de crecimiento distinta 
tardía 

Linum perenne El crecimiento cesa más tarde Cese de crecimiento tardío 

Turnera diffusa Tasa de crecimiento distinta tardía Tasa de crecimiento distinta 
tardía 

Lithospermum 
canescens 

Diferentes tasas de crecimiento. El crecimiento cesa más 
tarde 

Primula vulgaris Diferentes tasas de crecimiento. Crecimiento distinto tardío, ya 
sea incremento o disminución 
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Los patrones de crecimiento en los órganos sexuales pueden variar, no solo durante todo 

el desarrollo de la flor sino en momentos específicos y velocidades distintas. Los estambres 

(y las corolas, si los estambres son adnatos) y los carpelos pueden seguir cada uno 

patrones de crecimiento distintos y específicos para cada morfo, que elevan las anteras y 

los estigmas, respectivamente, a sus posiciones particulares. Este patrón de desarrollo 

incluso tiene momentos específicos de crecimiento (de manera inicial o tardía) que definen 

la formación del morfo brevistilo o longistilo según sea el caso. Por lo tanto, el potencial de 

crecimiento de las diversas estructuras masculinas y femeninas (androceo y gineceo) 

permite un gran número de combinaciones potenciales de patrones de crecimiento 

específicos de cada morfo y especie para estos órganos sexuales (figura 1.8) (Cohen, 2019; 

Richards y Koptur, 1993).  

 

 

Figura 1.8. Patrones de desarrollo para la altura de la antera y del estigma para (A)(B) Cordia 

sebestena y (C)(D) Cordia boissieri. Cuadros azules: órganos de morfo largo; cuadros rojos: órganos 

de morfo corto (C. sebestena Ferrer (comunicación personal); C. boissieri Modificado de Cohen, 

2019). 
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Incluso si dos especies tienen patrones de desarrollo  similares para los órganos que elevan 

las anteras y los estigmas (Figura 1.8), diferentes partes de la corola, el androceo y del 

gineceo pueden participar en la producción de las alturas específicas de cada morfo en 

cada especie (por ejemplo, en la antesis, las especies con estambres adnatos a la corola 

pueden tener la altura de las anteras modificadas, ya sea cambiando la longitud de los 

filamentos o el punto de unión de los filamentos a la corola o una combinación de ambos) 

(Faivre, 2000; Sampson y Krebs, 2013). 

La evidencia demuestra como los patrones de desarrollo floral, mismos que dictan los 

momentos clave en la conformación de los morfos, varían entre las especies (Cohen, 2010). 

Estas diferencias pueden apreciarse a distintos niveles cómo: genómico, transcriptómico, 

micromorfológico y morfológico. Al examinarlas en todos sus niveles aportan una mejor 

compresión sobre como los mismos órganos pueden alcanzar diferentes longitudes y 

alturas en las flores de cada morfo (Armbruster et al., 2006; Faivre, 2000; Richards y Barrett, 

1992). 

1.4 Transcriptómica 

La secuenciación del transcriptoma se utiliza para estudiar el transcriptoma de un 

organismo, es decir la presencia de todas las moléculas de RNA mensajero (RNAm) bajo 

cierta condición o tejido específico. Es utilizada para entender cómo la información 

contenida en el genoma se traduce en funciones celulares que responden, la traducción 

responde a condiciones del entorno (Fang et al., 2012; Uhlén et al., 2016; Lowe et al., 2017).  

Los principales objetivos de la transcriptómica son: 1) catalogar los transcritos que incluyen 

mRNA, RNA no codificante y RNA pequeños; 2) determinar la estructura transcripcional de 

los genes, patrones de empalme y modificaciones postranscripcionales, y 3) cuantificar los 

niveles de expresión de los genes (Wang et al., 2009). 

Medir la expresión de los genes bajo condiciones específicas o en tejidos específicos 

proporciona información sobre cómo se regulan los genes y revela detalles de la biología 

de un organismo, así como, permite inferir las funciones de genes no anotados 

previamente. El análisis transcriptómico ha permitido estudiar cómo cambia la expresión de 

los genes en diferentes organismos. Analizar la expresión génica en su totalidad permite 

detectar amplias tendencias coordinadas que no se pueden discernir con ensayos más 

específicos (Lowe, 2017).  
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De los distintos métodos para evaluar la expresión de los genes, la secuenciación de alto 

rendimiento del RNA, o RNA-Seq resulta una estrategia muy atractiva ya que no se requiere 

de la secuenciación del genoma para conocer la expresión de genes bajo determinadas 

condiciones (Góngora-Castillo y Buell, 2013). 

 

1.4.1 Técnica RNA-seq para obtener perfiles de expresión génica  

Es una técnica que puede examinar la cantidad y las secuencias de RNA en una muestra 

utilizando la secuenciación de nueva generación (NGS, por sus siglas en inglés). Esta 

tecnología captura el RNA total o RNAm, el cual se fragmenta y convierte en una librería de 

DNA complementario (cDNA) que posteriormente es amplificada y secuenciada (Chiner et 

al., 2019). El RNA-seq da una cobertura completa de transcritos, genera información no 

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

alternativo (Lister et al., 2009). 

Uno de los pasos previos es la obtención de un RNA de buena calidad que represente todos 

los transcritos que se producen en la condición y tejido de estudio (Ward et al., 2012). El 

primer paso de la técnica es la fragmentación del RNA o del cDNA se realiza o bien por 

nebulización, por digestión con enzimas de restricción o a través del uso de cationes 

divalentes bajo condiciones de presiones elevadas (Wang et al., 2009). Una vez obtenido 

el DNAc se ligan adaptadores de tal forma que cada fragmento generado contendrá un 

adaptador ligado en sus extremos 3´y 5´. Las secuencias de estos adaptadores se conocen 

y serán necesarias para que cada fragmento pueda ser secuenciado, y en algunos casos 

pueden emplearse para diferenciar otros grupos de fragmentos obtenidos a partir de 

muestras de DNAc diferentes (Marguerat y Bähler, 2010). 
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Figura 1.9. Esquema de los pasos a seguir en la técnica de RNA-seq (tomado de Ovalle Rivera, 

2018). 

 

Además de la cantidad de secuencias que se pueden generar durante la secuenciación, se 

deben tener ciertas consideraciones adicionales cómo: 1. El método de secuenciación 

single-end (SE) o paired-end (PE), 2. El largo de los reads (lecturas) y 3. Cobertura 

(Góngora-Castillo et al., 2018). 

En el modo single-end (SE), el secuenciador lee un fragmento sólo de un extremo a otro a 

diferencia del modo paired-end (PE) donde la lectura comienza en un extremo, termina en 

esta dirección y luego comienza otra ronda de lectura desde el extremo opuesto del 

fragmento. El uso de lecturas paired-end en lugar de single-end mejora significativamente 

el ensamblaje del transcriptoma, así como la longitud de las secuencias (Góngora-Castillo 

et al., 2018; Goodwin et al., 2016). 

Por último, la determinación de la cobertura en la secuenciación del RNA es complicada, 

debido a que los transcritos se expresan a diferentes niveles, es decir, se secuenciarán más 

lecturas de genes altamente expresados y se obtendrán menos secuencias de genes poco 

expresados. Las consideraciones a tener en cuenta para la estimación de la cobertura son 

continuamente discutidas en artículos y pueden variar de acuerdo al objeto de estudio que 

emplea el RNA-seq (Góngora-Castillo et al., 2018; Sims et al., 2014). 
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1.4.2 Análisis bioinformático para RNA-seq 

El análisis bioinformático para RNA-seq, empieza con la verificación de la calidad de las 

secuencias. Las secuencias obtenidas (reads) pueden tener errores de tipo instrumental o 

fallas técnicas, por lo cual es necesario evaluar la calidad de las mismas. El software más 

utilizado para estas tareas es FastQC (Andrews, 2010) que permite obtener parámetros de 

calidad por nucleótido secuenciado. En caso de que la calidad de las secuencias fuera muy 

baja, existen diversas herramientas que ayudan a eliminar ciertas secuencias o a recortar 

el extremo de las secuencias que tiene una baja calidad con software 

como Prinseq ó Trimmomatic (Van Verk et al., 2013). 

Mapeo y visualización 

El mapeo genómico consiste en alinear las secuencias (reads) obtenidas mediante NGS 

con el genoma (o transcriptoma) de referencia. Mapeando las secuencias obtenemos 

información de su localización en el genoma, la cual puede ser utilizada para identificar y 

cuantificar los genes expresados, conocer las variantes alélicas y además descubrir nuevos 

genes. En especies poco estudiadas puede ser que el genoma de referencia aún no esté 

disponible, en estos casos es posible alinear a un transcriptoma ensamblado de novo. La 

primera consideración para elegir un software de alineamiento es el splicing alternativo. En 

organismos que no tienen intrones es mejor utilizar alineadores contiguos 

como Bowtie2 ó BWA que fueron diseñados para alinear DNA. Sin embargo, cuando se 

tienen genomas que poseen intrones es mejor utilizar alineadores como Tophat2, Hisat2, 

STAR, GSNAP, SOAP2 o Kallisto (Haas et al., 2013; Langmead y Salzberg, 2012; Li y 

Durbin, 2009; Kim et al., 2013; Dobin et al., 2012; Wu y Nacu, 2010; Li et al., 2009; Bray et 

al., 2016). 

Anotación funcional 

Se refiere al proceso de identificación de los genes expresados, y a conocer la información 

disponible sobre su función en los genomas de referencia y bases de datos públicas. Los 

transcriptomas ensamblados de novo pueden ser identificados utilizando algoritmos de 

alineamiento de secuencias como BLAST (Altschul et al., 1990). Las secuencias del 

transcriptoma se comparan con secuencias de nucleótidos y/o proteínas contenidas en 

bases de datos públicas para identificar funciones relacionadas a secuencias específicas, 

así como regiones conservadas con funciones específicas como motivos y dominios. Entre 
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las bases de datos más utilizadas para este propósito se encuentran RefSeq (O'Leary et 

al., 2016), Pfam (Mistry et al., 2021), Gene Ontology (Mi et al., 2019), etc. 

Análisis de ontología génica (GO) 

Una ontología es una representación formal de un conjunto de conocimientos dentro de un 

dominio determinado. Las ontologías suelen consistir en un conjunto de clases (o términos 

o conceptos) con relaciones que operan entre ellas. La ontología de genes (GO) describe 

nuestro conocimiento del dominio biológico con respecto a tres aspectos: proceso biológico, 

función molecular y componente celular. Los vocabularios están estructurados en una 

clasificación que admite las relaciones “es un” y “parte de” (Mi et al., 2019; Blake y Harris 

et al., 2003). 

La función molecular (MF) describe actividades, como las catalíticas o de unión, a nivel 

molecular. Los términos GO de función molecular representan actividades (moléculas o 

complejos) que realizan las acciones, y no especifican dónde, cuándo o en qué contexto 

tiene lugar la acción. El proceso biológico (PB) describe los objetivos biológicos que se 

logran mediante uno o más conjuntos ordenados de funciones moleculares. Los procesos 

de alto nivel, como la "muerte celular", pueden tener subtipos, como la "apoptosis", y 

subprocesos, como la "condensación cromosómica apoptótica". El componente celular 

(CC) describe las localizaciones, a nivel de estructuras subcelulares y complejos 

macromoleculares (Harris et al., 2004; Mi et al., 2013). 

Además, también se puede analizar rutas metabólicas (KEGG) y otras agrupaciones más 

complejas (PANTHER). Herramientas como AgriGO nos permiten visualizar mediante 

arboles jerárquicos los términos GO significativamente expresados (Kanehisa, 2004; Mi et 

al., 2013). 

 

1.4.3 Genes relacionados con la distilia 

Estudios sugieren que existe un conjunto de genes controlando los componentes 

morfológicos, micromorfológicos y fisiológicos de la distilia. En los últimos años diversas 

investigaciones han propuesto los genes responsables del desarrollo distintivo de los 

morfos de diferentes especies de plantas distílicas. 
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El control genético de la distilia se propuso por primera vez por Bateson y Gregory (1905) 

en su trabajo en la especie Primula sinensis, aunque Darwin había realizado ya los cruces 

necesarios para llegar a esta afirmación en 1877.  Se tenía la hipótesis de que el síndrome 

de los caracteres florales, por el que se diferencian los morfos de estilo largo y corto, se 

heredaba como si estuviera controlado por un único locus genético con dos alelos, el de 

estilo largo es homocigótico (ss) mientras que el de estilo corto es heterocigótico (Ss); las 

plantas de estilo largo son ss y las plantas de estilo corto pueden ser Ss o SS. En todos los 

casos, el síndrome de caracteres que comprende el polimorfismo estaba controlado por un 

único locus de un gen con dos alelos (Barrett y Shore, 1985). 

 

En Turnera el morfo de estilo corto (morfo S) es controlado por el alelo dominante S y el 

morfo de estilo largo (morfo L) homocigoto para el alelo recesivo s. Se identificó una 

poligalacturonasa y una α-dioxigenasa como proteínas diferencialmente abundantes entre 

los estilos de las flores de morfo S y L; en particular, ambas proteínas sólo se detectan en 

los estilos del morfo S. El gen que codifica la poligalacturonasa está vinculado al locus S, 

pero separado de él, mientras que el gen de la α-dioxigenasa no está vinculado, lo que 

sugiere que la expresión de ambos está controlada secundariamente por los factores 

distílicos causales (Athanasiou et al., 2003; Ganders, 1979; Khosravi et al., 2004). 

 

Las nuevas tecnologías de secuenciación masiva han supuesto un gran avance para 

identificar los transcritos restringidos del morfo S, con la nueva hipótesis de que el haplotipo 

S es hemicigoto. Cocker y colaboradores (2018) ensamblaron el genoma de Primula 

vulgaris y anotaron más de 24, 000 genes encontrando más genes regulados rio arriba en 

el morfo brevistilo en comparación con el morfo longistilo. Análisis posteriores revelaron el 

control por parte de un grupo de genes, o supergen, (locus S, longitud del estilo). El locus 

S de P. vulgaris está ausente en el morfo largo (pin) y presente en el morfo corto (thrum) 

además el locus S tiene un elevado contenido de repeticiones (64%) en comparación con 

el genoma completo (37%). Esta conclusión está asociada con la identificación de cuatro 

transcritos específicos del haplotipo corto en Fagopyrum, denominados SSG1 a SSG4 

(Yasui et al., 2012). Este trabajo se amplió con una secuencia borrador combinada con el 

genotipado por secuenciación de los individuos domesticados de los morfos cortos (S) y 

largos (L); la búsqueda de más contigs específicos de morfo S identificaron un total de al 

menos 5,4 Mb de secuencias ausentes en todos los individuos del morfo largo, pero con 
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presencia en la mayoría o en todos los individuos del morfo corto (Kappel et al., 2017; Yasui 

et al., 2016). Huu y colaboradores (2016) identificaron en Primula veris, el gen CYP734A50 

que codifica una enzima putativa degradadora de brassinosteroides (una hormona vegetal 

que regula la elongación celular). Se encuentra únicamente en el morfo thrum (brevistilo) 

por lo que su pérdida deriva en el morfo largo (longistilo). Los morfos cortos son 

heterocigotos para ambos haplotipos mientras que el morfo largo es hemicigoto. Los niveles 

del brasinoesteroide castasterona son altos en los morfos de estilo largo y son indetectables 

en los morfos de estilo corto. Este hallazgo sugiere que la ausencia de la función CYPT 

(Citocromo P450) permite la expresión del fenotipo de estilo largo y que la pérdida de la 

función GLOT (un gen específico de Globerosa en el morfo brevistilo) del S-locus se asocia 

con anteras posicionadas en la base de la corola (McClure, 2016). De la misma manera se 

observó que las variaciones homostilo largo y corto están asociadas con nulas mutaciones 

en los genes CYPT (Citocromo P450) y GLOT (un gen específico de Globerosa en el morfo 

brevistilo) del S-locus respectivamente, y no a la recombinación (figura 1.10) (nótese que el 

superíndice T en los genes se refiere a thrum, morfología alternativa para la morfología 

corta). Este hallazgo sugiere que la ausencia de la función CYPT permite la expresión 

fenotipo de estilo largo y que la pérdida de la función GLOT del S-locus se asocia con 

anteras posicionadas en la base de la corola (McClure, 2016). Este fenómeno es similar al 

que tienen los cromosomas sexuales X y Y en mamíferos, aunque en una escala menor. 

Los cromosomas X tienen varias regiones heterólogas (no presentes) en el cromosoma Y, 

en las especies que presentan distilia, la región heteróloga está presente en el morfo corto, 

y ausente en el morfo largo.   

 

 

 

Figura 1.10. Haplotipos asociados a la morfología dominante brevistilo (S/s) y longistilo (s/s). El S-

locus de 278 kb contiene cinco genes que no están presentes en las plantas de morfo largo y están 

ausentes en el haplotipo s: CCMT, GLOT, CYPT (CYP374A50), PUMT y KFBT. Las regiones de la 

izquierda (azul) y derecha (naranja) contienen genes expresados en ambos morfos. Tomado de 

McClure, 2016. 
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En el año 2016 James Cohen, analizó 30 transcriptomas relacionados con tres etapas de 

desarrollo de los órganos florales (gineceo vs. Corola y androceo) en Lithospermum 

multiflorum Torr. ex A. Gray (especie distilica). Identificó 12 genes diferencialmente 

expresados (DE) entre morfos, durante el desarrollo (figura 1.11). Pocos de estos genes se 

encontraban diferencialmente expresados en la etapa temprana de desarrollo en 

comparación con la tardía. Los genes con mayor expresión se encontraban en el gineceo 

del morfo brevistilo y en la corola y androceo del morfo longistilo. La expresión diferencial 

de los genes en las etapas tardías es congruente con un crecimiento interrumpido del 

ginéceo en el morfo corto y del andróceo en el morfo largo.  

 

Figura 1.11. Diagrama de Venn resultante de la comparación de los genes diferencialmente 

expresados por estadio y tejido en Lithospermun multiflorum. Tomado de Cohen (2016). 

 

Además, realizó un análisis ontológico el cual arrojó que durante la etapa temprana los 

genes diferencialmente expresados están relacionados en el crecimiento y desarrollo floral 

y posteriormente en la etapa tardía se relacionan con funciones fisiológicas además para 

ambos morfos florales se encontraron genes relacionados con respuesta a estrés (tabla 

1.3).  
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Tabla 1.3. Número de transcriptos asociados a tipos de términos de la Ontología Genética (GO) 

durante las etapas de desarrollo de los órganos florales en Lythospermum multiflorum. Tomado de 

Cohen (2016). 

 

La literatura sugiere en numerosos casos que es el morfo brevistilo en el que se encuentra 

la mayor cantidad de genes expresados diferencialmente, por lo que los genes expresados 

en el estilo podrían estar estrechamente relacionados con la regulación o subexpresión de 

los genes relacionados con la identidad masculina de la planta (androceo) así como  la 

pérdida de la función de un set de genes que suele estar relacionado con factores de 

transcripción, señalización y hormonas de crecimiento vegetal. 
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JUSTIFICACIÓN 

En la mayor parte de las familias que presentan el polimorfismo floral de distilia la 

hercogamia de aproximación es el estado ancestral, sin embargo, en la familia Cordiace la 

hercogamia reversa es ancestral. Debido a que en varias familias la heterostilia está 

determinada por hemicigosis, con la presencia del locus S en el morfo corto y (cinco en 

Primula CCMT, GLOT, CYPT (CYP374A50), PUMT y KFBT) cuya ausencia resulta en el 

desarrollo del morfo largo. Los estudios transcriptómicos en Cordia sebestena permitirán el 

entendimiento del fenómeno distílico en una especie que pertenece a una familia con un 

patrón de desarrollo floral único. Por lo que en este estudio se pretende realizar el análisis 

transcriptómico para poder identificar los genes diferencialmente expresados durante el 

desarrollo floral de ambos morfos (brevistilo y longistilo) aportando información para un 

mejor entendimiento del fenómeno distílico. 
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HIPÓTESIS 

“La diferenciación de los morfos florales longistilo y brevistilo de Cordia sebestena está 

relacionada a la expresión de genes involucrados en el desarrollo floral y producción de 

fitohormonas”. 

OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GENERAL 

Identificar las diferencias de genes expresados que conduzcan a la formación de los morfos 

brevistilo y longistilo de Cordia sebestena a través de un análisis del transcriptoma floral. 

Objetivos particulares 

1. Obtener y analizar el transcriptoma para los morfos longistilo y brevistilo de Cordia 

sebestena utilizando estrategias de RNA-seq. 

2. Identificar las diferencias en los transcriptomas de los morfos longistilo y brevistilo 

de Cordia sebestena, a través de anotación funcional y análisis de enriquecimiento 

o sobrerrepresentación de genes ontológicos. 
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.12. Diagrama de flujo de trabajo para la obtención del transcriptoma de Cordia sebstena.  
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CAPÍTULO II 

MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1 Caracterización del transcriptoma de Cordia sebestena. 

2.1.1 Área de estudio 

El estudio se realizó en el Parque Gran Santa Fe 2da etapa, ubicado en la localidad de 

Caucel al este de la ciudad de Mérida, en el fraccionamiento Gran Santa Fe, Mérida, 

Yucatán (fig. 6). Ubicado en el Km. 1.6 de la carretera Xmatkuil- Dzununcan 21° 00´ 29” 

latitud norte, y 89° 41´ 15” longitud oeste; delimita con la Av. Gran Santa Fe y con casas 

particulares en los demás puntos colindantes. 

El tipo de suelo en la región es cambisol (rojo, o kankab), poco pedregoso, que retiene con 

mayor facilidad el agua y leptosol (tsekel), poco profundo, con afloramientos de rocas y 

piedras que dificultan la retención del agua (Estrada, 2000). 

El clima es tipo Awo’(w) (i’) g cálido subhúmedo, con una temperatura media anual de 26°C 

y precipitación pluvial de 984.4 mm al año, distribuida de junio a noviembre (Orellana et al., 

2003). Predomina la vegetación secundaria proveniente de plantaciones de henequén 

abandonadas hace varias décadas. De acuerdo con Silberman y colaboradores (2000), la 

vegetación potencial es de selva baja caducifolia. 

 

Figura 2.1. Ubicación del área de estudio 
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2.1.2 Colecta de material biológico 

Se seleccionaron individuos con flores brevistilas y longistilas, se identificaron las ramas 

con presencia de flores para los estadios yema floral, flor pre-antésis y antesis floral para 

cada morfo floral (longistilo y brevistilo); se tomaron muestras de tres réplicas biológicas por 

estadio, con un total de 18 muestras por morfo. Las flores colectadas fueron disectadas en 

campo, colocadas en un tubo eppendorf de 1.5 ml identificados con: 1. el morfo floral, 2. El 

estadio y 3. Tipo de tejido (androceo o gineceo). Los tubos eppendorf fueron congelados 

de manera inmediata en nitrógeno líquido para su preservación y posteriormente 

trasladados al Centro de Investigación Científica de Yucatán, A.  C. (CICY) para ser 

almacenados a -80° C en el ultracongelador del instituto. 
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Figura 2.2. Diseño experimental asociado con el morfo floral y estadio de desarrollo de Cordia 

sebestana con número total de muestras. 

. 

2.1.3 Extracción de RNA 

Para la extracción de RNA se pesaron 100 mg de tejido masculino (antera y filamento) y de 

tejido femenino (estigma, estilo y ovario). Las muestras congeladas se trituraron hasta 

obtener un polvo fino en nitrógeno líquido. El RNA total de 100 mg de tejidos congelados 

de órganos sexuales se aisló mediante el protocolo de RNA RNeasy® Plant Mini Kit de 

QIAGEN (Anexo I). Se realizó un tratamiento con DNAse usando el kit DNAse I amplification 

grade de Invitrogen con el fin de eliminar DNA contaminante. El RNA se visualizó en geles 

de agarosa al 1% por medio de electroforesis. El RNA total se cuantificó en términos de 

pureza por medio del dispositivo Qubit™ 2.0 fluorometer (fluorometría) y Nanodrop™ One 

(espectrofotometría) equipos que proporcionan la concentración de RNA total de cada 

muestra, así como sus valores 260/280 y 260/230 de absorbancia, respectivamente. 
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2.1.4 Tratamiento con DNAsa 

Para eliminar la presencia de DNA de las muestras, se agregó en un tubo libre de RNAsa 

(no incluido): 1 µl (1 U) de DNase I Amplification grade, 1 µl del buffer 10X, 7 µl con agua 

tratada con DEPC y se mezcló por inversión suave. Por último, la muestra se incubó a 65°C 

durante 10 min. 

 

2.1.5 Electroforesis en gel de agarosa al 1% 

Una vez obtenido el RNA y aplicado el tratamiento con DNasa se corrió una electroforesis 

en gel de agarosa al 1 %. Brevemente, se agregó 800 mg de agarosa en un volumen de 50 

ml de buffer TAE 1X y se clarificó, posteriormente se agregó 0.5 µl de Bromuro de etidio y 

se agitó vigorosamente y se vertió en la cubeta de electroforesis colocando un peine de 10 

carriles hasta que solidificó, luego se retiró el peine. La cámara de electroforesis se cargó 

con el buffer TAE 1X. Después se colocó 1.5 µl del ladder (1 kb) en el carril inicial. Para la 

preparación de las muestras se agregaron 3 µl de RNA y 3 µl del buffer de carga y se cargó 

en los carriles correspondientes. La electroforesis se realizó a 90 V. durante 30 min. 

 

2.1.6 Liofilización de muestras de RNA de Cordia sebestena 

Las muestras fueron liofilizadas antes de ser enviadas en tubos eppendorf de 1.5 ml con 20 

µl de RNA por cada muestra. El equipo empleado para esto fue LABCONCO Freezone 4.5 

Liter a una temperatura de -51°C y a una presión de 0.024 mBar (figura 2.3) durante 5 

horas, con la finalidad de preservarlas y reducir la probabilidad de degradación del RNA. 

 

Figura 2.3. Diagrama de flujo para la liofilización de muestras pertenecientes a Cordia sebestena 

desarrolladas en un ámbito silvestre usando un equipo LABCONCO Freezone 4.5 Liter. 
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2.1.7 Secuenciación de RNA y control de calidad de las secuencias. 

Las muestras se enviaron a la empresa Novogene en Sacramento California para su 

secuenciación utilizando la plataforma Illumina NovaSeq 6000. Se obtuvieron alrededor de 

30 millones de reads por cada muestra de C. sebestena, en modo Paired end y con una 

longitud de 150pb. 

 

Tabla 2.1. Requerimientos de la compañía Novogene para secuenciación de RNA 

Tipo de 

muestra 
Recomendaciones 

Cantidad de 

RNA 
RIN Concentración Pureza 

RNA 

Fuertemente 

recomendado 
>2 µg >6.8/>6.3 

>20 ng/µl 

OD260/280 > 

2.0 sin 

degradación 

ni 

contaminació

n por DNA 

Requerido >1 µg >6.8/>6.3 

 

Se obtuvieron los datos en forma de archivos en formato fastq y fueron analizados por 

calidad utilizando el programa FastQC versión 0.11.9 (Andrews, 2010). Este programa 

otorgó un puntaje Phred a cada nucleótido, y se utilizó un punto de corte de Phred ≥ 20 

(Blankenberg et al., 2010; Verk et al., 2013). 

 

Línea de comando para ejecutar FastQC: 

 

 

 

 

 

$ fastqc -f <formato de archivo fastq> <dirección que contiene el archivo de las 

lecturas a analizar> 
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2.1.8 Ensamblado de novo del transcriptoma 

Para el ensamblado de novo se utilizó la herramienta Trinity versión 2.11.0 (Grabherr et al., 

2011), a través del equipo de cómputo en paralelo (HPC) “Hobon” del Centro de 

Investigación Científica de Yucatán. Trinity combina tres módulos de software 

independientes aplicados secuencialmente para procesar grandes volúmenes de lecturas 

de RNA-seq: (i) Inchworm: reúne los datos de secuencia de RNA en secuencias únicas de 

transcripciones, a menudo generando transcripciones completas para una isoforma 

dominante, pero luego informa solo las porciones únicas de las transcripciones 

empalmadas alternativamente; (ii) Chrysalis: agrupa los contigs de Inchworm en grupos y 

construye gráficos completos de Bruijn para cada grupo. Cada grupo representa la 

complejidad transcripcional completa para un gen determinado (o conjuntos de genes que 

comparten secuencias en común), luego divide el conjunto de lectura completa entre estos 

gráficos; (iii) Butterfly: procesa los gráficos individuales en paralelo, rastreando los caminos 

que las lecturas y los pares de lecturas toman dentro del gráfico, en última instancia, reporta 

transcripciones completas para isoformas empalmadas alternativamente y separa las 

transcripciones que corresponden a genes parálogos (Grabherr et al., 2011). Se realizó el 

ensamblado de dos transcriptomas uno perteneciente al morfo de brevistilo y el otro al morfo 

longistilo (tabla 2.5). El tamaño mínimo de contig a ensamblar se estableció en 500 pb de 

acuerdo a lo sugerido en la literatura, esto debido a que es más probable que los transcritos 

más pequeños sean menos útiles para el proceso estándar de análisis de RNAseq. 

 

Línea de comando para la ejecución de Trinity: 

 

 

 

 

 

 

 

/Trinity --seqType fq <Formato del archivo fastq de lecturas> --max_memory <Memoria 

RAM usada> --left reads_1.fq <lectura forward> --right reads_2.fq <lectura reverse> --CPU 

<número de cores a usar> --output < archivo de salida, con los estadísticos de 

ensamblado> 
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Tabla 2.2. Muestras pertenecientes a árboles de Cordia sebestena que serán empleadas para el 

ensamblado del transcriptoma del morfo brevistilo y longistilo. 

Morfo Muestras a ensamblar 
Tamaño mínimo 

contig 

Brevistilo 

B2 Brevistilo Flor en antesis androceo 

500 pb 

B6 Brevistilo Flor en antesis gineceo 

B7 Brevistilo botón pre-antesis androceo 

B11 Brevistilo botón pre-antesis gineceo 

BB16 Brevistilo yema floral androceo 

B17 Brevistilo yema floral gineceo 

Longistilo 

LFA Longistilo Flor en antesis androceo 

LFG Longistilo Flor en antesis gineceo 

L26 Longistilo botón pre-antesis androceo 

L34 Longistilo botón pre-antesis gineceo 

L32 Longistilo yema floral androceo 

L33 Longistilo yema floral gineceo 

 

2.1.9 Evaluación de la integridad de los transcritos ensamblados 

Para evaluar la calidad del transcriptoma ensamblado de novo se calculó el valor de N50, 

el tamaño del contig promedio, y el número de transcritos obtenidos. Adicionalmente, se 

mapearon las lecturas crudas contra el transcriptoma ensamblado para poder estimar el 

porcentaje de mapeo y evaluar la integridad de nuestro transcriptoma ensamblado de novo, 

se recomienda un porcentaje >50%. 

 

Línea de comando para la obtención de estadísticos Nx de Trinity: 

 

 

 

 

/opt/software/trinityrnaseq/2.4.0/util/TrinityStats.pl /path_file/ Trinity_out.Trinity.fasta 
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2.1.10 Anotación funcional del transcriptoma de C. sebestana 

Para realizar la anotación funcional en los transcriptomas de morfo brevisitlo y longistilo de 

Cordia sebestena primero se empleó el software Transdecoder versión 5.5.0 (Haas y 

Papanicolaou, 2016) a través de la plataforma web Galaxy v 22.05 (Afgan et al., 2018) para 

la traducción de los transcritos a secuencias de aminoácidos. Se estableció una longitud 

mínima de ORF de 100 aminoácidos (-m 100) debido a que la longitud mínima de ORF 

reportada es de 96 pb (32 aminoácidos). Se empleó el código genético universal (-G 

universal) y se generaron los siguientes archivos de salida: (i) archivo con las secuencias 

de péptidos para los ORF candidatos finales (.fasta.transdecoder.pep) el cuál fue empleado 

para realizar los análisis de anotación en diferentes bases de datos de plantas; (ii) 

posiciones dentro de los transcritos provistos por los ORF finales seleccionados 

(.fasta.transdecoder.gff3); (iii) archivo de secuencia de nucleótidos para todos los ORF 

candidatos finales (.fasta.transdecoder.cds). 

 

Línea de comando a empleaada para ejecutar Transdecoder: 

 

 

El programa BLAST versión 2.11.0 (Altschul, et al., 1990) fue utilizado para identificar las 

secuencias traducidas a aminoácidos utilizando el proteoma predicho de Arabidopsis 

thaliana (TAIR11) (Cheng et al., 2017) y la base de datos NR Viridiplantae Refseq del NCBI 

(Schoch et al., 2020). Se estableció un E-value mínimo de 1E-05, para identificar genes 

ortólogos. 

Línea de comando a empleada para ejecutar Blast: 

 

 

 

 

 

 

TransDecoder.LongOrfs -t 'transcripts.fasta' -G 'Universal' -m 100  TransDecoder.Predict -t 

'transcripts.fasta' -G 'Universal' -O 'output' 

blastp db <Base_datos> -evalue 0.00001 -outfmt '6 qseqid salltitles pident length 

mismatch gapopen qstart qend sstart send evalue bitscore' -max_target_seqs 5 -query 

Transdecoder.pep.fa -out 
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2.1.11 Análisis de enriquecimiento funcional 

Se realizó un análisis de enriquecimiento para encontrar qué términos GO se encontraban 

sobrerrepresentados. Se empleó la página PANTHER (www.pantherdb.org) en su versión 

17.0. Pantherdb utiliza los términos GO-slim (versiones reducidas de las ontologías GO que 

contienen un subconjunto de términos del recurso GO) (Huaiyu M. y Paul T., 2009; Huaiyu 

et al., 2019). Utilizando la herramienta de análisis de lista de genes se cargó la lista de 

genes con los ids obtenidos al anotar los transcriptomas de los morfos longistilo y brevistilo 

contra el proteoma predicho de A. thaliana. Se seleccionó al organismo de referencia 

Arabidopsis thaliana, por último, se seleccionó la opción “Clasificación funcional vista en 

gráficos”. 
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CAPÍTULO III 

RESULTADOS  

3.1 Caracterización del transcriptoma de Cordia sebestena. 

3.1.1 Pureza e integridad de RNA en muestras de C. sebestena. 

Se aisló el RNA total de 30 muestras pertenecientes a androceo (antera y filamento) y 

gineceo (estigma, estilo y ovario), para ambos morfos florales (brevistilo y longistilo) y para 

cada uno de sus estadios de desarrollo (yema floral, botón pre-antesis y antesis floral) (tabla 

3.1). Las muestras L19 y L24 se juntaron en una sola (LFA, Longistilo Flor Androceo) y se 

procedió de la misma manera con las muestras L22 y L23 (LFG, Longistilo Flor Gineceo) 

para poder cumplir con los requisitos para su secuenciación ya que la concentración del 

RNA se encontraba por debajo del requerido por la empresa Novegene. 

 

Tabla 3.1. Muestras y tejidos empleados para la extracción de RNA total de Cordia sebestena. 

ID Muestra Estadio Morfo Tejido No. réplica 

BB1 Flor en antesis Brevistilo Androceo R1 

B2 Flor en antesis Brevistilo Androceo R2 

B5 Flor en antesis Brevistilo Androceo R3 

B3 Flor en antesis Brevistilo Gineceo R1 

B4 Flor en antesis Brevistilo Gineceo R2 

B6 Flor en antesis Brevistilo Gineceo R3 

B7 Botón pre-antesis Brevistilo Androceo R1 

B8 Botón pre-antesis Brevistilo Androceo R2 

BB10 Botón pre-antesis Brevistilo Androceo R3 

B9 Botón pre-antesis Brevistilo Gineceo R1 

B11 Botón pre-antesis Brevistilo Gineceo R2 

B12 Botón pre-antesis Brevistilo Gineceo R3 

B14 Yema floral Brevistilo Androceo R1 

BB16 Yema floral Brevistilo Androceo R3 
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BB13 Yema floral Brevistilo Gineceo R1 

B17 Yema floral Brevistilo Gineceo R2 

LFA Flor en antesis Longistilo Androceo R1+R3 

L20 Flor en antesis Longistilo Androceo R2 

LFG Flor en antesis Longistilo Gineceo R2+R3 

L26 Botón pre-antesis Longistilo Androceo R1 

L28 Botón pre-antesis Longistilo Androceo R3 

L25 Botón pre-antesis Longistilo Gineceo R1 

L34 Botón pre-antesis Longistilo Gineceo R2 

L35 Botón pre-antesis Longistilo Gineceo R3 

LL29 Yema floral Longistilo Androceo R1 

L30 Yema floral Longistilo Androceo R2 

L32 Yema floral Longistilo Androceo R3 

L31 Yema floral Longistilo Gineceo R1 

L33 Yema floral Longistilo Gineceo R2 

L36 Yema floral Longistilo Gineceo R3 

 

Después del tratamiento con DNase I, la integridad del RNA se verificó tras la electroforesis, 

en geles de agarosa, se observaron bandas pertenecientes a las unidades ribosomales 28S 

y 18S para todas las muestras (figura 3.1). L (Ladder 1kb); para el morfo Brevistilo: BB1, 

B2 y B5 (Androceo de antesis floral);  B3, B4 y B6 (Gineceo de antesis floral). B7, B8 y 

BB10 (Androceo de botón pre-antesis); BB13 y B17 (Gineceo de botón pre-antesis). B14 y 

BB16 (Androceo de yema floral) B9, B11, B12 (Gineceoceo de yema floral).  

Respecto al morfo Longistilo: 19, 24 y L20 (Androceo de flor en antesis); 22 y 23 (Gineceo 

de flor en antesis). L26 y L28 (Androceo de botón pre-antesis). L25, L34 y L35 (Gineceo 

de botón pre-antesis). LL29, L30 y L32 (Gineceo de yema floral); L31, L33 y L36 (Androceo 

de yema floral). 
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 L           L25     LL29      L30       L31        L32       L33       L34       L35       L36 

 

 L           B6         BB10        B11         B12        BB13       B14       BB16      B17 

 

Figura 3.1. Geles de agarosa al 1% teñidos con bromuro de etidio. Muestras de RNA de Cordia 

sebestena despúes del tratamiento con DNase I, Amplification grade de la compañía Invitrogen. 

        L              19            L20           22            23             24            L26           L28 

 

L        BB1         B2          B3          B4          B5           B7          B8         B9 
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Posteriormente utilizando los equipos Nanodrop one™ y Qubit ® 2.0 se evaluó la pureza 

de RNA por los métodos de absorbancia y fluorometría, respectivamente (tabla 3.2). 

 

Tabla 3.2. Concentración y valores de absorbancia para las muestras de RNA total de Cordia 

sebestena así como la concentración y pureza requerida por la empresa Novogene. 

Muestra 

Concentra

ción de 

RNA 

(ng/µl) 

260/280 260/230 
Concentración 

requerida 

Pureza de RNA 

requerida 

BB1 64 2.1 1.68 

20 ng/µl 

OD260/280 > 

2.0 sin 

degradación ni 

contaminación 

por DNA 

B2 26.04 2.17 1.26 

B5 249.91 1.99 0.87 

B3 190.32 1.86 0.98 

B4 138.64 2 0.49 

B6 80.93 1.95 0.7 

B7 297.53 1.78 0.86 

B8 161.25 1.93 1 

BB10 77 2.1 1.68 

B9 93.06 2 0.24 

B11 176.95 2.05 126 

B12 155.67 1.79 0.73 

B14 1105.1 2.11 1.49 

BB16 120 2.13 2 

BB13 146 2.09 1.97 

B17 60.96 1.54 0.57 

LFA 48.62 2.09 0.13 

L20 107.1 2.12 0.5 
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LFG 55.79 1.94 0.41 

L26 142.5 2.07 0.99 

L28 23.94 1.95 0.47 

L25 69.88 2.01 0.64 

L34 230.74 1.79 0.68 

L35 483.01 2.01 1.16 

LL29 164.08 2 1.34 

L30 275 2.07 2.32 

L32 236.55 1.91 1.01 

L31 1029.26 2 1.22 

L33 224.12 2 1.75 

L36 249.06 1.93 1.56 

 

De acuerdo con las especificaciones del número de integridad recibidas por la empresa 

Novogene para la secuenciación del RNA, se obtuvieron números de integridad (RIN) con 

valores entre 4.1 y 9.1 en las muestras de plantas de Cordia sebestena (tabla 3.3; figura 

3.5). La escala de valores de RIN va del 1 al 10 (donde 10 representa un RNA integro y 1 

un RNA degradado) (Dumur et al., 2004), por lo que los resultados se interpretan como un 

RNA integro (pureza, concentración de RNA, número de integridad). Debido a esto, se 

procedió a secuenciar el transcriptoma de estructuras florales de Cordia sebestena.  
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Tabla 3.3. Resultados de pureza y concentración de RNA, así como el número de integridad de RNA 

obtenido en muestras de Cordia sebestena. 

Muestra 
Concentración de RNA 

(ng/µl) 
260/280 260/230 RIN 

BB1 64 2.1 1.68 6.1 

B2 26.04 2.17 1.26 7.7 

B5 249.91 1.99 0.87 8.1 

B3 190.32 1.86 0.98 4.3 

B4 138.64 2 0.49 8.6 

B6 80.93 1.95 0.7 9.1 

B7 297.53 1.78 0.86 7.2 

B8 161.25 1.93 1 7.2 

BB10 77 2.1 1.68 4.1 

B9 93.06 2 0.24 9.1 

B11 176.95 2.05 126 8.4 

B12 155.67 1.79 0.73 7.5 

B14 1105.1 2.11 1.49 4.5 

BB16 120 2.13 2 4.7 

BB13 146 2.09 1.97 8.7 

B17 60.96 1.54 0.57 8.2 

LFA 48.62 2.09 0.13 8.4 

L20 107.1 2.12 0.5 5.5 

LFG 55.79 1.94 0.41 7.5 

L26 142.5 2.07 0.99 6.9 

L28 23.94 1.95 0.47 8.4 
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L25 69.88 2.01 0.64 8.2 

L34 230.74 1.79 0.68 8.8 

L35 483.01 2.01 1.16 8.2 

LL29 164.08 2 1.34 7.4 

L30 275 2.07 2.32 8.1 

L32 236.55 1.91 1.01 8.2 

L31 1029.26 2 1.22 8.4 

L33 224.12 2 1.75 8.1 

L36 249.06 1.93 1.56 8.1 
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Figura 3.2. Electroferograma de la prueba de integridad RIN (RNA integrity number) Agilent 2100 

Bioanalyzer®. A) Muestra B9 (Gineceo de botón pre-antesis del morfo Brevistilo) con un RIN de 9.2 

B) Muestra B3 con un RIN de 4.3 (Gineceo de antesis floral del morfo Brevistilo).  FU: Intensidad de 

fluorecencia, Nt: tamaño del producto en nucleótidos.   
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3.1.2 Secuenciación del transcriptoma de Cordia sebestena 

Conforme al reporte de control de calidad de secuenciación enviado por la compañía 

Novogene, el tamaño total de salida de datos sin procesar de las 30 muestras 

pertenecientes a estructuras florales secuenciadas fue de 110 Gb. Se generaron más de 

23 millones de lecturas crudas por muestra (tabla 3.4). La calidad de Phred promedio de 

las lecturas generadas fue de 36. Con base en los puntajes de calidad obtenidos en 

muestras de estructuras florales para cada estadio y morfo de Cordia sebestena se 

considera que el proceso de secuenciación del transcriptoma se realizó de manera eficiente 

obteniendo lecturas de alta calidad. El porcentaje de GC obtenido fue uniforme entre las 

muestras siendo en promedio de 44% (tabla 3.4). De igual manera se mantuvo dentro de la 

distribución teórica de acuerdo con las gráficas de calidad del programa FastQC en su 

versión 0.11.9. 

 

Tabla 3.4 Lecturas y estadísticos resultado de la secuenciación en muestras de estructuras florales 

de Cordia sebestena colectadas del parque Gran Santa Fe. 

Muestra 
# de Lecturas 

Crudas (Millones) 

Tamaño del 

archivo (Gb) 
GC (%) 

Puntaje de 

calidad Phred 

BB1 43,061,078 2.71 44.54 36 

B2 45,757,482 3.34 44.97 36 

B5 42,603,886 2.97 45.11 36 

B3 45,362,810 3.31 44.31 36 

B4 45,813,448 3.30 44.48 36 

B6 47,363,066 3.46 44.66 36 

B7 64,836,148 4.71 45.25 36 

B8 50,272,670 3.66 45.38 36 

BB10 44,916,280 2.94 43.81 36 

B9 41,102,930 3 44.36 36 

B11 48,003,268 3.49 43.98 36 

B12 46,594,680 3.37 44.42 36 

B14 44,779,648 3.27 45.12 36 

BB16 45,009,404 2.92 43.64 36 



CAPÍTULO III 

 

51 
 

BB13 46,594,680 2.86 44.42 36 

B17 47,381,854 3.47 44.53 36 

LFA 45,317,054 3.31 44.44 36 

L20 40,189,404 2.92 45.45 36 

LFG 42,666,872 3.11 45.1 36 

L26 46,678,784 3.39 45.06 36 

L28 43,871,712 3.19 44.83 36 

L25 39,696,102 2.89 44.78 36 

L34 46,575,890 3.29 44.51 36 

L35 40,123,006 2.82 44.66 36 

LL29 43,990,552 2.79 44.64 36 

L30 55,210,666 4.06 46.07 36 

L32 61,325,454 4.32 45.55 36 

L31 51,103,864 3.70 44.8 36 

L33 77,958,916 5.53 45.05 36 

L36 57,340,714 4.09 44.62 36 

 

3.1.3 Análisis de la calidad de secuencias en muestras de estructuras florales de 

Cordia sebestena. 

Se realizó un análisis de calidad de las secuencias de muestras de estructuras florales de 

Cordia sebestena con la herramienta FastQC (versión 0.11.9; Andrews, 2010). De acuerdo 

con el reporte generado por el programa, la distribución de la calidad de las secuencias tuvo 

un valor Phred promedio de 36 (tabla 3.5) coincidiendo con los valores de calidad 

reportados por la compañía Novogene en su reporte de calidad (tabla 3.4). Adicionalmente, 

no se encontró contenido de adaptadores. Se detectaron dos secuencias 

sobrerrepresentadas, una correspondía a la cadena de poly T y la otra a copolímeros con 

una longitud de 50 pb, en las muestras BB1, BB10, BB16 y LL29 el porcentaje fue menor al 

0.1% de las secuencias totales. Se ejecutó un BLASTp y se empleó la herramienta UNIVEC 

(base de datos de adaptadores más utilizados) para encontrar algún hit posible relacionado 

con contaminación sin obtener coincidencias.  
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Tabla 3.5. Resultados del análisis de calidad de lecturas con la herramienta FastQC en muestras de 

estructuras florales de Cordia sebestena. 

Muestra  

Código  

Forward_1/ Reverse_2 

Número de 

secuencias por 

muestra. 

GC (%) 

Puntajes de 

calidad Phred 

BB1_1/ BB1_2 21,530,539 44 
36/36 

B2_1/ B2_2 22,878,741 45 
36/36 

B5_1/ B5_2 21,044,200 45 
36/36 

B3_1/ B3_2 22,681,405 44 
36/36 

B4_1/ B4_2 22,906,724 44 
36/36 

B6_1/ B6_2 23,681,533 44 
36/36 

B7_1/ B7_2 32,418,074 45 
36/36 

B8_1/ B8_2 25,136,335 45 
36/36 

BB10_1/ BB10_2 22,458,140 43 
36/36 

B9_1/ B9_2 20,551,465 44 
36/36 

B11_1/ B11_2 24,001,634 44 
36/36 

B12_1/ B12_2 23,297,340 44 
36/36 

B14_1/ B14_2 22,389,824 45 36/36 

BB16_1/ BB16_2 22,504,702 43 
36/36 

BB13_1/ BB13_2 21,933,212 44 
36/36 

B17_1/ B17_2 23,690,927 44 
36/36 

LFA_1/ LFA_2 22,658,527 44 
36/36 

L20_1/ L20_2 20,094,702 45 
36/36 

LFG_1/ LFG_2 21,333,436 45 36/36 

L26_1/ L26_2 23,339,392 45 36/36 

L28_1/ L28_2 21,935,856 44 
36/36 

L25_1/ L25_2 19,848,051 44 
36/36 

L34_1/ L34_2 23,287,945 44 
36/36 

L35_1/ L35_2 20,061,503 44 
36/36 

LL29_1/ LL29_2 21,995,276 44 
36/36 

L30_1/ L30_2 27,605,333 46 
36/36 



CAPÍTULO III 

 

53 
 

L32_1/ L32_2 30,662,727 45 
36/36 

L31_1/ L31_2 25,551,932 44 
36/36 

L33_1/ L33_2 38,979,458 45 
36/36 

L36_1/ L36_2 28,670,357 44 
36/36 

 

3.1.4 Eliminación de adaptadores y secuencias de baja calidad. 

Por la baja cantidad de secuencias sobrerrepresentadas (menor al 0.1%) encontradas en 

solo cuatro de las 30 muestras totales, se decidió no realizar el paso de filtrado con la 

herramienta Trimmomatic debido a que se tenían lecturas de calidad >20 según el 

parámetro Phred. 

 

3.1.5 Ensamblado de novo de los transcriptomas de muestras de estructuras 

florales de Cordia sebestena 

Se realizó un ensamblado del transcriptoma para cada morfo floral de Cordia sebestena, se 

eligió una muestra por cada tejido (masculino y femenino) y para cada estadio (botón 

cerrado, botón pre-antesis y flor en antesis) con un total de 6 muestras por cada 

ensamblado. El criterio de selección fue las muestras con mayor cantidad de reads (cuadro 

9 y 10). Para el ensamblado se utilizó un tamaño mínimo de contig de 500 pb en el programa 

Trinity en su versión 2.11.0 (Haas et al., 2011). Los datos estadísticos de los ensamblados 

de novo fueron obtenidos con el script “trinitystats”.  Los valores obtenidos de N50 fueron 

de 2,678 pb para el morfo brevistilo y 2,560 pb para el morfo longistilo, con un tamaño 

promedio de contig de 2,045.28 y 1,988.34 pb respectivamente (tabla 3.6).  
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Tabla 3.6. Muestras elegidas para el ensamblado de novo del transcriptoma floral de Cordia 

sebestena y sus estadísticos. 

Morfo brevistilo 

Muestra 
# de Lecturas 

Crudas (Millones) 

Tamaño del 

archivo (Gb) 
GC (%) 

Puntaje de 

calidad Phred 

B2 45,757,482 3.34 44.97 36 

B6 47,363,066 3.46 44.66 36 

B7 64,836,148 4.71 45.25 36 

B11 48,003,268 3.49 43.98 36 

BB16 45,009,404 2.92 43.64 36 

B17 47,381,854 3.47 44.53 36 

 

Morfo longistilo 

Muestra # de Lecturas 

Crudas (Millones) 

Tamaño del 

archivo (Gb) 

GC (%) Puntaje de 

calidad Phred 

LFA 45,317,054 3.31 44.44 36 

LFG 42,666,872 3.11 45.1 36 

L26 46,678,784 3.39 45.06 36 

L34 46,575,890 3.29 44.51 36 

L32 61,325,454 4.32 45.55 36 

L33 77,958,916 5.53 45.05 36 
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Tabla 3.7. Datos estadísticos de los transcriptomas ensamblados de novo de los morfos florales 

longistilo y brevistilo de Cordia sebestena. 

Resultados 
Transcriptomas ensamblados 

Morfo brevistilo Morfo longistilo 

Total Trinity 'genes': 44, 869 41, 709 

Total trinity transcripts: 126, 260 121, 871 

Max len 19,193 18,077 

Min len 499 499 

Percent GC 39.96 40.13 

N50 2,678 2, 560 

Average contig 2, 045.28 1, 988.34 

 

 

Figura 3.3. Diseño experimental. En rojo se señala las muestras elegidas para el ensamblado de 

novo de los transcriptomas de Cordia sebestena. 
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Por último, se realizó un análisis de agrupamiento de transcritos a través de CD-Hit (Li y 

Godzik, 2006) para evaluar la redundancia de transcritos en ambos transcriptomas. Como 

se puede observar en la figura 3.7, posterior a la agrupación de los transcritos, en ambos 

transcriptomas se agrupó el 30% de los transcritos. 

 

Figura 3.4. Transcritos conservados posterior al agrupamiento a través de CD-Hit v.4.8.1 a través 

del equipo de súper cómputo Hobón en los transcriptomas de los morfos brevistilo y longistilo de 

Cordia sebestena. 
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3.1.6 Anotación funcional de los transcriptomas florales de Cordia sebestena 

Se empleó la herramienta Transdecoder (Haas et al., 2016) para traducir las secuencias 

ensambladas de novo de cada transcriptoma a secuencias de aminoácidos para su 

posterior alineación contra diferentes bases de datos de proteínas de plantas. Se obtuvo un 

total de 115,786 y 107, 833 secuencias de aminoácidos traducidas en los transcriptomas 

del morfo brevistilo y longistilo, respectivamente (tabla 3.8). 

Tabla 3.8. Porcentajes de anotación en los transcriptomas del morfo brevistilo y longistilo de Cordia 

sebestena contra bases de datos de proteínas de plantas a través de BLAST versión 2.11.0. 

Resultados 

Transcriptomas ensamblados 

Morfo brevistilo Morfo longistilo 

Secuencias de a.a.  

total 
115,786 107,833 

Araport11 59.48% 59.73% 

NR Viridiplantae 43.77% 36.53% 

 

Los transcriptomas para los morfos brevistilo y longistilo de Cordia sebestena fueron 

anotados empleando las bases de datos de proteínas de plantas el proteoma de 

Arabidopsis thaliana (TAIR11) (Cheng et al., 2017) (Figura 3.7 y Tabla 3.8). La proporción 

de secuencias de los transcriptomas de los morfos brevistilo y longistilo de Cordia 

sebestena anotadas contra el proteoma de Arabidopsis thaliana fueron muy similares del 

59.48% (68,875) y 59.73% (64,415), respectivamente. La base de datos de proteínas de 

plantas del NCBI (Viridiplantae) mostró proporciones de 43.77% (50,682) y 36.53% 

(39,398), respectivamente. 
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Figura 3.5. Porcentaje de secuencias anotadas contra diferentes bases de datos de proteínas de 

plantas de los proteomas predichos de los morfos brevistilo y longistilo de Cordia sebestena a partir 

de sus transcriptomas ensamblados. 

 

3.1.7 Análisis de enriquecimiento funcional 

Se realizó un análisis de enriquecimiento de Gene Ontology (GO) utilizando la herramienta 

“gene list analysis” del sitio pantherdb.org. El análisis de enriquecimiento de genes permite 

realizar una validación, con base en conocimiento biológico previo a través de resultados 

obtenidos por técnicas de agrupación de genes (Clustering y Biclustering) sobre bases de 

datos de expresión genética, siendo las características de interés las categorías funcionales 

de los genes (Mi et al., 2019). La anotación de los términos GO para ambos transcriptomas 

(brevistilo y longistilo) de Cordia sebestena, fue realizada empleando la anotación 

previamente obtenida tras ejecutar BLASTp contra el proteoma completo de Arabidopsis 

Thaliana (TAIR11). De las 68,875 secuencias previamente anotadas en el transcriptoma del 

morfo brevistilo contra el proteoma de Arabidopsis thaliana, se asignaron términos a 11,818 

secuencias (17%). En el caso del transcriptoma del morfo longistilo de las 64,415 

secuencias previamente anotadas, se asignaron términos para 11,689 secuencias (18%). 

Dentro de la categoría de Función Molecular se obtuvieron 5,495 y 5,393 hits en los 

transcriptomas de los morfos brevistilo y longsitilo, respectivamente, distribuidas en 11 

grupos (figura 3.9). Actividad catalítica y actividad de unión fueron los grupos con la más 

alta representación en el transcriptoma del morfo brevistilo con 44.6% y 31.6 (2,449 hits y 

1,739 hits, respectivamente) y en el transcriptoma del morfo longistilo con 44.8% y 31.5% 

(2,417 hits y 1,699 hits, respectivamente). 
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Figura 3.6 Términos de GO asignados en la categoría de Función Molecular en los transcriptomas 

de los A) morfos brevistilo y B) longistilo Cordia sebestena a partir de la anotación funcional realizada 

con el proteoma predicho de Arabidopsis thaliana (TAIR11). 

 

La categoría de Procesos Biológicos arrojó 11,818 términos para el transcriptoma del morfo 

brevistilo y 11,689 términos para el transcriptoma del morfo longistilo, distribuidos en 17 

grupos (figura 3.10). Se observó una proporción similar de los grupos más representativos 

siendo Procesos Celulares, Procesos metabólicos y Regulación Biológica en ambos 

transcriptomas. Para el transcriptoma del morfo brevistilo se obtuvieron 3,433 (38.4%), 

2,612 (29.2%) y 1,030 hits (11.5%), respectivamente. En el transcriptoma del morfo 

longistilo fue de 3,380 (38.3%), 2,569 (29.1%) y 1,010 hits (11.4%), respectivamente. Es 

interesante observar la presencia del grupo Respuesta a Estímulos, siendo este el quinto 

más representativo con el 6.3% en el morfo brevistilo y 6.5% para el morfo longisitlo con 

563 hits y 570 hits respectivamente. 

 

 

A 
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Figura 3.7. Términos GO asignados en la categoría de Procesos Biológicos para el transcriptoma 

de los morfos A) brevistilo y B) longistilo de Cordia sebestena a partir de la anotación funcional 

realizada con el proteoma de Arabidopsis thaliana (TAIR11). 
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Como se puede observar en ambas figuras (figura 3.9 y figura 3.10), la representación de 

los términos de GO para ambas categorías (Función Molecular y Proceso Biológico) son 

muy similares entre ambos morfos. 

Se realizó una búsqueda comparativa en los resultados del análisis de enriquecimiento para 

los transcriptomas florales de los morfos brevisitlo y longistilo de Cordia sebestena, 

posteriormente, realizando una revisión bibliográfica se identificaron aquellos relacionados 

con la distilia (tabla 3.9). Estos transcritos están relacionados a proteínas con funciones en 

la síntesis de fitohormonas, respuesta a estrés y desarrollo de la pared celular. Los términos 

de GO más representados dentro de la categoría de función molecular fueron: unión de 

lavín adenín dinuclótidos y actividad de la monooxygenasa. Para la categoría de procesos 

biológicos las categorías de GO más representadas fueron: respuesta a estímulo externo, 

ritmo circadiano, regulación del ritmo circadiano, proceso biosintético de compuestos 

orgánicos hidroxilados, proceso biosintético hormonal, proceso biosintético de esteroides, 

proceso metabólico de los fitoesteroides, homeostasis lipídica, desarrollo de organismos 

multicelulares, proceso metabólico de los esteroles. Finalmente, los términos de GO de 

componente celular más representados fueron: membrana celular.  

 

En total tres de los ocho genes listados fueron encontrados únicamente en el morfo 

longistilo y se encuentran relacionados con respuesta a estrés y desarrollo de la pared 

celular (TRINITY_DN31200_c0_g1_i1.p1, TRINITY_DN1879_c0_g1_i1.p1 y 

TRINITY_DN9314_c0_g1_i1.p1). En el caso del morfo brevistilo se encontraron cinco 

genes   que no se encontraban en el morfo longistilo, los cuales estaban relacionados 

principalmente con la regulación de fitohormonas y desarrollo de estructuras florales 

(TRINITY_DN14736_c0_g1_i1.p1, TRINITY_DN7489_c0_g1_i11.p1, 

TRINITY_DN2959_c0_g1_i10.p1, TRINITY_DN7040_c1_g1_i2.p1 y 

TRINITY_DN9281_c0_g1_i1.p1 ) (tabla 3.9).



CAPÍTULO III 

 

62 
 

Tabla 3.9. Genes únicos identificados en transcriptomas de los morfos brevistilo o longistilo de Cordia sebestena. Los genes únicos encontrados 

en el morfo brevistilo se encuentran en color naranja y en color azul para el morfo Longistilo. 

Identificador Araport11 Viridiplantae 
GO Función 
Molecular 

GO Proceso 
Biológico 

GO 
Proceso 
Celular 

TRINITY_DN14736_c0_g1_i1.p1 NA 
BAHD 

acyltransferase 
NA NA NA 

TRINITY_DN31200_c0_g1_i1.p1 YUCCA10/9/6 

probable indole-3-
pyruvate 

monooxygenase 
YUCCA10 

Unión de lavín 
adenín 

dinucleótido 

Actividad de 
monooxygenasa  

NA NA 

TRINITY_DN7489_c0_g1_i11.p1 
glycolate oxidase 

1 
(S)-2-hydroxy-acid 
oxidase GLO1-like 

NA NA NA 

TRINITY_DN2959_c0_g1_i10.p1 
EFL3, ELF4-L3 | 

ELF4-like 3 
protein ELF4-LIKE 

4 
NA 

Respuesta a 
estímulo externo, 
ritmo circadiano, 
regulación del 

ritmo circadiano 

NA 

TRINITY_DN7040_c1_g1_i2.p1 
CYP90A1, CPD, 
DWF3, CBB3, 

CYP90A, CYP90 

cytochrome P450 
90A5, CYP90A1-

like protein 

Actividad de la 
monooxygenasa 

proceso 
biosintético de 
compuestos 
orgánicos 

hidroxilados 

proceso 
biosintético 
hormonal 

NA 
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proceso 
biosintético de 

esteroides 

proceso metabólico 
de los 

fitoesteroides 

homeostasis 
lipídica 

desarrollo de 
organismos 

multicelulares 

proceso metabólico 
de los esteroles 

TRINITY_DN9281_c0_g1_i1.p1 
indoleacetic 
acid-induced 

protein 8 

auxin-responsive 
protein IAA9-like 

NA NA NA 

TRINITY_DN1879_c0_g1_i1.p1 
homeodomain 
GLABROUS 2 

homeobox-leucine 
zipper protein 

HDG2 isoform X3 
NA NA NA 

TRINITY_DN9314_c0_g1_i1.p1 Microrchidia 5 
histidine kinase-, 
DNA gyrase B-, 
and HSP90-like 

NA NA 
Membrana 

celular 

 

NA: No Anotado 
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CAPITULO IV 

DISCUSIÓN 

4.1 Caracterización del transcriptoma floral de Cordia sebestena. 

Cordia sebestena es una planta distílica que pertenece a la familia Cordiaceae. Esta familia 

es una de las cuatro que presentan hercogamia de aproximación, en comparación con once 

que presentan hercogamia reversa, en el estudio de la reconstrucción de caracteres 

ancestrales para el tipo de hercogamia, con métodos de máxima parsimonia (MP) y máxima 

verosimilitud (MV) que realizó Cohen (2019). La especie es originaria de América 

(Bahamas, Belice, Cuba, Haití, Honduras, Jamaica, México, Panamá, República 

Dominicana y Florida (E.U). Tiene como uso principal el de ornato, la especie se encuentra 

presente en las guías de arbolado de los estados de Yucatán y Quintana Roo (matriz de 

arbolado y paleta vegetal, respectivamente). Cordia sebestena se propaga de manera 

sexual vía la polinización de las flores por su morfo floral complementario, esto quiere decir 

que los únicos cruces legítimos (productores de progenie fértil) son aquellos que ocurren 

entre los morfos longistilo y brevistilo distintos (Kohn y Barrett, 1992). Cordia sebestena 

posee importancia médica, esto tras aislar el flavonoide hesperetina presente en sus flores. 

La hesperetina es un compuesto antioxidante que ha demostrado efectividad contra el 

cáncer cervical (Prakash et al. 2020). La hesperetina se une fuertemente al sitio activo de 

la proteína E6, la proteína E6 es un factor crítico en la carcinogénesis cervical del VPH16 y 

es una proteína transformadora crucial para la proliferación celular (Prakash et al. 2020; 

Sohel et al. 2022).   

A medida que aumenta el número de especies en las que se analiza la distilia, diversos 

autores coinciden en que se trata de un fenómeno complejo, por ello, no se debe generalizar 

sobre las características típicas del síndrome y su significado adaptativo (Faivre, 2000; 

Ferrero 2014; Kappel et al. 2017). Además, los recientes avances tecnológicos han 

permitido profundizar en la comprensión de las bases genético-moleculares de la distilia 

desde las primeras aproximaciones de Bateson y Gregory (1905) donde establecieron que 

la distilia en Primula estaba controlada por un único locus, denominado S, del que existe un 

alelo dominante S y un alelo recesivo s. Estos autores propusieron que los individuos de 

morfo corto son heterocigotos S/s, mientras que los individuos de morfo largo son 

homocigotas para el alelo recesivo s/s. Con estudios moleculares, se sabe ahora que el 
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control genético está relacionado con la presencia en hemicigosis del locus S en el morfo 

brevistilo y su ausencia en el morfo longistilo. 

Para identificar las bases moleculares de la distilia se han empleado tres enfoques 

principales. La expresión diferencial o la abundancia de proteínas o ARNm en distintos 

morfos se ha utilizado para identificar factores candidatos; la mutagénesis por deleción y la 

búsqueda de homostilos han ayudado a delimitar la localización cromosómica del locus S; 

la cartografía genética y la clonación posicional se han utilizado para definir la secuencia 

genómica del locus S (Kappel et al., 2017). 

En este estudio se presentan los primeros resultados de secuenciación de los 

transcriptomas florales de plantas de Cordia sebestena obtenidos en el parque Gran Santa 

Fe del fraccionamiento Ciudad Caucel en Mérida, Yucatán. Se logró obtener un ARN de 

buena calidad (RIN >4.5) el cual fue secuenciado obteniendo más de 100 Gb de secuencias 

de alta calidad (Phred >36) (tablas 3.2 y 3.3). Los transcriptomas florales para los morfos 

brevistilo y longistilo fueron ensamblados de novo, donde se logró ensamblar alrededor del 

86% de secuencias para el morfo brevistilo y el 75% para el morfo longistilo, de acuerdo 

con el análisis de calidad. Así mismo el valor del contig N50 y tamaño de contig promedio 

del morfo brevistilo (2,678 pb y 2045 pb, respectivamente) y del morfo longistilo (2,560 pb 

y 1988 pb, respectivamente). No existe un tamaño definido de N50 para considerar a un 

ensamblado como óptimo, tomando como referencia a la planta modelo Arabidopsis 

thaliana la cual tiene transcritos con una longitud promedio de 1,557 bases, se considera 

que al tener un tamaño N50 >1,500 pb es probable que se obtenga una representación 

razonable de las transcripciones completas en el transcriptoma ensamblado (Góngora-

Castillo y Buell, 2013). 

Se logró anotar más del 36% de las secuencias de aminoácidos en los transcriptomas de 

los morfos brevistilo y longistilo de Cordia sebestena y los porcentajes de genes ortólogos 

anotados funcionalmente fueron similares con la base de datos no redundante (NR) de 

NCBI (Viridiplantae) (44% y 37%), así como en el proteoma predicho de Arabidopsis 

thaliana (TAIR11) (59% y 60%, respectivamente) (Cheng et al., 2017). Estos resultados 

confirman la buena calidad de nuestros datos, además, hubo un 60% de secuencias en 

ambos transcriptomas que no pudieron ser anotadas funcionalmente con ninguna base de 

datos, esto sugiere que podrían ser proteínas novedosas o tal vez ARN largos no 

codificantes (lncRNA, por sus siglas en inglés), los cuales se ha observado que pueden 



CAPITULO IV 

 

66 
 

tener funciones regulatorias importantes, así como jugar roles clave en procesos biológicos 

en diversos organismos tales como la floración, splicing alternativo, también actuar como 

andamios para los complejos modificadores de la cromatina, en la regulación de procesos 

relacionados a la fertilidad y en respuesta a estímulos externos, además de aquel material 

exógeno, que, por el origen de las muestras, tomadas de poblaciones silvestres, se 

encontraban expuestas a visitas de insectos ladrones de polen o polinizadores (Jingjing et 

al., 2017; Bardou et al., 2014; Di et al., 2014; Ariel et al., 2014; Kim et al., 2012; Dinger et 

al., 2009). 

El análisis de enriquecimiento funcional nos permitió anotar y asignar términos al 45% del 

total de los transcritos en los transcriptomas de los morfos brevistilo y longistilo, así mismo 

más del 50% de los transcritos no pudieron ser anotados funcionalmente ni ser asignados 

en alguna clasificación de GO en ambos transcriptomas. A simple vista no se observaron 

diferencias en los términos de GO en las categorías de Función Molecular, Proceso 

Biológico entre los transcriptomas florales de los morfos brevistilos de Cordia sebestena y 

el proteoma predicho de Arabidopsis thaliana (TAIR11). Tras una revisión bibliográfica 

sobre los genes relacionados con distilia se lograron identificar ocho genes que 

potencialmente pueden ser responsables de diferencias en el desarrollo de los morfos 

florales.  

En total, tres de los ocho genes listados fueron encontrados únicamente en el morfo 

longistilo y se encuentran relacionados con respuesta a estrés y desarrollo de la pared 

celular. En el caso del morfo brevistilo se encontraron cinco genes ausentes el morfo 

longistilo, los cuales estaban relacionados principalmente con la regulación de fitohormonas 

y desarrollo de estructuras florales. Trabajos como el de Cohen (2016) tuvieron resultados 

similares con un alto número de genes relacionados con respuesta a estrés, genes que 

codifican para proteínas reguladoras de brasinoesteroides y auxinas. 

En el estudio de Henning y colaboradores (2020) realizado en la especie distílica Turnera 

subulata encontraron que los genes TsBAHD y TsYUC6 se expresan solo en el morfo 

brevistilo.  Por el contrario de lo reportado en Turnera, el gen YUCCA10 homólogo a 

TsYUC6 fue encontrado en el morfo longistilo de Cordia sebestena. El gen BAHD 

(TRINITY_DN14736_c0_g1_i1.p1) es homólogo al gen TsBAHD que en Turnera se expresa 

en los pistilos y determina su longitud y fisiología. BAHD tiene la mayor homología con los 

miembros de las familias de las aciltransferasas, genes que inactivan los brasinoesteroides 
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por acilación (Lil et al., 2016; Wang et al., 2012). Por ello, se tiene la hipótesis de que la 

TsBAHD posee actividad inactivadora de los brasinoesteroides (Huu et al., 2016). El gen 

YUCCA10 (TRINITY_DN31200_c0_g1_i1.p1) tiene homología con TsYUC6 (Flavin-

containing monooxygenase), este gen se encontró únicamente en el morfo longistilo, de 

acuerdo con la bibliografía este gen codifica un pequeño ligando polipeptídico secretado 

que interactúa con un receptor para activar una cascada de transducción de señales, lo que 

conduce a la muerte celular programada en el polen incompatible (Foote et al., 1994; 

Kakeda et al., 1998 y Ride et al., 1999).  

El gen GLO1 (GLOBOSA-like protein) (TRINITY_DN7489_c0_g1_i11.p1), fue identificado 

en el morfo brevistilo de Cordia sebestena, este gen representa un fuerte candidato para el 

gen que controla la posición de las anteras en Primula veris de acuerdo con Keppel y 

colaboradores (2017) quienes realizaron un trabajo recopilatorio de genes relacionados con 

distilia para las especies Turnera, Fagopyrum, Linum, y Primula. De igual modo, en el 

mismo morfo se encontró el gen ELF3 (EARLY FLOWERING 3) 

(TRINITY_DN2959_c0_g1_i10.p1), este gen codifica una proteína relacionada con la 

longitud del estilo y posiblemente también el comportamiento de incompatibilidad femenina 

y es homólogo del gen SSG3 presente en Fagopyrum. 

En el análisis del trascriptoma global de la especie distílica Prímula oredoxa realizado por 

Zhao y colaboradores (2019) se encontraron otros genes asociados únicamente al morfo 

brevistilo: CYP90A1 y IAA9 (INDOLE-3-ACETIC ACID INDUCIBLE 9). Estos mismos genes 

fueron identificados en Cordia sebestena. El gen CYP90A1 

(TRINITY_DN7040_c1_g1_i2.p1) cataliza la biosíntesis del brasinoesteroides (BR). La 

reducción de castasterona (uno de los principales brasinoesteroides) puede causar la 

regulación negativa por retroalimentación de los genes implicados en la síntesis de BR 

(Mathur et al., 1998; Salchert et al., 1998). En el caso del gen IAA9 

(TRINITY_DN9281_c0_g1_i1.p1) funciona como represor de los genes de respuesta 

temprana a la auxina a bajas concentraciones de auxina (Liscum y Reed, 2002).  

Además, fue posible identificar los genes HDG2 (TRINITY_DN1879_c0_g1_i1.p1) y HSP90 

(TRINITY_DN9314_c0_g1_i1.p1) asociados únicamente al morfo longistilo. En el caso del 

primero corresponde homeobox-leucine zipper protein, estas proteínas son factores de 

transcripción exclusivos de las plantas y participan en las respuestas al estrés abiótico y en 

A. thaliana tiene relación con el desarrollo de la pared celular (Elhiti y Stasolla, 2009; 
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Nakamura et al. 2006). El gen HSP90 codifica para una proteína chaperona que ayuda al 

correcto plegamiento de otras proteínas, además de estabilizar las proteínas frente al estrés 

térmico (Li et al., 2012). 

Por último, podemos observar un mayor número de genes únicos en el morfo brevistilo, con 

la presencia de cinco de los ocho genes únicos identificados. La literatura sugiere que los 

genes encargados de la diferenciación de los morfos se encuentran asociados a un locus 

S que se encuentra únicamente en el morfo brevistilo y ausente en el longisitlo (Keppel et 

al., 2017; Henning et al., 2020; Zhao et al., 2019; Cocker et al., 2018). Los genes 

identificados potencialmente podrían ser parte del locus S o tratarse de modificadores de 

estos.  Dado que en el morfo longistilo el número de genes únicos identificados fue menor 

(tres de los ocho genes) es probable, entonces, que también el control genético sea 

hemicigoto en Cordia sebestena. 
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CAPITULO V 

CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS 

5.1 Conclusiones 

El presente estudio es el primero a nivel molecular de Cordia sebestena. Como se ha visto 

a lo largo de este trabajo, gracias a las nuevas tecnologías el número de especies distílicas 

que han sido estudiadas va en aumento (Cohen et al., 2012; Cohen, 2016; Keppel et al., 

2017; Henning et al., 2020; Zhao et al., 2019; Cocker et al., 2018). Cordia sebestena es la 

primera especie miembro de la familia Cordiaceae en el que se analiza la distilia, por lo que 

este trabajo de investigación representa un recurso valioso e importante en la generación 

de información genética de plantas con polimorfismos florales tales como la distilia, 

fenómeno complejo puesto que la base molecular y fisiológica sigue siendo poco conocida 

en muchas especies. 

En este trabajo se utilizó la estrategia de RNA-Seq, recurso importante para el estudio de 

la información genética en especies no modelo. Las herramientas que facilitan este tipo de 

análisis son prácticamente inexistentes para las especies no modelo. Una forma de resolver 

este problema es convertir los conjuntos de datos de especies no modelo en genes de 

Arabidopsis. Al no contar con un genoma secuenciado y anotado, la secuenciación del 

transcriptoma nos permite obtener gran cantidad de información, de manera que es posible 

identificar transcritos que codifican a proteínas, isoformas, transcritos desconocidos por su 

baja expresión, y ayuda identificar una gran variedad de ARNs reguladores (mARN, 

lncRNA, sRNA, snRNA, siRNA) (Filichkin et al., 2010; Morozova et al., 2009;).  

Se obtuvo un ensamblado de buena calidad de los transcriptomas florales de los morfos 

brevistilo y longistilo de plantas de Cordia sebestena donde se identificaron más del 44% 

de los transcritos ensamblados, así mismo se logró la identificación de genes que se 

encuentran involucrados en la diferenciación de los morfos florares de especies distílicas 

modelo presentes en Cordia sebestena, en general dichos genes se encontraban 

relacionados con el desarrollo de estructuras florales y la regulación de fitohormonas. Con 

respecto a aquellos transcritos que no pudieron ser anotados en ninguna base de datos, 

presentan una gran oportunidad para el desarrollo de otros estudios a través de estrategias 

como los genes diferencialmente expresados (DEGs), propuesta y prueba de genes a 

través de primers para PCR en tiempo real, la minería de datos y homología de secuencias 
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para poder identificar genes involucrados en la diferenciación de los morfos florales propios 

de Cordia sebestena. 

Cordia sebestena es una especie con uso generalizado de ornato, podría considerarse que 

esta especie es víctima de una selección indirecta debido a que no se prefiere individuos 

de un morfo sobre otro. Esto sin contar que la falta de estudios que evalúen el reservorio 

genético de los parientes silvestres y al no ser una especie con importancia económica, 

tiene como resultado una baja generación de información molecular y una nula 

representación en las bases de datos. Tomando esto en cuenta y considerando la 

importancia médica que la especie posee, es necesario el desarrollo de estrategias que 

permitan caracterizar de una manera más amplia el transcriptoma de la planta y desarrollar 

estrategias de cultivo que puedan aprovechar mejor aquellos subproductos que la planta 

ofrece como frutos y flores. Esto sin contar la información que genera el estudio de los 

genes responsables de la floración en la compresión del fenómeno distílico, fenómeno que 

sigue considerándose complejo y único en diversas especies. 

 

Este trabajo permitió generar información genética y sentar las bases moleculares en 

Cordia sebestena a través de la caracterización del transcriptoma floral para sus morfos 

brevistilo y longistilo. 
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5.2 Perspectivas 

Los resultados obtenidos en este trabajo nos permiten sentar las bases moleculares para 

comprender de mejor manera el fenómeno distílico en plantas silvestres de Cordia 

sebestena y el papel de los genes en la diferenciación del desarrollo floral. El presente 

estudio plantea las bases para comprender las bases genéticas de la distilia Cordia 

sebestena. El uso de estrategias como la expresión diferencial de genes, desarrollo de 

primers y PCR en tiempo real permitirán identificar genes propios de la especie 

responsables de las diferencias en los morfos florales de Cordia sebestena. 

Los datos obtenidos con la estrategia RNA-Seq en este trabajo, representan información 

útil y valiosa para otros estudios como la minería de datos y la homología de secuencias 

para la identificación de genes novedosos, moléculas regulatorias y proteínas no 

caracterizadas. 
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ANEXOS. 

ANEXO I. RNeasy® Plant Mini Kit QIAGEN 

Guía de inicio rápido 

El kit RNeasy Plant Mini (números de catálogo 74903 y 74904) puede ser almacenado a 

temperatura ambiente (15–25°C) hasta por 9 meses a menos que se diga lo contrario en el 

etiquetado. 

 
 Notas antes de empezar 
  

 El kit RNeasy Plant Mini proporciona opciones de buffers de lisis. El buffer RLT suele 
ser el buffer de lysis de elección, sin embargo, el buffer RLT puede causar la 
solidificación de algunas muestras, dependiendo de la cantidad y el tipo de 
metabolitos secundarios presentes en el tejido. En estos casos, se debería usar el 
buffer RLC.  

 Agregar 10 μl β-mercaptoethanol (β-ME) o 20 μl 2 M dithiothreitol (DTT), a 1 ml de 
Buffer RLT o Buffer RLC antes de usarse. Buffers con DTT ó β-ME pueden ser 
almacenadas a temperatura ambiente hasta por 1 mes. 

 Agregar 4 volúmenes de etanol (96–100%) al buffer RPE para la solución de trabajo.  

 

1) Moler un máximo de 100 mg de tejido vegetal de acuerdo con el paso 1a o 1b. 

 

1a. Macerado con mortero y pistilo 

Cubrir la muestra de tejido de manera inmediata en nitrógeno líquido. Triturar 
concienzudamente. Decantar el polvo resultante en un tubo de microcentrífuga (no 
suministrado) libre de RNAsas, enfriado en nitrógeno de 2 mlDecant tissue powder and 
liquid nitrogen into RNase-free, liquid-nitrogen–cooled, 2 ml. Permitir la evaporación del 
nitrógeno líquido, pero que la muestra no se descongele. Proceder inmediantamente al 
pao 2. 

 

1b. Macerado usando el TissueLyser II, TissueLyser LT, o TissueRuptor® 

Para información detallada en el macerado de tejido vegetal para la purificación de RNA, 
consultar el manual de TissueLyser, TissueLyser LT o TissueRuptor según corresponda. 

  

2) Agregar 450 μl de buffer RLT o Buffer RLC a un máximo de 100 mg de polvo del 
tejido. Agitar por Vortex vigorosamente. 

3) Transferir el lisado a una columna spin (lila) montada en un tubo de recolección de 
2 ml. Centrifugar por 2 min a máxima velocidad. Transferir el sobrenadante del 
flujo a un nuevo tubo de microcentrifuga (no suministrado) sin perturbar el pellet. 

4) Agregar 0.5 volúmenes de etanol (96–100%) al lisado clarificado y mezclar 
inmediatamente por pipeteo. No centrifugar. Proceder inmediatamente al paso 5. 
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5) Transferir la muestra (usualmente 650 μl), con cualquier precipitado, a una 
columna spin RNeasy Mini (rosada) montada en un tubo de recolección de 2 ml 
(suministrado). Cerrar la tapa y centrifugar por 15 s a ≥8000 x g (≥10,000 rpm). 
Desechar el flujo. 

6) Agregar 700 μl de buffer RW1 a la columna spin RNeasy. Cerrar la tapa y 
centrifugar por 15 s a ≥8000 x g. Desechar el flujo. 

7) Agregar 500 μl de buffer RPE a la columna spin RNeasy. Cerrar la tapa y 
centrifugar por 15 s a ≥8000 x g. Desechar el flujo. 

8) Agregar 500 μl de buffer RPE a la columna spin RNeasy. Cerrar la tapa y 
centrifugar por 2 min a ≥8000 x g. 

Opcional: Colocar la columna spin RNeasy en un nuevo tubo de recolección 
(suministrado). Centrifugar a máxima velocidad por 1 min para secar la membrana. 

9) Colocar la columna spin RNeasy en un tubo nuevo de 1.5 ml (suministrado). 
Agregar 30–50 μl de agua libre de de Rnasas directamente a la membrana de la 
columna spin. Cerrar la tapa y centrifugar por 1 min a ≥8000 x g para eluir el RNA. 

10) Si el rendimiento esperado del RNA es >30 μg, repetir el paso 9 usando otra 
cantidad similar de agua libre de RNAsas (30–50 μl). Alternativamente, use el 
eluido del paso 9 (si una lata concentración de RNA es requerida). Rehúse el tubo 
de colecta del paso 9. 

 


