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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA: 
 

La higuerilla o ricino (Ricinus communis) es una planta de la familia Euphorbiaceae, nativa 
de Abissinia o Etiopía (Perry, 1943; Sujatha et al., 2008). Esta especie es muy cultivada en 
varios países como India y China por su fácil crecimiento en regiones tropicales y 
subtropicales (Sujatha et al., 2008). La higuerilla almacena en sus semillas grandes 
cantidades de aceite, llamado aceite de ricino, el cual está compuesto en su mayor parte por 
ácido ricinoleico, insumo vital en la industria química por ser una materia prima ideal para 
muchas sustancias como pigmentos, plásticos, pinturas, lubricantes, resinas, solventes y 
fertilizantes gracias a sus propiedades físicas y químicas únicas que favorecen gran cantidad 
de procesos (Ogunniyi, 2006). También se fabrican con él productos de alto valor añadido 
como anticongelantes, líquidos hidráulicos y fibras ópticas, entre otros materiales (Sujatha et 
al., 2008). Junto con el ácido ricinoleico, que compone un 89.15% del aceite de ricino 
(Berman et al., 2011), hay en menor cantidad otros tipos de ácidos grasos como el ácido 
oleico y el ácido linoleico, los cuales pueden acelerar el proceso de ranciamiento del aceite 
cuando se almacena, y reducir su vida útil, lo que hace necesario un proceso de purificación 
para enriquecer el ácido ricinoleico antes de llevarlo a sus múltiples aplicaciones (Ogunniyi, 
2006). 

Para omitir este proceso e incrementar la proporción de ácido ricinoleico en el aceite obtenido 
a partir de las semillas de ricino, estudios anteriores desarrollados por científicos del grupo 
de investigación CIBIOP de la Universidad EAFIT han buscado crear variedades de R. 
communis genéticamente modificadas enfocadas en maximizar la síntesis de ácido 
ricinoleico por encima de los otros lípidos (Figueroa-Varela, 2020; Susunaga-Gomez, 2022). 
Se centraron estos esfuerzos específicamente en la ruta metabólica de la planta que fabrica 
diversos ácidos grasos a partir del ácido oleico. Para promover la conversión de ácido oleico 
en oleoyl-CoA y ultimadamente en ácido ricinoleico, se intentó bloquear el gen de la enzima 
desaturasa FAD2 (Fatty Acid Desaturase 2), la cual se ubica en la membrana del cloroplasto 
y del retículo endoplasmático, y transforma el ácido oleico en ácido linoleico, desviándolo 
por una ruta alterna no deseada y reduciendo la proporción de ácido ricinoleico en el aceite 
(Figueroa-Varela, 2020; Miquel & Browse, 1992). 

La edición genética en este estudio fue exitosa a nivel molecular (datos en proceso de 
publicación), pero también incluyó una serie de efectos secundarios en el desarrollo 
vegetativo in vitro de la planta, como una elongación lenta de las semillas germinadas. Los 
investigadores del grupo CIBIOP han hipotetizado que esto puede deberse a dificultades en 
las plantas para sintetizar suficientes lípidos en el momento de construir sus membranas 
celulares, por lo que se requiere realizar otros estudios y desarrollos que permitan soportar o 
refutar esta hipótesis  (Figueroa-Varela, 2020). A pesar de esto,  lo interesante es que el gen 
FAD2 ya ha sido editado en otras especies como soya (Al Amin et al., 2018, 2019; Wu et al., 
2020), algodón (Chen et al., 2021; Liu et al., 2002, 2017) y arroz (Abe et al., 2018; Bahariah 
et al., 2021), estudios en los que la producción de ácidos grasos fue aumentada exitosamente 
y se lograron obtener nuevas variedades viables. 
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De ser cierta esa hipótesis, los investigadores del grupo CIBIOP buscarían permitir la 
expresión de FAD2 en las etapas tempranas y bloquearla en las tardías en las semillas, por 
medio del silenciamiento selectivo de las isoformas de FAD2 que existan en la planta. Para 
ello, se requiere distinguir sus propiedades fisicoquímicas, su actividad enzimática, su 
expresión en distintos tejidos y edades, y en consecuencia, apagar solo algunas de las 
versiones del gen FAD2, evadiendo aquellas involucradas directamente en el desarrollo 
temprano y enfocándose en aquellas que actúan principalmente en las semillas (Figueroa-
Varela, 2021). 

Dar et al., (2017) clasifican el FAD2 de las plantas oleaginosas en 4 isoformas, las cuales se 
encuentran presentes en muchas especies y, aunque sus secuencias comparten una alta 
similariedad, se diferencian en sus funciones metabólicas (Kongcharoensuntorn, 2001). Al 
mismo tiempo, estas enzimas demuestran una expresión diferencial, es decir, son sintetizadas 
en distintas cantidades dependiendo del tejido, órgano y estadío de desarrollo de la planta 
(Dar et al., 2017; Xue et al., 2017). No obstante, hasta este momento no se ha realizado un 
estudio que determine cuáles son las isoformas de FAD2 en R. communis, además no se 
cuenta con un genoma completo ensamblado sino un grupo de scaffolds. Es por esto que en 
este trabajo de investigación, se pretendió caracterizar las isoformas de la enzima desaturasa 
FAD2 en R. communis, en qué órganos de la planta se expresan en mayor medida y cuáles 
son las diferencias entre la función biológica de cada una de las isoformas. Se hipotetiza que 
R. communis tiene las mismas 4 isoformas de FAD2 reportadas para sus especies afines, 
presenta una expresión diferencial en tejidos de hoja, tallo, raíz y semilla, así como en los 
distintos estadios de desarrollo de la planta, similar a la reportada en sus especies afines y su 
acción enzimática predicha se ajusta a los requerimientos fisiológicos de cada tejido y estadío 
de desarrollo. 

En esta primera fase del proyecto se abarcó la identificación y caracterización del gen FAD2 
mediante métodos computacionales y experimentales, lo cual sentará las bases para una 
segunda fase, en la que se abordará el estudio de las isoformas de FAD2 a nivel de expresión 
diferencial. 

 

2. JUSTIFICACIÓN 
 

El hecho de apenas poder obtener un 89.15% de ácido ricinoleico del aceite de ricino extraído 
de las semillas de R. communis significa que se pierden recursos en términos de tiempo y 
dinero cada que se requiere pasar por un proceso de purificación del ácido ricinoleico, cada 
que hay que descartar los otros ácidos grasos del extracto y cada que se ve reducido el tiempo 
de vida útil del aceite debido a la presencia de PUFAs. Si se pudiera contar con un inventario 
de las isoformas de FAD2 en R. communis, se tendría la posibilidad de fijar nuevos blancos 
de un proceso mejoramiento genético, de forma que se produzcan líneas vegetales con una 
mayor probabilidad de ofrecer todas las ventajas de las plantas wild type junto con las de la 
edición. Esta línea podría incluso ser lo suficientemente competente como para introducirse 
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en el mercado. De esta forma se beneficiarían las industrias involucradas en cuanto a 
producción, refinamiento, almacenamiento y procesamiento del ácido ricinoleico. Este 
trabajo de investigación también representa una oportunidad para la formación académica y 
científica de otras personas como jóvenes investigadores estudiantes de pregrado que 
participan del desarrollo de la revisión bibliográfica, procedimientos y análisis de datos. La 
comunidad científica internacional también será beneficiada por la contribución que realiza 
este trabajo en términos de aporte al conocimiento de la especie como modelo, profundizando 
en la estructura del gen FAD2, la expresión de la proteína y sus isoformas, sentando bases 
valiosas para futuras investigaciones en mejoramiento genético de R. communis y otras 
plantas oleaginosas. 

 

3. OBJETIVOS 
 

3.1. Objetivo general 
Caracterizar el gen de la enzima desaturasa de ácidos grasos 2 (FAD2) en Ricinus communis 
de la variedad VERC-03 a partir de métodos moleculares, así como sus posibles isoformas 
usando métodos computacionales.  

3.2. Objetivos específicos 
 

1. Identificar las posibles isoformas de FAD2 en R. communis contrastando con datos 
existentes en bases de datos públicas y empleando métodos in silico. 

2. Validar los métodos de cultivo in vitro de R. communis estandarizados en estudios 
anteriores. 

3. Estandarizar métodos moleculares para la amplificación del gen FAD2 a partir de 
DNA de R. communis óptimo para secuenciación por el método de Sanger. 

4. Predecir, caracterizar y comparar in silico los modelos 3D de la enzima FAD2 de 
referencia y de la variedad VERC-03. 
 

4. MARCO TEÓRICO 
 

Ricinus communis tiene varios nombres comunes, como son higuerilla, castor, ricino, tártago, 
higuera infernal, mosquitera, entre otros (Lim, 2016). Está clasificada como una hierba, en 
su estado adulto puede llegar a medir 4 metros de altura, posee entrenudos de color azul, sus 
hojas son verdes y sus márgenes son ásperas (Langeland et al., 2008). A pesar de que se 
cultiva por su aceite, en muchos países también se le considera una planta altamente invasora. 
Por su rápido crecimiento y su alta capacidad de reproducirse, dispersarse y establecerse en 
nuevos ambientes puede poner en riesgo el ecosistema, apoderándose del espacio y los 
recursos de las especies nativas (Gordon et al., 2010). R. communis es más conocida por su 
facultad de expresar una proteína de tipo albúmina extremadamente tóxica para los humanos 
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llamada ricina, que se encuentra en las semillas más no en el aceite. La ricina, si es ingerida 
por medio de sus semillas, puede traer síntomas como dolor abdominal, vómito y diarrea y 
eventualmente generará daño a los riñones y al hígado antes de causar la muerte (Ogunniyi, 
2006; Soto-Blanco et al., 2002). 

R. communis es aprovechada para ser cultivada en ambientes pobres donde es difícil sembrar 
otros cultivos, ya que posee resistencia a la sequía y se adapta fácilmente a diversos 
ambientes, sobre todo los tropicales (Baquero, 2017). Por esta razón, países como China, 
India y Brasil han promovido su cultivo y han tratado de mejorar su productividad por medio 
de la investigación científica (Sánchez et al., 2016; Susunaga-Gomez, 2022). 

Las semillas de R. communis contienen un aproximado de 46-55% del peso total en aceite, 
más que muchas otras especies como el girasol, la soja y el algodón, las cuales presentan 
porcentajes de 38%, 40% y 15% respectivamente (Solís Bonilla et al., 2017). A su vez, el 
aceite está compuesto en un 89% de ácido ricinoleico, 4.2% de ácido linoleico, 3% de ácido 
oleico, 1% de ácido esteárico, 1% de ácido palmítico, 0.7% de ácido dihidroxiesteárico, 0.3% 
de ácido linolénico y 0.3% de ácido eicosanoico (Ogunniyi, 2006). El ácido ricinoleico 
consiste a nivel molecular en una cadena alifática de carbono (18 C), un grupo carboxilo, un 
hidroxilo y un enlace doble. La principal limitación del aceite de ricino es que los grupos 
carboxilo e hidroxilo de las moléculas pueden reaccionar para formar polímeros llamados 
estólidos. Esto tiene como consecuencia que se reduzcan sus valores de hidroxilo y ácido 
paulatinamente, de forma que luego de tan solo 90 días de almacenamiento, ya se han 
reducido ambos valores en un 10% (Ogunniyi, 2006). 

En la industria química, el aceite de ricino es apreciado por su contenido de ácido ricinoleico 
(Mutlu & Meier, 2010), el cual tiene una gran diversidad de aplicaciones debido la 
proximidad que existe a nivel molecular entre el grupo hidroxilo y el doble enlace, los cuales 
le facilitan reaccionar químicamente para transformarse y dar lugar a múltiples productos 
como materiales funcionales, insumos para la industria y elementos de diversas áreas 
(Mubofu, 2016; Ramchiary & Kole, 2017; Susunaga-Gomez, 2022). Este aceite tiene mas de 
700 usos en el mercado internacional, por lo que se producen entre 270.000 y 360.000 
toneladas cada año (Mutlu & Meier, 2010; Saadaoui et al., 2017). 

El ácido ricinoleico es sintetizado a partir de la siguiente ruta metabólica: el ácido oleico se 
transforma en oleoyl-CoA por la acción de la enzima acyl-CoA sintetasa, luego es llevado al 
retículo endoplasmático y se fusiona el oleoyl-CoA con la fosfatidilcolina en la posición 2-
sn de ésta última, formando 2-oleoyl-PC por la acción de la lisofosfatidilcolina aciltransferasa 
(LPCAT). Después, el 2-oleoyl-PC se transforma en 2-ricinoleyl-PC por la acción de la 
oleoyl-12 hidroxilasa (FAH12). Finalmente, el 2-ricinoleyl-PC es dividido en ácido 
ricinoleico y lisofosfatidilcolina (LPC) con ayuda de la fosfolipasa A2 (PLA2). A partir de 
este punto, el ácido ricinoleico, que no suele encontrarse en estado puro en la naturaleza, 
puede seguir la ruta que lo transforma en ricinoleyl-CoA para finalmente pasar a integrar un 
triglicérido por reacciones de acilación (Lin & Arcinas, 2007). Una vista gráfica de la ruta 
metabólica del ácido ricinoleico y las enzimas involucradas en su síntesis a partir de ácido 
oleico se observa en la Figura 1 (Susunaga-Gomez, 2022; L. Wang et al., 2019). 
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Figura 1. Ruta metabólica para la producción de ácido ricinoleico en R. communis. Tomado 
de L. Wang et al., (2019). 

R. communis es una planta hexaploide, cuenta con 10 cromosomas y el tamaño total de su 
DNA es alrededor de 320 Mb, pero se cuenta realmente con poca información sobre su 
genoma (Chan et al., 2010). Hasta la fecha, solo se dispone de un ensamble incompleto con 
25,828 contigs de un tamaño total de 350.6 Mb, los cuales alcanzan una cobertura de 
alrededor de 4.6x. Por medio de una búsqueda por homología, se logró predecir la existencia 
de 31,237 genes, distribuidos en 3020 familias proteicas, con un promedio de 4.2 exones por 
gen (Chan et al., 2010). 

La enzima FAD2 es miembro de la familia de las desaturasas, las cuales llevan el proceso de 
transformación del ácido esteárico por ácido oleico, linoleico y gamma-linolénico por medio 
de desaturaciones continuas. A esta familia también pertenecen las enzimas SAD, FAD3, 
FAD6, FAD7 y FAD8, entre otras (Bhunia et al., 2016; D. Zhang et al., 2009). A su vez, para 
FAD2 se han reportado en especies distintas a higuerilla algunas isoformas como la FAD2-1 
que se expresa principalmente en semillas jóvenes y botones florales, FAD2-2 que es la 
principal sintetizadora de ácido linoleico y FAD2-3 y FAD2-4 que se expresan 
uniformemente por todos los tejidos y poseen mucha similariedad en sus secuencias (Dar et 
al., 2017). De los alrededor de 20 motifs que poseen las otras desaturasas, las FAD2 
conservan 6, correspondientes a las regiones transmembranales junto con 3 cajas de histidina, 
y tienen también 4 residuos de aminoácidos rodeando el sitio activo (Dar et al., 2017). Por 
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último, su regulación viene estimulada por factores como la temperatura, la luz solar, el 
oxígeno y las heridas, y está controlada tanto por la intervención de los promotores de cada 
gen como por los intrones de su mRNA (Dar et al., 2017; Martínez-Rivas et al., 2000; Xiao 
et al., 2014). 

En el estudio realizado por Hernández et al. (2005) se pudo evidenciar una vez más, por 
medio de un análisis filogenético, que es posible clasificar las isoformas de FAD2 de una o 
más especies en las categorías de “mantenimiento del individuo” y “semillas”, lo cual 
favorece este estudio y le da un motivo para esperar resultados satisfactorios. Comparando 
con los hallazgos de otros estudios en otras especies, ellos encontraron que, en plantas de 
olivo, la variedad FAD2-1 se expresa fuertemente en semillas muy jóvenes y en hojas, con 
bajos niveles en el mesocarpo. Mientras tanto, el FAD2-2 se expresó de forma moderada en 
las semillas durante las etapas más tardías del desarrollo de estas, y en hojas. Al mismo 
tiempo, altos niveles de ácido linoleico se observaron correlacionados a la alta transcripción 
de FAD2-1 en las etapas tempranas y a FAD2-2 en las etapas más tardías y el mesocarpo 
(Hernández et al., 2005). 

Del mismo modo, otros estudios similares realizados en otras especies como soya, arroz, 
Arabidopsis thaliana e Hyptage benghalensis muestran resultados similares, aun empleando 
metodologías diferentes (Chi et al., 2011; Kishore et al., 2007; Li et al., 2008; Pham et al., 
2011; Zhiguo et al., 2019; Zhou et al., 2013). 

A la fecha, el grupo de investigación CIBIOP de la universidad EAFIT en Colombia ha 
aportado también con múltiples avances en la comprensión de este modelo y su potencial, en 
cuanto a cultivo in vitro, regeneración y edición genética de R. communis. Se estandarizaron 
los procesos de desinfección y germinación de las semillas, elongación y propagación de las 
plántulas, aislamiento y transfección de protoplastos, inducción y propagación de callo, 
extracción de DNA y RNA de hoja, amplificación de regiones de FAD2 por PCR 
convencional y cuantitativa y edición genética por la técnica CRISPR/Cas9 (Figueroa-
Varela, 2020; Susunaga-Gomez, 2022). Varios de los resultados y conclusiones de estas 
investigaciones son útiles para este trabajo y todos los que se realicen en el futuro, pues 
sientan las bases para lanzarse a profundizar todavía más en el mejoramiento de la especie y 
su manejo, logrando cada vez más alcance e impacto en el ámbito científico y económico. 
Por este motivo, los métodos empleados en este trabajo tienen su fundamento en aquellas 
investigaciones previas, como por ejemplo el uso de medio WPM suplementado con 
hormonas y nutrientes para cultivar R. communis, los protocolos de extracción de DNA de 
hoja y de amplificación del gen FAD2 y los programas de PCR (Figueroa-Varela, 2020; 
Susunaga-Gomez, 2022). 
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5. METODOLOGÍA 

 

5.1 Búsqueda in silico de isoformas del gen FAD2 en bases de datos públicas 
Para la búsqueda de isoformas del gen FAD2, se utilizó como genoma de referencia el 
ensamble con número de accesión ASM1957865v1, el cual fue realizado por el Jardín 
Botánico de Wuhan. A partir de este, se identificó la posición del gen FAD2 y sus tres exones 
a través de la anotación realizada. Luego se hizo un análisis en la base de datos de NCBI en 
busca de genes homólogos de FAD2 reportados en otras especies cercanas a R. communis. 
Con estas secuencias se hizo una búsqueda de copias de FAD2 en el genoma de R. communis 
para encontrar posibles isoformas por medio de la herramienta BLAST de NCBI, 
optimizando para secuencias más disímiles.  

Asimismo, se recopilaron las librerías de DNA y RNA-seq de proyectos referenciados con el 
fin de alinearlos usando como referencia la secuencia de FAD2 anotada del ensamble 
mencionado anteriormente. Esto con el objetivo de buscar posibles variantes o mutaciones 
en la secuencia de DNA como SNPs o indels que estén presentes en la especie y que puedan 
marcar una diferencia entre la proteína que expresa la variedad colombiana de R. communis 
(VERC-03) y las demás del resto del mundo. Para los alineamientos se usó el software BWA 
(REF), para filtrar y ordenar los reads se usó Samtools (Danecek et al., 2021) y para encontrar 
variantes se usó Freebayes (Garrison & Marth, 2012). Adicionalmente, a la secuencia de 
referencia se le añadieron 300 pb antes y después para facilitar la unión de los reads. 

5.2 Material vegetal 
Se utilizaron semillas de R. communis de la variedad VERC-03, provenientes del banco de 
germoplasma de la Corporación Colombiana de Investigación Agropecuaria 
(AGROSAVIA). Las condiciones de almacenamiento de las semillas en el Laboratorio de 
Biotecnología Vegetal de la Universidad EAFIT, Medellín (Colombia) fueron: temperatura 
de 4°C y oscuridad. 

5.3 Cultivo in vitro de R. communis  
Para el cultivo in vitro de R. communis se emplearon los métodos estandarizados por Gil-
Correal et al., (2019). Se seleccionaron 30 semillas sanas y se sumergieron en agua destilada 
con jabón yodado por una hora. Posteriormente, se les retiró la testa y se dejaron en agua 
destilada por una hora para hidratar la cutícula. Luego se retiró también la cutícula y se 
procedió con la desinfección. 

Las semillas fueron puestas en un frasco estéril y se lavaron con una solución de HgCl2 al 
0.2% por 3 minutos. Se realizaron 3 lavados consecutivos con agua destilada estéril para 
retirar el mercurio residual. Luego se sumergieron las semillas en 50 mL de una solución de 
cefotaxima a 10 mg/L y vancomicina a 5 mg/L por 3 horas. Al final, se lavaron las semillas 
una vez más con agua destilada estéril y se colocaron sobre papel absorbente estéril para 
dejarlas secar. Una vez secas, se colocaron en medio de cultivo de germinación, el cual 
contenía WPM (2,41 g/L), azúcar (30g/L), caseína (100 mg/L), glutamina (50 mg/L), adenina 
(25 mg/L), arginina (15 mg/L), phytagel (1,8 g/L) y carbón activado (0,8 g/L), suplementado 
con ácido giberélico (2 mg/L). 
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En un plazo de entre una y dos semanas, se rescataron las semillas que germinaron sin 
contaminación visible y se sembraron en un medio de elongación el cual contenía WPM (2,41 
g/L), azúcar (30g/L), caseína (150 mg/L), glutamina (50 mg/L), adenina (25 mg/L), arginina 
(15 mg/L), phytagel (1,8 g/L) y carbón activado (0,5 g/L), suplementado con 6-
bencilaminopurina (2 mg/L) y ácido 1-naftalenacético (0,5 mg/L). Este medio tiene como 
función lograr que la planta crezca y se desarrolle rápidamente. Al cabo de los dos meses, se 
cortó la plántula por encima de los cotiledones y se sembró este epicótilo en un medio de 
propagación, el cual contenía WPM (2,41 g/L), azúcar (30g/L), caseína (100 mg/L), 
glutamina (50 mg/L), adenina (25 mg/L), arginina (15 mg/L), phytagel (1,8 g/L) y carbón 
activado (0,8 g/L), suplementado con 6-bencilaminopurina (2 mg/L), ácido 1-naftalenacético 
(0,7 mg/L) y ácido giberélico (0,7 mg/L). Este medio hace que la planta genere una raíz nueva 
a partir del corte en el epicótilo y que multiplique el número de hojas verdaderas. 

5.4 Extracción de DNA de hojas de R. communis 
Para las extracciones de DNA se usó el método del CTAB (Doyle & Doyle, 1987). Se 
precalentó el buffer de extracción con CTAB 2X por 20 minutos a 65 °C. Se maceró una 
porción pequeña de hoja fresca en el mortero con nitrógeno líquido, se depositó una porción 
pequeña de la muestra homogénea en un tubo estéril, se agregó 400 µL de CTAB y 4 µL de 
2-mercaptoetanol. Se agitó y se incubó a 65 °C por 30 minutos. Luego se añadió 300 µL de 
cloroformo, se agitó un minuto y se centrifugó a 13000 rpm por 15 minutos a 4°C. Luego de 
centrifugar, se transfirió el sobrenadante a otro tubo y se agregó el mismo volumen en 
cloroformo, se agitó por un minuto y se centrifugó nuevamente con las mismas condiciones. 
Se transfirió otra vez el sobrenadante a otro tubo y se agregó el mismo volumen en 
isopropanol, se agitó y se almacenó al menos 2 horas a -20°C. Pasado este tiempo, se 
centrifugó a 13000 rpm por 15 minutos a 4 °C. Se descartó el sobrenadante y se hicieron dos 
lavados con etanol, que consisten en añadir etanol al 70% y centrifugar a 13000 rpm por 10 
minutos a 4°C. Luego de los dos lavados se descartó el sobrenadante y se dejó secar el pellet 
por 20 o 30 minutos. Se resuspendió el DNA en 50 µL de agua libre de nucleasas estéril o en 
TE. Se agregó 1 µL de RNasa y se incubó a 37°C por una hora. Se almacenó el DNA a -20 
°C. 

Finalmente, para evaluar la integridad del DNA, se preparó un gel de agarosa al 1,2% y se 
usa TBE 1X como buffer. Se emplearon 2 µL de loading dye y 3 µL de muestra en cada 
carga. Se corrió la electroforesis con 70 V por 90 minutos. La calidad del DNA fue evaluada 
mediante la medición en Espectrofotómetro NanoDrop, donde se estimaron las relaciones 
A260/230 y A260/280, así como la concentración medida en ng/µL. 

5.5 Diseño de primers orientados al gen FAD2 de R. communis 
Para secuenciar el CDS (región codificante) del gen de FAD2 de R. communis se diseñaron 
tres pares de primers, cada par abarcando una región de alrededor de 800 bp, de forma que 
cubran todo el gen, aunque se sobrelapen. Los primers fueron diseñados con el software 
Primer3 (Kõressaar et al., 2018; Koressaar & Remm, 2007; Untergasser et al., 2012), 
escogiendo de entre todas las opciones ofrecidas las que tenían una temperatura de melting 
más similar, una longitud de amplicón adecuada para secuenciación con el método de Sanger, 
menos estructuras secundarias y menos mismatches. Los mismatches se analizaron con la 
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herramienta PrimerBLAST de NCBI (Ye et al., 2012) y las estructuras secundarias se 
predijeron con OligoAnalyzer (https://www.idtdna.com/calc/analyzer). Los primers 
diseñados fueron adquiridos a través de la empresa Purificación y Análisis de Fluidos SAS y 
se resuspendió el liofilizado hasta alcanzar una concentración de 100 ng/µL. 

5.6 Estandarización de la PCR para la amplificación del gen FAD2 de R. communis 
Para la estandarización de la PCR para amplificar el CDS del gen FAD2, se emplearon 
inicialmente dos master mix distintos con el fin de evaluar su eficacia (Tabla 1). Asimismo, 
se realizó un gradiente de temperaturas de “annealing” entre 70°C y 50°C, para abarcar un 
rango amplio en el que se obtuviera amplificación (Tabla 2). 

Tabla 1. Protocolos de PCR v1 y v2 para la amplificación del gen FAD2. 

Master Mix v1 Volumen para 1 reacción (µL) 
DNA 1 

Primer forward 0,5 
Primer rerverse 0,5 

Buffer Taq 2,5 
dNTPs 1,25 

Taq Polimerasa 0,125 
H2O 19,12 

Volumen total 25 
 

Master Mix v2 Volumen para 1 reacción (µL) 
DNA 1 

Primer forward 0,5 
Primer reverse 0,5 

Buffer Taq 5 
dNTPs 0,75 

Taq Polimerasa 0,25 
H2O 17 

Volumen total 25 
 

Tabla 2. Programa de PCR establecido para la amplificación del gen FAD2. 

Etapa Temperatura 
(°C) 

Tiempo (min)  

Desnaturalización 
inicial 

94 2:00 

Desnaturalización 50-68 0:30 x35 ciclos 
Alineamiento 72 0:30 

Extensión 72 1:00 
Extensión final 72 5:00  
Enfriamiento 4 ∞ 
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Posteriormente, se realizó una PCR empleando el master mix más óptimo con el fin de crear 
un gradiente de temperaturas para cada par de primers diseñados, y así evaluar en qué 
temperatura amplificaba mejor cada uno, esta vez abarcando un rango más estrecho y más 
bajo, entre 58°C y 45°C. Habiendo definido una temperatura mínima y máxima en la que se 
amplifica el tamaño esperado y sin inespecificidades, se repitió el gradiente de temperaturas, 
esta vez entre el rango que mejores resultados haya arrojado en las PCRs anteriores, para 
determinar con la mayor resolución posible la temperatura de annealing más adecuada.  

Luego, para determinar la concentración de cloruro de magnesio óptima, se estableció un 
rango entre 1 y 4 mM, abarcando 7 tratamientos diferentes. Adicionalmente, se realizó un 
gradiente de concentración de DNA entre 25 y 125 mg/µL, abarcando 5 tratamientos. 
Finalmente, se hizo un último gradiente, esta vez variando la concentración de primers (entre 
0.12 ng/µL y 0.2 ng/µL).  

A partir de estos resultados, se diseñó un nuevo protocolo de PCR que unificara las 
condiciones y concentraciones establecidas para cada una de las variables evaluadas. Este 
protocolo se aplicó a cada par de primers, cada uno con dos repeticiones. 

5.7 Secuenciación y modelación de FAD2 de R. communis 
A partir del DNA extraído de hojas de cuatro individuos de R. communis (réplicas 
biológicas), se amplificaron las tres regiones del gen FAD2 con los tres pares de primers 
diseñados. Se ajustó un total de 20 muestras (Tabla 3), las cuales se secuenciaron mediante 
el método Sanger en la compañía Macrogen (Corea del Sur), mediante prestación de servicios 
técnicos. 

Tabla 3. Distribución de las 20 muestras de DNA de individuos de R. communis destinadas 
a secuenciación por método Sanger, según los primers empleados para su amplificación 
(primers A, B y C).  

Individuo Primers empleados para amplificación 
1 A11 A12 B11 B12 C1 
2 A21 A22 B2 C21 C22 
3 A3 B31 B32 C31 C32 
4 A41 A42 B41 B42 C4 

 

Los reads en formato .ab1 se “trimaron” manualmente con el programa Geneious (Geneious 
Prime 2022.2.2, 2022) para retirar los extremos de las secuencias que contienen resultados 
mixtos en el cromatograma. Para el proceso de alineamiento, identificación de variantes, 
filtro de variantes de baja calidad y demás análisis de los archivos .ab1 trimados, se usó el 
software Tracy (Rausch et al., 2020). Para esto se usó como referencia el gen completo FAD2 
de R. communis de la anotación del ensamble ASM1957865v1, no solo el CDS. Luego se 
compararon entre sí los reportes de variantes para identificar aquellas que presentaran una 
calidad buena (Phred score > 10) con el fin de que exista una alta confianza en que la variante 
es real. 
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Finalmente, se creó una secuencia consenso para el gen FAD2 incluyendo las variantes 
halladas y a partir de ella se modeló su estructura terciaria con ayuda del software Alphafold 
Colab (Jumper et al., 2021). Se predijo también la ubicación del sitio activo por homología 
con COACH (Yang et al., 2013b, 2013a) y se hizo análisis de “docking” molecular estimando 
la afinidad de la enzima FAD2 de referencia y la de VERC-03 por los sustratos ácido oleico 
y ácido linoleico, empleando el software Autodock VINA (Eberhardt et al., 2021; Trott & 
Olson, 2009) con una exhaustividad de 15 y realizando 19 réplicas para cada caso. 

 

6. RESULTADOS 
 

6.1 Búsqueda de isoformas del gen FAD2 
La tabla 4 muestra la estructura del gen FAD2 de R. communis según la anotación realizada 
sobre el ensamble ASM1957865v1, las posiciones de sus exones, de su CDS y la extensión 
del mRNA producto de este. El gen FAD2, tal y como se reporta en NCBI, se extiende entre 
las posiciones 18470818 y 18475317 del cromosoma 10 de R. communis. En este gen se 
encuentran tres exones, dos pequeños al principio y uno grande y principal al final, el cual es 
el único que contiene CDS y se traduce a proteínas. El mRNA puede tomar dos isoformas, 
una uniendo los exones 1 y 3 y otra uniendo los exones 2 y 3 y recortando una pequeña 
porción del extremo 3’. El CDS para ambas isoformas de mRNA es exactamente el mismo. 
Las posiciones exactas de inicio y fin del gen completo, de las dos isoformas de mRNA, de 
cada uno de los tres exones y del CDS están señaladas en la Tabla 4.    

Tabla 4. Anotación del gen FAD2 en el ensamble de referencia ASM1957865v1. 

ID Tipo Inicio Fin 

NC_063265.1 gene 18470818 18475317 
NC_063265.1 mRNA 18470818 18475317 
NC_063265.1 exón 18470818 18470951 
NC_063265.1 exón 18473913 18475317 
NC_063265.1 CDS 18473924 18475075 
NC_063265.1 mRNA 18473470 18475265 
NC_063265.1 exón 18473470 18473494 
NC_063265.1 exón 18473913 18475265 
NC_063265.1 CDS 18473924 18475075 

 

De la base de datos de NCBI se tomó 86 secuencias del gen FAD2 de 14 diferentes especies, 
incluyendo la propia R. communis. Algunas de estas especies reportaban varias secuencias 
distintas correspondientes a FAD2, ya sea por corresponder a isoformas o por haber sido 
obtenidas de múltiples variedades de esa planta. La Tabla 5 muestra los números de accesión, 
la especie y el nombre que se le da al gen, para cada una de las secuencias usadas en el 
BLAST. 



14 
 

Tabla 5. Secuencias del gen FAD2 procedente de diversas especies y variedades usadas en 
el BLAST contra el genoma de R. communis. 

Accesión Especie Gen 
>NW_011550910.1:2474783-2475518 Elaeis guineensis FAD2 

>NM_112047.4 Arabidopsis thaliana FAD2 
>NC_038256.1:35315605-35319052 Glycine max FAD2-1B 

>NC_038255.1:40820238-40824909 Glycine max FAD2-2B 
>NC_038255.1:40814706-40815985 Glycine max FAD2-2A 
>NC_038246.1:50013588-50015460 Glycine max FAD2-1A 
>NC_038245.1:c22179154-22174478 Glycine max FAD2-2D 
>NC_038242.1:42049841-42050219 Glycine max FAD2-3 
>NC_025996.1:35241284-35246044 Elaeis guineensis FAD2 
>NC_016090.3:36014749-36020911 Glycine max FAD2-2 

>gi|94982470|gb|DQ496227.1| Zea mays FAD2 
>gi|926459552|ref|NM_001155650.2| Zea mays FAD2 

>gi|92380878|dbj|AB257309.1| Zea mays FAD2 
>gi|8980834|gb|AF272952.1| Arachis hypogaea FAD2 
>gi|8980832|gb|AF272951.1| Arachis duranensis FAD2 
>gi|8886725|gb|AF192486.1| Sesamum indicum FAD2 

>gi|604724428|gb|KF741366.1| Arachis hypogaea FAD2-2 
>gi|604724426|gb|KF741365.1| Arachis hypogaea FAD2-1 
>gi|60392579|gb|AY802997.1| Helianthus annuus FAD2-2 
>gi|60392577|gb|AY802996.1| Helianthus annuus FAD2-2 
>gi|60392575|gb|AY802995.1| Helianthus annuus FAD2-2 
>gi|60392573|gb|AY802994.1| Helianthus annuus FAD2-2 
>gi|60392571|gb|AY802993.1| Helianthus annuus FAD2-2 
>gi|60392569|gb|AY802992.1| Helianthus annuus FAD2-1 
>gi|60392567|gb|AY802991.1| Helianthus annuus FAD2-1 
>gi|60392565|gb|AY802990.1| Helianthus annuus FAD2-1 
>gi|60392563|gb|AY802989.1| Helianthus annuus FAD2-1 
>gi|60392536|gb|AY803008.1| Helianthus annuus FAD2-3 
>gi|60392534|gb|AY803007.1| Helianthus annuus FAD2-3 
>gi|60392532|gb|AY803006.1| Helianthus annuus FAD2-3 
>gi|60392530|gb|AY803005.1| Helianthus annuus FAD2-3 
>gi|60392528|gb|AY803004.1| Helianthus annuus FAD2-3 
>gi|60392526|gb|AY803003.1| Helianthus annuus FAD2-3 
>gi|60392524|gb|AY803002.1| Helianthus annuus FAD2-3 
>gi|60392522|gb|AY803001.1| Helianthus annuus FAD2-3 
>gi|60392520|gb|AY803000.1| Helianthus annuus FAD2-3 
>gi|60392518|gb|AY802999.1| Helianthus annuus FAD2-3 
>gi|60392516|gb|AY802998.1| Helianthus annuus FAD2-3 
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>gi|599328550|gb|KC994458.1| Arachis hypogaea FAD2 
>gi|512127099|gb|KC533766.1| Hiptage benghalensis FAD2-4 
>gi|512127097|gb|KC533765.1| Hiptage benghalensis FAD2-3 
>gi|512127095|gb|KC533764.1| Hiptage benghalensis FAD2-2 
>gi|512127093|gb|KC533763.1| Hiptage benghalensis FAD2-1 

>gi|438450|gb|L26296.1|ATHD12AAA Arabidopsis thaliana FAD2 
>gi|322875052|gb|HQ215949.1| Arachis hypogaea FAD2 
>gi|322875050|gb|HQ215948.1| Arachis hypogaea FAD2 
>gi|322875048|gb|HQ215947.1| Arachis hypogaea FAD2 
>gi|306976237|gb|GU929424.1| Arabidopsis lyrata FAD2 
>gi|306032966|gb|HM462476.1| Arachis hypogaea FAD2 
>gi|306032964|gb|HM462475.1| Arachis hypogaea FAD2 
>gi|306032962|gb|HM462474.1| Arachis hypogaea FAD2 
>gi|306032960|gb|HM462473.1| Arachis hypogaea FAD2 
>gi|297541128|gb|HM063066.1| Arachis hypogaea FAD2 
>gi|297540842|gb|HM063065.1| Arachis hypogaea FAD2 
>gi|268527772|gb|FJ768732.1| Arachis hypogaea FAD2 
>gi|225348405|gb|FJ768953.1| Oryza sativa FAD2 

>gi|212275228|ref|NM_001136762.1| Zea mays FAD2 
>gi|1898427443|ref|XM_022144333.2| Helianthus annuus FAD2 
>gi|1898427442|ref|XM_022144332.2| Helianthus annuus FAD2 
>gi|1898419917|ref|XM_022141964.2| Helianthus annuus FAD2 
>gi|1898396379|ref|XM_022127820.2| Helianthus annuus FAD2 
>gi|1898372801|ref|XM_022114524.2| Helianthus annuus FAD2 
>gi|1898367519|ref|XM_022181530.2| Helianthus annuus FAD2 
>gi|1898367364|ref|XM_022181467.2| Helianthus annuus FAD2 
>gi|1898335447|ref|XM_022116691.2| Helianthus annuus FAD2 
>gi|1897976731|ref|XM_035967644.1| Zea mays FAD2 
>gi|1897976730|ref|XM_020552996.3| Zea mays FAD2 

>gi|18418652|gb|AF251844.1| Helianthus annuus FAD2-3 
>gi|18418650|gb|AF251843.1| Helianthus annuus FAD2-2 
>gi|18418648|gb|AF251842.1| Helianthus annuus FAD2-1 

>gi|1669383105|ref|XM_025824044.2| Arachis hypogaea FAD2 
>gi|1666279011|ref|XM_025762584.2| Arachis hypogaea FAD2 

>gi|157361223|gb|EF687907.1| Zea mays FAD2 
>gi|1217042947|ref|XM_021805835.1| Hevea brasiliensis FAD2 
>gi|1217042945|ref|XM_021805834.1| Hevea brasiliensis FAD2 
>gi|1216274745|ref|XM_021766109.1| Manihot esculenta FAD2 
>gi|1216274743|ref|XM_021766108.1| Manihot esculenta FAD2 
>gi|1216274741|ref|XM_021766107.1| Manihot esculenta FAD2 
>gi|1216274739|ref|XM_021766106.1| Manihot esculenta FAD2 
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>gi|1173803395|ref|XM_020694947.1| Sesamum indicum FAD2 
>gi|1173803391|ref|XM_020694946.1| Sesamum indicum FAD2 
>gi|1173803389|ref|XM_011081925.2| Sesamum indicum FAD2 
>gi|1173803387|ref|XM_011081924.2| Sesamum indicum FAD2 
>gi|1173789312|ref|XM_011076843.2| Sesamum indicum FAD2 
>gi|1063710967|ref|NM_001337975.1| Arabidopsis thaliana FAD2 
>gi|1021311890|ref|NM_001323719.1| Ricinus communis FAD2 

 

Para el BLAST se emplearon como queries las 86 diferentes secuencias de FAD2 de distintas 
especies cercanas y oleaginosas. El software arrojó dos coincidencias en el genoma de R. 
communis para la mayoría de las secuencias de FAD2 presentadas, una en el cromosoma 10 
y otra en el cromosoma 9 (Figura 2). La que se ubica en el cromosoma 10 corresponde al 
mismo locus de FAD2 que ya se conoce. La que se ubica en el cromosoma 9 corresponde al 
gen de la enzima oleato hidrolasa FAH12, la cual tiene cierta similitud, por lo que es 
identificada por el BLAST como una secuencia parecida. Todas las secuencias de FAD2 de 
distintas especies empleadas en la búsqueda tuvieron las mismas dos coincidencias en los 
mismos locus, por lo que en la figura 2 solo se muestra el resultado que arroja la secuencia 
de FAD2 canónica de R. communis. 

Figura 2. Resultado general del BLAST con la secuencia de FAD2 de R. communis como 
query. 

Las Tablas 6 y 7 presentan las mutaciones o variantes que tienen las otras variedades de R. 
communis sobre el gen FAD2, respecto al mRNA secuenciado de la variedad colombiana 
experimental VERC-03. En estas tablas se identifican de inmediato unos puntos en común 
en los cuales suceden los mismos cambios en la secuencia. Algunos de estos son 119, 283, 
414, 827 y 1478. Estas posiciones se definen teniendo en cuenta que la referencia usada 
incluye 300 pb (antes y después del gen) para facilitar el alineamiento de los reads, por lo 
que, definiendo como inicio el comienzo del CDS, las posiciones serían -180, -16, 115, 528 
y 1179. De estas, solo las posiciones 115 y 528 estarían dentro del CDS. 
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Tabla 6. Reporte de Freebayes de variantes del gen FAD2 secuenciado de variedades de R. 
communis reportadas en NCBI en los proyectos PRJNA548999, PRJNA453634, 
PRJNA414256 y PRJNA513227. #CROM indica la secuencia de referencia que se está 
usando para encontrar variantes, POS indica la posición de la referencia en la que ocurre la 
mutación, REF indica la base o las bases presentes en la referencia, ALT indica la base o las 
bases en su versión mutada presentes en los reads alineados y QUAL indica la confianza 
percibida sobre la existencia de la variante. 

#CHROM POS REF ALT QUAL 
PRJNA548999 

gi|2079614566|gb|CM033710.1|:18473624-
18475372 119 AAAGC AAATCAGAAGC 5947.17 
gi|2079614566|gb|CM033710.1|:18473624-
18475372 414 G A 10434.9 
gi|2079614566|gb|CM033710.1|:18473624-
18475372 827 C T 8684.02 
gi|2079614566|gb|CM033710.1|:18473624-
18475372 1478 A G 9413.97 

PRJNA453634 
gi|2079614566|gb|CM033710.1|:18473624-
18475372 283 TTT CTA 825.196 
gi|2079614566|gb|CM033710.1|:18473624-
18475372 414 G A 22192.7 
gi|2079614566|gb|CM033710.1|:18473624-
18475372 827 C T 18129.4 
gi|2079614566|gb|CM033710.1|:18473624-
18475372 1478 A G 17828.3 
gi|2079614566|gb|CM033710.1|:18473624-
18475372 1643 T A 0 
gi|2079614566|gb|CM033710.1|:18473624-
18475372 1653 A C,T 

5,76E-
09 

PRJNA414256 
gi|2079614566|gb|CM033710.1|:18473624-
18475372 707 C T 0 

PRJNA513227 
gi|2079614566|gb|CM033710.1|:18473624-
18475372 119 AAAGC AAATCAGAAGC 

1.96e-
13 

gi|2079614566|gb|CM033710.1|:18473624-
18475372 414 G A 

1,45E-
08 

gi|2079614566|gb|CM033710.1|:18473624-
18475372 827 C T 0 
gi|2079614566|gb|CM033710.1|:18473624-
18475372 919 G C 

3,27E-
09 

gi|2079614566|gb|CM033710.1|:18473624-
18475372 1478 A G 12686.3 
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Tabla 7. Reporte de Freebayes de variantes del mRNA de FAD2 secuenciado de la variedad 
de R. communis reportada en NCBI en el proyecto PRJNA453634. #CROM indica la 
secuencia de referencia que se está usando para encontrar variantes, POS indica la posición 
de la referencia en la que ocurre la mutación, REF indica la base o las bases presentes en la 
referencia, ALT indica la base o las bases en su versión mutada presentes en los reads 
alineados y QUAL indica la confianza percibida sobre la existencia de la variante. 

#CHROM POS REF ALT QUAL 
PRJNA453634 

gi|2079614566|gb|CM033710.1|:18473624-
18475372 119 AAAGC AAATCAGAAGC 979.241 
gi|2079614566|gb|CM033710.1|:18473624-
18475372 266 CAC CC 0 
gi|2079614566|gb|CM033710.1|:18473624-
18475372 283 TTT CTA 0 
gi|2079614566|gb|CM033710.1|:18473624-
18475372 414 G A 136855 
gi|2079614566|gb|CM033710.1|:18473624-
18475372 827 C T 114258 
gi|2079614566|gb|CM033710.1|:18473624-
18475372 1478 A G 65172.1 
gi|2079614566|gb|CM033710.1|:18473624-
18475372 1608 T C 0 
gi|2079614566|gb|CM033710.1|:18473624-
18475372 1651 T C 

1,40E-
09 

 

6.2 Cultivo in vitro de R. communis  
Luego de la desinfección, las semillas de R. communis fueron colocadas en medios de 
germinación, tal como se muestra en la Figura 3.  
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Figura 3. Semillas de R. communis VERC-03 en medio de germinación suplementado con 
ácido giberélico, luego de pasar por el proceso de desinfección. 

Las semillas tardaron en germinar entre una y dos semanas, luego se transfirieron aquellas 
que no resultaron contaminadas y que germinaron exitosamente a medios de elongación para 
que desarrollaran su raíz y tallo como se observa en la Figura 4. Las semillas que pudieron 
germinar adecuadamente y sin contaminación fueron entre 20% y 30% del total de semillas 
desinfectadas, teniendo en cuenta que cada ciclo de desinfección incluía 30-35 semillas. 

 

Figura 4. Plántula de R. communis VERC-03 en medio de elongación suplementado con 6-
bencilaminopurina y ácido 1-naftalenacético. 



20 
 

Después de que la plántula alcanzaba una altura de unos 15 cm y tocaba la tapa del frasco, se 
transfería su epicótilo a medios de propagación para que generara hojas como insumo para 
las posteriores extracciones de DNA (Figura 5). 

 

Figura 5. Plántula de R. communis VERC-03 en medio de propagación WPM suplementado 
con 6-bencilaminopurina, ácido 1-naftalenacético y ácido giberélico. 

6.3 Extracción de DNA de hojas de R. communis 
La extracción inicial de DNA proveniente de hojas de R. communis con el método CTAB 
(descrito anteriormente) permitió obtener una banda intensa y con poca degradación (Figura 
6). Asimismo, la evaluación de la calidad del DNA mediante espectrofotometría (NanoDrop) 
mostró valores altos y óptimos para concentración y relaciones A260/280 y A260/230, 
respectivamente, como se muestra en la Tabla 8. 
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Figura 6. Prueba de integridad del DNA genómico de hojas de R. communis obtenido en la 
primera extracción. Carril A: Ladder 50 bp. Carril B: DNA genómico. 

Tabla 8. Lectura de espectrofotometría en Nanodrop del DNA genómico de hojas de R. 
communis, obtenido en la primera extracción. 

MUESTRA CONCENTRACIÓN 
(ng/µL) 

260/280 260/230 

Hojas de R. communis 
(Primera extracción) 

1296.0 1.75 1.16 

 

Al realizar una segunda extracción de DNA, esta vez en hojas de cuatro individuos de R. 
communis, se observó una buena integridad del DNA genómico (Figura 7).  
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Figura 7. Prueba de integridad del DNA extraído de las 4 réplicas biológicas para la 
secuenciación del gen FAD2 de R. communis. Carril A: Ladder 50 bp. Carril B: Individuo 1. 
Carril C: Individuo 2. Carril D: Individuo 3. Carril E: Individuo 4. 

Por su parte, el espectrofotómetro mostró estadísticas favorables en las relaciones A260/280 
y A260/230, aunque los individuos 3 y 4 muestran unas relaciones A260/230 por debajo de 
lo ideal, que es 1 (Tabla 9). 

Tabla 9. Lecturas de espectrofotometría con Nanodrop para cada réplica biológica para la 
secuenciación del gen FAD2 de R. communis. 

MUESTRA CONCENTRACIÓN 
(ng/µL) 

A260/280 A260/230 

Individuo 1 356 1.81 1.04 
Individuo 2 1409 1.94 1.50 
Individuo 3 592 1.82 0.88 
Individuo 4 246 1.77 0.86 

 

6.4 Diseño de primers orientados al gen FAD2 de R. communis 
Los tres pares de primers diseñados en Primer3 se nombraron A (primera parte del gen), B 
(segunda parte) y C (tercera parte). Los primers A generan un amplicón de 836 bp, los B 
generan uno de 785 bp y los C generan uno de 847 bp (Tabla 10). La ubicación de los primers 
en el gen FAD2 de R. communis se muestra gráficamente en la Figura 8. 
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Tabla 10. Secuencias de primers empleados para la amplificación completa del gen FAD2 
de R. communis. 

PRIMERS SECUENCIA 

AF TTCCTGTGTAAGAAACTGCCT 

AR CCAAGTGTAAGTGTGACGGC 

BF TTCCACCTCCTTCCTGAACC 

BR GCCTTTGTAGCCTCCATTGC 

CF TTCAATGTTTCAGGCAGGCC 

CR AACCAAATTGACGGATGCGC 
 

Figura 8. Representaciópn gráfica de las regiones amplifacas con los primers diseñados en 
el gen FAD2 de R. communis. Las dimensiones de cada exón, intrón y amplicón no están a 
escala. 

El programa Primer3 arrojó los resultados que se muestran en la Figura 9. Como se observa, 
los tres pares de primers presentan estadísticas favorables predichas. La Tm es similar en 
todos, los porcentajes de guanina y citosina son adecuados y el tamaño de los amplicones 
que generan es idóneo para las secuenciaciones por el método de Sanger. 

PRIMERS A 

 

PRIMERS B 

 

PRIMERS C 
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Figura 9.  Características de primers diseñados para amplificación del gen FAD2, 
proporcionadas por el software Primer3. 

Por otra parte, el programa OligoAnalyzer mostró algunas estructuras secundarias que son 
teóricamente posibles, principalmente en el par de primes A (Figura 10). Se reporta también 
que para los tres pares de primers, estas estructuras secundarias tienen una estabilidad 
demasiado baja como para formarse en una cantidad apreciable en los rangos de temperatura 
típicos de una PCR, por lo que no interfieren en el proceso de amplificación. 

PRIMERS A 

Forward: 

 

Reverse: 
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PRIMERS B 

Forward: 

 

Reverse: 
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PRIMERS C 

Forward: 

 

Reverse: 

 

Figura 10.  Estructuras secundarias de los primers diseñados para la amplificación del gen 
FAD2, predichas por el software Primer3. 

Mediante el PrimerBLAST se logró identificar tres posibles mismatch por parte del par de 
primers B, dos en el cromosoma 9 y otro en el cromosoma 7 (Figura 11). Los mismatch son 
regiones del genoma de R. communis que pueden amplificarse accidentalmente, resultando 
en inespecificidades. 

PRIMERS B 
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Figura 11.  Características de primers diseñados para amplificación del gen FAD2, 
proporcionadas por el software PrimerBLAST. 

6.5 Estandarización de la PCR para la amplificación del gen FAD2 de R. communis 
Después de obtener los resultados del proceso de estandarización de la PCR, se observa que 
el master mix v2 tiene menos inespecificidades en las temperaturas que mejor amplifican en 
ambos gradientes (57.5°C y 53.8°C), por lo que se concluye que es más eficaz en 
comparación con el master mix v1 (Figura 12). No obstante, se observa como la PCR deja de 
amplificar correctamente en temperaturas superiores a 65.9°C. Adicionalmente, los 
amplicones tienen un tamaño de entre 1000 y 1500 pb y se presenta en algunas de las 
muestras una inespecificidad con un tamaño de entre 600 y 700 pb. 

 

Figura 12. Electroforesis comparativa de los gradientes de temperatura entre 70°C y 50°C 
resultantes de usar los master mix v1 y v2 con el par de primers A. El tamaño de los 
amplicones esperados para los primers A, B y C son 836, 785 y 847, respectivamente. Las 
temperaturas correspondientes a cada carril son las siguientes: Ladder: 1 kb, A: 70 °C, B: 
68.5 °C, C: 65.9 °C, D: 62 °C, E: 57.5 °C, F: 53.8 °C, G: 51.4 °C, H: 50 °C. 

Los resultados del segundo gradiente de temperaturas (Figura 13) muestran que temperaturas 
demasiado bajas favorecen la aparición de inespecificidades. En este sentido, son preferibles 
las temperaturas superiores a 55.3°C.  

 



28 
 

 

Figura 13. Gradientes de temperatura entre 58°C y 45°C para los pares de primers A, B y C. 
Las temperaturas de los carriles son: Ladder: 1 kb, A: 58 °C, B: 57 °C, C: 55.3 °C, D: 53 °C, 
E: 50 °C, F: 47.5 °C, G: 45.9 °C, H: 45 °C. 

Se repite luego la PCR (Figura 14) pero esta vez entre 56°C y 66°C. Las bandas más intensas 
se encuentran entre las temperaturas 59.8 y 57.9, lo que sugiere una mayor eficiencia en la 
PCR. Se decidió, por lo tanto, y razones prácticas, elegir 60°C como temperatura de 
annealing para los tres pares de primers en todas las PCRs en adelante. 
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Figura 14. Gradientes de temperatura entre 66°C y 56°C para los pares de primers A, B y C. 
Las temperaturas de cada carril son: Ladder: 1 kb, A: 66 °C, B: 65.3 °C, C: 64 °C, D: 62.1 
°C, E: 59.8 °C, F: 57.9 °C, G: 56.7 °C, H: 56 °C, (-): control negativo. 

En los resultados del gradiente de cloruro de magnesio se puede observar que las bandas más 
intensas y sin inespecificidades para los tres pares de primers se encuentran en el carril 
correspondiente a la concentración de MgCl2 de 2 mM (Figuras 15 y 16). Esto sugiere que la 
concentración de MgCl2 de 2 mM es la más adecuada para amplificar las tres regiones del 
CDS de FAD2. 
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Figura 15. Gradiente de concentración de cloruro de magnesio entre 1 mM y 4 mM para los 
pares de primers A y B. El Ladder usado es de 1 kb. Las concentraciones de cloruro de 
magnesio (mM) en las muestras de cada carril son: A: 1, B: 1.5, C: 2, D: 2.5, E: 3, F: 3.5, G: 
4, H: control negativo, I: ladder, J: 1, K: 1.5, L: 2, M: 2.5, N: 3, O: 3.5, P: 4, Q: control 
negativo, R: ladder. 

   

Figura 16. Gradiente de concentración de cloruro de magnesio entre 1 mM y 4 mM para el 
par de primers C. El Ladder usado es de 1 kb. Las concentraciones de cloruro de magnesio 
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(mM) en las muestras de cada carril son: A: ladder, B: 1, C: 1.5, D: 2, E: 2.5, F: 3, G: 3.5, H: 
4, I: control negativo. 

Se evidencia en la Figura 17 que, para las concentraciones usadas en el experimento, la que 
resulta en bandas más intensas es 125 ng/µL, y a juzgar por la tendencia que se muestra, es 
probable que concentraciones más altas de DNA resulten en una amplificación todavía 
mayor. A pesar de esto, se decidió continuar usando una concentración de 100 ng/µL, ya que 
también da una buena intensidad de banda. 

 

Figura 17. Gradiente de concentración de DNA entre 25 ng/µL y 125 ng/µL para el par de 
primers C. Las concentraciones de DNA (ng/µL) en las muestras de cada carril son: A: 
ladder, B: 25, C: 25, D: control negativo, E: 50, F: 50, G: control negativo, H: 75, I: 75, J: 
control negativo, K: 100, L: 100, M: control negativo, N: 125, O: 125, P: control negativo, 
Q: ladder. 

Los resultados del experimento de la Figura 18 muestran que la concentración de primers 
más adecuada para las PCRs es 0.16 ng/µL. 

 

Figura 18. Gradiente de concentración de primers entre 0.12 ng/µL y 0.2 ng/µL para el par 
de primers C. Las concentraciones de primers (ng/µL) en las muestras de cada carril son: 
A: ladder, B: 0.12, C: 0.14, D: 0.16, E: 0.18, F: 0.2, G: control negativo. 
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De los experimentos propios de la estandarización de la PCR para amplificar las regiones de 
FAD2 a partir de DNA de hoja de R. communis, se puede concluir que para los tres pares de 
primers, las condiciones ideales de la reacción son temperatura de annealing de 60 °C, 
concentración de cloruro de magnesio de 2 mM, concentración del stock de DNA de 100 
ng/µL y concentración de primers de 0.16 ng/µL, empleando el master mix v2. Estas 
condiciones resultan en una amplificación eficiente y específica, tal como se evidencia en la 
Figura 19. 

 

Figura 19. PCR final con las condiciones sugeridas por los experimentos anteriores 
empleando los pares de primers A, B y C. Las muestras en cada carril son: A: ladder, B: 
primers A, C: primers A, D: control negativo, E: primers B, F: primers B, G: control negativo, 
H: primers C, I: primers C, J: control negativo. 

Con base en las condiciones estandarizadas, se llevó a cabo una PCR para amplificar el DNA 
extraído de los cuatro individuos de R. communis con los primers A, B y C (Figura 20). 
Posteriormente, estos amplicones fueron sometidos a secuenciación. 
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Figura 20. Amplificación de las tres regiones del gen FAD2 de R. communis con los primers 
A, B y C, para 20 muestras destinadas a secuenciación. Las concentraciones de cloruro de 
magnesio (mM) en las muestras de cada carril son: A: A11, B: A12, C: A21, D: A22, E: A3, 
F: A41, G: control negativo, H: ladder, I: A42, J: B11, K: B12, L: B2, M: B31, N: B32, O: 
B41, P: B42, Q: control negativo, R: ladder, S: C1, T: C21, U: C22, V: C31, W: C32, X: C4, 
Y: control negativo, Z: ladder. 

6.6 Secuenciación y modelación de FAD2 en R. communis 
Luego de ser secuenciados los amplicones, el resultado fueron 40 archivos en formato .ab1 
que corresponden a los cromatogramas que arroja la prueba (20 forward y 20 reverse), cada 
uno con una interpretación automática en formato .txt donde se extraen los nucleótidos 
correspondientes a cada señal. No obstante, algunos de los reads generados de las muestras 
B forward tuvieron baja calidad (B11/BF, B12/BF, B2/BF, B31/BF, B32/BF, B41/BF, 
B42/BF), por lo que fueron descartados para el alineamiento (Tabla 11). 

Tabla 11. Tamaño reportado para los reads resultado de la secuenciación por el método de 
Sanger. El nombre de cada read consiste en la muestra de la que proviene y tiene añadido 
AF, AR, BF, BR, CF o CR dependiendo si la reacción usó los primers forward o reverse para 
esa región. El largo se indica para la longitud total de los reads (normal) y por la longitud del 
read cuando se le retiran las porciones que no tienen buena calidad. Q20 indica 1 error por 
cada 100 nucleótidos. 

Read 
Largo 

Normal Q20 
A11/AF 781 763 
A12/AF 793 482 
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A21/AF 778 767 
A22/AF 789 730 
A3/AF 802 668 

A41/AF 790 164 
A42/AF 783 587 
B11/BF 95 9 
B12/BF 745 57 
B2/BF 742 24 

B31/BF 63 8 
B32/BF 64 13 
B41/BF 96 9 
B42/BF 121 10 
C1/CF 800 737 

C21/CF 781 740 
C22/CF 804 794 
C31/CF 797 659 
C32/CF 787 776 
C4/CF 771 770 

A11/AR 788 767 
A12/AR 785 261 
A21/AR 787 765 
A22/AR 787 187 
A3/AR 782 172 

A41/AR 856 218 
A42/AR 791 174 
B11/BR 741 535 
B12/BR 742 557 
B2/BR 737 662 

B31/BR 752 141 
B32/BR 752 491 
B41/BR 679 131 
B42/BR 524 51 
C1/CR 807 563 

C21/CR 800 737 
C22/CR 813 516 
C31/CR 797 515 
C32/CR 799 519 
C4/CR 799 787 

 

De la detección de variantes resultaron un total de 6 SNPs, de las cuales solo tres se ubicaban 
dentro del CDS (variantes en las posiciones 3308, 3353 y 3652). Los tres consisten en un 
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cambio de timina a adenina en la secuencia (tabla 12). Las primeras dos variantes generan 
un cambio en el codón que altera el aminoácido para el que codifican. En ambos casos pasa 
de codificar una tirosina (Y) a una asparagina (N) en los aminoácidos de las posiciones 68 y 
83. Por otro lado, la tercera variante es sinónima, el cambio en el codón no tiene efecto sobre 
el aminoácido para el que codifica, por lo que no hay alteración en la estructura primaria de 
la proteína (Figura 21). 

Tabla 12. SNPs presentes en la secuencia de DNA del gen FAD2 de R. communis variedad 
VERC-03. Se denota la posición de la variante, la base presente en la referencia y la variante 
encontrada en la secuenciación, junto con su índice de calidad en phred score, la confianza 
que se tiene en que esta variante es real. 

Posición Referencia Variante Calidad 
2973 T C 37.6032 
3308 T A 32.2598 
3353 T A 19.4952 
3652 T A 84.5524 
4483 T A 17.2681 
4488 G T 11.7843 

 

 

Figura 21. Alineamiento entre la proteína FAD2 canónica de R. communis (query) y la 
predicha a partir del DNA secuenciado de la variedad VERC-03 (subject). En rojo se resaltan 
las variantes presentes. 

Al modelar la estructura 3D de ambas proteínas, la original y la predicha de la variedad 
VERC-03 de R. communis, se encontró que, en ambos casos, el software tuvo problemas para 
modelar con precisión los extremos de la proteína, pero pudo predecir con un alto grado de 
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confianza el cuerpo principal (Figura 22 y 23). Esto puede deberse a la falta de cobertura en 
los extremos durante el alineamiento de las secuencias de FAD2 con las disponibles en las 
bases de datos consultadas (Figura 22). Era de esperar también que los resultados para la 
proteína de referencia y la de VERC-03 fueran casi idénticos, ya que solo difieren en dos 
residuos de aminoácidos. Estos dos aminoácidos están ubicados en las posiciones 68 y 83, 
las cuales tienen buena cobertura y una confianza alta en la predicción. 

En la Figura 24 se ve a la izquierda el LDDT predicho por residuo, el cual es útil para estimar 
la confianza en el modelo a nivel de dominio. A la derecha se muestra el error alineado 
predicho, que sirve para estimar el error en la predicción en la interacción entre dominios. En 
ambos casos se evidencia una caída en la calidad de la predicción al llegar a los extremos de 
la cadena, aunque la caída es mayor en el extremo N terminal que en el C terminal. En el 
modelo 3D de la figura 23 se observa que este extremo N terminal toma la forma de una 
cadena larga y suelta, no incorporada al resto de la proteína, lo que probablemente no se 
acerque a la realidad. 

REFERENCIA 

 

VERC-03
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Figura 22. Cobertura de las secuencias proteicas de las bases de datos sobre las secuencias 
de la proteína FAD2 de referencia y la de la variedad VERC-03 realizado por el software 
AlphaFold. 

REFERENCIA 

 

VERC-03 

 

Figura 23. Comparación de los modelos 3D de la proteína FAD2 de referencia y la de la 
variedad VERC-03 obtenidos con el software AlphaFold. 
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REFERENCIA 

VERC-03 

Figura 24. Comparación entre los grados de error predichos para los modelos 3D de la 
proteína FAD2 de referencia y la de la variedad VERC-03 obtenidos con el software 
AlphaFold Colab. A la izquierda, LDDT predicho por residuo, a la derecha, error alineado 
predicho. 

Usando el software COACH se predijo el sitio activo de la proteína con un puntaje de 0.11 y 
se encontró que éste está ubicado entre los residuos 105, 109, 141, 145 y 318, los cuales 
corresponden a una caja de histidinas (Figura 25). 
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Figura 25. Ubicación del sitio activo de la proteína, predicho por COACH. Se resaltan en 
azul los residuos implicados. 

Posteriormente se realizó el análisis de “docking” molecular con el software Autodock 
VINA, enfocándose especialmente en la región predicha por COACH para ser el sitio activo. 
Se encontró que el FAD2 de referencia tiene una afinidad por el ácido oleico de alrededor de 
5,8 y por el ácido linoleico de 6,4. Unos valores similares se dan para el FAD2 de la variedad 
VERC-03 de R. communis, 5,6 de afinidad por el ácido oleico y 6,3 por el ácido linoleico. 
No se observa una diferencia significativa entre la afinidad de ambos FAD2 por los sustratos 
y se observa también una mayor afinidad de la enzima por el ácido linoleico que por el ácido 
oleico (Tabla 13). 

Tabla 13. Afinidad entre la enzima FAD2 de referencia y la de VERC-03 y los sustratos 
ácido oleico y ácido linoleico. Se muestran los valores arrojados por las 19 réplicas realizadas 
y el promedio ponderado. 

Afinidad (kcal/mol) 
Ácido oleico Ácido linoleico 

Referencia VERC-03 Referencia VERC-03 
5,4 6,7 6,6 5,4 
6,3 6,8 5,9 6,9 
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5,5 5,3 6,7 6,2 
5,3 5 6,8 5,9 
5,5 6,9 5,4 7,2 
6,8 5,7 5,5 5,3 
5,8 5,4 6,7 5,9 
6,5 5 7,5 5,9 
6,5 6,7 6 5,9 
7,1 5,1 6,8 6,2 
5,5 5,2 5,7 6,8 
5,8 5 5,5 5,9 
5,9 5,5 7,6 7,3 
4,9 5,4 6,2 5,9 
5,3 5 6,7 7,9 
5,6 6,6 7,2 8,3 
5,3 5,7 5,7 5,9 
5,5 5,1 6,1 5,4 
6,9 5,6 7 5,8 

Promedio Promedio Promedio Promedio 
5,863158 5,668421 6,4 6,315789 

 

7. DISCUSIÓN 
 

7.1 Búsqueda in silico de isoformas del gen FAD2 
En la primera fase de este trabajo de investigación se pretendió caracterizar el gen de la 
enzima desaturasa de ácidos grasos 2 (FAD2) en Ricinus communis de la variedad VERC-03 
a partir de métodos moleculares, así como sus posibles isoformas usando métodos 
computacionales, lo cual serviría como base para una segunda fase, en la que se abordaría el 
estudio de las isoformas de FAD2 a nivel de expresión diferencial. 

El BLAST realizado usando múltiples secuencias de FAD2 de diversas especies, variedades 
e isoformas contra el genoma de R. communis reportado en NCBI, mostró que no existen 
secuencias homólogas al gen FAD2 en su genoma, que está ubicado únicamente en un locus 
y no tiene otras copias en el genoma. Lo más similar que se encontró a cualquiera de los 
genes FAD2 de otras especies y sus isoformas, fue el gen FAH12, que cumple una función 
muy distinta y de todas formas comparte con FAD2 una identidad baja. Por lo tanto, este 
experimento sugiere buscar las isoformas de FAD2 de R. communis en ese mismo locus, en 
forma de alelos o productos de splicing alternativo. Esto contrasta con lo reportado para otras 
especies como soya, la cual posee dos copias del gen que se expresan de forma independiente 
y provienen de dos loci distintos, FAD2-1 y FAD2-2 (Heppard et al., 1996). A su vez, el gen 
FAD2-1 se expresa de forma diferencial en dos isoformas, FAD2-1A y FAD2-1B (Tang et 
al., 2005). 
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La estructura del gen FAD2 que se reporta en la anotación del ensamble ASM1957865v1 
consiste en dos exones pequeños de 134 pb y 25 pb más un exón principal de 1405 pb que 
contiene todo el CDS. Dos isoformas que se reportan en esta anotación para el mRNA de 
FAD2 son entre el exón principal y cada uno de los dos exones de forma independiente. 
Incluso en la isoforma que crea la unión del exón de 25 pb y el de 1405, este último recorta 
su extremo 3’ para quedar de un tamaño de 1353 pb. No obstante, el CDS siempre es el 
mismo y la proteína generada viene a ser la misma, independientemente de las 
transformaciones que sufra el mRNA, por lo que la maduración de éste y el splicing no 
parecen tener en este caso un efecto sobre el resultado final de la proteína. Esta estructura 
difiere con lo reportado para especies como Arabidopsis thaliana, la cual también presenta 
una región grande 5’ del CDS y que no se traduce pero sí se transcribe, con la diferencia de 
que esta no presenta los dos exones que indica la anotación de R. communis (Okuley et al., 
1994). 

Estos pequeños exones posiblemente correspondan a secuencias de señalización que 
permiten que la proteína pueda ser transportada y ubicada en un sitio específico de la célula. 
FAD2 es una proteína que se ubica en la membrana del retículo endoplasmático y del 
cloroplasto, por lo que es posible que cada uno de estos exones pequeños ayude a la proteína 
a dirigirse a un organelo específicamente. Este tipo de señalización se reporta en las proteínas 
FAD2 de otras especies como Olea europaea entre otras (Banilas et al., 2005; Dehghan 
Nayeri & Yarizade, 2014), mientras en especies como Camellia chekiangoleosa no existe (Z. 
Wang et al., 2020). Este precedente hace que sea posible que en R. communis esté presente 
también un péptido señal que ayude a FAD2 a ubicarse ya sea en el retículo endoplasmático 
o en el cloroplasto. 

Otra explicación válida es que estos exones no traducidos constituyen UTRs (regiones no 
traducidas) que se unen de forma diferencial al CDS. Este fenómeno se denomina IME 
(mejoramiento mediado por intrones), consiste en afectar la eficiencia de la traducción por 
medio de aprovechar los UTRs para cambiar la frecuencia de los eventos de retención de 
intrones, los cuales son una forma de splicing alternativo (Chaudhary et al., 2019). En 
humanos se ha encontrado por ejemplo que existen dos variantes de distinto tamaño de la 
región 5’ UTR del gen ARPC2 y la más larga contiene un sitio interno de entrada al ribosoma 
(IRES) del que carece la más corta. También se demostró que solo la variante larga que 
contiene este elemento es capaz de promover la traducción cap-independiente y posee una 
región rica en guanina que forma estructuras cuádruplex de guanina (G-quadruplex), las 
cuales contribuyen a la actividad del IRES (Al-Zeer et al., 2019). Es probable por lo tanto 
que en el gen FAD2 de R. communis esté ocurriendo el mismo fenómeno de splicing 
alternativo de variantes del 5’ UTR. 

7.2 Cultivo in vitro de R. communis 
La desinfección de las semillas de R. communis involucra el uso de una solución de HgCl2, 
la cual elimina de forma muy efectiva todo tipo de contaminación de la superficie de la 
semilla, ya sea esporas, hongos o bacterias. Por otro lado, este desinfectante tiene la 
desventaja de que, al contener un metal pesado, puede tener un efecto nocivo sobre la 
viabilidad de los embriones de las semillas. Esto se evidencia en que varias de las semillas 
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que fueron desinfectadas exitosamente luego no lograban germinar para convertirse en 
plántulas sanas, sino que se quedaban en un estado de atrofia, causada probablemente por la 
toxicidad del mercurio (Mrozek & Funicelli, 1982). También está claro que un mayor tiempo 
de exposición al HgCl2 siempre resulta en pérdida de viabilidad para las semillas, como 
muestra el estudio de Susunaga-Gomez, (2022). Es por eso por lo que es importante encontrar 
un equilibrio entre la eficacia de la desinfección y la toxicidad sobre el embrión, de forma 
que se optimice el proceso y resulten más plántulas sanas (Tilahun et al., 2013). Este 
equilibrio probablemente varíe según otros aspectos como la carga microbiana inicial de las 
semillas, la edad de estas, la viabilidad y las condiciones de almacenamiento, ya que unas 
semillas con menos viabilidad serán más débiles a la hora de resistir la exposición al HgCl2. 
Adicionalmente, el lavado con antibióticos, en este caso Vancomicina y Cefotaxima, 
contribuye mucho a deshacerse de los últimos remanentes de contaminación que hayan 
quedado en la superficie de las semillas o en pequeñas grietas y pliegues. 

La tasa de germinación encontrada en este trabajo para las semillas de R. communis es similar 
a la reportada por Susunaga-Gómez (2022), la cual empleó el mismo protocolo usado en este 
trabajo, que a su vez fue estandarizado por Gil-Correal et al. (2019). Varía un poco porque 
hay una separación en el tiempo entre las dos investigaciones y se usaron las mismas semillas, 
por lo que se pierde inevitablemente algo de viabilidad. 

Los medios de elongación y propagación contienen hormonas del grupo de las auxinas y 
citoquininas, lo cual concuerda con otros estudios de cultivo in vitro de R. communis en los 
que se usan también TDZ y ácido naftalenacético para promover el crecimiento de tallos, 
epicótilos y raíces, adicional al ácido giberélico. Por otro lado, en cuanto al medio de 
macronutrientes, algunos autores (Bertozzo & Machado, 2010; J. X. Zhang et al., 2016) 
reportan el uso de medio Murashige & Skoog (MS) (Murashige & Skoog, 1962) como un 
método más estándar de cultivo de tejidos vegetales en vez de WPM (Lloyd & McCown, 
1980) como en este trabajo, el cual es propuesto por (Correal et al., 2019) como opción de 
macronutrientes para propagar R. communis. 

7.3 Extracción de DNA de hojas de R. communis 
Las extracciones de DNA de hojas de R. communis resultaron en una buena concentración 
de ácidos nucleicos, esto en parte como consecuencia de una biomasa inicial grande y en 
parte por el desarrollo cuidadoso del protocolo de extracción con CTAB. La relación 
A260/280 de todas las muestras estuvo en el rango ideal para DNA, entre 1.7 y 1.9, lo cual 
nos indica pureza del DNA, aunque una de ellas, la del individuo 2 de las extracciones para 
secuenciación, tuvo un valor un poco superior, lo que indica trazas restantes de RNA que no 
fueron eliminadas por la RNasa al final del protocolo. La relación A260/230 de las muestras 
fue aceptable, ya que estuvo siempre rozando el límite del rango ideal, que es superior a 1, 
pero estuvo por debajo en dos de las muestras, los individuos 3 y 4 de las extracciones para 
secuenciación. Esto puede deberse a contaminación con carbohidratos, ya que este es un 
problema usual en extracciones de plantas, sobre todo en tejido de hojas.  
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7.4 Diseño de primers orientados al gen FAD2 de R. communis 
El software OligoAnalyzer mostró varias estructuras secundarias teóricamente posibles que 
se podían formar en los primers y que tenían una mayor probabilidad de formarse 
dependiendo de la temperatura. Como eran estructuras que se formaban más fácilmente en 
ambientes de baja energía o baja temperatura, es probable que no hayan tenido un impacto 
en el desempeño de las PCRs, las cuales se desarrollan a temperaturas superiores a los 50°C. 
No obstante, dado que eran muchas las estructuras teóricamente posibles para cada primer, 
es posible también que en algunos experimentos hayan dificultado una amplificación más 
eficiente. 

El PrimerBLAST mostró dos sitios que teóricamente podían ser amplificados por el mismo 
par de primers que amplificaba también la región B del gen FAD2. Estas inespecificidades 
resultaban no obstante en unos amplicones demasiado grandes, de entre 2000 y 3000 pb, por 
lo que la enzima Taq polimerasa tendría más dificultad y tardaría más durante la elongación 
con estos amplicones que con los esperados de la región B de FAD2. Adicionalmente, los 
primers no eran totalmente complementarios a estas regiones inespecíficas, por lo que su 
unión al molde no iba a ser tan eficiente tampoco. Finalmente, los resultados de los geles de 
electroforesis muestran que no hubo en ningún momento una banda correspondiente a estos 
tamaños predichos, e incluso si hubiera aparecido una, se hubiera podido eliminar variando 
condiciones de la PCR como la temperatura de annealing o la concentración de cloruro de 
magnesio, ambos métodos fiables para ajustar los parámetros hasta un punto en el que se 
favorezca la amplificación de la región de interés. 

7.5 Estandarización de PCR para la amplificación del gen FAD2 de R. communis 
Inicialmente, los geles de electroforesis mostraron unas bandas de entre 600 y 700 pb que 
parecían inespecificidades, pero con los siguientes experimentos dejaron de aparecer, por lo 
que es más probable que fueran contaminación. Las bandas observadas en todos los geles y 
que correspondían a las 3 regiones del gen FAD2, siempre mostraban un tamaño aparente de 
entre 1000 y 1200 pb al compararse con el marcador de peso molecular, lo cual es paradójico 
teniendo en cuenta que el tamaño esperado de cada uno de estos amplicones era de alrededor 
de 800 pb. La velocidad de migración de un fragmento a través del gel depende de factores 
como la concentración de agarosa, la conformación del DNA, el voltaje, el tipo de agarosa y 
el buffer de corrida, además del tamaño del fragmento (Sambrook, 2001). Sin embargo, todos 
estos factores siempre fueron usados bajo las mismas condiciones en todos los experimentos, 
por lo que no pudieron haber sido la causa del cambio en la velocidad de migración. Por lo 
tanto, se presume que el aumento en el tamaño aparente de las bandas puede deberse a que 
algunos buffers de carga añaden peso a la muestra y ralentizan su avance por el gel, causando 
una lectura errónea del peso de los fragmentos.  

Por otra parte, durante este estudio se determinó que para los primers específicos que 
amplificaban las tres regiones del CDS de FAD2 el protocolo v2 (2 mM de cloruro de 
magnesio, 100 ng/µL de DNA y 0.16 ng/µL de primers) fue el más efectivo. Aunque estas 
condiciones de trabajo son muy distintas a las propuestas por Sambrook (2001), que consisten 
en una concentración mayor de primers y DNA, y menor concentración de dNTPs, al final 
del proceso de estandarización de la PCR los resultados fueron óptimos. 
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7.6 Secuenciación y modelación de FAD2 de R. communis 
Los reads generados en la secuenciación por el método de Sanger resultaron en su mayoría 
con una alta calidad, a excepción de las reacciones realizadas con el primer forward de la 
región B. Dado que la calidad del DNA genómico extraído de hojas de plántulas de R. 
communis fue alta, las amplificaciones con cada par de primers fueron exitosas, y la 
electroforesis reveló que cada una de las 20 muestras enviadas a secuenciar fueron íntegras, 
es posible deducir que el fallo en producir reads de calidad se debió a eventos durante el 
envío de las muestras o a un error de la misma reacción de secuenciación. Sin embargo, es 
importante resaltar que esto no afectó la búsqueda de variantes ya que los reads reverse de 
la región B fueron de alta calidad y suplían suficientemente bien la cobertura de la región. 

Se determinó que los dos cambios de aminoácidos en el gen FAD2 de la variedad VERC-03 
con respecto a la referencia, son de una Tirosina a una Asparagina y se ubican en las 
posiciones 68 y 83, ambos en las hélices alfa que anclan la proteína a la membrana lipídica. 
Es también un cambio de un aminoácido aromático a uno polar, por lo que la adherencia de 
la proteína a la membrana se vería reducida posiblemente, aunque no demasiado teniendo en 
cuenta que solo son dos aminoácidos de todos los que hay en las 5 hélices. El sitio activo de 
la proteína debería por lo tanto funcionar de la misma forma en la proteína de referencia y la 
de la variedad VERC-03. 

Adicionalmente, los dos extremos de la proteína FAD2 modelada mostraron una calidad baja 
en la predicción, siendo el N terminal el de peor calidad, con menos de 50 LDDT. Esta cola 
se ubica espacialmente en una zona de la proteína apartada del sitio activo, pero, aunque no 
tenga contacto con él, es posible que la mala predicción tenga alguna repercusión en el 
plegamiento y por lo tanto en la interacción con el sustrato durante la modelación. 

La caja de histidinas que se predijo con COACH para ser el sitio activo de la proteína 
concuerda con otros estudios donde se modelan enzimas desaturasas como Hajiahmadi et al. 
(2020), por lo que la predicción es confiable y presenta ya un precedente reportado. La 
enzima FAD2 funciona tomando ácido oleico y transformándolo en ácido linoleico. Según 
se observa en los promedios de los datos obtenidos en las 19 repeticiones, la enzima FAD2 
de referencia y la de la variedad VERC-03 de R. communis tienen aproximadamente la misma 
afinidad por el sustrato, no existe diferencia significativa entre los dos, por lo que es posible 
concluir que los cambios de aminoácidos que hay en VERC-03 no tienen un efecto apreciable 
en la actividad enzimática de la proteína. También cabe resaltar que el sitio activo de la 
enzima parece tener más afinidad por el ácido linoleico que por el oleico, lo que haría que la 
enzima retenga más tiempo el producto que el sustrato, ocupando el espacio y ralentizando 
su acción. 
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8. CONCLUSIONES 
 

Este estudio permitió sondear las posibles isoformas de FAD2 en Ricinus communis 
contrastando con datos existentes en bases de datos públicas y empleando métodos in silico. 
A partir de esta búsqueda fue posible encontrar que no existen otras copias de FAD2 en el 
genoma y se hipotetizó acerca de la estructura de intrones y exones del gen. Adicionalmente, 
se validaron los métodos de cultivo in vitro estandarizados en estudios anteriores para R. 
communis y se estandarizaron los métodos moleculares para la amplificación del gen FAD2 
de una forma eficiente y apta para la secuenciación por el método de Sanger, pasando por la 
extracción de DNA a partir de hoja, diseño de primers y PCR convencional. En particular, 
se definieron las condiciones ideales de la reacción para los tres pares de primers, resultando 
en una amplificación eficiente y específica. 

Finalmente, se secuenció el CDS de FAD2 de R. communis y se pudo predecir, caracterizar 
y comparar in silico los modelos 3D de la enzima FAD2 de referencia y de la variedad VERC-
03. Se encontró que la variedad VERC-03 de R. communis tiene varios SNPs en la secuencia 
de DNA de FAD2 que afectan luego la secuencia de aminoácidos. Se predijo la estructura 
terciaria y se determinó que los dos cambios en los aminoácidos no afectan de forma 
perceptible la función catalítica de la proteína, no hay una diferencia sustancial entre el FAD2 
de VERC-03 y la proteína de referencia reportada en NCBI. Estos resultados servirán como 
base para una eventual segunda fase en la que se ha de abordar el estudio de las isoformas de 
FAD2 en R. communis a nivel de expresión diferencial de forma que se determine de forma 
definitiva el número y naturaleza de estas. 

9. PERSPECTIVAS 
 

Es imprescindible darle continuidad a esta investigación realizando en la segunda fase un 
estudio exhaustivo de la expresión diferencial y regulación de las posibles isoformas de 
FAD2 en los distintos tejidos y etapas de desarrollo de la planta. Para el desarrollo de esta 
segunda fase ya se tienen diseñados los primers dirigidos a amplificar las dos isoformas de 
mRNA de FAD2 y están en proceso de compra. 
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