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Resumen 

Manipulación de la senescencia de alfalfa (Medicago sativa L.) por 
ingeniería genética  

En plantas forrajeras como la alfalfa, la senescencia foliar produce tanto una 
pérdida de la biomasa de forraje como una reducción de la calidad del mismo. Una 
estrategia molecular para retrasar la senescencia mediante la ingeniería genética se basa 
en la expresión de la secuencia codificante de la isopentenil transferasa (ipt), enzima 
clave en la biosíntesis de citoquininas. Para lograrlo resulta crítico la utilización de 
promotores con expresión no constitutiva que permitan la producción sitio-específica y 
autorregulada de citoquininas. La manipulación de la senescencia constituye un objetivo 
particularmente atractivo en especies forrajeras. 

Se transformaron clones de alfalfa con las construcción AtMYB32-ipt, se logró 
la regeneración de 3 plantas transgénicas, las cuales fueron confirmadas por PCR al 
amplificar el transgen ipt. La expresión del transgen se confirmó por RT-PCR y a través 
de la técnica de Southern blot se observó un patrón de inserción múltiple. También se 
estableció el patrón de expresión de la construcción AtMYB32-gus, la cual se limitó a 
los tejidos vasculares, con cierta variabilidad de expresión en la parte aérea las plantas. 
Los fenotipos observados en las plantas AtMYB32-ipt fueron desde plantas normales a 
plantas que perdieron la dominancia apical con raíces necrosadas en su mayoría. Se 
evaluó la senescencia foliar a través de bioensayos de hojas de plantas que incorporaron 
el transgen ipt y plantas que no lo incorporaron, se observó una senescencia foliar 
retrasada en plantas transgénicas, se cuantificó dicho retraso a través de los contenidos 
de clorofila a y b, proteínas foliares totales y cambios en el perfil de las proteínas 
foliares en geles SDS-PAGE (subunidad mayor de Rubisco). Se observó a los 35 días 
un mayor contenido de clorofila a y b, proteínas foliares y una mayor intensidad de las 
bandas de la subunidad mayor de Rubisco en las plantas que incorporaron el transgen 
ipt. 

 
Palabras Claves: Senescencia, alfalfa, transformación, Agrobacterium, isopentenil 
transferasa, AtMYB32-ipt, AtMYB32-gus, clorofila, proteínas, Rubisco.  
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Abstract 
Manipulation of the senescence of alfalfa (Medicago sativa L.) by genetic 

engineering 
In forage crops like alfalfa, leaf senescence produces both a loss of forage 

biomass and a reduction in quality. A molecular strategy to slow senescence by genetic 
engineering is based on the expression of the coding sequence of the isopentenyl 
transferase (ipt), a key enzyme in the biosynthesis of cytokinins. The use of non-
constitutive expression promoters to allow site-specific and self-regulated production of 
cytokinins is critical to get this achievement. For these reasons, the manipulation of 
senescence is a particularly attractive target in forage species. 

Al falfa clones were transformed with the construction of AtMYB32-ipt, 3 
transgenic plants were regenerated, they were confirmed by PCR amplifying the ipt 
transgene. The transgene expression was confirmed by RT-PCR and a multiple insertion 
pattern was observed through the Southern blot technique. The expression pattern of 
AtMYB32-gus construction was also established, and it was limited to the vascular 
tissues, with some expression variability in the aerial part of plants.  

The phenotypes observed in AtMYB32-ipt plants were from normal plants to 
those that lost apical dominance and mostly with necrotic roots.  

Leaf senescence was evaluated through bioassays of leaves from plants that 
incorporated the ipt transgene and plants that did not not incorporated it, there was a 
observed a leaf senescence delay in transgenic plants, the delay was quantified through 
the contents of chlorophyll a and b, leaf protein totals and changes in leaf protein profile 
in SDS-PAGE (large subunit of Rubisco). A higher content of chlorophyll a and b and 
leaf protein were noted st 35 days and also an increased intensity of of the large subunit 
of Rubisco bands in plants that incorporated the ipt transgene. 

Key words: Senescence, alfalfa, transformations, Agrobacterium, isopentenyl 
transferase, AtMYB32-ipt, AtMYB32-gus, chlorophyll, protein, Rubisco.  
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Introducción  
 
1- La alfalfa 

La alfalfa (Medicago sativa L.) es una planta perenne utilizada como forraje que 
pertenece a la familia de las leguminosas. Es una especie autotetraploide de fecundación 
cruzada. Sus raíces suelen ser muy profundas, por lo cual la planta es especialmente 
resistente a la sequía.  

 
1.1- Origen 

El vocablo alfalfa proviene del árabe y significa "el mejor pasto" o "alimento 
para caballos". Los romanos antiguamente la denominaban medica, de allí su nombre 
científico Medicago sativa L. En Europa (a excepción de España y Portugal), Sudáfrica, 
Australia y Nueva Zelanda se la denomina comúnmente lucerne. 

La alfalfa tiene su área de origen en Asia Menor y sur del Cáucaso que abarca 
Turquía, Irak, Irán, Siria, Afganistán y Pakistán (Hendry 1923) donde probablemente 
fue adoptada para el uso por parte del hombre durante la Edad de bronce para alimentar 
a los caballos procedentes de Asia Central. Los persas la utilizaban como alimento para 
la caballería del ejército (Itria and Bariggi 1980); ellos fueron quienes alrededor del 490 
a.c. introdujeron la alfalfa en Grecia. Recién en el siglo XVI fue introducida en Italia 
desde España, y desde allí se difundió a toda Europa (Michaud et al. 1988). La llegada 
al nuevo mundo se produjo en el año 1519, a México. Posteriormente por la ruta del 
Pacífico, fue trasladada a Perú y Chile. Desde estos países, por vía terrestre, llegó a la 
Argentina (Tomé 1947). 

 
1.2- Morfología  

La alfalfa es una planta herbácea que tiene un porte erecto o semi-erecto, 
ramificada, y puede alcanzar 1 m de altura. 

  Semilla: Generalmente de forma arriñonada y color amarillento, se puede 
encontrar semillas angulares y de coloración que varía desde el verde oliva a distintas 
tonalidades de marrón. En estado mauro, tiene aproximadamente 1-2 mm de longitud 
por 1-2 mm de ancho y 1 mm de espesor (figura 1). 

En el embrión que originará la futura plántula, se puede observar la radícula, el 
hipocótilo, la plúmula y los cotiledones.  

Raíz: El sistema radicular es robusto y profundo, y su función principal es la 
absorción de agua. Si no existen impedimentos en el perfil del suelo, la raíz puede 
alcanzar a los 2 a 5 metros en solo 2 a 4 años de vida, llegando a extraer agua de las 
capas profundas del suelo, lo cual le ha conferido a la alfalfa su reputación de tolerante 
a la sequía. 

La raíz principal de la planta emerge cerca del hilio y de ella puede o no partir 
un variado número de raíces secundarias o laterales. 

Tallo y Corona: El tallo primario es cuadrado en su sección transversal y 
presenta estomas y pelos. No sólo tiene crecimiento primario sino que también posee 
crecimiento secundario que da origen a un eje leñoso o porción perenne, que forma 
parte de la corona.  

A medida que el desarrollo de la planta continúa, el conjunto de la parte basal de 
tallos nuevos y viejos forma, entre la parte aérea y la raíz, una estructura que recibe el 
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nombre de corona. Más adelante, en la planta adulta, la corona incluirá la porción 
perenne de los tallos. En su parte herbácea, presenta nudos desde donde nacen las hojas. 

Los tallos son usualmente de consistencia maciza, aunque en algunos casos 
pueden encontrase tallos huecos, como el ecotipo argentino Saladina. 

Además de su constitución morfológica, es conveniente resaltar la importancia 
funcional de la corona como estructura almacenadora de sustancias de reserva y sede de 
yemas a partir de las cuales se producirán los nuevos rebrotes de la planta. 

Hoja: La primera hoja de la plántula de alfalfa es unifoliolada y de forma 
orbicular. Las segundas y subsecuentes son pinnaticompuestas o imparipinnadas, y se 
originan en el ápice del tallo. Posteriormente, cuando la planta ya está desarrollada, las 
hojas pueden originarse del ápice del tallo o de las yemas laterales ubicadas en los 
nudos de los tallos.  

Las hojas se unen al tallo por el pecíolo y son usualmente trifolioladas, vale 
decir que se componen de tres folíolos peciolulados (figura 1). Los folíolos son 
normalmente oblongos u obovados, pero se puede encontrar formas desde redondeadas 
a obovado-oblongas e incluso lineales. 

El borde de los folíolos es dentado usualmente sólo en el tercio superior, aunque 
también pueden extenderse hasta la mitad superior o incluso en tercio inferior. 

Las hojas se disponen a lo largo del eje del tallo en forma alternada. En el 
nacimiento de las hojas se observan las estípulas, que son unos apéndices delgados a 
modo de pequeñas hojas modificadas situadas en la base del pecíolo y adheridas a sus 
lados. Si bien la hoja trifoliolada es la situación normal, se pueden encontrar hojas con 4 
(tetrafoliadas), 5 (pentafolioladas) o más folíolos.  

Inflorescencia: La flor se desarrolla cuando el ápice del tallo pasa del estado de 
crecimiento vegetativo al reproductivo. Este cambio (transición), comienza con la 
aparición de una protuberancia en la axila del primordio foliar, adyacente al ápice del 
tallo. De cada primordio se origina una inflorescencia en forma de racimo simple. 

La flor de la alfalfa es completa y está formada por el cáliz, la corola, los 
estambres y el gineceo. Es generalmente de color púrpura, con extremos que van desde 
el violeta claro al morado oscuro. También se pueden encontrar flores blancas, azuladas, 
amarillas y variegadas (figura 1). 

Fruto:  Es del tipo legumbre o vaina, monocarpelar, seco e indehiscente, 
generalmente alargado y comprimido, con las semillas aisladas en la hilera ventral. 

La vaina, por encorvamiento, desarrolla una espiral que generalmente posee 1 
espira con autofecundación y 3 a 5 vueltas con fecundación cruzada. Cada fruto 
contiene un número variable de semillas arriñonadas: 2 - 3 con autofecundación y 
alrededor de 9 semillas con fecundación cruzada (figura 1). 
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1.4 - Valor nutricional  

La alfalfa es una excelente planta forrajera que proporciona elevados niveles de 
proteínas, minerales (calcio, fósforo, potasio, magnesio, azufre) y vitaminas (A, B1, B6, 
C, E y K). Los elevados niveles de ß-carotenos (precursores de la vitamina A) influyen 
en la reproducción de los bovinos. Su valor energético también es muy alto estando 
relacionado con el valor nitrogenado del forraje. Incrementa el contenido de materia 
orgánica y de N en el suelo principalmente en los horizontes superficiales, favoreciendo 
el desarrollo de los cultivos subsecuentes en la rotación (Baldock et al. 1981). 

En la Tabla 1 se muestra la composición de la materia seca de hojas y tallos de la 
alfalfa (Bolton 1962). 
Tabla 1- Composición nutricional de la materia seca de alfalfa. 

Componentes Hoja % Tallos % 

Proteína bruta 24 10,7 

Grasa bruta 3,1 1,3 

Extracto no nitrogenado 45,8 37,3 

Fibra bruta  16,4 44,4 

Cenizas 10,7 6,3 

 
1.5 - La alfalfa en la Argentina 

Actualmente la superficie implantada con alfalfa en la Argentina, es de 
aproximadamente 4 millones de hectáreas (Leonardón y col. 2010). Se producen 
anualmente 15 millones de toneladas de materia seca (MS) con una producción 
promedio anual de 9 ton/MS/ha. El 50% está destinado a pastoreo directo y el resto 
como forraje conservado (rollos o fardos de alfalfa pura o consociada). Surge una clara 
dimensión del aporte de esta forrajera a nuestra producción pecuaria, si se tienen en 
cuenta que 10 kg de MS de alfalfa generan 1 kg de peso vivo de novillo o 
aproximadamente 11 litros de leche (Leonardón y col. 2010). A estos valores se deben 
agregar la fijación biológica de nitrógeno. De esta manera se puede afirmar que la 
alfalfa constituye uno de los pilares más destacados de la ganadería argentina (Itria 
1986; Hijano y Navarro 1995).  

Los primeros materiales de alfalfa utilizados en el país fueron ecotipos 
(Rossanigo 1992), es decir, poblaciones adaptadas a las condiciones de una región 
determinada. Esas semillas, en general, eran mezclas de diversas procedencias y 
calidades, cuyo valor variaba según su aspecto, poder germinativo, contaminación con 
semillas de malezas, impurezas, etc. Su uso, sin conocimiento acerca de sus 
características genéticas determinó, junto con la aparición en el país de plagas como los 
pulgones, el decaimiento paulatino de los alfalfares (Rossanigo 1992). 

De acuerdo al origen se diferencian tres tipos de ecotipos: 

Ecotipo pampeano: proveniente de la región pampeana bonaerense, de baja tasa 
de crecimiento otoño-invernal, con plantas de coronas amplias y folíolos pequeños. 

 
Ecotipo cordobés: originario del centro de la provincia de Córdoba. Posee un 

crecimiento invernal intermedio, con mayor tasa de crecimiento que el anterior. 
Presenta coronas menos desarrolladas y un hábito semi-erecto. Tiene excelente 
capacidad de producción de semilla. 
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Alfalfas invernizas: también conocidas como "alfalfas de caña hueca". Son 
originarias de las regiones de riego, con menor reposo invernal que el ecotipo cordobés 
y frecuentemente utilizadas para corte. Las coronas de las plantas son de tamaño 
pequeño y su hábito de crecimiento es erecto. 

La principal área sembrada con alfalfa en la Argentina está delimitada por los 
paralelos 30º y 40º S y los meridianos 58º y 65º W, existiendo otras áreas de menor 
importancia, como las regiones de riego del Noroeste, Cuyo y Patagónica y la región 
Chaqueña (entre los 22º y 55º S y los 58º y 68º W). Esta extensa distribución norte-sur 
implica un amplio rango de adaptación a diversas condiciones ambientales (Rodríguez y 
col. 1986; INDEC 2002) (Tabla 2). 

La Región Pampeana es la principal área de producción de la alfalfa (90%), que 
comprende el noroeste de La Pampa y Buenos Aires, el centro-sur de Santa Fe y el 
sudeste de Córdoba (tabla 2; Collino y col. 2007). Dicha región posee ambientes 
favorables para esta forrajera que se cultiva casi exclusivamente en condiciones de 
secano, con rendimientos anuales de forraje elevados, estables y muy buenos niveles de 
persistencia (4-5 años). 
Tabla 2- Superficie (en miles de hectáreas) cultivada con alfalfa pura, alfalfa consociada con 

otras forrajeras, y total de pasturas en la Región Pampeana. Adaptado de INDEC 2002. 

Provincia / Región Alfalfa pura  Alfalfa coasociada Total forrajeras  

Buenos Aires 114 1.909 4.513 

Córdoba 1.015 316 1.793 

Entre Ríos 54 97 391 

La Pampa 222 431 1.000 

Santa Fe 345 479 947 

Total Región 1.750 3.232 8.643 

 
Finalmente, cabe destacar que en la República Argentina durante los últimos 20 

años, como consecuencia del mejoramiento genético y la aplicación de nuevas 
tecnologías de establecimiento y manejo, se ha incrementado la producción de forraje 
de las alfalfas en no menos de un 40% (Romero 2003). 
 
2- Transformación genética de plantas 

El mejoramiento de importantes cultivos agrícolas ha sido una preocupación 
constante desde el origen de la agricultura, la cual se basó desde sus comienzos, en el 
mejoramiento vegetal realizado por prueba y error. Se seleccionaba sobre la base de un 
aspecto sanitario, crecimiento vigoroso, mayor rendimiento y mejor apariencia, sabor y 
aroma de las porciones comestibles. Con el desenvolvimiento de sistemas eficientes de 
transformación y regeneración de plantas, se han creado nuevas posibilidades para el 
mejoramiento vegetal. Con el conocimiento de las bases moleculares y los mecanismos 
bioquímicos que regulan características agronómicas importantes, ha sido posible 
definir estrategias adicionales para el mejoramiento de plantas por medio de la 
introducción e integración estable de uno o más genes clonados de las células vegetales.  

En los últimos 20 años, la aplicación de las herramientas de biología molecular 
permitió la producción de plantas y animales con nuevas características, las que no 
podrían haber sido introducidas por las técnicas de mejoramiento tradicional. 
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induciendo la pérdida de sus características especializadas hasta alcanzar un estadio de 
desdiferenciación meristemática. Posteriormente, se obtiene la rediferenciación de esta 
célula de partida, de manera de lograr variadas respuestas morfogenéticas, tales como la 
obtención de callo, la regeneración de brotes o primordios de raíz, etc. Para promover 
estas posibles respuestas, es necesario adicionar a los medios sintéticos de cultivo 
reguladores del crecimiento, fundamentalmente auxinas y citoquininas (Sharp et al. 
1982). 

Los primeros experimentos en la temática del cultivo in vitro de plantas se 
llevaron a cabo a comienzos del siglo XX. Así, Robbins (1922) inició el cultivo aislado 
de meristemas, desarrollando esta técnica a partir de ápices de raíz. Más tarde White 
(1934) logró el cultivo indefinido de raíces in vitro. Con el descubrimiento de las 
primeras hormonas vegetales, resultó posible promover la desdiferenciación de tejidos 
vegetales y obtener variadas respuestas morfogenéticas (Went  and Tinman 1937). 

Para el cultivo in vitro de células y tejidos vegetales, es de suma importancia el 
estado fisiológico de las plantas donantes, a partir de las cuales se tomarán los 
explantos, bajo condiciones controladas de asepsia, nutrientes, luz y temperatura.  

La disección de los explantos y los subcultivos sucesivos se realizan bajo 
condiciones de esterilidad en un gabinete de flujo laminar. Dichos explantos se cultivan 
en cámara de crecimiento en condiciones controladas de temperatura y fotoperiodo.  

El cultivo de tejidos vegetales requiere de un medio nutritivo básicamente 
consistente en sales inorgánicas, una fuente de carbono, algunas vitaminas, reguladores 
del crecimiento y suplementos orgánicos (Tabla 3).  
Tabla 3- Componentes para medios de cultivo. 

Compuestos inorgánicos 
Micronutrientes: Fe2+, Cu2+, Zn2+, Mn2+, Mo2+, Co2+, I 

Macronutrientes : NO4
-, PO4

3-, K+, Ca2+, Mg2+, SO4
2-  

Carbohidratos  Sacarosa, glucosa, mio-inositol 

Vitaminas Tiamina (B1), piridoxina, Acido nicotínico (C), biotina 

Reguladores del crecimiento Auxinas, citoquininas, giberelinas 

Aminoácidos  Glicina 

 
Los hidratos de carbono constituyen una fuente de energía y las vitaminas actúan 

como catalizadores de reacciones enzimáticas (Thorpe 1981). Los reguladores de 
crecimiento actúan a bajas concentraciones, están involucrados en numerosos procesos 
fisiológicos e interactúan unos con otros, siendo los resultados determinados por las 
concentraciones relativas entre las diferentes fitohormonas. El suplemento de auxinas y 
citoquininas resulta fundamental para la regulación de la división celular, el 
alargamiento y la diferenciación de las células en cultivo y la formación de órganos de 
novo u organogénesis. El manejo de diferentes concentraciones relativas de estos 
reguladores del crecimiento determina las respuestas morfogenéticas.  

Los medios de cultivo in vitro pueden ser líquidos o semisólidos con las adición 
de un agente gelificante inerte.  

El pH de los medios de cultivo determina la disponibilidad de los compuestos 
osmóticos y regula un amplio rango de reacciones bioquímicas que tienen lugar en las 
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células vegetales en cultivo. Debe tenerse siempre en cuenta la posible modificación del 
valor de pH luego de la esterilización de los medios en la autoclave. Otras causas de 
modificación del valor del pH son el tipo de hidrato de carbono adicionado, el agente 
gelificante y el uso de carbón activado (Doods and Roberts 1995). 

Existe una gran variedad de formulaciones de medios de cultivo en la literatura. 
La elección de una u otra formulación dependerá del objetivo y la aplicación particular 
de la técnica del cultivo de tejidos implementada y de la especie o tipo de planta en 
cuestión. Los requerimientos nutricionales básicos del material vegetal cultivado son 
similares a los de una planta a campo. Medios como el MS (Murashige and Skoog, 
1962) y SH (Schenk and Hildebrandt, 1972), presentan una alta concentración de 
macronutrientes. 

Existen dos posibles vías morfogenéticas para la diferenciación de novo de 
brotes o plantas enteras: la organogénesis y la embriogénesis somática. Los factores 
involucrados en una u otra vía son: la edad de la planta madre dadora de explantos, el 
tipo de explanto, el medio de cultivo, los reguladores del crecimiento y las condiciones 
artificiales de cultivo.  

La organogénesis está químicamente regulada por la relación 
auxinas/citoquininas. Existen también otros factores involucrados. Entre estos, se 
cuentan otros reguladores del crecimiento, tales como las giberelinas (que suprimen la 
iniciación de brotes o raíces) y la formación endógena de etileno (que bloquea la 
iniciación de la organogénesis, pero promueve el crecimiento y diferenciación de los 
primordios de yemas o raíces preexistentes). 

Por otro lado, los factores químicos más importantes involucrados en la vía 
embriogénica son las auxinas y los compuestos nitrogenados reducidos ([NH4]+, urea, 
ácido glutámico, glutamina). El suplemento de los medios de cultivo con carbón 
activado promueve, en algunos casos, la embriogénesis. Por lo general, se requieren dos 
medios de cultivo diferentes para promover la embriogénesis somática: un medio de 
iniciación de las células embriogénicas, conteniendo auxinas, y un segundo medio para 
la diferenciación de los embrioides, sin agregado de auxinas o con un nivel reducido de 
este tipo de compuestos (Doods and Roberts 1995). La embriogénesis se presume de 
origen unicelular. Da lugar a estructuras bipolares que no presentan conexión vascular 
con el explanto a partir del cual se han diferenciado. El proceso ocurre en dos etapas: en 
la primera fase, células competentes aisladas en medios ricos en auxinas forman grupos 
de células embriogénicas (centros embriogénicos). En la fase dos, una vez repicados los 
centros embriogénicos a un medio sin auxinas, estos proliferan de forma lenta e 
indiferenciada. Luego se producen una serie de rápidas y sucesivas divisiones celulares 
en distintas zonas del centro embriogénico y se conforman embriones globulares, que al 
crecer pasan por los estados de corazón y torpedo. Tras una fase de maduración y 
germinación los embriones somáticos, ya desdiferenciados, pueden ser separados del 
resto del explanto de manera de obtener plantas clonales completas (con meristema del 
vástago y meristema de la raíz). Estas plantas responderán al genotipo y características 
varietales de la planta madre. Dado el origen unicelular de la estructura de novo, la 
posibilidad de obtener plantas quiméricas es prácticamente nula por esta vía de 
regeneración.  

Una vez establecido el cultivo in vitro, pueden esperarse diferentes respuestas 
que van desde la aparición de brotes o embriones somáticos desarrollados directamente 
a partir del explanto inicial, a la regeneración indirecta a partir de la formación de callo 
por proliferación de las células desdiferenciadas. Partiendo de diferentes explantos 
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2.6- Análisis molecular del material transgénico 
 
2.6.1- Detección de transgenes por PCR 

La evaluación de la presencia del transgen en un organismo transgénico se lleva 
a cabo por medio de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR = Polymerase Chain 
Reaction). Este sistema permite amplificar más de un millón de veces un fragmento de 
ADN obtenido a partir de una región seleccionada del genoma, siempre y cuando se 
conozca una parte de su secuencia de nucleótidos. Esta técnica fue descripta por Mullis 
et al. en 1986 (Ver Anexo A 3.11 p185y 3.12 p187). 

Para la PCR se utilizan dos oligonucleótidos sintéticos compuestos por unos 15-
20 nucleótidos que son complementarios a las zonas flanqueantes de la región que se 
quiere amplificar. Estos oligonucleótidos (habitualmente conocidos por su nombre en 
inglés, primers) actúan como cebadores para la síntesis in vitro de ADN la cual está 
habitualmente catalizada por una enzima llamada Taq polimerasa. Dicha enzima se 
aísla de una bacteria termófila, denominada Thermus Aquaticus, que es capaz de crecer 
a temperaturas elevadas (79 - 85 º C). A esta temperatura, dicha enzima es capaz de 
mantener una media de extensión de más de 60 nucleótidos por segundo en regiones 
ricas en uniones G-C. La temperatura óptima a la que actúa la Taq polimerasa permite 
el uso de elevadas temperaturas para la unión de los primers y para la extensión, de esta 
manera se aumenta el nivel de exigencia de la reacción y se reduce la extensión de los 
primers unidos inespecíficamente al ADN. 
 
2.6.2- Comprobación de la integridad del transgen 

El uso de varios pares de primers que hibriden en diferentes zonas del transgen, 
permite inferir si este está integro o por el contrario carece de alguna secuencia. 

 
2.6.3- Detección de la transcripción del transgen 

La comprobación de que un gen fue transcripto es posible si se identifica ARNm 
correspondiente a dicho gen. Esto se logra con la técnica de RT-PCR, que permite la 
formación de ADN a partir de ARN. Es un tipo de PCR donde el molde inicial es ARN 
y se requiere de una transcriptasa inversa, para realizar la conversión del ARN a un tipo 
de ADN complementario llamado ADNc. La transcriptasa inversa o retrotranscriptasa 
es una enzima de tipo ADN-polimerasa (ADN polimerasa/ARN dirigida), que tiene 
como función sintetizar ADN utilizando como molde ARN monocatenario, es decir, 
catalizar la transcripción inversa. Esta enzima se encuentra presente en los retrovirus. El 
ADNc servirá de molde para una nueva PCR. 

La amplificación exponencial de la secuencia complementaria del ARNm o las 
secuencias del ARN vía la reacción en cadena reversa de la polimerasa de la 
transcripción permite una técnica de la detección de alta sensibilidad, donde puede ser 
detectado un número bajo de copias o las moléculas menos abundantes del ARN. 
 
2.6.4- Análisis de la integración del ADN mediante la técnica de Southern Blot 

El método Southern blot fue desarrollado por E. M. Southern para la detección 
de genes específicos en el ADN (Ver Anexo A 3.13 p188).  

En condiciones apropiadas la sonda formará puentes de hidrógeno (hibridará) 
con una secuencia complementaria a ella si se encuentra presente en la muestra, 
formando una molécula de doble cadena. Por lo tanto, la presencia de la secuencia de 
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interés se pone de manifiesto gracias a la sonda hibridada. Si la secuencia 
complementaria no se encuentra en dicha muestra, la sonda no hibridará. Si se eligen las 
enzimas de restricción adecuadas se podrá visualizar el número de copias del transgen, 
hecho relevante para el análisis individual de cada evento de transformación. 

Las sondas empleadas en experimentos de hibridación son de largo variable, 
desde cortos oligonucleótidos de 15 a 30 bases de largo, hasta cadenas de miles de 
bases. Las sondas se marcan radiactivamente por varios métodos. Algunos consisten en 
sintetizar la sonda en presencia de un nucleótido radioactivo (p.e. 32P-dCTP), otros en la 
unión de un fosfato radioactivo terminal por acción de la enzima polinucleótido quinasa.  

Existen métodos para marcar no radioactivos que consisten en nucleótidos con 
modificaciones químicas que resultan en un producto coloreado o luminiscente luego de 
una reacción de detección. 
 
3- Senescencia de las plantas 

La senescencia ocurre en todas las plantas en todos los estados de desarrollo (Tabla 
4). El ciclo de vida de una planta pasa por las etapas sucesivas de crecimiento, floración, 
envejecimiento y muerte. No obstante, existen diferentes tipos de senescencia, 
dependiendo del ciclo vital de la planta. En plantas de ciclo anual, entre las cuales se 
encuentra la mayoría de las herbáceas, la planta entera muere después de la formación 
de las semillas y los frutos; la senescencia en estas plantas es monocárpicas. Por el 
contrario, en plantas de ciclo plurianual, la formación de flores y frutos no conducen al 
envejecimiento de toda la planta, sin embargo, diversas partes de estas plantas, como las 
hojas, las flores y los frutos, tiene un período de vida limitado y atraviesan un proceso 
de senescencia; la senescencia en estas plantas es policárpica. (Azcón Bieto y Talón 
2000).  

Tabla 4- Proceso de senescencia en diferentes estados de desarrollo de la planta. 

Estado de desarrollo Proceso de senescencia 

Plántula  

Senescencia de cotiledones 
Senescencia en la diferenciación de  traquéidas y tubos cribosos  

Senescencia de los pelos radiculares y células del ápice radicular 

Vegetativo 

Senescencia en la diferenciación y el recambio celular  
Senescencia foliar, secuencial o sincrónica 
Senescencia en el desarrollo de espinas y púas 
Senescencia en el proceso de abscisión  

Floración  
Senescencia y abscisión de partes florales 
Continuación de muchos procesos de senescencia de tejidos vegetativos  

Fructificación  

Senescencia de toda la planta (monocárpica) 
Senescencia de tallos aéreos 
Senescencia y dehiscencia de frutos secos 
Senescencia y abscisión de frutos carnosos 

 
3.1- Senescencia foliar  

La senescencia es el último estadio en el desarrollo ontogénico de una hoja, 
generalmente se define a la senescencia como un proceso de desmantelamiento celular, 
que finaliza con la muerte de células, tejidos u órganos. Dicho proceso puede ser 
dividido en dos etapas: un período inicial de redistribución de nutrientes que implica 
principalmente la degradación de los cloroplastos y la exportación de nitrógeno y otros 
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incluyen la transzeatina y su ribósido, consideradas como las citoquininas más 
importantes en las plantas (Hedden and Phillips 2000). Cabe mencionar que el paso 
catalizado por la isopentenil transferasa es considerado como limitante de la síntesis de 
citoquininas en plantas (Crozier et al. 2000). 

 
3.1.2- Citoquininas biosíntesis y metabolismo 

Las citoquininas son derivados de la adenina descubiertas por Miller et al. 
(1956), quienes demostraron que el crecimiento celular se inducía a través de las 
auxinas, porque la adición simultánea de citoquininas sintéticas como la kinetina era 
necesaria para inducir la división celular. El ápice radicular es el sitio principal de la 
biosíntesis de citoquininas en la planta. Las citoquininas son transportadas a través del 
xilema de la raíz a los brotes (Letham 1994). Pequeñas cantidades de citoquininas 
también pueden ser sintetizadas en el ápice del brote y algún otro tejido de las plantas 
(Chen and Petschow 1978; Singh et al. 1992). 

 
3.2- Regulación de la senescencia 

Es evidente que el inicio y el ritmo con que se desarrolla la senescencia deben 
estar estrictamente regulados. Existen evidencias que indican que la senescencia 
involucra la expresión relativamente específica de un grupo de genes asociados a la 
misma (Gepstein 2004). Varios de estos genes asociados a la senescencia codifican 
hidrolasas, o enzimas involucradas en la síntesis de aminoácidos, pero otros tiene un rol 
regulador.  

La expresión de varios factores transcripcionales, de genes involucrados en la 
biosíntesis de etileno y en vías de señalización, aumentan durante la senescencia 
(Gepstein 2004). Se han identificados blancos de acción de factores transcripcionales 
asociados a la senescencia (Robatzek and Somssich 2002). 

El conocimiento actual sobre la regulación de la senescencia foliar comprende 
una lista de genes y mutaciones asociadas con el desarrollo de este proceso. Distintos 
grupos de genes asociados a la senescencia se expresan dependiendo del factor inductor 
de la senescencia, las condiciones ambientales, presencia de factores de estrés, o por la 
acción de distintas hormonas (Weaver et al. 1998, He et al. 2001). Estas observaciones 
sugieren que pueden existir distintas vías regulatorias que controlan el desarrollo 
temporal de la senescencia de las hojas. 

 
3.2.1- Expresión del transgen ipt  

La obtención de plantas transgénicas que expresen el gen ipt ha sido difícil 
porque incluso una débil expresión del gen durante la regeneración suprime la 
formación de raíz. Por ello, se hicieron intentos de manipular los niveles endógenos de 
citoquininas con el gen ipt vinculados a diferentes promotores. Los primeros trabajos se 
realizaron con el promotor nativo (Ooms et al. 1991) y el promotor CaMV35S 
(Smigocki and Owens 1988). Sin embargo, la sobreexpresión constitutiva del gen ipt 
impidió el normal desarrollo de la planta, debido a la gran supresión de la formación de 
la raíz durante la regeneración, lo que impedía el estudio de las citoquininas en el plano 
de la planta completa.  

Para permitir el normal desarrollo de las plantas transgénicas en estudios 
posteriores se utilizaron promotores inducibles. Inicialmente se estudiaron promotores 
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inducibles por shock térmico (Medford et al. 1989, Smart et al. 1991, Smigocki 1991). 
Estas plantas a menudo mostraron un crecimiento pobre de raíz y un mayor crecimiento 
de los brotes axilares, en comparación con la plantas control. 

Posteriormente se estudiaron otros promotores inducidos por el ambiente o 
tejido específico como los promotores controlados por la luz (Thomas et al. 1995), por 
heridas (Smigocki et al. 1993), fruto específicos (Martineau et al. 1994), hormona 
específicos (Li et al. 1992) y semilla específicos (Roeckel et al. 1997). Éstos 
proporcionaron un mayor nivel de control sobre la expresión génica ipt que los 
promotores de shock térmico. Sin embargo, en muchos casos la producción de 
citoquininas, tampoco ha podido ser adecuadamente regulada. Posteriormente se 
estudiaron otros promotores tales como el inducido por cobre (McKenzie et al. 1998), 
inducible por tetraciclina (Redig et al. 1996, Faiss et al. 1997) y promotores específicos 
de la senescencia (Gan y Amasino 1995).  

Estos sistemas proporcionan un control mucho más estricto de la expresión 
génica ipt. Gan y Amasino (1995) desarrollaron un sistema autorregulado de expresión 
del gen ipt utilizando el promotor SAG12 asociado a la senescencia, para así poder 
identificar el papel de las citoquininas en el retraso de la senescencia. 

 
3.3- Evaluación de la senescencia 
 
3.3.1- Clorofila a y b - Cuantificación 

Entre los caracteres más externos de los vegetales, el más notable y 
característico es probablemente el color. El color no es únicamente un carácter 
llamativo de la vegetación, sino que además, algunos de los pigmentos que lo 
condicionan están estrechamente ligados a las actividades fisiológicas del propio 
vegetal. Por consiguiente, el estudio de cómo las plantas viven y se desarrollan requiere 
el previo conocimiento de los pigmentos vegetales. 

Es posible encontrar en el reino vegetal todos los matices y combinaciones de 
colores del espectro, existe un predominio general de los colores primarios: verde, 
amarillo, rojo, azul. Estos colores son conferidos a los vegetales por determinados 
compuestos químicos definidos llamados pigmentos. El color particular que presenta un 
determinado órgano vegetal depende generalmente del predominio de uno u otro o la 
combinación de ellos. Se debe tener claro que cuando un vegetal presenta un color 
blanco, es debido a la falta de tales pigmentos. La luz solar que incide sobre ellas no es 
absorbida selectivamente como ocurre en las partes coloreadas, sino que es transmitida 
o reflejada prácticamente sin sufrir modificación (Mancilla y col. 2002).   

El color verde tan uniformemente presente en los vegetales es debido a la 
presencia de dos pigmentos estrechamente emparentados llamados clorofila a y clorofila 
b. Se encuentran prácticamente en todas las plantas con semilla, helechos, musgos y 
algas. Pueden formarse en las raíces, tallos, hojas y frutos a condición de que estos 
órganos estén situados por encima del suelo y queden expuestos a la luz. También 
aunque aparentemente falten en algunas hojas de color rojo o amarillo, cuando se 
extraen las otras sustancias colorantes de estas, puede comprobarse incluso allí la 
presencia de las clorofilas, que estaban enmascaradas por los demás pigmentos.  

Estos pigmentos se encuentran en el interior de las células vegetales 
específicamente en una organela llamada cloroplasto. Los cloroplastos son simplemente 
plástidos que contienen pigmentos clorofílicos. Los compuestos clorofílicos están 
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ligados químicamente con las estructuras internas del cloroplasto (membrana tilacoides) 
y se hallan retenidos en estado coloidal. Asociados con las clorofilas, existen también en 
los cloroplastos dos clases de pigmentos amarillos y amarillo-anaranjados que son las 
xantofilas y carotenides (Mancilla y col. 2002).  

Las clorofilas presentan una estructura molecular de gran tamaño de tipo 
porfirinico, estando formada en su mayor parte por carbono e hidrógeno; constituyendo 
un anillo tetrapirrolico ocupado en el centro por un único átomo de magnesio, rodeado 
por un grupo de átomos que contienen nitrógeno. Del anillo parte una larga cadena de 
20 átomos de carbono, denominada fitol que constituye el punto de anclaje de la 
molécula de clorofila a la membrana interna del cloroplasto, el orgánulo celular donde 
tiene lugar la fotosíntesis (Figura 6).  

 

Figura 6- Estructura molecular de la clorofila a y clorofila b. 

Los pigmentos clorofílicos son insolubles en el solvente universal llamado agua. 
Pero sí son solubles (afinidad química) en solventes orgánicos como por ejemplo 
alcohol etílico y acetona. A los solventes que extraen simultáneamente todos los 
pigmentos de la hoja se los suele llamar extractantes. Existen otros solventes que 
presentan afinidad por algunos pigmentos y se los llama separadores, como por ejemplo 
el tetracloruro de carbono y el éter de petróleo. 

Se puede extraer fácilmente las clorofilas de hojas de plantas con diversos 
disolventes orgánicos, y mediante un espectro de absorbancia determinar la 
concentración de dichos pigmentos. Las clorofilas tienen típicamente dos picos de 
absorción en el espectro visible, uno en el entorno de la luz azul (400-500 nm de 
longitud de onda), y otro en la zona roja del espectro (600-700 nm) (Figura 7); sin 
embargo reflejan la parte media del espectro, la más nutrida y correspondiente al color 
verde (500-600 nm). La clorofila a y clorofila b tienen un pico de máxima absorbancia 
en el rango del rojo, cuyas  longitudes de onda son 663 y 645 nm, respectivamente, 
cuando se realiza su extracción con acetona al 80% (Arnon 1949).  
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Figura 7- Picos de absorción en el espectro visible  y longitud de onda. Clorofila a y b. 
 
Durante el último medio siglo, para la determinación de clorofila en plantas 

superiores y algas verdes, se utilizó con mayor frecuencia la metodología propuesta por 
Arnon (1949), empleando ecuaciones simultáneas para determinar las concentraciones 
de clorofila a y b en extracto acuoso de acetona al 80% (v/v). Estas ecuaciones sin 
embargo, fueron desarrolladas usando un coeficiente de extinción para clorofila a y b 
derivados de datos espectrofotometricos inexactos. Por lo tanto, las ecuaciones de 
Arnon determinan valores de clorofila a y b inexactos, dando una relación a/b más baja 
en todos los casos. A partir de esto Porra et al. (1989), formulan nuevos y exactos 
coefientes de extinción y ecuaciones simultáneas para determinar el contenido de 
clorofila a y b en extractos obtenidos con diferentes solventes, verificando la 
concentración de clorofila estándar, a través de un espectrómetro de absorción atómica.  
 
3.3.2- Proteínas foliares solubles totales - Cuantificación 

Los procesos degradativos en las plantas son complejos y comienzan mucho 
antes de que se manifieste externamente la fase de senescencia, la cual se define como 
la finalización de la actividad funcional de células, órganos y organismos. Las 
alteraciones de tipo morfológico, anatómico y funcional asociadas al proceso, ocurren 
en cada órgano y se reflejan en toda la planta. Debido a que las funciones de la hoja 
tienen una influencia directa sobre la acumulación de materia seca, se han realizado un 
gran número de investigaciones sobre la senescencia foliar en plantas cultivadas para 
tratar de establecer las bases genéticas del proceso (Crafts-Brandner et al. 1984; Ceppi 
et al. 1987).  

En la hoja, los procesos deteriorativos empiezan a observarse una vez que se 
alcanza la máxima expansión con la aparición de un amarillamiento gradual de la 
lámina, pérdida de turgencia de los tejidos, marchites progresiva y necrosis. Estos 
cambios son una manifestación de la actividad metabólica de las células, genéticamente 
determinada y expresada en cambios en la actividad de ciertas enzimas, síntesis y 
degradación de compuestos tales como proteínas, pigmentos, fenoles y otros (Thomas 
and Stoddart 1977)  

La degradación de proteínas es un evento muy relacionado con el 
envejecimiento foliar; la concentración de proteína disminuye a medida que progresa la 
senescencia (Thomas and Stoddart 1980; De Lucca y Trippi, 1982a), habiéndose 
observado que la disminución rápida del contenido de proteína en plántulas de avena 
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estaba asociada con los cambios en la actividad de proteasas (Drivdahl and Thimann, 
1997) y con variaciones en factores ambientales tales como la relación luz-oscuridad 
(De Lucca y Trippi, 1982b).  

Entendiendo la senescencia como un conjunto de eventos fisiológicos y 
bioquímicos sincronizados, es necesario caracterizar los marcadores del proceso cuya 
selección deberá estar correlacionada con alguna característica anatómica, morfológica 
o funcional asociada con la manifestación de los síntomas. 

Un punto importante en la senescencia de la planta, es cómo la proteína de la 
hoja, hasta el 75% de la que se encuentra dentro del cloroplasto, es degradada y 
movilizada. Muchos genes que codifican para proteasas muestran expresión inducida 
durante la senescencia, pero como codificarían enzimas localizadas en la vacuola, 
entonces no estarían en contacto con las proteínas de las membranas del cloroplasto 
hasta finales de la senescencia. Por otro lado, existen informes que indican que la 
degradación de las proteínas del estroma como la Rubisco y la glutamina sintetasa 
puede ser iniciado no enzimáticamente por las especies reactivas del oxígeno (ROS) 
cuando los cloroplastos se incuban en condiciones de estrés foto-oxidativo (Ishida et al. 
1999, 2002; Roulin and Feller 1998). Sin embargo, no está claro si un aumento de las 
ROS, podría iniciar la degradación temprana de Rubisco durante la senescencia. 

Aunque los niveles de ROS se incrementan durante la senescencia, es probable 
que sea resultado de los procesos de degradación de macromoléculas, por lo tanto se 
producen después de iniciada la degradación de proteínas y lípidos. Hay informes de la 
actividad de aminopeptidasas y metalloendopeptidases en el cloroplasto y también la 
localización de los cloroplastos como miembro de la familia de las proteasas Clp 
(Roulin and Feller 1998). Estas enzimas pueden tener un papel en la renovación de las 
proteínas durante el desarrollo foliar, pero no hay pruebas claras que demuestren que 
controlen la degradación de proteínas durante la senescencia (Shikanai et al. 2001). 

Las proteínas citoplásmicas, según Byers (1971), son las precipitables de un 
extracto después de separar la fracción que contiene clorofilas y su composición 
depende del método usado para separar el material cloroplástico. Esta definición, 
aunque aceptable, es poco precisa, ya que en la disgregación del material y 
fraccionamiento proteico pueden producirse contaminaciones debido a la ruptura de 
ciertos orgánulos como cloroplastos, mitocondrias, núcleos, etc. (Stahmnn 1963). 

Para la extracción de las proteínas foliares hay que realizar una disgregación del 
material vegetal en presencia de un extractante cuya función es, al menos teóricamente, 
que las proteínas pasen cuantitativamente al medio extractante con el menor deterioro 
posible. Los extractantes empleados son muy numerosos y dentro de ellos se encuentra 
el tampón fosfato pH 7, cloruro sódico, hidróxido sódico, agua, ácido clorhídrico y 
tampón tris-glicinaglucosa pH 8,5. 

Las sustancias interferentes pueden proceder de los extractantes o de los 
compuestos celulares. De entre estos últimos, los de naturaleza fenólica son los que 
presentan mayores dificultades debido a su fácil oxidación a quinonas y posterior 
formación de complejos quinonas-proteínas bastante estables (King and Kriek 1975). 
Por todo ello, la cuantificación de proteínas vegetales exige una purificación previa del 
extracto con el fin de eliminar lo más posible las contaminaciones. 

Existen diferentes métodos para la cuantificación de proteínas. Muchos de estos 
métodos se basan en: a) la propiedad intrínseca de las proteínas para absorber luz en el 
UV, b) la formación de derivados químicos, o en c) la capacidad que tienen las 
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proteínas de unir ciertos colorantes. Cada uno de estos métodos tiene sus ventajas y 
desventajas, las principales se exponen en la Tabla 5. 
Tabla 5. Principales métodos para la cuantificación de proteínas, principales ventaja y 
desventajas. 

Métodos Ventajas Desventajas 

Métodos de Absorción No se pierden las muestras Interfieren muchos compuestos que 
absorben en el UV 

Métodos Derivados 
Colorímetros 

  

Biuret Bastante específico para 
proteínas 
Muestra pocas interferencias 
Es barato 

Tiene poca sensibilidad 

Lowry Tiene bastante sensibilidad No todas las proteínas reaccionan igual  
Muestra muchas interferencias como 
detergentes no iónicos, sulfato amónico 
etc. 

Bradfor Muy sensible Muestra interferencias con detergentes 
BCA Es el método más sensible 

Es el que muestra menos 
interferencias 

 

Métodos derivados 
Fluorométicos 

  

o-ftaladehido Muy sensible La interferencia de aminas 
contaminantes en la muestra  
No todas las muestras reaccionan igual 

 
3.3.3- Análisis del perfil de las proteínas foliares totales a través de geles SDS-
PAGE 

Los geles de poliacrilamida constituyen un excelente medio de soporte para 
separaciones electroforéticas, dado que reúnen una serie de propiedades idóneas: 
transparencia, elasticidad, porosidad controlable y compatibilidad con una gran variedad  
de compuestos químicos. La poliacrilamida se forma por copolimerización de dos 
compuestos, la acrilamida y la bis-acrilamida (N, N'-metilén-bis-acrilamida), en una 
reacción iniciada por la tetrametiletiléndiamina (TEMED) y el persulfato de amonio. El 
radical persulfato activa al TEMED, el cual a su vez activa al monómero de acrilamida 
para que polimerice. Las cadenas de poliacrilamida son entrecruzadas al azar por la 
bisacrilamida, formándose así una red de porosidad bastante uniforme, que puede ser 
regulada variando las concentraciones de los monómeros. 

Entre las diversas técnicas de electroforesis en gel de poliacrilamida PAGE 
(polyacrylamide gel electrophoresis), probablemente la más utilizada es la modalidad 
que se lleva a cabo en presencia del detergente duodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE). 
Fue descripta por Laemmli and Clevage (1970) y se trata de una electroforesis en la que 
las muestras se desnaturalizan por calor en presencia de agentes desnaturalizantes (beta-
mercaptoetanol, que destruye los puentes disulfuro, SDS que desnaturaliza y recubre a 
la proteína con cargas netas negativas), y se separan como cadenas polipeptídicas 
aisladas. En la técnica de SDS-PAGE, se mezclan las proteínas con el detergente 
aniónico SDS para formar complejos desnaturalizados, cargados negativamente. La 
cantidad de SDS unido a las proteínas es proporcional a su tamaño: el SDS se une en 
una proporción aproximada de 1,4 g SDS/g proteína, uniéndose aproximadamente una 
molécula de SDS por cada dos aminoácidos de la cadena. Los complejos proteína/SDS 
poseen una estructura elipsoide o de bastón, donde la cadena proteica es distendida y 
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solubilizada por el detergente. Esta unión masiva de moléculas de SDS bloquea la carga 
propia de la molécula de proteína y le confiere al complejo una  carga neta negativa 
proporcional a su masa, haciendo que todas las proteínas acomplejadas con SDS viajen 
hacia el ánodo. La separación de los complejos SDS-proteína es proporcional sólo a la 
masa de la proteína pues todas tienen la misma carga por unidad de masa. Se puede 
entonces determinar el peso molecular aparente de cualquier proteína por comparación 
con un patrón de proteínas de pesos moleculares conocidos. Las movilidades de las 
proteínas en los geles de SDS-PAGE son funciones lineales del logaritmo de su peso 
molecular. 

Para la estimación del peso molecular por SDS-PAGE, se deduce de lo anterior, 
esta técnica permite estimar el peso molecular de una proteína, comparando su 
movilidad electroforética con la de proteínas de peso molecular conocido. Estas 
determinaciones poseen un margen de error de aproximadamente 10%. Algunos tipos de 
proteínas pueden mostrar una migración atípica en esta técnica, por ejemplo, proteínas 
con puntos isoeléctricos muy extremos (donde la carga intrínseca puede ser lo 
suficientemente fuerte para influir en la movilidad), o proteínas altamente glicosiladas. 

La determinación del peso molecular de proteínas mediante SDS-PAGE es 
válida cuando se analizan cadenas proteicas individuales (subunidades), en donde se han 
reducido todos los enlaces disulfuro y por ende, se ha distendido toda la cadena proteica 
para su interacción con el SDS. Bajo estas condiciones, la migración de las moléculas 
obedece fundamentalmente a su peso molecular.  

La técnica de SDS-PAGE posee un alto poder de resolución. El sistema 
electroforético está formado por dos geles de distinta porosidad y pH, el primero 
compacta las muestras (gel superior o concentrador) y luego el segundo las separa (en el 
gel inferior o separador). 

Para la visualizaron de las proteínas separadas en la electroforesis, se utilizan 
diferentes productos para la tinción: coomassie blue, plata, cobre, zinc, fluorocromos o 
Western blotting o inmunodeteccción.  

En los análisis de proteínas foliares generalmente se pretende observar una 
disminución en la intensidad de las bandas que representan del perfil dicho tipo de 
proteínas. Teniendo en cuenta que muchas veces el sistema de tinción utilizado no es el 
adecuado para visualizar todas las proteínas, se utilizan las subunidades de la proteína 
Rubisco y más específicamente la subunidad mayor porque representa el mayor 
porcentaje de las proteínas solubles presentes en hojas. 

 
4- Retraso de la senescencia 

Existen diferentes formas de retrasar la senescencia foliar, desde la aplicación de 
productos a base de citoquininas, hasta el mejoramiento genético con aplicación de 
herramientas biotecnológicas. Si bien las dos alternativas podrían ser utilizadas, la 
opción más adecuada, por su mejor implementación y menor impacto ambiental, es a 
través del mejoramiento genético. Es frecuente, sin embargo, encontrar inconvenientes 
para su aplicación, tales como la utilización adecuada de los diferentes promotores, a 
través de los cuales se expresan los genes responsables de la vías metabólicas que 
involucran el retraso de la senescencia foliar. La incorporación de genes cuya expresión 
sea autorregulada es uno de los mayores desafíos de la biotecnología para el desarrollo 
de nuevos cultivares.  
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Tradicionalmente se ha llevado a cabo a través de métodos convencionales de 
mejoramiento, que involucran selección y evaluación de grandes poblaciones derivadas 
de cruzamientos entre materiales seleccionados por su comportamiento y la posterior 
selección bajo condiciones propicias. Si bien estos métodos convencionales han 
resultado exitosos en muchos casos, son lentos y laboriosos, ya que involucran cruzas, 
retrocruzas y selección. 

La biotecnología y la biología molecular ofrecen nuevas herramientas a los 
mejoradores, aumentando las posibilidades y la eficiencia en la obtención de 
variabilidad genética y en la selección de caracteres deseables, brindando además 
alternativas viables para identificar, seleccionar y transferir diferentes genes. El cultivo 
in vitro fue una de las primeras herramientas utilizadas en la biotecnología. Desde sus 
distintas alternativas brinda soluciones para sortear barreras en los cruzamientos, 
colaborando además en la selección de genotipos. 

En plantas forrajeras como la alfalfa, la senescencia foliar produce tanto una 
pérdida de la biomasa de forraje como una reducción de la calidad del mismo 
(digestibilidad de la materia seca, contenido de carbohidratos solubles, contenido de 
proteínas, metabolitos secundarios, alcaloides, etc.). El mejoramiento genético de la 
calidad del forraje constituye uno de los mecanismos más económicos y eficientes para 
el mejoramiento de la performance animal (Casler and Kaeppler, 2001). Se espera que 
el retraso de la senescencia genere un cambio significativo en los valores de los 
parámetros que determinan la calidad del forraje. Si bien es difícil establecer la 
magnitud de esos cambios se conoce que un 1% de incremento en la digestibilidad in 
vitro de la materia seca permite un incremento promedio de 3,2% en la ganancia de peso 
por animal (Casler and Vogel 1999). Por estos motivos, la manipulación de la 
senescencia constituye un objetivo particularmente atractivo para este grupo de 
especies. 

La senescencia es un proceso altamente regulado en el cual algunas vías 
metabólicas se activan y otras se desactivan. En este contexto, en varias especies 
vegetales se han identificado genes que se expresan durante la senescencia foliar y se 
los reconoce con la denominación genérica de SAGs (Senescence Associated Genes).  

La senescencia está regulada básicamente por las hormonas vegetales. Así, el 
etileno actúa como promotor de la senescencia mientras que las citoquininas se 
comportan como antagonistas de la misma. En consecuencia, altos niveles de 
citoquininas producen un retraso de la senescencia. Con el desarrollo de la Ingeniería 
Genética surgió la posibilidad de abordar en forma novedosa el estudio de la 
senescencia en plantas mediante la manipulación de la producción endógena de 
citoquininas. Cabe destacar que esta aproximación experimental no sufre de las 
limitaciones observadas en estudios clásicos en el tema en los que la aplicación exógena 
de citoquininas se ve afectada por la absorción, transporte y catabolismo de las mismas.  

La caracterización funcional en alfalfa de promotores no constitutivos, aportaría 
una nueva y valiosa herramienta para la expresión de transgenes nucleares en esta 
especie.  

En alfalfa existe escasa información acerca del efecto de diferentes secuencias 
regulatorias sobre la expresión de transgenes. Los trabajos realizados por el grupo de 
IGEAF se basaron en el uso del promotor 35S del virus del mosaico del coliflor 
(CaMV) y sus derivados (Rios y col. 2007).  
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En forrajeras hay escasos antecedentes sobre investigaciones de promotores no 
constitutivos con la secuencia codificante ipt. Ludlow et al. (2000), comunicaron la 
obtención de plantas transgénicas de trébol blanco que expresaban la secuencia 
codificante ipt ya sea bajo el control de los promotores de A. thaliana SAG12 o AtMYB 
32. Utilizando ambas construcciones se observaron plantas con un rango de fenotipos de 
normal a totalmente anormal y senescencia foliar retrasada. Sandman et al. (2003) han 
comunicado la expresión de la construcción SAG12-ipt en plantas transgénicas de 
alfalfa. Calderini et al. (2007) demostraron en un examen preliminar sobre el efecto de 
la expresión del transgen ipt en hojas separadas de plantas transgénicas SAG12-ipt de 
alfalfa, que éstas permanecían más verdes durante un período más extendido, respecto 
de los controles no transgénicos. Estas observaciones fenotípicas in vitro fueron 
similares a las del análisis in vivo. Estos resultados preliminares mostrarían un retardo 
en la senescencia foliar en plantas transgénicas primarias (T0). 

Al analizar la expresión de genes durante la senescencia natural se reveló la 
existencia de genes SAGs con diferentes patrones de expresión, diferenciándose en dos 
clases, una que se expresa solamente durante la senescencia (como SAG 12 y SAG 13 
en A. thaliana) y la otra presenta un nivel basal de expresión en el desarrollo temprano 
de hojas, pero que se incrementan durante la senescencia (Gan and Amasino 1995). No 
obstante a ello, SAG12 fue ineficaz en la expresión del gen ipt en A. thaliana. Hay que 
tener en cuenta que un promotor que exprese altos niveles de citoquinias puede causar 
efectos adversos tales como retraso en el crecimiento y desarrollo de raíces y una 
reducción de la dominancia apical. 

El gen MYB 32 de A. thaliana es un miembro de la familia de los genes MYB 
que codifican para factores de transcripción que tienen como función coordinar la 
expresión de conjuntos de genes durante el desarrollo (Li and Parish 1995). Su producto 
contiene dominios de unión al ADN típicos de genes MYB con repeticiones R2 y R3 
exclusivas de plantas y un posible dominio activador (Martin and Paz Ares 1997; Li et 
al. 1999). El patrón de expresión del promotor de este gen ha sido estudiado en trébol 
blanco mediante el análisis de una planta transgénica con la construcción AtMYB32-
gus, observándose expresión en tejido vascular de hojas y raíces, y como respuesta a 
heridas en hojas y tallos (Lin et al. 2003).  

Otra clase de genes, los Asociados a la Regulación de la Senescencia (SARGs), 
actúan antes del proceso de senescencia y, por lo tanto, son más eficaces para regular 
dicho proceso. Uno de esos genes se lo conoce como Receptor Kinasa Asociado a la 
Senescencia (SARK) (Gepstein et al. 2004). El promotor inducible SARK permite la 
expresión del gen ipt al inicio de la senescencia, lo que provoca un aumento de 
citoquininas y cuando un estrés abiótico comienza a afectar a la planta, este aumento de 
citoquininas retrasa la senescencia, permitiendo a la planta mantener sus funciones 
vitales como así también un importante recupero del estrés hídrico. De acuerdo a 
resultados preliminares en tabaco, Rivero et al. (2007) sugieren que un aumento en la 
producción de antioxidantes durante la sequía contribuye a proteger la maquinaria 
fotosintética y una mayor tolerancia al estrés.  
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Hipótesis de trabajo 
 

A- Se puede manipular la senescencia mediante la expresión de transgenes que 
modifiquen la síntesis de citoquininas. 
 

B- El nivel de expresión autorregulada de isopentenil transferasa es crucial para 
determinar la presencia de citoquininas en una célula vegetal. 

 
C- En alfalfa, el promotor MYB 32 de Arabidopsis thaliana tiene un patrón 

espacio-temporal de expresión similar al observado en trébol blanco. 
 

D- El retraso de la senescencia obtenido por ingeniería genética en alfalfa permite 
mantener los niveles de proteínas totales.  
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Objetivos 
 
Objetivo General 

 
Manipular la senescencia en alfalfa por Ingeniería Genética. 

 
Objetivos Particulares 
 

A- Obtener plantas transgénicas de alfalfa que contengan el transgen AtMYB32-ipt. 
 

B- Estudiar en alfalfa el patrón espacio-temporal de expresión de los promotores  
AtMYB32 de Arabidopsis thaliana y 35S del virus del mosaico del coliflor 
(CaMV), mediante la obtención de plantas transgénicas de alfalfa con el 
transgen AtMYB32-gus y 35S-gus 

 
C- Analizar molecularmente las plantas obtenidas en A y B. 

 
D- Evaluar la senescencia en plantas que expresen el transgen AtMYB32-ipt. 
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5- Materiales y Metodologías 
 
5.1- Material vegetal 

El material vegetal utilizado en los experimentos de transformación genética 
estuvo formado por los clones de alfalfa C2-3 y C2-4, cedidos por el Dr. Bryan 
McKersie del Crop Science Department de la Universidad de Guelph, Canadá y el clon 
19/17 (Moltrasio et al. 2004). Este último, fue obtenido en el IGEAF a partir de la 
selección de cultivares comerciales cedidos por el programa de Mejoramiento Genético 
de alfalfa de INTA y su posterior cruzamiento con los clones C2-3 y C2-4.  

Los materiales antes mencionados poseen buen comportamiento in vitro, es decir 
elevado porcentaje de regeneración y una gran multiplicidad (número de embriones 
somáticos por callo), y probada aptitud para la transformación genética. 
 
5.2- Transformación de A. tumefaciens, caracterización y mantenimiento de las 
colonias 
 
5.2.1- Cepas de A. tumefaciens  

AGL1: Cepa descripta por Lazo et al. (1991), se obtuvo a partir de la cepa C58 
y contiene un plásmido helper de virulencia derivado del pTiBo542, con resistencia a 
carbenicilina. 

LBA4404: Cepa descripta por Hoekema et al. (1983), contiene un gen para 
resistencia a rifampicina en el cromosoma bacteriano y el plásmido helper de virulencia 
pAL 4404, con resistencia a estreptomicina. 

C58C1RifpGV2260: Cepa descripta por Van Haute et al. (1983), contiene un 
gen para resistencia a rifampicina en el cromosoma bacteriano y un plásmido helper de 
virulencia pGV2260, con resistencia a carbenicilina. 
 
5.2.2- Vectores Binarios  

Se utilizó el promotor del gen MYB32 de Arabidopsis thaliana, miembro de la 
familia de los genes MYB que codifican para factores de transcripción. 

El vector binario AtMYB32 -ipt (Figura 8) contiene el gen de interés ipt que 
codifica para la enzima isopentenil fosfotransferasa, el mismo se encuentra bajo el 
control del promotor AtMTY32 y el terminador polyA ipt. Como marcador de selección en 
planta, se utilizó la secuencia codificante del gen nptII  (Carrer et al. 1993), que codifica para 
la enzima neomicina fosfotransferasa II de E. coli, confiriendo resistencia a kanamicina, 
el cual se encuentra bajo el control de promotor y terminador CaMV35S del virus del 
mosaico del coliflor. 
pAtMYB32 -ipt (11030 pb  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8- Mapa de restricción del T-DNA del vector binario pAtMYB32-ipt. 
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La prueba se considera positiva cuando se observa un alo amarillo alrededor de 
la colonia, luego de transcurrida una hora desde el momento en que se agregó reactivo 
de Benedict.  

5.3- Obtención de plantas transgénicas de alfalfa vía A. tumefaciens 
 
5.3.1- Explante Vegetal 

Se utilizaron como blanco de transformación pecíolos y embriones somáticos, 
provenientes de los clones descriptos en el punto 5.1, dichos explantes fueron obtenidos 
y acondicionados como se detalla a continuación. 

 
5.3.1.1- Preparación de los pecíolos utilizados como blanco de transformación 

Los segmentos de pecíolos jóvenes fueron extraídos de ramificaciones 
vegetativas en activo crecimiento de las plantas de alfalfa. Dichos pecíolos inicialmente 
se desinfectaron por inmersión, primero en etanol 70% por 1 minuto y luego en una 
solución de hipoclorito de sodio (2% de cloro activo) y gotas de Tween 20, durante 20 
minutos con agitación a 150 rpm (Orbit Shaker- Lab-line). Posteriormente en flujo 
laminar fueron lavados 3 veces con abundante agua destilada estéril y cortados en 
segmentos de 1 cm. aproximadamente. 

 
5.3.1.2- Obtención de embriones somáticos utilizados como blanco de 
transformación 

Para la obtención de embriones somáticos, se partió del cultivo in vitro de 
folíolos jóvenes de alfalfa. Dichos folíolos inicialmente se desinfectaron en una 
solución de hipoclorito de sodio (2% de cloro activo) y gotas de Tween 20, durante 20 
minutos con agitación a 150 rpm (Orbit Shaker- Lab-line). Posteriormente, en flujo 
laminar fueron lavados 3 veces con abundante agua destilada estéril. 

Los folíolos fueron sembrados en medio MS de inducción, que consiste en el 
medio MS (Murashige and Skoog 1962) gelificado con 6,5 g/l de agar, suplementado 
con 2,4 D, 2 mg/l; Kinetina, 0,25 mg/l; prolina 3 g/l y citrato tribásico de potasio 4,5 g/l. 
Al medio MS de inducción se le agregó luego de autoclavado el bacteriostático 
cefotaxime (Cx) (100mg/l). Los folíolos fueron mantenidos por 15-20 días a 25°C ± 
2°C de temperatura, en oscuridad, al cabo de los cuales se obtuvieron callos 
embriogénicos. Éstos callos fueron transferidos en condiciones de esterilidad a placas 
que contenían MS de regeneración (MS con, 40 g/l de maltosa y gelificado con 10 g/l de 
agar) para obtener embriones somáticos. A partir de este punto las condiciones de luz y 
temperatura fueron, 16 horas de fotoperíodo y 25ºC ± 2°C. Transcurridos 20 a 30 días, 
se obtuvieron embriones con diferentes estados de desarrollo (Figura 10), utilizándose 
los del tipo torpedo (C) como blanco en las transformaciones vía A. tumefaciens. 

 

   
Figura 10- Estados embriones somáticos de alfalfa. A) Globular, B) Corazón y C) Torpedo. 

 

 

A B C 

















42 

 

 
5.4.3.4.4- Transferencia 

El ADN se transfirió a una membrana de nylon (Nylon Membranas Positively 
Charged - Roche). La transferencia se realizó según la técnica descripta por Sambrook 
et al. (1989) y el protocolo que se describe en el Anexo A 1.11- p154. 

 
5.4.3.4.5- Fijación 

 Una vez transferido el ADN a la membrana, se fijó utilizando un CL-1000 
Ultraviolet Crosslinker UVP. El procedimiento seguido se detalla en el Anexo A 1.12 
p154. 

 
5.4.3.4.6- Hibridación  

La sonda preparada como se indicó en el punto 5.4.3.3 se hibridó al ADN fijado 
a la membrana. El proceso se llevó a cabo en un horno de hibridación AutoblotTM 
Hybridization Oven Bellco® Biotecnology Bellco Glass Inc. El procedimiento seguido 
se detalla en el Anexo A 1.13 p155. 

 
5.4.3.5- Detección de la sonda 

Posteriormente a la hibridación se procedió a la detección de la sonda. Esta se 
inició con una serie de lavados según protocolo de Southern blot DIG System - Roche 
con algunas modificaciones (Engler-Blum et al. 1993). Luego se incubó con anticuerpo 
anti-dioxigenina conjugado con fosfatasa alcalina (anti-DIG-AP). Finalmente se incubó 
con el sustrato de la enzima (CDP-star). Los pasos se detallan en el Anexo A 1.14 p 
155. 

 
5.4.3.5.1- Revelado 

La membrana se reveló usando una placa radiográfica (GE Healthcare, 
Amersham HyperfilmTM ECL). Se colocó la membrana en contacto con la placa 
radiográfica, realizando una leve presión para mejorar el contacto, esto se realizó en 
oscuridad para evitar que se vele la placa. Se probaron distintos tiempos de exposición. 

Pasado el tiempo de exposición de la membrana con la placa radiográfica (10 a 
30 minutos), se sumergió la placa en la solución de revelado por 1 minuto, luego se 
pasó a una solución de enjuague de ácido acético y finalmente a la solución de fijación, 
se enjuagó con agua corriente y se dejó secar, para su posterior interpretación. 
 
5.4.3.5.2- Estripeo 

Se preparó la membrana para posteriores usos con otras sondas siguiendo los 
pasos que se detallan en el Anexo A 1.15 p156. 

 
5.5- Evaluación del patrón de expresión del promotor AtMYB32 en alfalfa 

Una vez corroborada molecularmente por PCR la expresión del transgen 
AtMYB32-gusA (punto 5.4.1), se evaluó por tinción histoquímica la actividad gusA en 
tejidos transformados, lo cual se realizó siguiendo el procedimiento descipto por 
McCaben et al. 1988. 
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Se ensayaron condiciones de desinfección con cloro activo al 0,6% durante 10 
minutos, al 0,3% durante 10 minutos y 15 minutos. 

Como soportes de las muestras se ensayaron papel de filtro estéril humedecido 
con agua estéril y agar-agua 6% (p/v) contenidos en placas de Petri. 

El protocolo utilizado para la desinfección y siembra del material a evaluar con 
las diferentes variantes se detalla en el Anexo A 1.16 p156. 

El tiempo de evaluación de las muestras y condiciones de luz u oscuridad, se 
determinó una vez establecidas las condiciones de desinfección del material a evaluar y 
el soporte adecuado. Para ello se realizando experimentos preliminares de senescencia 
en hojas cortadas de plantas no transformadas, para establecer así el tiempo de 
evaluación y condiciones de luz u oscuridad de los mismos. 

Las hojas a evaluar fueron seleccionadas en función al estado de desarrollo y 
longevidad de las mismas (estado ontogénico), utilizándose desde la 1ª a la 9ª hoja 
(según esquema Figura 11 a). Para la evaluación se sembraron tres hojas por placa: en la 
placa A de la 1ª a la 3ª hoja, en la placa B de la 4ª a la 6ª hoja y en la placa C de la 7ª a 
la 9ª hoja (Figura 11 b). Las placas fueron conservadas en cámara de cultivo a 25°C ± 
2°C de temperatura y 16 h luz de fotoperiodo, conservando una réplica a la misma 
temperatura en oscuridad.  

 
Figura 11 a- Esquema tomado en cuenta para establecer la posición de cada hoja. 

 
Figura 11 b- Esquema siembra de hojas para bioensayos. Conformación de los futuros bloques. 

 

1ª 

3ª 

5ª 

2ª 

4ª 
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normal) para realizar un análisis de la varianza (ANOVA), con un nivel de significación 
del 5%. Además, se realizó un test de comparación múltiple de medias de Tukey.  

Aquellos datos que no cumplieron con alguno de los supuestos del ANOVA 
fueron transformados de acuerdo a lo indicado por el aplicativo del programa SAS. 
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6- Resultados 
 
6.1- Transformación de A. tumefaciens y caracterización de las colonias obtenidas 

Se electroporaron células competentes de las cepas AGL1, LBA 4404 y 
C58C1Rif pGV2260 de A. tumefaciens, con los vectores binarios AtMYB32-ipt y 
AtMYB32-gus. 

Se realizaron siembras de diluciones del cultivo de células transformadas en 
medios selectivos hasta obtener colonias aisladas. A partir de las mismas se realizó la 
extracción y cuantificación del ADN bacteriano, para luego realizar la caracterización 
molecular mediante PCR para confirmar la presencia de los plásmidos necesarios para 
la transformación genética de plantas.  
 

6.1.1- Detección de los genes virC, nptII, ipt y gusA por PCR 

Se utilizaron primers específicos que permiten amplificar fragmentos internos 
del gen virC localizado en el plásmido helper de virulencia y genes de selección nptII y 
los genes de interés ipt y reportero gusA en los vectores binarios.  

Los resultados de la caracterización molecular de colonias de A. tumefaciens 
obtenidas por electroporación con los vectores binarios AtMYB32-ipt y AtMYB32-gus, 
se muestran en la Tabla 22. 
Tabla 22- Caracterización por PCR de las colonias de A. tumefaciens obtenidas por 
electroporación, con los vectores binarios AtMYB32-ipt y AtMYB32-gus. 

Cepas Colonias nptII  virC ipt gusA 

AGL 1 
AtMYB32-ipt + + +  
AtMYB32-gus + +  + 

LBA 4404 
AtMYB32-ipt + + +  
AtMYB32-gus + +  + 

C58C1RifpGV2260 
AtMYB32-ipt + + +  
AtMYB32-gus + +  + 

 
Se observó que todas las colonias amplificaron una banda de 730 pb y 343 pb en 

correspondencia con el tamaño de virC y nptII respectivamente (Figuras 12 y 13). 
 
Estos resultados confirmaron la presencia del plásmido helper de virulencia y el 

gen de selección, fundamentales para la transformación vía A. tumefaciens. 
 

 
 

Figura 12- Detección por PCR del gen virC (730 pb) en colonias de A. tumefaciens. 1- 1 kb 
ladder (Invitrogen); 2- reacción sin ADN (mix); 3- colonia AtMYB32-ipt, cepa 
C58C1RifpGV2260; 4- colonia AtMYB32-ipt, cepa LBA4404; 5- colonia AtMYB32-gus, cepa 
AGL1 y 6- colonia 2 AtMYB32-gus, cepa LBA4404. 
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Figura 13- Detección por PCR del gen nptII  (343 pb) en colonias de A. tumefaciens. 1- 1 kb 
ladder (Invitrogen); 2- colonia AtMYB32-ipt, cepa C58C1RifpGV2260; 3- colonia AtMYB32-
ipt, cepa LBA4404; 4- colonia AtMYB32-gus, cepa AGL1; 5- colonia AtMYB32-gus, cepa 
LBA4404; 6- plásmido AtMYB32-ipt (control positivo); 7- plásmido no relacionado (control 
negativo) y 8- reacción sin ADN (mix).  

 
Confirmada la presencia de los genes de virulencia y selección, se continúo con 

la detección de los genes de interés ipt (583 pb) y reportero gusA (1089 pb), 
confirmándose la presencia de los mismos (Figuras 14 y 15). 

 

 
 

Figura 14- Detección por PCR del gen ipt (583 pb) en colonias de A. tumefaciens. 1- 1 kb 
ladder (Invitrogen); 2- reacción sin ADN (mix); 3- plásmido no relacionado (control negativo); 
4- plásmido AtMYB32-ipt (control positivo); 5- colonia 1 AtMYB32-ipt, cepa 
C58C1RifpGV2260; 6- colonia 1 AtMYB32-ipt, cepa AGL1; 7- colonia 1 AtMYB32-ipt, cepa 
LBA4404. 

 

 
 

Figura 15- Detección por PCR del gen gusA (1089 pb) en colonias de A. tumefaciens. 1- 1 kb 
ladder (Invitrogen); 2- reacción sin ADN (mix); 3- plásmido AtMYB32-ipt (control negativo); 
4- plásmido 35Sgus (control positivo); 5- colonia 1 AtMYB32-gus, cepa AGL1; 6- colonia 1 
AtMYB32-gus, cepa C58C1RifpGV2260; 7- colonia 1 AtMYB32-gus, cepa LBA4404 y 8- 
plásmido 35Sgus (control positivo) 

         1              2             3               4              5              6             7             8 

1018 pb 1089 pb 
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Figura 20- Esquema de transformación genética a partir de embriones somáticos. 

1- folíolos a partir de los cuales se 
forma los callos embriogénicos 

2- callos embriogénicos con embriones somáticos 

3- embriones somáticos, blancos de 
transformación 

4- callos embriogénicos formados a 
partir de embriones transformados 

5- embriogénicos somáticos en 
desarrollo 

6- plantas completas desarrolladas  

7- plantas en cámara para rustificación 8- plantas establecidas en cámara de 
cría 
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