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1. IMPORTANCIA DEL CULTIVO DE TRIGO EN LA ARGENTINA Y EN EL 

MUNDO 

 El trigo es uno de los cereales más cultivados del mundo y 

representa una de las principales fuentes de alimento para el consumo humano y 

animal. Su importancia deriva de las propiedades físicas y químicas del grano que 

permiten su empleo en la alimentación humana y en la elaboración de un gran 

número de subproductos (1). Tanto en volumen como en valor, el trigo es 

tradicionalmente el rubro más importante del comercio externo de productos 

agrícolas (2). La superficie mundial ocupada anualmente con este cultivo es de, 

aproximadamente, 220 millones de hectáreas y la producción total del grano, 

durante la campaña 1998 /1999, ascendió a  592 millones de toneladas (tabla 1). 

El valor anual de la producción supera los 60.000 millones de dólares (3). 

 
Tabla 1: Producción, consumo y comercio de trigo en el mundo 

 
 

Campaña 
 

90/91 91/92 92/93 93/94 94/95 95/96 96/97 97/98 98/99 

 
Área 

(millones de 
has.) 

 

 
229 

 
221 

 
222 

 
219 

 
215 

 
219 

 
230 

 
229 

 
223 
 

Producción 
(millones de 

ton.) 
 

593 543 562 557 526 541 582 609 592 
 

Consumo 
(millones de 

ton.) 
 

574 558 552 561 547 553 581 588 599 
 

Exportación 
(millones de 

ton.) 
 

91 109 105 93 92 90 95 96 98 
 

 
Fuente: C.I.C. (Consejo Internacional de Cereales) y U.S.D.A. (Departamento de Agricultura de 
Estados Unidos). Informe junio de 1999. 
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Se cree que el trigo es originario de Asia menor de donde se 

expandió a la cuenca del Mediterráneo y a algunos países asiáticos. Más tarde se 

difundió al resto de Europa y luego, casi inmediatamente después de su 

descubrimiento y colonización, a América y Oceanía. En la actualidad constituye 

el cultivo más adaptado a las distintas condiciones agrícolas del mundo. Los trigos 

invernales se cultivan en el centro y sur de los Estados Unidos, en el oeste de 

Europa, en los Balcanes, en el sur de la ex URSS y en China debido a que 

pueden resistir las temperaturas invernales. Los trigos primaverales se cultivan en 

el norte de los Estados Unidos y Canadá, el norte y centro de la ex URSS, (donde 

los inviernos son demasiado severos para que los trigos invernales puedan 

sobrevivir) y en Argentina, Australia, Brasil e India (donde los inviernos son 

demasiado benignos para lograr la vernalización de los trigos invernales) (4 y 5). 

Los principales países productores son China, Estados Unidos, 

India, Rusia, Canadá, la Unión Europea, Australia y Argentina (figura 1) y los 

principales exportadores son Estados Unidos, la Unión Europea, Canadá, 

Australia y Argentina (figura 2). (6, 7 y 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Australia 3% 

Unión 
Europea 
19% Otros 16% 

Estados 
Unidos 11% 

India 11% 

Europa Oriental 5% 
Rusia 6% 

Canadá 4% 

Argentina 2% 

 China 23% 

PRODUCCIÓN MUNDIAL 
594 millones de toneladas 

China 
20% 

Unión 
Europea 
14% 

Estados 
Unidos 6% 

India 12% 

Europa 
Oriental 5% 

Pakistán 4% 

Otros 31% 

Rusia 6% 
Brasil 2% 

CONSUMO MUNDIAL 
589 millones de toneladas 

Figura 1: Producción y consumo mundial de trigo. Se consideró el promedio de las 3 últimas 
campañas. 
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El trigo en la Argentina 

 El trigo, a diferencia del maíz que es originario de América, fue traído 

por los conquistadores. De acuerdo con referencias históricas, Gaboto fue el 

primero en introducirlo en el Río de la Plata en 1527, cuando fundó el fuerte 

Sancti Spiritus, en la desembocadura del río Carcarañá.  Durante tres siglos y 

medio se lo siguió cultivando en pequeñas parcelas en los alrededores de las 

aldeas, sin embargo, el consumo interno era muy limitado dado que la población 

era muy reducida y  su alimento básico  era la carne vacuna. Recién en la década 

de 1870 se produce una verdadera expansión del cultivo, cuando las colonias 

agrícolas comenzaron a extenderse por las provincias de Santa Fe, Córdoba, La 

Pampa y Entre Ríos (4). El trigo fue el cultivo fundador de la colonización agrícola 

de la región pampeana, de allí que, en cierta forma, la historia del trigo en el país, 

es la de la agricultura argentina, con todas sus implicaciones económicas, 

financieras, políticas y sociales. 

Argentina 
11% 

Australia 
19% 

Canadá 
21% 

Unión  
Europea 

6% 

Estados  
Unidos 
33% 

Otros 
 10% 

EXPORTACIÓN 
96 millones de toneladas 

Europa 
Oriental 6% 

4% 
Africa del 
Norte 25% 

China 2% 

Brasil 6% 
Japón  6% 

Pakistán 3% 

Ex -URSS 3%  

Irán 5% 

Korea  Otros 
40% 

IMPORTACIÓN 
96 millones de toneladas 

Figura 2: Comercio mundial de trigo por países. Se consideró el valor promedio de las 3 
últimas campañas. 
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Actualmente, la región triguera argentina se halla localizada en la región pampeana 

y se divide en siete subregiones ecológicas de acuerdo a las características locales 

de clima y suelo. Las subregiones se denominan: Subregión Ecológica Triguera I, II 

norte, II sur, III, IV, V norte y V sur (figura 3). Esta amplia región posee un clima 

templado, con dos áreas bien diferenciadas: una húmeda, con un promedio de 800 

milímetros anuales, y otra semiárida, con 600 milímetros (1).  

 

   V  
Norte 

  V 
Sud 

   II 
Norte 

I 

  II 
Sud 

IV 

III 

Figura 3: REGIÓN TRIGUERA Y SUBRREGIONES 
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En los últimos años, la superficie total sembrada anual osciló entre 

4,7 y 7,3 millones de hectáreas, ocupando, principalmente, las provincias de 

Buenos Aires y Santa Fe. Los rendimientos y la producción total se han 

mantenido entre los 1900 y 2600 kg/ha, y los 9 y 16 millones de toneladas 

anuales, respectivamente (tabla 2). En general, el destino de la producción se 

reparte entre el consumo interno de, aproximadamente, 5 millones de toneladas, y 

la exportación del resto de lo producido. La Argentina es uno de los principales 

países exportadores de trigo, junto con Australia, Canadá, Estados Unidos y la 

Unión Europea (figura 2).  Los países compradores más importantes son Brasil, 

Perú, Chile, Paraguay, Egipto, Irán e Indonesia. De todos ellos se destaca Brasil 

que compra alrededor del 70% del total del saldo exportable argentino. 

 

TRIGO 1995/96 1996/97 1997/98 
 

1998/99 
 

 

Área sembrada  
(miles de has.) 

 

 
5088 

 
7367 

 
5919 

 
4770 

Producción  
(miles de toneladas) 

 
9450 15904 15800 11200 

Rendimiento  
(Kg/ha) 

 
1936 2241 2596 2309 

Exportación  
(miles de toneladas) 

 
4200 10500 9000 6100 

Forraje 
(miles de toneladas) 

 
150 150 150 170 

Consumo total  
(miles de toneladas) 

 
4700 5000 5200 

 
5000 
 

  

 
Tabla 2: El trigo en la Argentina. Oferta y demanda en las últimas campañas. Según 
informe de la SAGPyA (Secretaría de Agricultura, Ganadería, Pesca y Alimentación de la 
República Argentina). 
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2. PRINCIPALES USOS Y SUBPRODUCTOS 

Si bien el uso más importante y generalizado del trigo es en la 

elaboración del pan, su rango de utilización es prácticamente tan amplio como el 

número de regiones en las que se lo cultiva en el mundo. Los productos derivados 

del trigo que se elaboran en los diferentes lugares, son altamente determinados 

por la cultura de los pueblos y han asumido un significado religioso, así como 

también, importancia económica y nutricional (9).El comercio panadero se impulsó 

en la Edad Media, cuando empezaron a producirse distintos tipos de pan. El tipo 

de pan tenía implicaciones sociales: el pan blanco era privilegio de los ricos y el 

negro estaba reservado para los pobres (10). 

Además del pan con levadura, un amplio rango de otros productos 

ha sido desarrollado por diferentes culturas. Estos incluyen distintos tipos de pan 

chato (principalmente en la India), tortillas (panecillos redondos, pequeños y 

aplastados, sin levadura, característicos de México y América Central), pizzas y 

más de 60 diferentes tipos de pastas, con distinto color, forma y sabor, entre los 

que se encuentran los noodles (especie de tallarines de China y el sudeste 

asiático) y otros tipos de fideos como los macarrones y los espaguetis (11). 

También se le emplea en la elaboración de especialidades de panadería, 

confitería y repostería como tortas, galletitas, panqueques, budines, conos de 

helados, pan dulce, etc. (10). 

Además de ser el principal cereal destinado al consumo humano 

directo, junto con el arroz, el trigo también tiene importancia como grano forrajero. 

Si bien se destina sólo un 15-20% de la producción mundial a ese uso, esto 

equivale a un volumen que oscila alrededor de 100 millones de toneladas y que 

representa, aproximadamente, el 15% del total de granos destinados a la 
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alimentación animal. De allí que su importancia como forraje sea muy relevante, y 

se encuentre en el tercer lugar después del maíz y la cebada. En nuestro país, 

sólo 150.000 toneladas al año son destinadas a este uso (tabla 2). 

El gluten del trigo (formado cuando se combinan con agua las 

proteínas, gliadinas y gluteninas, presentes en la harina), de consistencia elástica 

y adherente, es utilizado en el estampado de los tejidos, en la preparación de 

adhesivos, en la industria del papel, etc. También se lo emplea en la elaboración 

de glutamato monosódico cuyo consumo, para acentuar el sabor de las comidas, 

se encuentra bastante difundido, especialmente en los países de Oriente (2). 
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3. CLASIFICACION DE LOS DISTINTOS TIPOS DE TRIGOS 

El trigo no es un producto homogéneo, ya que existe una marcada 

diversidad de clases o tipos que dependen de la especie y variedad que se 

cultive, y del medio donde se lo cultive (suelo y clima). Existen, también, 

variaciones en sus características físicas y/o químicas que son de naturaleza 

accidental, ya que se originan por factores climáticos o sanitarios anormales o 

bien por el manejo de la cosecha y el deficiente acondicionamiento y 

almacenaje posterior del grano (2). 

Los factores o criterios que se usan más frecuentemente a los 

efectos de clasificación son: 

a)  El botánico (especie y variedad) 

b) La época de siembra (de invierno o primavera) 

c) El color del grano (rojo, blanco, claro , oscuro, etc.) 

d) La dureza del grano (blando, semiduro, duro) 

e) El peso hectolítrico (peso de un volumen de 100 litros de trigo, expresado en 

kg/hl). A mayor peso hectolítrico, mayor rendimiento de harina. 

f) La sanidad del grano y la mayor o menor presencia de cuerpos extraños 

g) Por su uso o destino (pan, fideos,etc). 

 

Para lograr una clasificación más precisa pueden tomarse dos o más 

de los factores enumerados. Las normas de calidad comercial o tipificación, 

especialmente en los países desarrollados, se basan en una combinación de 

factores o criterios diferenciadores de las características relacionadas con la 

aptitud de uso de este grano. Las dos clasificaciones más utilizadas y de mayor 
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valor práctico son las que se basan en el aspecto botánico y en la dureza del 

grano. 

 

Clasificación botánica 

El trigo se clasifica dentro de la División Angiospermas, la Clase 

Monocotiledóneas, el Orden Glumiflorales, la Familia Poáceas (Gramíneas), la 

tribu Triticeas y el género Triticum (29). Si bien se conocen unas quince especies 

de este género, las cultivadas son solamente tres: 

a) Triticum aestivum L.: se lo conoce comercialmente como trigo pan 

o común. Es el más difundido en el mundo y el más apto para panificación. Dentro 

de esta especie existe una muy amplia gama de variedades y una marcada 

variabilidad entre éstas en cuanto a dureza del grano, contenido de proteínas, 

características del gluten, etc.  

b) Triticum durum: se lo conoce  internacionalmente como “durum” y 

en nuestro país como “trigo para fideos” o “candeal”. Se caracteriza por la dureza 

de su grano y el alto contenido de proteínas. Cuando se lo muele se obtiene una 

harina de granulación gruesa o sémola cuyo mayor empleo es en la fabricación de 

fideos. Su producción a nivel mundial es poco importante (del 4 al 5 %) y se lo 

cultiva en Estados Unidos, Canadá, Argentina, países del Mediterráneo, Rusia, 

etc. 

c) Triticum compactum: comercialmente se lo conoce en muchos 

países como trigo club. Su producción a nivel mundial es limitada. Los principales 

productores son Estados Unidos y algunas regiones de Oriente. En la Argentina 

no se lo cultiva. Su grano es de textura dura, semejante al trigo pan. Se 

caracteriza por producir una harina granular, con bajo tenor de proteínas y poca 
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absorción de agua, por lo que no es apto para panificación y se lo emplea, 

especialmente, en repostería (2). 

A su vez, dentro de cada una de estas tres especies, existe una 

amplia gama de variedades (a las que se agregan las que se van creando en los 

campos experimentales), cuyas características intrínsecas difieren en cada caso. 

Las semillas empleadas en la Argentina son de origen local, contando entre las 

principales empresas semilleras a Produsem (comercializadora de las variedades 

del INTA), el Semillero J. Buck S.A. y el Semillero Klein S.A. Entre las variedades 

más difundidas en la actualidad se encuentran:  ProINTA Oasis, ProINTA Federal, 

Buck Poncho, Buck Charrúa, Klein Orion y  Klein Cacique. 

 

Clasificación por la dureza del grano 

 El factor dureza se halla muy asociado a determinadas 

características del grano, especialmente, a la  cantidad y  calidad de las proteínas.  

 Este aspecto tiene mucha importancia en cuanto a la aptitud para uno u otro uso 

de la harina. 

 De acuerdo con su dureza, se los clasifica en duros y blandos. En el 

primero la contextura del grano es mucho más firme, con un contenido de 

proteínas oscilando entre 10 y 17 %, y un gluten más fuerte, reuniendo las 

mejores condiciones para panificación.  En cambio,  los trigos blandos, son de 

menor consistencia, con un contenido de proteínas entre 7 y 10 %,  un gluten más 

débil y menos estable, siendo más apto para la elaboración de galletitas, 

productos de repostería elaborados a base de leudantes, etc. Existen, además, 

trigos con características intermedias que se los conoce como semiduros (2). 
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 La producción de uno u otro trigo con frecuencia se encuentra muy 

condicionada por factores climáticos.  En las regiones de clima relativamente 

húmedo y con poca amplitud térmica se comportan relativamente mejor los trigos 

blandos, mientras que en las regiones menos húmedas y con clima continental se 

cultivan de preferencia los duros. 

 No existen pautas o criterios de valor universal para la clasificación 

de los trigos en duros y blandos. En algunos países, tales como Estados Unidos, 

Canadá y Japón, el criterio que se utiliza es el de su adaptación a ciertos 

productos, más que la textura en sí del grano o su contenido de proteínas. Se 

considera a un trigo como duro cuando se comporta adecuadamente en la 

elaboración del pan, y blando cuando se adapta para la elaboración de galletitas, 

productos de repostería, etc.  

 En la Argentina se clasifica el trigo pan en duro y semiduro sobre la 

base del comportamiento del gluten, ya que existe una marcada correlación entre 

dureza del grano y tipo de gluten. 

 Dentro de los trigos considerados como duros es frecuente su 

clasificación en correctores y de panificación directa (1). 

 

Trigos correctores o de fuerza: se conocen como tales los que, dada la cantidad 

de gluten, son empleados en gran medida para efectuar cortes o mezclas para 

mejorar la calidad panadera en los países en cuya producción predominan los 

trigos blandos, como los países del oeste de Europa. 

 

Trigos de panificación directa: son aquellos cuya harina puede emplearse 

directamente, sin mezclas o cortes previos, en la panificación.  Se los conoce 
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también como trigos equilibrados desde el punto de vista de sus características 

plásticas (elasticidad, tenacidad, etc.) y aptitud fermentativa. Las variedades 

actualmente difundidas en nuestro país, especialmente en la región centro-norte, 

pertenecen a este tipo. Son los trigos demandados por los países que 

prácticamente no tienen producción propia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Introducción 

______________________________________________________________________________ 

Pág. -25- 

4. CALIDAD PANADERA DEL TRIGO 

 

 Una de las formas de biotecnología más antiguas de la humanidad 

es la utilización  de  la harina de trigo en la producción de pan, encontrándose ya 

bien establecida en el antiguo Egipto, hace más de 4000 años (9). Con el 

transcurso del tiempo, el hombre ha ido seleccionando  las mejores variedades de 

trigo en función de su calidad panadera, la adaptación a una región en particular, 

el rendimiento y la resistencia a determinadas enfermedades.  

 La calidad panadera del trigo está determinada por la cantidad y 

propiedades de las principales proteínas de almacenamiento del grano: gliadinas 

y gluteninas. Estas se depositan en el endosperma en desarrollo, y proveen una 

fuente de aminoácidos para la germinación (12). Cuando el endosperma es 

molido y la harina resultante, mezclada con agua, las proteínas de 

almacenamiento se unen para formar una red proteica continua llamada gluten. 

De esta forma, se obtiene una masa cohesiva, con características viscoelásticas 

únicas, como resultado de una adecuada  combinación de dos propiedades 

físicas: elasticidad y extensibilidad, cruciales para la elaboración del pan. Las 

proteínas del gluten son responsables, no sólo de estas propiedades de la masa, 

sino también de la habilidad de la masa para retener gas (CO2), producido por las 

levaduras durante la fermentación. Esto permite que la red de gluten se expanda, 

resultando en una estructura liviana, porosa y desmenuzable, la cual es fijada por 

cocción. El gluten debe poseer un balance preciso de estas propiedades, ya que 

una elasticidad excesiva limitaría la expansión, mientras que con una insuficiente 

elasticidad fallaría  la retención de (CO2) (10). 
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  4.1. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA CALIDAD PANADERA 

Los factores que influyen en la calidad panadera son aquellos que 

afectan a la calidad y cantidad de las proteínas del grano y, más específicamente, 

del gluten (2).  Si bien la aptitud genética de una variedad es fundamental, ya que 

determinaría el nivel máximo de calidad panadera que puede alcanzar, existen 

una serie de otros factores que harían que  responda en forma variada. Ellos son: 

la fertilidad del suelo (13), la disponibilidad de agua durante el ciclo de cultivo, las 

temperaturas al momento de formación y llenado del grano, y las condiciones 

ambientales en las cuales se desarrolla la cosecha (14 y 15). 

Desde el punto de vista genético o botánico, existe una marcada 

diferencia en cuanto al contenido de proteína entre las distintas variedades de 

trigo pan, que no es mayor al 3% (cuando se las compara en iguales condiciones 

ambientales) . Es así como, dentro de las variedades actualmente en difusión, se 

dispone de distintas calidades coincidiendo, en general, cultivares de alta 

producción con baja calidad, debido a la relación inversa que existe entre 

rendimiento y proteína (figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Rendimiento y porcentaje de proteína de trigos, de las 
campañas 86/87 a 98/99, en los departamentos Marco Juarez y Unión 
(según estudio realizado por INTA Marco Juarez) (14). 
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En base a su diferente contenido de proteínas es posible clasificar a 

los trigos panaderos argentinos en: 

A) Tipo duro 

• Clase A: muy buena calidad, más del 12% de proteínas o alrededor de 

30% de gluten 

• Clase B: calidad aceptable, 10-12% de proteína o alrededor del 25% de 

gluten 

 

B) Tipo blando 

• Menos del 9% de proteína 

 

En nuestro país, a partir de1996, se bonifica con un 2% al trigo que supera el 11% 

de proteína y se rebaja en la misma proporción al que tiene menos del 11%. Esta 

disposición tiende a mejorar la calidad de la producción triguera argentina. 

 

 

4.2. METODOLOGÍAS DE ANÁLISIS DE CALIDAD DE TRIGO 

Para evaluar la calidad industrial del trigo se tienen en cuenta las 

características del grano, el comportamiento en la molienda, distintos valores 

analíticos de la harina (humedad, contenido de gluten, etc.), propiedades 

reológicas de la masa y cualidades panaderas que, en conjunto, determinan la 

calidad de un trigo. 

Las características del grano constituyen factores importantes de 

calidad en la valoración de un trigo. El peso hectolítrico es un importante factor de 

calidad en todas partes del mundo y está influenciado por la uniformidad, forma, 

densidad y tamaño del grano, además del contenido de materias extrañas y 

granos quebrados de la muestra. Se define como el peso de 100 litros de trigo 

(expresado en kg/hl.) y se determina mediante la balanza Schopper. A un peso 
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hectolítrico bajo corresponde una molienda pobre, bajo rendimiento de harina y de 

inferior calidad. El comportamiento en la molienda es otro aspecto de importancia 

dentro del criterio de calidad. Trigos de baja extracción de harina o alto contenido 

de cenizas en las mismas constituyen un problema desde el punto de vista 

molinero (16). 

La calidad panadera del trigo está determinada por la capacidad de 

absorción de agua de la harina, tiempo de amasado, aspecto de la masa, 

volumen de pan, porosidad y blancura de la miga. Todas estas características 

constituyen el valor panadero de un trigo y dependen, fundamentalmente, de la 

cantidad y calidad de las proteínas del endosperma (17). La cantidad de proteínas 

de la harina se determina por el método de Kjeldhal, mientras que en el grano se 

cuantifica por métodos rápidos basados en transmitancia de infrarrojo (NIRT). 

Además, los análisis reológicos de la masa permiten realizar  determinaciones 

indirectas de la calidad panadera. Para ello se construyen curvas llamadas 

farinograma, mixograma y alveograma según el aparato empleado y la 

información que suministran (16). 

Farinograma: 

Se utiliza un aparato llamado Farinógrafo de Brabender. Permite probar 

dinámicamente las propiedades de amasado, con el fin de evaluar la calidad de la 

harina y las propiedades de procesamiento de la masa. Los parámetros 

registrados durante el análisis evidencian el comportamiento en el amasado, la 

capacidad de absorción de agua, el tiempo que tarda la masa en alcanzar la 

consistencia óptima y la estabilidad o tolerancia al amasado. 

Mixograma:  
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Se utiliza un Mixógrafo Swanson (18 y 19). Determina el tiempo de mezcla o 

desarrollo (TD) y estabilidad, a través de una banda que va graficando el equipo 

en función de la resistencia que ofrece la masa. Bajo TD es índice de mala 

calidad panadera (ver figura 20). Los mixogramas se clasifican mediante una 

escala que va desde 1 (masas muy débiles) a 9 (muy fuertes) (20 y 21). 

Alveograma: 

Se emplea un aparato llamado Alveógrafo de Chopin.  El ensayo simula, 

gráficamente, el comportamiento de la masa en la fermentación, imitando, en gran 

escala, la formación de alvéolos originados por el CO2 que producen las 

levaduras. Mide la resistencia a la deformación y extensibilidad insuflando aire 

sobre una lámina de masa que se hincha hasta su rotura, dando curvas llamadas 

alveogramas, donde la superficie bajo la misma indica la fuerza panadera (W), la 

altura mide la tenacidad (P) y el largo de la curva la extensibilidad (L) o índice de 

hinchamiento (G). La relación P/L o P/G expresa el equilibrio de la masa.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Masa débil 
Mala calidad panadera 
Harina adecuada para 
tortas y galletitas 
 

Masa fuerte 
Harina de buena 
calidad panadera 

Figura 5: Alveogramas de harinas de buena y mala calidad panadera. P: tenacidad. L: 
extensibilidad. W (área bajo la curva): energía que se necesita para la ruptura de la masa 
= fuerza panadera. 

W 

W 
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4.3. COMPOSICIÓN DEL GRANO DE TRIGO 

 Al igual que todos los cereales, el trigo produce un fruto seco, 

indehiscente, constituido por una única semilla revestida por un fino pericarpio 

soldado a ella. Este tipo de fruto es una cariópside pero es comúnmente llamado 

grano. Tiene un tamaño promedio de 8 mm y un peso de 35 mg.  Está formado, 

desde afuera hacia adentro, por una cubierta frutal o pericarpio  (que a su vez 

consta de varias capas: epidermis, hipodermis, células intermedias, células 

cruzadas y células tubulares);  una cubierta seminal, llamada tegumento o testa, 

que puede o no contener pigmentos que colorean al grano (usualmente blanco o 

rojo, pero también se conocen púrpuras) y la aleurona, que consta de una única 

capa celular,  que rodea completamente al endosperma amiláceo y al embrión 

(figura 6). Si bien la capa de aleurona es, desde el punto de vista botánico, parte 

del endosperma propiamente dicho, es removida durante la molienda, junto con la 

cubierta seminal y el pericarpio, formando con ellos lo que se conoce con el 

nombre de salvado (22).                                 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tallo  
rudimentario 

Figura 6:  Esquema de las partes que constituyen el grano de trigo. 
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 El embrión o germen de trigo consiste, principalmente, de dos 

partes: el eje embrionario (raíz y tallo rudimentarios), y el escutelo que funciona 

como órgano de almacenamiento.  

El endosperma amiláceo constituye el 85% del grano y contiene las 

reservas para el desarrollo del embrión. Es de gran importancia en la nutrición 

humana, ya que constituye la fracción del grano utilizada para la elaboración de 

harina. Está compuesto de tres tipos de células: periféricas, prismáticas y 

centrales, que varían en tamaño, forma y localización dentro del grano. Estas 

células están llenas de gránulos de almidón, embebidos en una matriz proteica, 

que consiste, principalmente, de gluten, la proteína de almacenamiento del grano 

de trigo (10).  Existen diferencias en la textura (dureza) y apariencia del 

endosperma de los distintos cultivares de trigo.  En general, una apariencia 

traslúcida o vítrea ha sido asociada con dureza y alto contenido de proteínas; 

mientras que opacidad se relaciona con trigos blandos y de bajo contenido de 

proteínas. La dureza se halla controlada genéticamente y es causada por la 

fuerza de unión entre las proteínas y el almidón del endosperma. Por otro lado, la 

apariencia o vitreosidad resulta de la carencia de espacios de aire en el grano. El 

mecanismo que lo controla no es claro pero parece estar relacionado con la 

cantidad de proteína (22). 

 

Origen  

 El grano de trigo se desarrolla a partir de un proceso de doble 

fertilización. El embrión es producto de la fertilización de la oósfera con un núcleo 

reproductivo de polen; mientras que el endosperma deriva de la fusión de los dos 

núcleos polares con un núcleo reproductivo de polen. Tanto el pericarpio como la 
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cubierta seminal se originan exclusivamente de tejidos maternales. De esta forma, 

sólo el embrión y el endosperma contienen genes de ambos padres. 

 

4.4.   PROTEÍNAS DE ALMACENAMIENTO DEL GRANO 

 Entre un 10 a un 15%, del peso seco del grano de trigo, son 

proteínas que participan en el desarrollo de la semilla (funciones metabólicas, de 

defensa, estructurales, etc.) o constituyen depósitos de nitrógeno y energía 

durante la germinación. Estas últimas son las llamadas proteínas de 

almacenamiento y representan, aproximadamente, el 50% del contenido total de 

proteína del grano maduro (23). Se caracterizan porque son sintetizadas 

únicamente en  las semillas, depositadas en cuerpos proteicos, y eficientemente 

degradadas y movilizadas al embrión durante la germinación, cumpliendo la 

función de depósitos de nitrógeno, carbono y azufre (24). También constituyen la 

fuente más importante de proteínas en la dieta humana y del ganado, además de 

determinar muchas de las propiedades de procesamiento de las semillas como, 

por ejemplo, la habilidad de elaborar pan a partir del endosperma del grano de 

trigo. Se las clasifica, tradicionalmente, en tres grupos, según sean solubles en 

agua (albúminas), en soluciones salinas diluidas (globulinas) o en soluciones 

alcohólicas diluidas (prolaminas) (25). Mientras que las proteínas de 

almacenamiento de legumbres y oleaginosas son, fundamentalmente, albúminas 

y globulinas; las de los principales cereales cultivados (excepto avena y arroz) son 

prolaminas que reciben diferentes nombres triviales basados en el nombre 

genérico del cereal en latín: hordeínas en cebada (Hordeum vulgare),  secalinas 

en centeno (Secale cereale),  zeínas en maíz (Zea mays) (26). Por el contrario, en 

trigo, la nomenclatura de las prolaminas no guarda relación con el nombre 
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genérico del cereal y se las clasifica en dos grupos: gliadinas y gluteninas, que 

juntas forman el gluten. Esta división se basa en sus diferentes habilidades para 

formar polímeros: mientras que las gliadinas son proteínas monoméricas sin 

puentes disulfuro o sólo puentes intracadenas, las subunidades de gluteninas se 

ensamblan en polímeros de alto peso molecular estabilizados por puentes 

disulfuro intercadenas (27). 

 

4.4.1. Clasificación de las prolaminas en las tritíceas  

 Las prolaminas han sido descriptas únicamente en semillas de 

cereales. Fueron tradicionalmente reconocidas como grupo, en base a su 

solubilidad en mezclas de alcohol y agua (60-70 % de etanol o 50% de 

isopropanol), y a sus altos niveles de glutamina y prolina. Sin embargo, la 

comparación de las secuencias de aminoácidos, ha demostrado que esta 

definición debe ser ampliada para incluir componentes que son insolubles en 

soluciones acuosas, en el estado nativo, debido a la presencia de puentes 

disulfuro ínter cadenas (pero se solubilizan en este medio si se las trata con un 

agente reductor). Además, es importante destacar, que todas las prolaminas de 

los distintos cereales se hallan relacionadas (excepto las α-zeinas de maíz) y 

forman un solo grupo conocido como la superfamilia de las prolaminas (figura 7) 

(28).  Dentro de ellas, existe un subgrupo de prolaminas muy relacionadas que es 

el de las tritíceas (cebada, trigo y centeno). Consisten en mezclas altamente 

polimórficas de componentes con pesos moleculares  entre 30000 y 90000. Es 

posible clasificarlas en tres grupos, en función de su composición y secuencia de 

aminoácidos,  llamados “S-ricos” (ricos en azufre), “S-pobres” (pobres  en azufre”) 

y prolaminas de A.P.M. (alto peso molecular) (figura 8). Las prolaminas pobres en 
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azufre representan entre un 10-20 % del total de proteínas, mientras que las de 

alto peso molecular  y las ricas en azufre constituyen menos del 10% y 80%, 

respectivamente.  Los tres grupos muestran un amplio rango de diversidad 

estructural, con distintas familias y subfamilias que se diferencian en sus 

secuencias de aminoácidos y capacidad de agregación (tabla 3) (26). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A pesar de la existencia de una considerable diferencia en la 

secuencia y estructura dentro de los tres grupos de prolaminas de las tritíceas, 

tienen dos características en común. La primera es que sus secuencias pueden 

ser divididas en dos o más dominios, que difieren en composición de 

aminoácidos, conformación y, probablemente, orígenes evolutivos. La segunda es 

que, al menos uno de estos dominios, consiste en secuencias repetitivas basados 

en uno o más motivos peptídicos cortos.  Estructuras esquemáticas de proteínas 

típicas, pertenecientes a cada uno de estos tres grupos, se muestran en la figura 

8.  

SUPERFAMILIA DE LAS PROLAMINAS 

Triticias:  cebada, 
centeno y trigo 

S-pobres 

S-ricas 16 kDa  

PROLAMINAS 

arroz maíz avena 

10 kDa 13 kDa β-zeinas 

γ-zeinas 

δ-zeinas α-zeinas avenina A.P.M. 

maíz 

      Otras     
prolaminas 

Figura 7:  Clasificación y nomenclatura de los principales grupos de prolaminas en los 
distintos cereales (28). 
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TIPO DE PROLAMINA 

 

CEBADA 

 

CENTENO 

 

TRIGO 

 

POLIMÉRICA DE ALTO  

PESO MOLECULAR (A.P.M.) 

D hordeinas 

 

Secalinas 

de A.P.M. 

 

Subunidades de 

glutenina de A.P.M. 

 

S-POBRES 

 

C hordeinas 

 

ω-secalinas 

 

ω-gliadinas 

S-RICAS 

• Monoméricas tipo γ 

• Polimérica tipo γ 

• Monoméricas tipo α 

• Polimérica tipo agregado 

 

γ-hordeinas 

____ 

____ 

B hordeinas 

 

γ-secalinas (40kDa) 

γ-secalinas (75kDa) 

___ 

___ 

 

 

γ-gliadinas 

___ 

 α-gliadinas 

Subunidades de     

gluteninas de B.P.M.

 

 

 

 

 Las prolaminas pobres en azufre 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Estructuras esquemáticas de los tres tipos de prolaminas presentes en tritíceas: 
prolaminas de A.P.M., S- ricas y S-pobres. Las tres regiones conservadas en prolaminas S-ricas 
y de A.P.M. se indican en celeste con las letras A, B y C. NH2- y COOH- representan los 
extremos amino y carboxilo terminal de las proteínas, respectivamente. 

Prolamina de A.P.M. 
(subunidad de glutenina de 
A.P.M. de trigo) 

Prolamina S-rica 
(γ-gliadina de trigo) 

Prolamina S-pobre 
(ω-secalina de centeno) 

Tabla 3:: Grupos de prolaminas presentes en las tritíceas (cebada, trigo y centeno).  
A.P.M.: alto peso molecular. B.P.M. : bajo peso molecular. 
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 Las prolaminas pobres en azufre (S-pobres) comprenden las C 

hordeínas de cebada, las ω-gliadinas de trigo y las ω-secalinas de centeno. 

Tienen una inusual composición de aminoácidos, con altos niveles de glutamina 

(40-50%), prolina (20-30 %) y fenilalanina (7-9 %), bajo contenido en residuos 

cargados y ausencia de residuos de cisteina. Sus pesos moleculares varían entre 

44.000 y 73.000 daltons (30). Son proteínas monoméricas consistentes, casi 

completamente, de secuencias repetitivas (figura 8), basadas en un solo motivo 

octapeptídico (Pro.Gln.Gln.Pro.Phe.Pro.Gln.Gln). Presentan una inusual 

estructura secundaria consistente en una espiral ancha con giros β reversos y 

hélice II de poli-L-prolina (26). 

 Las prolaminas ricas en azufre (S-ricas) se subdividen en dos 

tipos, en cebada y centeno, y en tres tipos, en trigo (tabla 3).  Pueden ser 

monoméricas (como las α gliadinas) o poliméricas (B hordeínas, γ secalinas y 

subunidades de glutenina de bajo peso molecular). Consisten de dos dominios 

estructurales, con un dominio repetitivo próximo al extremo amino terminal y un 

dominio carboxilo terminal no repetitivo (figura 8). Además, una corta secuencia 

amino terminal única  puede estar presente. La región repetitiva abarca de un 

tercio a la mitad de la proteína, que consiste de 250 a 300 residuos de 

aminoácidos. Se basan en repeticiones en tandem de uno o dos motivos, con 

pequeñas variaciones en las repeticiones. Uno de ellos consta del tetrapéptido 

Pro.Gln.Gln.Pro. que se halla relacionado con el motivo repetitivo octapeptídico 

presente en las prolaminas S-pobres (24). El dominio carboxilo terminal de las 

prolaminas ricas en azufre no contiene secuencias repetitivas pero existen cortos 

fragmentos, ricos en glutamina, que están presentes en las α-gliadinas de trigo. 

Aparentemente, los dos dominios se pliegan en forma independiente y  
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asimétrica: mientras el dominio repetitivo forma una estructura extendida y más 

abierta, el dominio C-terminal se halla plegado mucho más compacto y 

estabilizado por puentes disulfuro intra cadena (26 y 31).  

 Las prolaminas  de alto peso molecular (A.P.M.) consisten de una 

o dos subunidades individuales en cebada (D hordeínas) y centeno (secalinas de 

A.P.M.), y tres, cuatro o cinco subunidades de glutenina de A.P.M. en el trigo 

panadero hexaploide. Estas últimas constituyen importantes determinantes de la 

calidad panadera de los diferentes cultivares de trigo, de allí que hayan sido 

estudiadas en detalle a pesar de encontrarse en baja cantidad en el grano. Las 

proteínas consisten de 627- 827 residuos, con dominios repetitivos centrales (481- 

666 residuos), flanqueadas por cortos dominios no repetitivos en los extremos 

amino y carboxilo terminal. Los dominios repetitivos consisten de dos o tres 

motivos, ninguno de los cuales parece estar relacionado con los motivos 

repetitivos presentes en las prolaminas ricas y pobres en azufre. Los dominios 

amino y carboxilo terminal tienen una estructura en α-hélice, mientras que la 

región repetitiva central adopta una espiral β constituida por repetitivos giros β 

reversos, apilados y estabilizados por puentes de hidrógeno (26). 

 

4.4.2. Relaciones estructurales y evolutivas de las prolaminas 

 Al realizar comparaciones de las secuencias de aminoácidos de las 

prolaminas ricas en azufre de cebada, centeno y trigo se halló un alto grado de 

homología, particularmente en tres regiones conservadas de entre 20 y 30 

residuos, llamadas A, B y C (figura 8). El número y espaciado de los residuos de 

cisteina, dentro de estas regiones, se hallan particularmente  bien conservados. 

Esta similitud en secuencia no fue inesperada debido a la estrecha asociación 
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existente entre las tritíceas (trigo, cebada y centeno) (28). Sin embargo, hubo dos 

observaciones que resultaron sorprendentes. La primera fue que las regiones A, B 

y C tienen secuencias similares entre sí, indicando que pueden haberse originado 

por triplicación de una corta secuencia ancestral. La segunda es que regiones 

relacionadas con A, B y C o secuencias específicas conservadas dentro de estas 

regiones se hallan presentes en otras prolaminas y en otras proteínas de semillas 

(30). 

 Secuencias relacionadas a las regiones A, B y C, de las prolaminas 

ricas en azufre, se hallan presentes, también, en las prolaminas de alto peso 

molecular, con las regiones A y B en el dominio N-terminal, y la región C, en el 

dominio C- terminal. Por lo tanto, es probable, que las proteínas ricas en azufre y 

las prolaminas de A.P.M. , provengan de una única proteína ancestral consistente, 

esencialmente, sólo de regiones A, B y C. Los eventos evolutivos podrían haber 

incluido inserciones de bloques de secuencias repetitivas (en la región adyacente 

a A, en las prolaminas ricas en azufre, o entre las regiones B y C, en las 

prolaminas de A.P.M.). Las prolaminas pobres en azufre consisten, 

fundamentalmente, de regiones repetitivas y carecen de las regiones A, B y C. Sin 

embargo, los motivos repetitivos están claramente relacionados a los presentes 

en las prolaminas ricas en azufre, y las prolaminas pobres en azufre podrían 

haber evolucionado de las ricas en azufre, por amplificación de las repeticiones y 

deleción del dominio C- terminal (26 y 30). Estos eventos se hallan resumidos en 

la figura 9. 

 Regiones correspondientes a  A, B y C se hallan también presentes 

en las β y γ zeinas de maíz, las aveninas  de avena y las prolaminas de 10 kd. de 

arroz  (pobremente conservadas en este último caso). De esta forma, parecería 
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que todas las prolaminas (con excepción de las α-zeinas podrían estar 

relacionadas, habiendo evolucionado a partir de una proteína ancestral común, 

por un rango de eventos que incluyen inserción y deleción de secuencias, 

amplificación de repeticiones, y sustituciones de aminoácidos (figura 9) (26). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4.3.  Prolaminas de trigo: gliadinas y gluteninas 

Las prolaminas del trigo, gliadinas y gluteninas, constituyen las 

principales proteínas del gluten y tienen características fisicoquímicas  diferentes. 

Las gliadinas son cadenas polipeptídicas simples estabilizadas por puentes 

disulfuro intracadena. Es posible clasificarlas en gliadinas tipo α (que comprende 

las α y β gliadinas)  , γ  y ω gliadinas según sus diferentes movilidades en un gel 

Proteína ancestral A B C 

30 
Dominio 
ancestral 

Triplicación 

Secuencias repetitivas 
en prolaminas ricas y 
pobres en azufre, y en 
γ-zeínas. 

Secuencias repetitivas en 
prolaminas de A.P.M. 

β-zeinas ricas en metionina 

Eventos de 
inserción 

Deleción de A, B y la mayor parte de C en las 
prolaminas pobres en azufre 

Eventos de 
deleción 

Figura 9: resumen de los eventos que pueden haber contribuido a la 
divergencia de los miembros de la familia de las prolaminas. Tomado de  
Shewry (1995) (26).  
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de electroforesis con buffer lactato de aluminio (pH = 3) (30 y 31).  Tienen una 

particular composición de aminoácidos que consiste en grandes cantidades de 

glutamina (38-56 % del total de residuos de aminoácidos), prolina (15-30 %) y una 

muy baja cantidad de lisina. Mientras que las α, β y γ gliadinas tienen casi la 

misma composición de aminoácidos, pesos moleculares entre 30 y 45 kDa,  y 

secuencias amino terminales semejantes; las ω gliadinas tienen pesos 

moleculares entre 44 y 73 kDa  y, en general, no contienen cisteina ni metionina 

(tabla 4). Combinando el análisis por isoelectroenfoque, en la primera dimensión, 

con electroforesis en geles de almidón a pH 3,2 , en la segunda dimensión, ha 

sido posible obtener 46 componentes diferentes en una misma variedad, 

demostrando su alto grado de polimorfismo (10 y 32). 

Las gluteninas constituyen enormes agregados de peso molecular 

variable, entre 100 y 10.000 kDa, que contienen dos tipos diferentes de 

subunidades unidas por puentes disulfuro: las subunidades de bajo peso 

molecular o SG-BPM de 35 a 51 kDa (33) y las de alto peso molecular o SG-APM 

de 67 a 88 kDa (34 y 35) (tabla 4). Estas proteínas gigantes son las más grandes 

que se conocen en la naturaleza (36). 

Los dos tipos de prolaminas del trigo le imparten diferentes 

propiedades a la masa: las gliadinas son viscosas y le otorgan extensibilidad 

permitiendo que la masa aumente durante la fermentación, mientras que las 

gluteninas le confieren elasticidad, evitando que la masa se extienda demasiado y 

colapse, ya sea durante la fermentación como en la etapa de cocción (37). La 

elasticidad del gluten  se conoce también como fuerza de la masa, y se ha 

demostrado que las llamadas “masas fuertes” son requeridas para la elaboración 
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de pan y pastas (9). En contraste, glútenes menos elásticos o “débiles”, pero con 

buena extensibilidad, son preferidos para  la fabricación de tortas y galletitas (38).  

 

 

 
 CARACTERÍSTICAS 
 

          
          G L I A D I N A S 
 

  
         G L U T E N I N A S 

 
 
Se subdividen en: 

 
α , β, γ  y ω gliadinas según la 
movilidad en un gel de e-
lectroforesis con buffer lactato 
de aluminio  ( pH 3,1 - 3,3 ). 
 

 
• SG-APM o subunidades 
de alto peso molecular 

• SG-BPM o subunidades 
de bajo peso molecular 

 
 
Pesos moleculares 

 
• α , β  y  γ  gliadinas :  
      30 - 45 kDa 
• ω gliadinas : 
    44 - 73 kDa 

 
• Subunidades de A.P.M. : 
     Tipo x = 83 - 88 kDa. 
     Tipo y = 67 - 74 kDa 
• SubunidadesB.P.M. : 
     36 - 44 kDa 
• Gluteninas nativas : 
     100 - 10000 kDa 
 

 
 
 
 
   E s t  r u c t u r a 

 
• Monoméricas 
• Con puentes disulfuro 
     intracadenas o ausentes. 
• Con interacciones puente 
de H2 e hidrofóbicas entre   
los monómeros de gliadinas, 
y entre éstos y los polímeros 
de gluteninas. 

   

 
• Poliméricas 
• Las subunidades se unen 
entre sí por puentes 
disulfuro intercadenas. 

• Existen interacciones 
puente de H2 e 
hidrofóbicas con los 
monómeros de gliadinas. 

 
 

 
Propiedades físicas 
que confieren a la 
masa 
 

 
• viscosidad o cohesividad 
• extensibilidad 
 

 
• elasticidad o fuerza de 

la masa (resistencia  a  
la  extensión). 

 
Cantidad relativa en 
la cariópside  
 

 
• 30-40 % de las prolaminas 
• 15-20 % de las proteínas   
totales 

 

 
• 60-70 % de las prolaminas 
• Aprox. 35 % de las 
proteínas  totales. 

 
 

 Además de la clasificación de las prolaminas de trigo en gliadinas y 

gluteninas, basada en su habilidad para formar polímeros, también es posible 

Tabla 4: CUADRO COMPARATIVO DE LAS PRINCIPALES CARACTERÍSTICAS DE     
GLIADINAS  Y GLUTENINAS. 
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dividirlas,  según la clasificación de las prolaminas de las tritíceas (figura 8 y tabla 

3). Esta última consiste en tres grupos: las prolaminas de A.P.M. y prolaminas 

pobres en azufre (S-pobres), a las que pertenecen las subunidades de 

gluteninas de A.P.M. y las ω-gliadinas, respectivamente; y las prolaminas ricas 

en azufre (S-ricas), que comprenden las subunidades de gluteninas de B.P.M., 

las gliadinas tipo α (que se subdividen en α y β gliadinas) y las gliadinas tipo γ 

(figura 10) (27). 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 Todas las prolaminas de trigo contienen secuencias repetitivas que 

abarcan entre un 30% de la proteína entera, en las prolaminas ricas en azufre, 

hasta cerca del 95% en las prolaminas pobres en azufre (27). Además, las 

Figura 10: Estructura esquemática de los distintos tipos de prolaminas del trigo. Los 
rectángulos anaranjados indican regiones repetitivas de las secuencias consenso indicadas en 
cada caso. S: residuos de cisteina. A.P.M: alto peso molecular. B.P.M.: bajo peso molecular. 
S-ricas: prolaminas ricas en azufre. S-pobres: prolaminas pobres en azufre. 
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secuencias repetitivas en ambos tipos de prolaminas se hallan claramente 

relacionadas, basándose en uno o dos motivos peptídicos cortos que son ricos en 

prolina y glutamina. Por el contrario, las repeticiones que presentan las 

prolaminas de A.P.M. (a las que pertenecen sólo las subunidades de gluteninas 

de A.P.M.), no están relacionadas con secuencias presentes en ninguno de los 

otros tipos de prolaminas (24) (figura 10). Se cree que estas repeticiones adoptan 

una configuración en giro β,  mientras que las regiones no repetitivas, se disponen 

en α-hélice o β-lámina plegada (27).  

 

4.4.4. Síntesis, ensamblaje y transporte de gliadinas y gluteninas 

 Las prolaminas de trigo son sintetizadas en ribosomas unidos a 

membranas, y cotraduccionalmente secuestradas en el retículo endoplásmico de 

las células del endosperma en desarrollo. Todas estas proteínas presentan un 

péptido señal, que dirige la cadena polipeptídica dentro del lumen del retículo 

endoplásmico, y es clivada por una peptidasa,  ya sea durante o inmediatamente 

después de la traslocación (28). El plegado de las proteínas y la formación de los 

puentes disulfuro probablemente ocurre también dentro del lumen, asistidos por 

proteínas luminales tales como chaperonas moleculares, de la familia de 

HSP70/BiP (proteína de shock térmico 70 / proteína de unión),  y la disulfuro 

isomerasa (25).  La mayoría de las proteínas de almacenamiento de trigo son 

depositadas en cuerpos proteicos dentro de vacuolas. Inicialmente, estos cuerpos 

proteicos (de unas 20 µm de diámetro) son secuestrados dentro de pequeñas 

vacuolas, pero luego se fusionan unas con otras para dar una gran vacuola 

central, que ocupa la mayor parte del volumen de la célula (figura 11 A) (39 y 40). 

A medida que las células del endosperma se llenan de almidón,  los cuerpos 
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proteicos coalescen para formar una matriz de proteínas de almacenamiento que 

rodea los gránulos de almidón en el tejido seco maduro (fig. 11 B) (9).  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 El transporte de las prolaminas de trigo a las vacuolas ha sido 

estudiado, extensivamente, usando análisis de inmunocitoquímica de secciones 

delgadas de granos de trigo en desarrollo. Estos estudios han identificado 

vesículas asociadas al Golgi conteniendo gliadinas (41), sugiriendo que está 

involucrado en el transporte de las gliadinas a las vacuolas (figura 12, ruta 

mostrada esquemáticamente a la derecha). Sin embargo, el complejo de Golgi no 

fue abundante en las micrografías electrónicas, sugiriendo que su función en el 

transporte de las proteínas de almacenamiento a las vacuolas estaría limitado, y 

que significativas cantidades de proteínas podrían ser transportadas por una ruta 

alternativa que no utilice el complejo de Golgi (figura 12, ruta mostrada 

esquemáticamente a la izquierda) (23). Estas se ensamblarían en cuerpos 

A B 

Figura 11: A) Microscopía electrónica de transmisión de una célula de endosperma  de 
un cariópside joven de trigo (13 días después de la antesis). P: cuerpos proteicos. V: 
vacuola central. SG: gránulo de almidón. CW: pared celular. ER: retículo endoplásmico 
rugoso. M: mitocondrias. La barra de escala (abajo a la izquierda) es de 2 µm. 
 B) Microscopía electrónica de una célula en un estadio posterior del desarrollo (46 días 
después de la antesis) mostrando una matriz proteinásea (P).  LSG: gránulos de almidón 
grandes. SSG: gránulos de almidón pequeños.  CW: pared celular. C: citoplasma. La 
barra de escala (abajo a la derecha) es de 5µm. Tomado de referencia 9.  
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proteicos dentro del retículo endoplásmico (42) y luego serían internalizadas en 

vacuolas, por un proceso específico análogo a la autofagia (41). Mientras que las 

gliadinas serían transportadas, principalmente, vía aparato de Golgi, las 

gluteninas se acumularían directamente en el lumen del retículo endoplásmico y 

usarían la vía alternativa para llegar a las vacuolas (27). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.5. SUBUNIDADES DE GLUTENINAS DE ALTO PESO MOLECULAR   

Parece ser que todas las prolaminas del trigo contribuyen, en alguna 

forma, a las propiedades funcionales totales del gluten (9, 43 y 44). Sin embargo, 

las subunidades de glutenina de alto peso molecular (SG-APM), aunque 

cuantitativamente son componentes menores, son funcionalmente muy 

importantes, ya que constituyen las principales determinantes de la elasticidad del 

Retículo endoplásmico 

Aparato 
de Golgi Autofagia 

Vacuola central 

Figura 12: Representación esquemática de las dos diferentes rutas de 
transporte, de las prolaminas de trigo, desde el retículo endoplásmico a la 
vacuola.  Tomado de referencia 23. 
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gluten, propiedad que se correlaciona directamente con la calidad panadera de la 

harina (9). De allí que, desde 1980, se han llevado a cabo una serie de estudios 

detallados de estas proteínas, a nivel genético, molecular y bioquímico, en 

distintos laboratorios del mundo (35, 45, 46). 

 

4.5.1. Caracterización genética y estructural 

La especie de trigo usada en panificación (Triticum aestivum) es hexaploide y 

contiene tres genomas, diferentes pero relacionados, de 7 pares de cromosomas 

llamados arbitrariamente A, B y D  (2n = 6x = 42 cromosomas). Deleciones 

cromosómicas espontáneas, parciales o totales, son comunes en trigo, pero 

gracias a que la información genética se halla efectivamente triplicada, 

generalmente no son letales (45).  Las α y β-gliadinas se hallan codificadas por 

genes en los brazos cortos del grupo 6 de cromosomas (es decir, 6 A, 6 B y 6 D) 

en el loci Gli-2. Los genes que codifican las SG-BPM están en el loci Glu-3, en el 

brazo corto del grupo 1 de cromosomas (es decir, en los cromosomas 1A, 1B y 

1D), donde también se encuentra el loci Gli-1 con los genes que codifican para las 

ω y γ-gliadinas. Las SG-APM están codificadas por el  loci  Glu-1, en los brazos 

largos del mismo grupo de cromosomas (figura 13). Cada locus consiste de dos 

genes, codificando una subunidad de peso molecular más alto tipo “x” y otra 

subunidad de peso molecular más bajo  tipo “y” (figura 14). Por lo tanto, los trigos 

hexaploides podrían, en teoría, contener seis subunidades diferentes. Pero, en 

realidad, sólo tres, cuatro o cinco subunidades están presentes en  cultivares de 

trigos panaderos, como consecuencia de un silenciamiento de algunos genes 

(12). Todos los cultivares contienen subunidades 1Bx, 1Dx y 1Dy, mientras que 

sólo algunos presentan también 1By y/o 1Ax, pero nunca expresan 1Ay (39 y 45).    
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 Debido a que las subunidades de glutenina de alto peso molecular 

(SG-APM) se hallan codificadas por una pequeña familia multigénica, ha sido 

SUBUNIDADES DE GLUTENINA DE A.P.M. 

S S S S (S) 

Dominio repetitivo NH2 COOH 

PGQGQQ 
GYYPTSPQQ 
CQQ 

Motivos 
repetitivos 

SUBUNIDAD TIPO X 

Gen tipo Y 

Gen tipo X 

Glu-1 

GRUPO 1 DE 
CROMOSOMAS 

S 

COOH 

Motivos 
repetitivos 

Dominio repetitivo 

S S S  S S 

NH2 

PGQGQQ 
GYYPTSLQQ 

SUBUNIDAD TIPO Y 

Figura 14: Localización cromosómica de los genes que codifican para las subunidades de 
glutenina de alto peso molecular (SG-APM) y la estructura de los polipéptidos codificados. 
S: puentes disulfuro. La subunidad tipo X, 1Dx5 (asociado con buena calidad panadera), es 
diferente de su alelo 1Dx2 (asociado con mala calidad panadera), en la presencia de un 
residuo de cisteina adicional (“S”, de puente disulfuro, entre paréntesis). 

Figura 13: Posición 
cromosómica de los genes 
que codifican para las 
prolaminas de trigo.  
En el loci Glu-1 están los 
genes que codifican para 
SG-APM ; en el  loci Glu-3 
los de las SG-BPM,  y en 
los loci Gli-1  y Gli-2, las γ y 
ω-gliadinas; y las α y β-
gliadinas, respectivamente. 
El grosor relativo de las 
barras verticales refleja el 
número de genes en cada 
locus.  

BRAZO  LARGO                 BRAZO CORTO         
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posible purificar y caracterizar muchas de las subunidades que se presentan más 

comúnmente en el trigo pan (1Ax1, 1Ax2*,1Dx5, 1Dy10, 1Dx2, 1Dy12, 1Bx7, 1By9 

y 1Ay), e identificar y clonar los genes que las codifican (30). Nueve subunidades 

de gluteninas de APM fueron inicialmente  purificadas y sus composición de 

aminoácidos, secuencias amino-terminal y mapas de péptidos, comparados (47). 

Posteriormente, se aislaron y caracterizaron los nueve genes que codifican para 

estas SG-APM (38, 48, 49, 50, 51), todos con un alto grado de homología entre si, 

debido a que han evolucionado a partir de un único gen ancestral común (47).  

Las proteínas maduras por ellos codificadas tienen pesos moleculares entre 

67500 y 88000 daltons. Todas son ricas en glutamina (35%), glicina (20%) y 

prolina (10%), y consisten de tres dominios: uno repetitivo central, flanqueado por  

un dominios amino y otro carboxilo terminal, no repetitivos. El dominio central 

varía, considerablemente, en longitud (entre 440 y 680 residuos de aminoácidos), 

y es  responsable de las diferencias en pesos moleculares entre las proteínas 

enteras. Los dominios amino y carboxilo terminal consisten de 81-104 residuos y 

42 residuos, respectivamente.  Estos contienen la mayoría de los residuos de 

cisteina: tres ( en subunidades tipo X) o cinco (en subunidades tipo Y), en el 

dominio terminal; y uno (en todas las subunidades), en el dominio carboxilo 

terminal (30). Además, pueden hallarse residuos de cisteinas extras en el dominio 

repetitivo (próximo al extremo carboxilo terminal) de algunas subunidades como 

1By9, 1Dy10 y 1Dy12 ; o próximo al extremo amino terminal en 1Dx5 (35) (figura 

14). Las subunidades de glutenina de A.P.M. tipo X e Y difieren, también, en sus 

motivos repetitivos. Ambas contienen hexapéptidos (consenso 

Pro.Gly.Gln.Gly.Gln.Gln) y nonapéptidos (consenso tipo X: 

Gly.Tyr.Tyr.Pro.Thr.Ser.Pro.Gln.Gln y un  consenso tipo Y muy similar: 
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Gly.Tyr.Tyr.Pro.Thr.Ser.Leu.Gln.Gln). Además, las subunidades tipo X contienen 

tripéptidos (consenso Gly.Gln.Gln), que siempre sigue a los motivos 

hexapeptídicos (figura 14) (26 y 30). 

Las estructuras secundarias de las subunidades de glutenina de 

APM han sido estudiadas utilizando métodos predictivos (52), y por análisis 

espectroscópicos (dicroismo circular) de una subunidad purificada (subunidad 

1Bx20) (53) y de péptidos sintéticos correspondientes a los motivos repetitivos 

(54). Utilizando el método de Chou  y Fasman (55), se predijo una estructura 

secundaria en la que los dominios repetitivos adoptan un giro-β reverso, que 

ocurriría dentro de los motivos individuales, o como puente entre los motivos 

adyacentes (figura 15). En contraste, se predijo que los dominios amino y 

carboxilo terminal (no repetitivos) consisten, predominantemente, de estructura en 

α-hélice (9 y 30). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: Predicción de la estructura secundaria de los dominios 
repetitivos, de las subunidades de glutenina de APM  tipo “x” e “y”.  
Las secuencias, derivadas de los dominios repetitivos, se hallan 
alineadas para demostrar la estructura repetitiva. Los giros-β reversos  
predichos, involucrando cuatro residuos de aminoácidos, se hallan 
subrayados. Se utiliza el código estándar de una letra para residuos 
de aminoácidos. Tomado de referencia 9. 

        Tipo x          Tipo y 
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 El estudio por dicroismo circular y del espectro infrarrojo de péptidos 

sintéticos, correspondientes a los motivos repetitivos, también indican la presencia 

de giros-β en reversa (30 y 54). 

Las dimensiones y la forma en solución de una subunidad de 

glutenina de APM, purificada de trigo pasta (llamada 1Bx20), fueron 

determinadas, inicialmente, por medidas de viscosidad intrínseca. Los datos 

indican una estructura tipo barra, con dimensiones, variando según el solvente y 

la temperatura, de 49 X 1.8 nm (en una solución al 50% v/v de isopropanol) (30). 

En base a todos estos resultados, se propuso un modelo estructural para una 

subunidad de glutenina de APM típica que se resume en la figura 16 (9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Mediante el análisis de la subunidad 1Bx20, depositada sobre 

grafito, utilizando microscopia electrónica de barrido, ha sido posible observar un 

Longitud determinada como ≈ 49nm 

Longitud calculada como ≈ 44nm 

Globular  
con α-hélice 
 

Espiral cerrada basada en repetitivos giros-β  
otorgando una ELASTICIDAD INTRÍNDECA
   

Globular 
con α-hélice 

Determinada y 
calculada como 
≈ 1,8 nm 

Figura 16: Modelo estructural para una subunidad de glutenina de APM típica. 
Tomado de referencia 9. 
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arreglo de moléculas alineadas en dos dimensiones, mostrando una espiral de 1.8 

nm de diámetro, con estriaciones diagonales separadas 1.5 nm, consistente con 

la existencia de secuencias repetitivas formando giros-β reversos. Sin embargo, 

los dominios amino y carboxilo terminal no son resueltos por esta técnica (figura 

17 A) (30). Utilizando software de simulaciones moleculares, también ha sido 

posible observar conformaciones similares, con las secuencias repetitivas 

formando una estructura en espiral ancha, mientras que los dominios amino y 

carboxilo terminal son ricos en α-hélice (figura 17 B) (9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.5.2. Relación entre estructura y propiedades elásticas 

La elasticidad de la masa de la harina de trigo depende, 

principalmente, del contenido, composición en subunidades y masa molecular de 

las subunidades de glutenina de APM., estando estrechamente relacionada a la 

calidad panadera de los distintos cultivares de trigo. Masas con alta elasticidad y 

razonable extensibilidad son ideales para la elaboración del pan (56).  

A B 

Figura 17: A) Microscopía electrónica de barrido de una subunidad de glutenina de APM 
purificada, depositada sobre un sustrato de grafito, en estado sólido hidratado. B) Análisis 
de la subunidad 1Dx5 con software de simulaciones moleculares. Se distingue claramente 
un dominio central formando una estructura en espiral ancha, mientras que los dominios 
amino y carboxilo terminal son ricos en α-hélice. Los residuos de cisteina se muestran en 
amarillo. Tomado de referencia 9.  
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La relación entre la estructura de las subunidades de glutenina de 

APM y la elasticidad del gluten es aún incierta, pero existen dos características 

fundamentales. La primera es la conformación en espiral adoptada por los 

dominios repetitivos (12). Esta estructura secundaria sería común en proteínas 

elásticas de diverso origen y le conferiría una elasticidad intrínseca a estas 

proteínas (52). Esta es una propiedad inusual,  y no se conocen otros ejemplos de 

proteínas elásticas en plantas. En el reino animal, por el contrario, existen varios 

casos, de los cuales el mejor documentado es el de la elastina del tejido 

conectivo. Esta proteína se encuentra en vertebrados, y se halla ampliamente 

distribuida como componente de piel, arterias, venas y cartílagos. Se han 

encontrado repeticiones tetra, penta y hexapeptídicas en su secuencia de 

aminoácidos. Las repeticiones pentapeptídicas forman estructuras elásticas, tipo 

espiral-β, basadas en repetitivos giros-β reversos (9). Se ha demostrado que las 

repeticiones de polipentapéptidos sintéticos son sumamente elásticas, y se ha 

propuesto que estas estructuras contribuyen a la elasticidad de la elastina a 

través de mecanismos entrópicos (57).  

La segunda característica que permite correlacionar la estructura de 

las subunidades de glutenina de alto peso molecular con la elasticidad que 

aportan al gluten, es el número y distribución de los puentes disulfuro disponibles 

para formar uniones intermoleculares (12). Esto se debe a que el grado de unión 

determinará, en parte, las propiedades elásticas del polímero de gluteninas. Con 

un bajo número de puentes disulfuro intermoleculares, la extensibilidad será alta, 

pero a medida que éstas se incrementan, el polímero se vuelve más elástico, tipo 

goma. Las subunidades de APM tienen residuos de cisteina, predominantemente, 

a cada extremo de la molécula, permitiendo que ocurra la deformación/ 
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reformación en el dominio central. Se esperaría que cambios en el número de 

puentes disulfuro tendrían importantes efectos en las propiedades físicas de los 

polímeros de glutenina. Se han propuesto distintos modelos tendientes a explicar 

la forma en que las subunidades de glutenina de alto y bajo peso molecular, se 

unen por puentes disulfuro para formar el polímero de glutenina, de los cuales, los 

dos más aceptados se muestran en la figura 18 (35). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El tipo de puente cruzado es diferente en distintos tipos de proteínas 

con propiedades semejantes. Mientras que en las moléculas de gluteninas se 

forman puentes disulfuro entre residuos de cisteina, en otras proteínas elásticas 

(elastina, resilina y abductina, del tejido conectivo de vertebrados, pulgas y 

moluscos bivalvos, respectivamente) las uniones covalentes se establecen por 

condensación de residuos de lisina o tirosina. Mientras que estos últimos no son 

afectados por la adición de agentes reductores, los puentes disulfuro sí, ya que 

A B 

n 

Tipo x 

Tipo y Tipo x 

Figura 18: Modelos de polímeros de glutenina propuestos. A) Modelo de Graveland. 
Líneas anaranjadas: subunidades de gluteninas de APM; líneas celestes: subunidades 
de gluteninas de BPM; líneas negras: puentes disulfuro intra e intercadenas. B) Modelo 
de Kasarda. Barras anaranjadas: subunidades de glutenina de APM. Barras celestes y 
blancas: subunidades de glutenina de BPM (parte celeste: región repetitiva). Líneas 
negras: puentes disulfuro intercadenas. Tomado de referencia 35. 
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manifiestan la habilidad para intercambiarse o, aún, romperse bajo condiciones de 

estrés, resultando  en cambios en la elasticidad y la viscosidad del gluten (figura 

19) (35). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Recientemente, la aplicación de técnicas moleculares y bioquímicas 

ha comenzado a aportar una importante información sobre la función de las 

subunidades de glutenina de APM., con un cuidadoso análisis de los patrones de 

puentes disulfuro, y los estudios de resonancia magnética nuclear de sus 

estructuras físicas, y de la formación de la red polimérica de gluten (58). Los 

sistemas de expresión heterólogos han hecho importantes contribuciones en  la 

determinación del rol de las subunidades de gluteninas de APM en la 

funcionalidad de la masa. Un sistema bacteriano ha sido usado para expresar una 

Figura 19: Estructura polimérica de la glutenina de trigo, ensamblada por puentes 
disulfuro, formando una matriz proteica entre los gránulos de almidón y las burbujas de 
gas en la masa. Gliadinas y gluteninas interaccionan entre si confiriéndole las 
propiedades viscoelásticas características del gluten. Tomado de referencia 36. 

Gránulo de almidón 

Lípido 
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única subunidad de glutenina de APM en grandes cantidades, aportando nueva 

información sobre la relación entre la estructura y la función de las subunidades 

de glutenina de APM (59 y 60). Este sistema es también la base para la 

construcción y expresión de un gen análogo al de las subunidades de glutenina 

de APM, completamente sintético, diseñado para una disección molecular de la 

función de las gluteninas (56 , 61 y 62). 

 

4.5.3. Efecto cuali y cuantitativo en la calidad panadera 

Existe un alto grado de polimorfismo en las subunidades de glutenina 

de alto peso molecular, debido a la mutación del loci Glu-1 en muchas formas 

alélicas, conociéndose tres para el locus Glu-A1, catorce para el Glu-B1 y seis 

para el Glu-D1 (35, 63). Las subunidades individuales son numeradas, en orden 

de movilidad creciente, en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE). Este 

polimorfismo provee las bases para correlacionar la presencia de alelos 

específicos, con diferencias en la calidad panadera de los distintos cultivares. Los 

trabajos de Payne y colaboradores  (37, 63) han demostrado claramente que 

dichas diferencias se correlacionan con variaciones alélicas, en el número (tres, 

cuatro o cinco) y movilidad en electroforesis en geles de poliacrilamida, de las 

subunidades de glutenina de alto peso molecular.  En base a ello, ha sido posible 

asignar un puntaje de calidad a las subunidades que se presentan más 

comúnmente, y predecir la calidad panadera de cada cultivar con sólo conocer su 

composición en subunidades de gluteninas de alto peso molecular (9). Hasta un 

69 % de la variación de calidad panadera observada entre harinas procedentes de 

diferentes variedades de trigo, pueden ser atribuidas a la variación alélica en el 

número y/o estructura y propiedades de las  subunidades de glutenina de APM 
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(45). Las subunidades que se han correlacionado con buena calidad son el par 

1Dx5 + 1Dy10 (cuando se lo compara con 1Dx2/3/4 + 1Dy12)  (64, 65), y las dos  

formas alélicas de la subunidad 1Ax, llamadas 1Ax2* y 1Ax1, con respecto a su 

alelo nulo (50).  Sin embargo, es difícil asignarle un  puntaje de calidad, en forma 

individual, a todas las subunidades tipo “x” e “y” codificadas por los cromosomas 

1B y 1D, debido a que son heredados como pares fuertemente ligados.  

Los efectos cualitativos de las distintas subunidades en la calidad 

panadera pueden resultar de diferencias entre subunidades alélicas, ya sea en 

sus estructuras y/o en sus habilidades para formar polímeros con otras 

subunidades de gluteninas de APM y de BPM. (35). La comparación de la 

secuencia de aminoácidos de la subunidad 1Dy10 (asociada con buena calidad 

panadera), con la subunidad 1Dy12 (relacionada con mala calidad) mostró una 

serie de diferencias interesantes. Si bien los dominios amino y carboxilo terminal 

de ambas subunidades son idénticos, los dominios repetitivos difieren en la 

sustitución de 12 aminoácidos, la deleción de dos hexámeros y dos residuos 

adyacentes en la subunidad 1Dy10, y la deleción de dos residuos adyacentes en 

la subunidad 1Dy12. Estas diferencias resultan en una mayor proporción de 

unidades de repetición consenso en la subunidad 1Dy10, lo que se traduciría en 

un patrón más regular de giros-β, una mayor elasticidad intrínseca de la proteína 

y, por ende, una mejor elasticidad de la masa (46).  Curiosamente, este hecho 

sería también responsable de la anormalmente lenta movilidad de la subunidad 

1Dy10 comparado con la 1Dy12, en las electroforesis de geles de poliacrilamida 

con SDS. A pesar de que el peso molecular de la subunidad 10 es menor que el 

de la 12, la primera  adopta una estructura secundaria ligeramente diferente, con 

una conformación en espiral β más continua, responsable de su menor movilidad 
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en geles de poliacrilamida desnaturalizantes (64). Por otro lado, cuando se 

compara la subunidad 1Dx5 (asociada con buena calidad panadera), con la 

subunidad 1Dx2 (relacionada con mala calidad), la característica distintiva más 

interesante es que la primera posee un residuo de cisteina adicional en el dominio 

amino terminal, cerca del límite con el dominio repetitivo (figura 14). Esto le 

confiere una mayor habilidad para formar polímeros con otras subunidades de 

glutenina de APM y BPM, otorgándole a la masa una mayor fuerza y  superior 

calidad, al aumentar la proporción de polímero elástico (65).  

Existen también efectos cuantitativos, de las subunidades de 

glutenina de APM, en la calidad panadera. Los diferentes cultivares de trigo pan 

pueden presentar tres, cuatro o cinco subunidades de APM, aunque todos ellos 

tienen seis genes de subunidades de APM (dos genes -uno tipo “x” y otro tipo “y” - 

en el cromosoma 1 A, dos en el 1B y dos en el 1D).  La variación en el número de 

SG-APM es el resultado de un específico silenciamiento génico mediante el cual, 

el gen 1Ay es silente en todos los cultivares de trigo pan, y los genes 1By y/o 1Ax 

se expresan sólo en algunos cultivares (45). Esta variación en la expresión génica 

tiene un gran impacto en la cantidad proteica total de las SG-APM. Por ejemplo, la 

presencia de la subunidad 1Ax se asocia con mayor calidad cuando se  compara 

con líneas en las cuales este gen no se expresa (9). Este hecho se correlaciona 

con un incremento en la cantidad de subunidades de glutenina de APM desde, 

aproximadamente, un 8% del total de proteínas extraíbles, en líneas en las que se 

expresan sólo cuatro subunidades, hasta, aproximadamente, un 10%, en líneas 

conteniendo cinco subunidades (50 y 66). Esto implica que la asociación de la 

subunidad 1Ax con calidad es, principalmente, cuantitativa, con mas cantidad de 

proteína resultando en una mayor cantidad de polímero elástico y, por ende, una 



Introducción 

______________________________________________________________________________ 

Pág. -58- 

mejor calidad de la masa (9).  El efecto cuantitativo de las subunidades de 

glutenina de APM, en la calidad de la masa, pudo también comprobarse, 

mediante la producción de líneas casi-isogénicas que variaban sólo en el número 

de genes de las SG-APM activos.  Con estas líneas pudo demostrarse que, a 

medida que el número de genes activos se reduce, importantes características de 

la masa son negativamente afectadas (56). Por ejemplo, el volumen de pan, una 

medida de la habilidad de la masa para retener burbujas de gas durante el 

levantamiento y la cocción,  disminuye notablemente  cuando se reduce el 

número de subunidades de glutenina de APM (figura 21 A). Resultados 

equivalentes se obtuvieron al determinar el tiempo de desarrollo o de mezclado, 

de las distintas líneas, utilizando un mixógrafo. Este aparato emula la acción de 

las mezcladoras comerciales de alta velocidad, desarrollando la masa 

rápidamente y registrando la resistencia de la masa al mezclado, que tiende a 

aumentar hasta alcanzar un máximo. El tiempo de mezclado corresponde al 

tiempo necesario para alcanzar  dicho  valor máximo en la curva desarrollada por 

el aparato (figura 20).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TD 

Figura 20: Mixograma. TD: tiempo de desarrollo o de mezclado. Las líneas en la gráfica 
representan incrementos de medio minuto. Una harina de calidad para pan requiere, al 
menos, 3 minutos de TD, y una harina débil tiene un tiempo más corto. Un ángulo ancho 
entre las líneas trazadas indica buena tolerancia en el mezclado, mientras que un ángulo 
agudo es el resultado de una descomposición de la masa más rápida.   
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A medida que disminuye el número de subunidades de glutenina de 

APM sintetizadas, el TD (tiempo de desarrollo) se acorta con la consiguiente 

disminución de la calidad de la masa (figura 21 B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El hecho de que la calidad panadera, de los distintos cultivares de 

trigo, está determinada por la dosis génica y la presencia de alelos específicos de 

las subunidades de glutenina de APM, sugiere que podrían lograrse importantes 

mejoras en las propiedades reológicas de la masa y, por ende, en la calidad 

panadera, incrementando el número de estos genes mediante su introducción  por 

técnicas de ingeniería genética (56), como fue demostrado recientemente (67).  
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Figura 21: Efecto cuantitativo de las subunidades de glutenina de APM sobre las 
características de procesamiento de la masa. A) A medida que se reduce el número de 
subunidades de glutenina de APM, disminuye el volumen de pan. B) A medida que 
disminuye el número de subunidades de glutenina de APM, el tiempo de desarrollo o 
de mezclado se acorta, empeorando la calidad de la masa. Tomado, en parte, de 
referencia 56. 
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4.5.4. Polimorfismo presente en cultivares de trigos argentinos 

 Las variedades de trigo pan que existen en cada país, tienen una 

composición de subunidades de glutenina de APM diferente y, en cierta forma, 

característica, que determina, en gran medida, la calidad panadera de la harina 

que producen (68, 69, 70 y 71). 

 En nuestro país, los alelos de subunidades de glutenina de APM 

encontrados más frecuentemente son: 1Ax1; 1Ax2 ; 1Bx7+ 1By8 ; 1Bx7+ 1By9 ; 

1Bx17 + 1By18 ; 1Bx13+ 1By16 ; 1Dx5 + 1Dy10 ; 1Dx2+ 1Dy12 (figura 22) (72). 
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Figura 22: Polimorfismo en la composición de SG-APM de diferentes 
variedades de trigos argentinos.  Los números al lado de cada banda indican la 
subunidad correspondiente. Se utilizó como nomenclatura sólo el número final 
de la subunidad (1= 1Ax1 ; 2*= 1Ax2* ; 5= 1Dx5 ; 7= 1Bx7 ; 8= 1By8; 9= 1By9 ; 
10= 1Dy10 ; 12= 1Dy12 ;  2= 1Dx2 ; 17= 1Bx17 ; 18= 1By18). Los números en 
rojo indican SG-APM asociadas con buena calidad panadera, mientras que,  los 
que están en azul, son de mala calidad.  
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Evolución de la calidad de los trigos argentinos 

 Desde la introducción de las primeras poblaciones de trigo en 

nuestro país, a fines del siglo pasado, hasta nuestros días, existen algunas etapas 

que fueron fundamentales por su incidencia en el progreso del mejoramiento 

fitogenético de la calidad.  En 1920 surgen las primeras variedades, fruto de los 

trabajos de fitotecnia tanto de criaderos privados como oficiales, teniendo en 

cuenta, básicamente, el rendimiento y la resistencia a enfermedades, 

subestimando la calidad molinera y panadera. El principal mercado de entonces 

eran los países del oeste de Europa, que demandaban trigos correctores para 

mejorar la producción interna de trigos blandos (gluten débil). Comienza entonces 

la intervención del Estado que, en 1935, promulga la Ley de Granos, tendiente a 

lograr una mayor  uniformidad y calidad de nuestros trigos, y estimulando al 

productor a sembrar variedades de tipo duro, desapareciendo los trigos blandos y 

semiduros en su totalidad.  Con esta nueva política se logró en muy pocos años 

mejorar la calidad de los trigos argentinos y satisfacer la demanda europea de 

trigos correctores, de gluten fuerte y tenaz (2).  

 A principios de la década del ’60 se introducen germoplasmas, de 

origen mejicano, en los programas de mejoramiento tanto oficiales como privados. 

Al cruzar estos trigos con variedades nacionales se obtuvieron cultivares de 

mayor potencial de rendimiento pero de menor calidad panadera (figura 23).  En 

la actualidad, los trabajos de mejoramiento que se vienen realizando han 

producido un gran número de variedades, algunas de ellas de notable difusión por 

sus características agronómicas. Los programas de mejoramiento actuales 

prestan especial atención a la capacidad productiva de las nuevas variedades 

pero sin descuidar la calidad. En la actualidad encontramos un W de Alveograma 
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Figura 22: Evolución de la fuerza panadera de variedades argentinas de trigo. 
Décadas 1910-1990. W: fuerza panadera. W> 330%,  buena calidad panadera. W 
entre 250 y 330 %: calidad aceptable. W<250 %: calidad inferior. Tomado de referencia 
14. 

(W = medida de fuerza panadera: figura 5) de 330, en promedio (figura 23, línea 

punteada) (14). 

Es muy importante tener en cuenta que Brasil, el principal mercado 

externo actual de los trigos argentinos, demanda trigos con cada vez mayor 

contenido de proteínas, con niveles de fuerza de gluten superiores al actual de 

buena panificación, para satisfacer los requerimientos de mezclas con la 

producción local. De allí la importancia de obtener variedades de trigo pan, tipo 

corrector, con muy buena calidad panadera y cada vez mayor fuerza de gluten 

(73). 
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5. CALIDAD NUTRICIONAL DEL TRIGO 

 

Los derivados del trigo, encabezados por el  pan, y seguido por un 

amplio rango de otros productos alimenticios como pastas, pizzas, tortas, 

galletitas, etc., se han convertido en  los alimentos más difundidos y consumidos 

en todo el mundo. Se calcula que proveen la nutrición básica a más de un billón 

de personas o, aproximadamente, al 35 a 40% de la humanidad (10).  El grano de 

trigo es muy rico en hidratos de carbono, calcio, fósforo y proteínas. 

Desafortunadamente, los granos de los cereales más importantes no son ricos en 

vitaminas, y las partes del grano que si lo son, con frecuencia, no son las que se 

ingieren (tabla 5) (74). 

 

 

Cereal 

 

Tiamina 

 

Riboflavina 

 

Niacina 

 

B6 

 

Acido fólico 

 

TRIGO 

Grano 

Germen 

Salvado 

Harina 

 

 

0,57 

2,01 

0,72 

0,13 

 

 

0,12 

0,68 

0,35 

0,04 

 

 

7,4 

4,2 

21,0 

2,1 

 

 

0,35 

0,92 

1,38 

0,05 

 

 

78 

328 

223 

25 

 

ARROZ 

Integral 

Pulido 

 

 

0,34 

0,07 

 

 

0,05 

0,03 

 

 

4,7 

1,6 

 

 

0,62 

0,04 

 

 

20 

16 

      

 

 

 

Tabla 5: Contenido de vitaminas de los granos de trigo y arroz, y de sus productos. Los 
datos se expresan en mg de vitamina/100g de alimento, excepto para el ácido fólico que 
se expresa en µg. El “arroz pulido” consiste en el grano sin las capas externas. Tomado de 
referencia 75.  
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Existen dos formas de solucionar estas deficiencias vitamínicas. La 

primera es la ingestión de una dieta variada en la que otros alimentos suplan las 

carencias de los cereales. La segunda forma es agregarles vitaminas 

artificialmente mediante un proceso llamado fortificación. Por ejemplo, en muchos 

países desarrollados, las harinas de trigo (blancas y marrones) son fortificadas 

con vitaminas tales como tiamina, riboflavina, niacina y piridoxina.  Este proceso 

hace que los productos derivados de estas harinas se conviertan en una buena 

fuente de vitaminas, incluso mejor que el grano entero. 

 

5.1. Contenido de proteínas y composición de aminoácidos del trigo  

 El aporte proteico del trigo a la dieta es de particular importancia, ya 

que se considera que el hombre consume más proteínas procedentes del trigo 

que de cualquier otra fuente (45). El contenido de proteínas de los principales 

cultivos se muestra en la tabla 6. En general, el contenido de proteínas de los 

cereales no excede el 15%.  Los granos de trigo y avena son los más ricos en 

proteínas, mientras que maíz y arroz son los más pobres. Las legumbres y las 

oleaginosas contienen mucha más proteína que los cereales, raramente menos 

del 20%, destacándose la soja con más del 30% (37).  

La relación entre proteínas y carbohidratos es generalmente 

expresada como gramos de proteínas por 100 kcal. Un adulto debe obtener 

diariamente un promedio de 50 g de proteína y 2500 kcal. de los alimentos (o 2 g 

de proteína por 100 kcal.). Por lo tanto,  una dieta que se base en un alimento que 

contenga más de 2 g de proteína por 100 kcal. constituye, en principio, una buena 

fuente de proteínas. El trigo provee una suficiente cantidad de proteínas a la dieta, 

siempre que las calorías necesarias sean alcanzadas (figura 23 bis) (74). 
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El valor nutricional de los alimentos ricos en proteínas depende, no 

sólo de su digestibilidad (no todas las proteínas pueden ser digeridas igualmente 

bien), sino también, principalmente, de la relativa abundancia de los 9 

aminoácidos esenciales. Este criterio puede ser usado para evaluar las proteínas 

aportadas por distintos alimentos en función de los requerimientos dietéticos 

humanos.  Se considera que las proteínas de la leche humana y de los huevos de  

CULTIVO CONTENIDO DE PROTEÍNA EN % 

CEREALES 

Cebada 

Maíz 

Avena 

Arroz 

Trigo 

 

8,2 – 11,6 

7,2 – 9,4 

12,1 – 14,2 

7,5 – 9,0 

11 - 14 

LEGUMBRES 

Garbanzo 

Lenteja 

Poroto 

Arveja 

 

20 – 28 

23 – 29 

19 – 21 

21 – 28 

OLEAGINOSAS 

Algodón 

Nabo 

Maní 

Sésamo 

Soja 

Girasol 

 

17 – 21 

20 – 25 

25 – 28 

25 

32 – 42 

27 

Tabla 6: Contenido de proteínas de los distintos tipos de granos.  
El contenido de proteína es calculado para 100g de peso seco de semillas. 
Tomado de referencia 37. 
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gallina contienen los aminoácidos esenciales en las proporciones exactas 

requeridas para el cuerpo humano, por lo que se les asigna un puntaje de valor 

proteico de 100.  La composición de aminoácidos y los puntajes proteicos del trigo 

y otros alimentos se encuentran en la tabla 7 (74). En general, las proteínas 

animales tiene un puntaje proteico mayor que las proteínas de origen vegetal, 

debido a que estas últimas tienden a tener un bajo contenido de los aminoácidos 

esenciales triptofano, lisina y metionina. 

La calidad nutricional de las proteínas del trigo, tanto para el hombre 

como para otros animales monogástricos (como cerdos y aves de corral) que se 

alimentan de paja de trigo, se ve limitada por el bajo contenido de dos 

aminoácidos esenciales: treonina  y lisina (74). El trigo destinado al alimento de 

animales debe suplementarse con lisina, lo que involucra una inversión de unos 

Figura 23 bis: Relación proteína- calorías de varios alimentos. La línea negra muestra 
los requerimientos dietéticos diarios de proteínas de un adulto. Los tres principales 
alimentos básicos (trigo, arroz y maíz) proveen suficiente cantidad de proteína, si las 
calorías necesarias son alcanzadas. Datos de la FAO (Food and Agriculture 
Organization). Tomado de referencia 74. 

Pescado 

Carne 

Leche 

Poroto 

Maní 

Trigo 

Arroz 

Maíz 

Papas 

Bananas 

Proteína (g/100 kcal.) 



Introducción 

______________________________________________________________________________ 

Pág. -67- 

1000 millones de dólares anuales. Por otro lado, el contenido de lisina de las 

proteínas del trigo es de 198 mg/g de proteína (1,98 g %) (tabla 7), lo que 

constituye sólo el 40 % de los valores recomendados por la Organización Mundial 

de la Salud (76). Estos bajos niveles son un reflejo del bajo contenido de lisina de 

las prolaminas, que constituyen más del 50% de las proteínas del grano de trigo 

(34). 

 

 

 

 

Alimento 

 

Isoleu. 

 

Leucina 

 

Lisina 

 

Metion. 

 

Fenilal. 

 

Threon. 

 

Tript. 

 

Valina  

 

Puntaje 

 

Huevos 

Carne de vaca 

Leche de vaca 

Pollo 

Pescado 

Maíz 

Trigo 

Arroz 

Porotos 

Soja 

Papa 

 

 

393 

301 

295 

334 

299 

230 

204 

238 

262 

284 

236 

 

551 

507 

596 

460 

480 

783 

417 

514 

476 

486 

377 

 

550 

556 

487 

497 

569 

167 

198 

237 

450 

399 

299 

 

210 

169 

157 

157 

179 

120 

94 

145 

66 

79 

81 

 

358 

275 

336 

250 

245 

305 

282 

322 

326 

309 

251 

 

320 

287 

278 

248 

286 

225 

183 

244 

248 

241 

235 

 

93 

70 

88 

64 

70 

44 

68 

78 

63 

80 

103 

 

428 

313 

362 

318 

382 

303 

276 

344 

287 

300 

292 

 

100 

80 

79 

72 

70 

49 

62 

69 

44 

67 

34 

 

 

5.2. Proteínas de cebada con alto contenido de lisina 

El grano de cebada también posee un pobre valor nutricional como 

alimento para el hombre y animales monogástricos. Esto se debe al bajo 

Tabla 7: Composición de aminoácidos de diferentes alimentos. 
 Los valores se expresan en miligramos de aminoácidos por gramo de nitrógeno proteico. Se 
considera que los huevos de gallina tienen un contenido perfecto de proteínas (en azul), por lo 
que se comparan con ellos las proteínas de los demás alimentos y, en base a ello, se les otorga 
un puntaje. Fuente: FAO (Food and Agriculture Organization) . Tomado de referencia 74. 
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contenido de aminoácidos esenciales en las hordeinas, las principales proteínas 

de almacenamiento, que constituyen un 40% del contenido proteico total del 

grano de cebada, pero contienen menos del 1 mol % de lisina (77). La deficiencia 

más importante es la de lisina, con 326 mg/g de proteína (3,26g %), lo que 

constituye sólo el 60% de los valores recomendados por la OMS (Organización 

mundial de la Salud). Sin embargo, existen varias proteínas sal solubles con un 

contenido relativamente alto de lisina (78). Ellas son la β-amilasa (5,0 g % de 

lisina), proteína Z (7,1 g % de lisina), y los llamados inhibidores de quimiotripsina 

CI-1 (9,5 g % de lisina) y CI-2 (11,5 g % de lisina).  De estas, CI-1 y CI-2  han sido 

los más estudiados debido a su contenido de lisina más elevado (12).  Ambas son 

proteínas monoméricas, sin residuos de cisteina, y con un bajo peso molecular 

(8.800 para CI-1 , 9.400 para CI-2). Su rol biológico es desconocido, pero se cree 

que pueden conferir protección contra insectos u otros microorganismos 

invasores, por inhibición de serinproteasas.  

CI-2 representa, normalmente, sólo el 0,25% del total de proteínas 

sal solubles del grano de cebada. Sin embargo, un mutante espontáneo de 

cebada, con alto contenido de lisina, llamado Hiproly, tiene un incremento de 20 

veces del contenido de CI-2. Debido al alto contenido de lisina de esta proteína, 

esta variedad mutante de cebada experimenta una importante mejora en la 

calidad nutricional del grano. Este incremento en el contenido de CI-2 en Hiproly 

es controlado por un solo gen recesivo llamado lys localizado en el cromosoma 7, 

mientras que los genes estructurales para CI-2 se encuentran en el locus Ica-2 en 

el cromosoma 5 (79). Se desconoce cómo el producto del gen lys afecta la 

regulación de la expresión del locus Ica-2, aunque un estudio reciente sugiere que 

el aumento de CI-2 en Hiproly podría deberse a un incremento de  la transcripción 
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génica y/o a una mayor estabilidad de los transcriptos (79).  En general, los 

mutantes de cebada conocidos, se caracterizan por presentar una reducción en la 

síntesis de las prolaminas y un incremento en el contenido de proteínas  ricas en 

lisina (proteínas sal solubles) (12 y 80).  

Los genes que codifican para CI-1 y CI-2 ya han sido clonados y 

secuenciados (79, 81, 82),  lo que facilitaría la introducción de cualquiera de ellos 

en trigo, mediante la manipulación de técnicas de ingeniería genética. Para ello, 

sería necesario colocar el gen CI-2 bajo el control de un promotor fuerte, 

específico de endosperma, como el de uno de los genes que codifican para las 

subunidades de glutenina de APM. Se cree que con este promotor, sólo una copia 

del gen CI-2 podría tener un impacto en el contenido de lisina del grano de un 

trigo transgénico (12). 
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6.  INGENIERÍA GENÉTICA DE PLANTAS 

 

  La manipulación genética de plantas ha sido practicada 

durante cientos de años con gran éxito por los mejoradores y, actualmente, el 

mejoramiento genético de plantas se ha convertido en una rama sofisticada de la 

genética aplicada.  Los mejoradores han desarrollado elegantes esquemas de 

cruzamiento de plantas para introducir un determinado carácter y, gracias a ello, 

entre otras cosas, el rendimiento de cultivos como el trigo y el maíz, se ha 

incrementado constantemente en los últimos 60 años.  Sin embargo, los métodos 

de mejoramiento de plantas clásicos son lentos e inciertos.  Para introducir un gen 

o un grupo de genes por los métodos convencionales se requiere un cruzamiento 

sexual entre dos líneas, y luego, repetidas retrocruzas entre la descendencia del 

híbrido y uno de los padres, hasta que la planta con las características deseadas 

sea obtenida. Sin embargo, este proceso se halla restringido sólo a plantas que 

pueden cruzarse sexualmente y,  en algunos casos, se transfieren también otros 

genes indeseables junto con el gen de interés (83). 

  La ingeniería genética de plantas supera estas 

limitaciones identificando y clonando genes específicos para un determinado 

carácter, como resistencia a patógenos, e introduciendo, sólo estos genes, en 

variedades útiles de plantas. La compatibilidad sexual se torna irrelevante, y el 

proceso se vuelve más rápido debido a que las plantas transgénicas que 

expresan el gen pueden ser seleccionadas directamente (83 y 84). Además, es 

también posible introducir genes útiles, procedentes de otras especies, 

permitiendo la creación de nuevas variedades vegetales que nunca podrían haber 

sido obtenidas por medio del mejoramiento genético tradicional (85).  
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6.1. Métodos de transformación de plantas 

 Existen dos clases de tecnologías utilizadas para la transformación 

de plantas: métodos "no naturales" o in vitro, y  "naturales".  Entre las tecnologías 

in vitro están la incorporación directa de ADN en protoplastos (con o sin 

electroporación), infiltración de ADN en semillas bajo vacío, microinyección de 

ADN en tejidos específicos (muy poco usada), y bombardeo con microproyectiles 

(86). Las tecnologías "naturales" incluyen el uso de vectores virales (resultando 

en una transiente pero no estable transformación), y del  T-ADN de Agrobacterium 

tumefaciens (87). Cada una de estas tecnologías tiene ventajas y desventajas. 

Utilizando técnicas in vitro, las plantas transformadas obtenidas tienden a 

incorporar un alto número de transgenes, generalmente concatenados o 

rearreglados, los cuales pueden resultar en silenciamiento de dichos transgenes 

y/o genes endógenos homólogos (silenciamiento génico inducido por transgenes). 

Además, la tecnología de electroporación depende de la habilidad de regenerar 

los protoplastos transgénicos en una planta entera, un proceso que es complejo o 

imposible para muchas especies de plantas (88). La desventaja de los métodos 

naturales es la necesidad de que la planta a transformar sea susceptible a la 

infección con lo que, en principio, se limitaría notablemente el número de especies 

de plantas que pueden ser transformadas. 

 Los primeros informes sobre la transformación genética de plantas 

datan de 1984, cuando el tabaco (Nicotiana tabacum) fue genéticamente 

modificado mediante el empleo de Agrobacterium tumefaciens (87 y 89). Este 

microorganismo es una bacteria del suelo, gram-negativa, que penetra por 

heridas en los tejidos y causa un tumor conocido como “agalla de la corona” en la 

mayoría de las especies dicotiledóneas y en algunas monocotiledóneas (90). Las 
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células de las agallas producen sustancias de bajo peso molecular, denominadas 

opinas, que no están presentes en las células normales y tienden a proliferar 

indefinidamente en un medio de cultivo sin el agregado de hormonas.  El agente 

inductor de tumores de Agrobacterium es un plásmido circular, de doble hebra, 

llamado Ti, que existe en las células de estas bacterias y se replica como una 

unidad genética independiente (91). Este plásmido contiene los genes de las 

opinas, aminoácidos inusuales que las células de la planta infectada son 

inducidas a sintetizar, pero que ellas no pueden utilizar, y actúan como nutrientes 

para Agrobacterium. Durante la infección, una parte de este plásmido, llamado 

fragmento T o T-ADN, se integra al genoma nuclear y dirige la síntesis de las 

opinas, así como también, de las auxinas y citocininas responsables del 

crecimiento tumoral. Para la integración de dicho fragmento en el ADN de la 

célula infectada es indispensable una secuencia de 25 pares de bases, en ambos 

extremos del fragmento, llamadas bordes, que están involucradas en la escisión 

de dicho fragmento. También son fundamentales una serie de genes 

denominados vir (por virulencia), que no son transferidos al genoma del 

hospedante, pero codifican proteínas esenciales para la transformación de las 

células de las plantas (92).  

 El conocimiento del proceso de infección permitió la construcción de 

cepas no oncogénicas de Agrobacterium tumefaciens, mediante el reemplazo de 

los genes de la región T, por marcadores de selección y genes de interés. Estos 

vectores “desarmados” son empleados para transferir fragmentos de ADN a las 

células, sin interferir en su crecimiento ni en la diferenciación celular (93). 

Actualmente existen dos sistemas de transferencia. Uno de ellos contiene el 

plásmido Ti  modificado (sin los oncogenes), con el marcador de selección y el 
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gen de interés. El otro, denominado comúnmente “sistema binario”, posee la 

región T en un segundo plásmido que funciona en trans con los genes vir  del Ti 

dentro de la cepa de Agrobacterium (94). 

 La manipulación genética del tabaco fue seguida por la de otras 

especies dicotiledóneas como petunia (Petunia híbrida), papa (Solanum 

tuberosum), tomate (Lycopersicom esculentum), alfalfa (Medicago sativa), 

arabidopsis (Arabidopsis thaliana), etc. (95). 

 

6.2.  Transformación transiente y estable de cereales 

 Los cereales no se encuentra entre los hospedantes naturales de 

Agrobacterium tumefaciens y han resultado ser recalcitrantes a la transformación 

genética por esta vía (96). Aunque algunos trabajos describen la transformación 

de maíz (97), arroz (98) y trigo (99) mediante el empleo de Agrobacterium, varios 

de ellos no han podido ser reproducidos y otros no cuentan con una evidencia 

experimental concluyente (96).  En el trabajo más convincente sobre 

transformación estable de trigo por este medio, utilizaron embriones inmaduros y 

callos como explantos, y la adición de un surfactante al medio de inoculación fue 

uno de los factores más críticos para aumentar la eficiencia de transformación 

(100).  Potrykus propuso que la dificultad de A. tumefaciens para infectar a los 

cereales es debida a que estas especies presentan mecanismos de respuesta a 

heridas diferentes al de las especies susceptibles (101). Al parecer, cuando los 

tejidos de gramíneas son heridos no se generan señales conducentes a la división 

o a la diferenciación de las células adyacentes a la zona afectada, sino que en su 

lugar las células mueren.  Por lo tanto, aunque Agrobacterium puede transferir el 

fragmento T,  no se obtienen clones celulares transgénicos.  
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 Ante la necesidad de contar con una metodología eficiente para la 

transferencia de genes a las especies  que, como los cereales, no se encuentran 

dentro del rango de hospedantes de Agrobacterium, se desarrollaron los llamados 

métodos directos de transformación. Entre estos, la transformación de 

protoplastos mediante polietilénglicol (PEG) (102) ó electroporación (103), la 

electroporación de tejidos intactos (104) y el bombardeo con micropartículas 

aceleradas (105) han sido los que mejores resultados han arrojado. 

 La transformación estable de los cereales progresó notablemente 

con la aparición del método biolístico o de bombardeo con microproyectiles 

desarrollado por Sanford y col. (106 y 107). Esta metodología emplea 

micropartículas metálicas aceleradas a alta velocidad, en una atmósfera de vacío, 

para transportar vectores de ADN al interior de células intactas. De esta forma, es 

posible introducir ADN en células embriogénicas, tejidos u órganos constituyendo, 

hasta el presente, el mejor método para alcanzar la transformación estable de 

muchas especies, independientemente del genotipo. La combinación de un 

procedimiento de transformación relativamente sencillo con protocolos eficientes 

de transformación de plantas, permitieron la obtención de plantas transgénicas de 

los principales cereales (3, 85, 106, 108).  

 En el primer dispositivo, descripto por Sanford y col. (109a y 109b), 

las micropartículas son aceleradas por la explosión de una carga de pólvora. La 

detonación impulsa un macroproyectil que transporta las micropartículas a altas 

velocidades por el cañón, hasta que es detenido por una placa que solamente 

permite el paso de las micropartículas. Estas siguen su trayectoria en una 

atmósfera de vacío, hasta el tejido dispuesto sobre una placa de Petri. Las 

partículas pueden atravesar la pared celular, la membrana plasmática y entrar en 
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la célula. A partir del primer dispositivo de Sanford, varios aceleradores han sido 

descriptos hasta el presente, entre ellos los que utilizan como impulsores helio 

comprimido o una descarga eléctrica, han producido los mejores resultados (110). 

En nuestro laboratorio fueron desarrollados dos dispositivos, en los que las 

partículas son aceleradas por la explosión de una carga de pólvora (111) (figura 

24 A) o por helio comprimido (figura 24 B), con los que se llevó a cabo la 

transformación transiente y estable de maíz (112, 113, 114), la transformación 

estable de una línea celular de alfalfa (115) y  de algodón (116). También se logró 

la transformación estable de trigo, en forma rápida y eficiente, con dos 

marcadores de selección que confieren resistencia al herbicida Basta (glufosinato 

de amonio) y al antibiótico higromicina, respectivamente (5, 117, 118, 119).    

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 24: Dos modelos de aceleradores de micropartículas o 
“pistolas génicas”, desarrollados en nuestro laboratorio, que utilizan 
dos métodos de aceleración diferentes: explosión de pólvora (A) y 
helio comprimido (B). 

A B 
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7. OBJETIVOS DEL TRABAJO DE TESIS 

 
 
 El objetivo general del trabajo de tesis fue mejorar la calidad 

panadera y nutricional, de variedades comerciales de  trigos argentinos, mediante 

la utilización de técnicas de ingeniería genética. Para ello, fueron perseguidos los 

siguientes objetivos particulares: 

 

A – Introducir el transgén 1Ax1 en  variedades de trigos argentinos que no poseen 

el gen,  con el fin de incrementar  el número de SG-APM diferentes, que se 

expresan, de cinco (valor máximo hallado en la naturaleza) a seis. 

 

B- Lograr la sobreexpresión de las subunidades 1Ax1 y 1Dx5 mediante la 

introducción de copias adicionales de sus genes, en variedades comerciales 

de trigos argentinos,  con el fin de obtener mejoras en la calidad panadera.  

 

C- Transformar distintas  variedades de  trigo con el gen del inhibidor de 

quimiotripsina de cebada (CI-2), para incrementar el contenido de lisina del 

endosperma de trigo, con la consiguiente mejora de su calidad nutricional. 
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8.  ABREVIATURAS Y SÍMBOLOS 
 
 
2,4-D: ácido 2,4-dicloro fenoxiacético 
 

ABA: ácido abscísico 

ADN: ácido desoxirribonucleico 
 

Amp: ampicilina 
 
APM : alto peso molecular 
 

ARN: ácido ribonucleico 
 
BPM: bajo peso molecular 
 
CTAB: bromuro de hexadeciltrimetil amonio 

dNTP: desoxinucleótido trifosfato 

EDTA: ácido etilen-diamino-tetraacético. 

GUS: actividad enzimática de la β-glucuronidasa. 

Hpt: higromicina fosfotransferasa 

Kb: kilopares de bases 

kDa: kilodalton 

OMS: Organización Mundial de la Salud 

pb: pares de bases 

PCR: reacción en cadena de la polimerasa 

PEG: polietilenglicol 

r.p.m.: revoluciones por minuto 
 
SDS: dodecil sulfato de sodio 
 
SDS-PAGE: electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS 
 
SG-APM: subunidades de glutenina de alto peso molecular 

SG-BPM: subunidades de glutenina de bajo peso molecular 
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SGT: silenciamiento génico a nivel  transcripcional 

SGPT: silenciamiento génico a nivel post-transcripcional 

TE: Tris-EDTA 

USDA: Departamente de Agricultura de los Estados Unidos de Norteamérica. 
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1. MATERIALES Y METODOS 

 

1.1. Transformación genética de trigo 

Se llevó a cabo la transformación de callos embriogénicos de trigo 

(Triticum aestivum L.), derivados de embriones inmaduros. Estos últimos, fueron 

aislados 15 a 21 días después de la antesis, y colocados en medio Murashige-

Skoog (121), 30 g/l con sacarosa y 2mg/l 2,4-D, durante 7 a 9 días, en oscuridad, 

antes del bombardeo, según se detalla en Ortiz et al. (117).  

Las variedades de trigo panadero (Triticum aestivum L.) utilizadas en 

los experimentos de calidad panadera fueron: Pro INTA Federal y Pro INTA 

Oasis. Por el contrario, en los experimentos de calidad nutricional, se emplearon 

variedades de trigo candeal (Triticum durum), conocidas como Cristal y Ambar. 

 Para la transformación se usó un acelerador de micropartículas, 

impulsado a helio comprimido, desarrollado en nuestro laboratorio (111, 119 y 

120). El ADN plasmídico (plásmido de interés agronómico y plásmido selector, en 

cantidades equimoleculares) fue coprecipitado sobre partículas de oro (1,5 – 3 

µm, Bio Rad), a una relación de 2 µg de ADN por mg de partículas (5  y 120).  

Después del bombardeo, los callos fueron cultivados en el mismo 

medio, en presencia de agente selectivo (con 25 mg/l de higromicina o 1mg/l  de 

glufosinato, según el plásmido selector empleado), durante 4 a 6 semanas. Luego 

fueron transferidos a un medio semejante, pero remplazando el 2,4-D por ácido 

indolacético (0,3 mg/l) y cinetina (1 mg/l), y eliminando el agente selectivo. 

Posteriormente fueron incubados con un fotoperíodo de 14 horas a 26 ºC y las 

plántulas regeneradas a partir de los callos, fueron recuperadas y transferidas a 

un medio Murashige-Skoog sin hormonas. Finalmente,  fueron crecidas hasta 



Materiales y métodos 
______________________________________________________________________________ 

Pág.-81- 

madurez, en cámara de crecimiento Percival, con un fotoperíodo de 14 horas a 

19/22ºC (116).  

 

1.2.  Plásmidos utilizados en la transformación 

Para llevar a cabo los experimentos de transformación se utilizaron 

dos tipos de plásmidos: los llamados plásmidos selectores, ya que contienen 

genes que permiten el crecimiento diferencial de las células transformadas e, 

inclusive, la regeneración de plantas a partir de ellas, luego de un período de 

selección; y los plásmidos de interés agronómico, conteniendo los genes 

involucrados en el mejoramiento genético que se desea introducir. En los distintos 

experimentos de transformación, se utilizaron dos tipos diferentes de plásmidos 

selectores, uno llamado pAHC25 (122) conteniendo el gen bar,  que codifica para 

la enzima fosfotricina acetil transferasa que  brinda resistencia al herbicida BASTA 

(123), y otro llamado pGL2  (124),  que contiene el gen  hpt   (125), que codifica 

para la enzima higromicina fosfotransferasa, que confiere resistencia al antibiótico 

higromicina.  

En los experimentos de calidad panadera se emplearon dos 

plásmidos diferentes. Uno de ellos, llamado pHMW1Dx5 (126), contiene un 

fragmento genómico de 8.7 Kb, incluyendo la secuencia codificante completa del 

gen 1Dx5 (48), flanqueada por dos secuencias de, aproximadamente, 3.8 kb y 2.2 

kb, en los extremos 5’ y 3’ , respectivamente. El otro plásmido utilizado se 

denomina pHMW1Ax1 (50), y contiene un fragmento de 7 kb que incluye la región 

codificante completa del gen 1Ax1, flanqueada por dos secuencias de, 

aproximadamente, 2.2 y 2.1 kb, en los extremos 5’ y 3’, respectivamente. En 
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ambos casos, los genes que codifican para subunidades de glutenina de A.P.M. 

se encuentran bajo su propio promotor, que es específico de endosperma. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

PLASMIDOS SELECTORES 

PLASMIDOS DE INTERÉS AGRONÓMICO 

pGL2 4500 pb 

pHMW1Ax1 9871pb 

pAHC25  9706 pb 

pHMW1Dx5  11392 pb 

GUS

Am
p
R

Promotor
Ubiquitina

Promotor
Ubiquitina       

BAR
NOS

Hind III

Hind III
Sph I

Eco RI

Hind III

Sph I
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Amp 

downstream 
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región upstream 
+ promotor 1Ax1 
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Eco RI 

gen 1AX1 

2885bp 

LacZ' 

LacZ-Prom  

1Dx5 

LacZ-Prom 

LacZ' 

Amp R 

1Dx5 
2600 pb 

Promotor 

1300 pb 

downstream 
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2200 pb 

upstream 
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2600pb 
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Prom.
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En los experimentos de calidad nutricional  se utilizaron dos plásmidos 

diferentes, llamados pLUC 1 y pLUC 2, ambos conteniendo el gen  CI-2 (que 

codifica para el inhibidor de quimiotripsina de cebada), con y sin péptido señal, 

respectivamente. Estos plásmidos fueron construidos en el laboratorio, según la 

estrategia que se detalla en la sección de resultados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3. ANÁLISIS MOLECULARES Y ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE LOS 

TRANSGENES 

1.3.1. Obtención de ADN  por el método de CTAB modificado 

Este método permite la obtención de ADN de buena calidad para su 

posterior utilización en hibridizaciones Southern (127, 128 y 129).  

 El ADN genómico se obtuvo a partir de, aproximadamente, 0.1g de 

hojas de trigo. Inmediatamente después de cortadas, fueron envueltas en papel 

de aluminio y hundidas en hielo, como una forma de mejor conservación de las 

pLUC1 (4930 pb) pLUC 2 (4870 pb) 

LacZ-Prom

LacZ'

AmpR

CI-2
370 pb

Promotor
HMW 1Dx5
1300 pb

Xba I

Eco RV

NOS

Kpn I

Kpn I

pLUC 2 (4870 pb)

LacZ-Prom

LacZ'

AmpR

CI-2
370 pb

Promotor
HMW 1Dx5
1300 pb

pLUC 1 (4930 pb)

Xba I

Eco RV

Péptido señal 
60 pb

NOS

Kpn I

Kpn I
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muestras hasta su posterior procesamiento. Luego, el tejido fue inmerso en N2 

líquido y pulverizado en mortero, hasta obtener un polvo fino, blanquecino y seco. 

Cuando el tejido se comienzó a descongelar, se agregó 1 ml de buffer de 

extracción de CTAB (2% CTAB ; 0.02 M EDTA ; 0.1M Tris-HCl, pH = 8.0 ; 1.4M 

NaCl ; 0.4% de β-mercaptoetanol), previamente incubado a 65 ºC. Se 

transvasaron las muestras a tubos eppendorf de 2 ml  y se incubaron a 65ºC 

durante, al menos, 30 minutos. Luego se agregó, aproximadamente, 1 ml de 

cloroformo a cada tubo o el volumen necesario  para completar los 2 ml y se agitó 

hasta obtener una suspensión homogénea. Se centrifugó durante 7 minutos a 

13.000 r.p.m. y se transfirió la fase superior a otro tubo eppendorf de 2 ml, usando 

tips cortados y tratando de evitar las impurezas. Se agregaron, aproximadamente, 

1 ml de etanol al 95% (o completar a un volumen final de 2 ml) y se colocaron las 

muestras 20 minutos a (-20 ºC) o 1 hora a 4 ºC. Luego se invirtieron los 

eppendorfs para mezclar el buffer y el etanol y, posteriormente, se pescó el ADN 

utilizando una pipeta Pasteur con la punta doblada en forma de gancho. Se lo 

colocó en un eppendorf de 1.5 ml conteniendo 1 ml de 75% etanol/ 0.2M NaOAc, 

durante 10 minutos, para lavar el ADN. Se dejó la pipeta Pasteur, con el gancho 

hacia arriba, secándose durante 10 minutos. Finalmente, se la colocó en un 

eppendorf, conteniendo 50-200 µl de buffer TE pH 7.4 - 8.0, dependiendo de la 

cantidad de ADN obtenido durante, al menos, 15 minutos.  Se agregó 2.5 µl de la 

enzima ARNasa (10 mg/ml) por 100 µl de suspensión de ADN y se incubó a 37ºC, 

durante 30 minutos.  La concentración del ADN extraído se determinó midiendo 

su absorbancia a 260 nm. La relación de absorbancia 260nm / 280 nm es una 

medida del grado de pureza del ADN obtenido y debe tener un valor entre 1.8 y 

1.9 . 
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1.3.2.  Reacción en cadena de la polimerasa 

El ADN de plantas resistentes y controles fue purificado de acuerdo 

al método rápido descrito por Edwards y col. (130), a partir de 100-200 mg de 

tejido, o por el método de CTAB modificado, ya detallado. Las reacciones de 

amplificación fueron llevadas a cabo, según se describe en Sambrook y col. (128), 

en un volumen final de 50 µl, con 1.5 U de Taq polimerasa Promega y los 

siguientes oligonucleótidos: 

 

• Para el gen bar : 5' CCGGCGGTCTGCACCATCGT 3' 

                                    5' ATCTCGGTGACGGGCAGGAC 3' 

 

• Para el gen hpt : 5’ GTAGAAGAAGACCTCCGGCACCA 3’  

                                    5’ ACCTGCCTGAAACCGAACTGCCCG 3’ 

 

• Para el gen fbp:  5’ CTCGGTCATCTTCGTGCTCACCATCG 3’ 

                                  5’ CTACCACTCGTGCTTCTACTGGCT 3’ 

 

• Para el gen uidA: 5' TACAGCGAAGAGGCAGTCAACGGG 3' 

                                  5' CGGTTCAGGCACAGCACATCAAAG 3' 

 

• Para el gen CI-2: 5’ GGAGGAGGCCAAGAAGGTGATTCT 3' 

                                   5' CTTGCTATAGCCAAGAAGAGATGGTGAA 3' 

 

• Para el gen amp: 5' TCCGCCTCCATCCAGTCTATTAA 3'        

                                   5' TCTGCTATGTGGCGCGGTATTA 3' 
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PCR de Desnaturalización Apareamiento Extensión  
Peso molecular 

del producto 

 

 hpt 

 uidA 

bar 

fbp  

amp 

ci-2 

   

60'' a 95ºC 

60'' a 95ºC 

60'' a 95ºC 

60'' a 95ºC 

60'' a 95ºC 

60'' a 95ºC 

 

60'' a 61ºC 

60'' a 67ºC 

60'' a 65ºC 

60'' a 67ºC 

60'' a 61ºC 

60'' a 65ºC 

 

60'' a 72ºC 

60'' a 72ºC 

60'' a 72ºC 

60'' a 72ºC 

60'' a 72ºC 

60'' a 72ºC 

 

 

412 pb 

275 pb 

494 pb 

317 pb  

420 pb 

350 pb 

 

 

 

 

1.3.3. Hibridización Southern: método radioactivo y no radioactivo 

El ADN genómico  de las plantas experimentales y de controles, fue 

obtenido a partir del método de CTAB modificado, como ya se describió 

anteriormente. Se realizó la digestión de 10 µg de ADN, con las correspondientes 

enzimas de restricción, durante 4 horas a 37ºC.  Los fragmentos obtenidos fueron 

resueltos por electroforesis en geles de agarosa al 0.7%, durante 48 horas, 

empleando una corriente de 30 mA (en el caso de las hibridizaciones Southern 

realizados para la detección de los genes de las subunidades de glutenina de 

A.P.M.) ó en geles al 1%, durante 24 horas, a 30 mA, para las hibridizaciones 

Southern realizadas para los demás genes. Luego de la corrida, se realizó un 

tratamiento de los geles que consta de una etapa de depurinación del ADN, con 

HCl 0.25M, durante 10 minutos, seguida de una desnaturalización, con 0,5N de 

Tabla 8: Etapas que se repiten en cada ciclo de amplificación por PCR para los distintos 
genes analizados. En todos los casos los ciclos se repitieron 35 veces y se realizó una etapa 
inicial de 5 minutos a 95ºC y una final de 10 minutos a 72ºC. 
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NaOH y 1.5 M Na Cl, durante 30 minutos y, finalmente, una neutralización con 

0.5M Tris-HCl, pH 7.5, y 1.5M NaCl, durante 30 minutos. Finalmente se realizó la 

transferencia salina según protocolo estándar (128), a una membrana de nylon  

Hybond N (Amersham), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La 

transferencia se realizó durante, aproximadamente, 24 horas. Se utilizó 10 X SSC 

(1.5 M Na Cl ; 150 mM citrato de sodio, pH 7) como buffer de transferencia . 

Luego se tiñó el gel con bromuro de etidio para chequear que todo el DNA haya 

sido transferido. La fijación del ADN se llevó a cabo colocando la membrana, 2 

horas, en estufa a 80ºC.  

Como se detalla a continuación, se utilizaron dos tipos de soluciones 

de hibridización diferentes, según si el método de marcación y detección de sonda 

fuese radiactivo o no radiactivo. 

 

 

 

• 7 % SDS 

• 50 % formamida 

• 5 X SSC 

• 2 % agente bloqueante (cat. 1096176) 

• 50 mM fosfato de sodio, pH 7.0 

• 0,1 % N-laurilsarcosina 

SSC 

• 0.3 M de citrato de sodio  

• 3.0 M de cloruro de sodio 

 

Método no radioactivo Método radiactivo 
 
• 0.56 % SDS 

• 5 X  Denhardts 

• 5 X SSC 

Denhardts 

• 10 % ficoll 

• 10 % polivinilpirrolidona 

• 10 % albúmina sérica bovina 
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Se realizó una prehibridización de 3 horas y una hibridización de 18 

horas, a una temperatura de 42 ºC, en el caso del método no radiactivo, y a 68ºC, 

en el radiactivo, utilizando un horno de hibridización. Luego se hicieron dos 

lavados de 15 minutos, a temperatura ambiente, con 2 X SSC y 0.1 % SDS, y 

otros dos lavados de 15 minutos, a 42ºC ó a 68ºC, respectivamente,  con 0.1 X 

SSC  y 0.1% de SDS. El posterior procesamiento de los filtros dependió de cuál 

haya sido el método de marcación y detección de sonda utilizado, según se 

detalla a continuación. 

 

1.3.4. Marcación de sonda y detección 

La marcación de sonda se realizó tanto por métodos radioactivos 

como por no radioactivos, lo que permitió realizar una comparación de ambos 

métodos, como se describe en la sección de resultados. 

 

 MÉTODO NO RADIOACTIVO 

         

Marcación de sonda  

 Se llevó a cabo la marcación de sonda no radiactiva utilizando, en 

lugar de dTTP,  dUTP marcado con digoxigenina (Boehringer-Mannheim cat. 

1573179), que presenta la siguiente estructura:                                                                                                                                                     

 

 

 

 

 
Fórmula: 

H63N4O22P3Li4 
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 Utilizando el software Oligo 4, se diseñaron un par de oligonucleótidos 

(5’AGATGACTAAGCGGTTGGTTC3’ y 5’CCTTGTCCTGGTTGCTGTCTTTGT3’), 

que amplifican 600 pb de la porción amino terminal de la región codificante del  

gen 1Ax1. Estos oligonucleótidos fueron empleados en la marcación de la sonda 

con la técnica de PCR.  

  

Concentraciones finales de los reactivos utilizados en la PCR :      

• Oligonucleótidos :  0,5 µM 

• Cl2Mg : 2mM 

• Buffer : 1 X 

• dNTPs : 300µM de dATP , dCTP , dGTP 

• dTTP : 210 µM 

• Dig-11-dUTP : 90 µM  

• Templado : 10 - 100 pg  

• Taq. DNA polimerasa : 2,5 U 

• Volumen final : 100 µl 

• Aceite mineral : 100 µl 

                                                           

Se utilizó una relación 1 : 2 de DIG-11-dUTP : dTTP, que es la recomendada para 

obtener sondas suficientemente sensibles para la detección de genes de una  

copia  en   hibridizaciones Southern  estándares (131) . Las condiciones de 

ciclado fueron: 

 

• Etapa inicial: 10 minutos a 95 ºC   
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• Desnaturalización  : 1 minuto a 95 ºC 

• Annealing : 1 minuto a 65ºC 

• Extensión : 1 minuto a 72 ºC 

 

• Extensión final: 10 minutos a 72 ºC 

 

Una adecuada cuantificación de la cantidad de sonda obtenida es de 

suma importancia para obtener resultados óptimos y reproducibles. Una 

concentración de sonda demasiado elevada en la solución de hibridización es una 

frecuente causa de background, mientras que si es demasiado baja produce 

señales débiles, con la consiguiente pérdida de sensibilidad. Para realizar la 

semicuantificación de la cantidad de sonda obtenida, el kit de detección 

quimioluminiscente (DIG Luminiscent Detection kit 1363514) provee un ADN 

control (pBR328, de concentración conocida, marcado con digoxigenina) al que se 

le realizan diluciones adecuadas  y se las siembra en una membrana de nylon 

(1µl  de cada dilución) . También se hacen diluciones de la sonda marcada y se la 

siembra en una segunda fila (1µl de c/u). Luego se procede a la detección 

quimioluminiscente y se estima la concentración de la sonda comparando las 

intensidades de sus diluciones con las del  control, como se muestra en la figura 

24 bis.  

 

 

 

 

 

Control 

Experimental 

35 ciclos 

Figura 24bis: Semicuantificación 
de la cantidad de sonda obtenida 
(indicada como experimental), en 
comparación con un testigo  de 
concentración conocida (control). 

     100       10        1       0.1       0.01     0     pg. 
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Deteccción quimioluminiscente 

La detección quimioluminiscente consta de tres etapas : 

1. Tratamiento de la membrana con agente bloqueante  para prevenir la unión no 

específica del anticuerpo a la membrana. 

2. Incubación de la membrana con anti- digoxigenina conjugado con fosfatasa 

alcalina. 

3. Acción de la fosfatasa alcalina sobre un sustrato, produciendo un producto 

quimioluminiscente cuya señal se detecta en placas radiográficas. 

 

Reactivos  utilizados: 

• DIG Luminescent Detection Kit ( Boehringer Mannheim- cat. Nº 1363514 ) 

• Buffer 1: 0.1 M ácido maleico ; 0,15 M NaCl  pH 7,5 

• Buffer de lavado : buffer 1 + 0,3 % Tween 20 

• Solución bloqueante stock ( 10 X ) : se obtiene disolviendo el reactivo 

bloqueante (provisto por el kit) en buffer 1, agitando constantemente a 65 ºC. 

• Buffer 2 :  solución bloqueante 1 X (la dilución debe hacerse con buffer 1) 

• Buffer 3 ( buffer de detección) : 0.1 M Tris- HCl ; 50 mM Mg Cl2 , pH 9.5 

 

Técnica : 

1. Inmediatamente después de la hibridización y los lavados, enjuagar la 

membrana brevemente ( 1 - 5 minutos ) en washing buffer. 

2. Incubar por 30 minutos en 100 ml buffer 2. 

3. Diluir el anticuerpo ( provisto por el kit ) a 38 mU/ml ( 1 : 5000 ) en buffer 2. 

4. Incubar la membrana durante 30 minutos en 20 ml de solución de anticuerpo. 
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5. Hacer dos lavados de 15 minutos cada uno con  buffer de lavado con 

agitación. 

6. Equilibrar 2-5 minutos en 20 ml de buffer 3. 

7. Diluir CSPD ( sustrato quimioluminiscente provisto por el kit ) 1 : 100 en buffer 

3. 

8. Incubar la membrana durante 5 minutos en 10 ml de solución de CSPD. 

9. Eliminar el exceso de líquido de la membrana dejándola unos minutos sobre 

un whatman 3MM. 

10. Sellar la membrana en bolsa e incubar 15 minutos a 37 ºC para favorecer la 

reacción de quimioluminiscencia. 

11. Exponer 1 hora ( dentro de las primeras 8 hs luego de realizada la detección ) 

a temperatura ambiente, en placa radiográfica X-OMAT  MR o 15 minutos, si 

han pasado más de 8 hs y menos de dos días de realizada la detección. 

12. Revelar la placa por el método estándar (128) . 

 

Lavado de la membrana luego de la detección 

Para eliminar la sonda de la membrana, se realizan dos lavados de 

10 minutos a 37ºC, con solución alcalina (0.2 N NaOH ; 0.1 % SDS) . Luego se 

enjuaga la membrana con 2 X SSC. Se guarda a (-20 ºC), envuelta en papel 

Whatmann 3MM o se comienza con una nueva prehibridización. 

 

MÉTODO RADIOACTIVO 

 Marcación de sonda 

Se realizó la marcación de sonda por  PCR utilizando dATP marcado con [32P]  y 

las siguientes concentraciones finales de reactivos: 
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• Oligonucleótidos 1 y 2 : 250 nM de cada uno  

• Cl2Mg : 2,5 mM 

• Buffer : 1 X 

• dNTPs : 1,6 µM de dGTP , dCTP , dGTP 

• [α32P] dATP :  5 µl (50µCi) [0,825µM]  

• Templado : 300 pg  

• Taq DNA polimeras: 1,25U 

• Volumen final : 20 µl 

• Aceite mineral : 50 µl 

                                                           

Se utilizó una relación 2: 1 de dNTPs : [α32P] dATP, para obtener sondas con 

elevada actividad específica y suficientemente sensibles para la detección de 

genes de una  copia  en   hibridizaciones Southern  estándares (132) . 

Se obtiene un producto de amplificación de 600 pb. Los oligonucleótidos  y el 

templado son los mismos que los utilizados en la marcación de sonda por 

métodos no radioactivos (ver “ marcación de sonda no radioactiva”, página 89) . 

Condiciones de ciclado : 

• Hot start : 10 minutos a 95 ºC   

 

• Desnaturalización  : 1 minuto a 95 ºC 

• Annealing : 1 minuto a 65ºC 

• Extensión : 1 minuto a 72 ºC 

• Extensión final : 10 minutos a 72 ºC 

 

 

35 ciclos 
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Detección 

Luego de los lavados post-hibridización se expone la membrana con placa 

radiográfica  X-OMAT MS (Kodak) a  (-80ºC) durante 3 días. Finalmente se realiza 

el revelado de la placa por el método estándar (128). 

 

Lavado de la membrana luego de la detección 

Para eliminar la sonda de la membrana  se la coloca en un recipiente 

con tapa y se le agrega una solución hirviendo de SDS 0.1 %. Se agita durante 10 

minutos a temperatura ambiente y luego se lava la membrana con una solución 

de 2 X SSC. Se guarda a (-20 ºC) envuelta en Whatmann 3 MM o se comienza 

con una nueva prehibridización. 

 

 

1.3.5.  ANALISIS DE PROTEINAS  DE SEMILLAS UTILIZANDO  SDS-PAGE 

 

Se siguió básicamente el protocolo de Shewry et al. (133) , pero 

introduciendo algunas modificaciones, logrando mejoras en el grado de resolución 

y definición de las bandas de proteínas. 

 

Extracción de proteínas de semillas 

 

Buffer de extracción utilizado  

• 0.0625 M Tris - HCl, pH 6.8 

• 2 % p / v de S.D.S.  

• 20 % v / v de  glicerol  
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•  0.9 % p / v de DTT  

• 0.002 % p / v  de azul de bromofenol 

 

Se duplicó el porcentaje de glicerol (20 %), con respecto a la técnica original 

(10%), logrando mejoras en el grado de definición de las bandas. También se 

redujo la cantidad de agente reductor, obteniendo una mejora en la resolución de 

las bandas, principalmente entre las subunidades de glutenina de A.P.M. 1Ax2* y 

1Dx5. 

   Para la extracción de proteínas se utilizó sólo la mitad del grano, lo 

que permitió sembrar la otra mitad, conteniendo el embrión, para obtener 

descendencia y así poder estudiar la segregación del gen introducido. 

  Primeramente, utilizando un mortero, se convierte la  media semilla 

en un polvo blanco, luego se transfiere a un tubo Eppendorf,  se agregan 20 µl de 

buffer por mg de peso de la semilla, y se dejan una hora en reposo a temperatura 

ambiente. Esta relación, en realidad, se modifica según las características de las 

semillas analizadas, encontrándose que las de más bajo peso presentan, en 

proporción, un mayor contenido relativo de proteínas, por lo que se colocan 25µl 

de buffer por cada mg con el objeto de diluirlas (es fundamental tratar  que los 

extractos tengan concentraciones de proteínas semejantes entre sí,  para evitar 

que la corrida se distorsione, con la consiguiente deformación de las bandas ) . 

Luego se mezcla (utilizando un vortex) unos segundos hasta resuspender 

totalmente el polvo blanco en el extracto, y se deja reposar durante una hora a 

temperatura ambiente. Finalmente, se colocan los tubos en un baño de agua 

hirviendo durante un minuto, se  dejan enfriar, se  centrifugan al menos 5 minutos 

a 14.000 r.p.m. y se siembran 10 µl  de extracto en un gel de SDS-PAGE. 
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Modificaciones introducidas en el método : se redujo el lapso de reposo del 

extracto, a temperatura ambiente, de 2 a 1 hora, para disminuir el tiempo de 

exposición de la muestra a posibles proteasas que podrían estar presentes en el 

medio. Además, de esta forma, se logra reducir en una hora el tiempo necesario 

para la preparación de los extractos, sin cambios observables en el rendimiento 

debido a un menor tiempo de exposición  al buffer de extracción. También se 

redujo el tiempo de hervor de las muestras, de 2 a 1 minuto, para evitar la 

agregación selectiva de proteínas que puede ocurrir por calentamiento excesivo a 

100 ºC,  con la consiguiente generación de artefactos en el gel (134).  

 

 

Preparación de  geles 

 Para la resolución de las proteínas de endosperma del grano se 

utilizaron geles discontinuos, desnaturalizantes, empleando el sistema Tris-borato. 

 

Reactivos utilizados : 

• Buffer del gel de separación : 1,25 M Tris-borato + 1 % P/ V SDS ( pH = 8.9) 

• Buffer del gel de stacking : 1 M Tris-HCl pH 6.8 + 10 % P / V SDS 

• Buffer de corrida : buffer de separación diluido 10 X . 

• Acrilamida (40 % p / v ) 

• Bisacrilamida (2 % p / v) 

• Persulfato de amonio (10 % p / v ) 

• TEMED (tetrametiletilendiamina) 
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Solución de tinción 

• 0,2 % de azul brillante de Coomassie R250 

• 40 % etanol 

• 10 % ácido acético 

Se deja toda la noche, a temperatura ambiente, con agitación. 

 

Solución  decolorante 

• 10 % HAc 

• 20 % etanol 

Se deja decolorando aproximadamente 5 hs, con agitación, y renovando 

periódicamente la solución. 

 

Equipo 

Unidad de electroforesis vertical, dual, refrigerada, Hoefer SE 600 

 

Armado y preservación de geles  

Modificaciones introducidas  

 Se redujo la cantidad de TEMED y persulfato de amonio en un 20 % con respecto 

a la técnica original (133), debido a la presencia de bandas difusas, poco 

definidas (Operating Instructions of Gel Electrophoresis Units SE 600. Hoefer 

Pharmacia Biotech Inc.),  lográndose una importante mejora. 
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Stacking Gel 3 % 
 

 

Separating Gel 10% 

 
Acrilamida (40 %) 
 
Bisacrilamida (2%) 
 
Buffer gel de separación 
 
Buffer gel de stacking 
 
10 % SDS P / V 
 
Agua  
 
Persulfato de amonio 

        
         1 , 5 0     ml 
 
          0 , 8 0    ml 
 
             _ 
 
         2 , 4 8     ml 
 
         0 , 0 2     ml 
 
      1 4 , 8  0    ml 
 
          0, 2 0     ml 

  
          1 5, 0 0  ml 
 
           3 , 1 2   ml 
 
           6 , 0 0   ml 
                _ 
 
                _ 
 
 
         3 5 , 3 0  m l 
 
            0 , 4 6  ml 

 
TEMED 
 
 
Volumen final 
 
 

       
           0 , 0 2   ml 
____________________ 
 
        2 0 , 0 0   ml 

             
            0 , 0 2  ml 
    _______________ 
 
         6 0 , 0 0  m l 

 

 

 

Los geles se conservan mejor secos, y además, de esta forma,  se 

hace más fácil su manipulación. Para ello se utiliza un sistema de secado 

comercial (Gel-Air Drying Frame Assembly , BioRad). Consiste en colocar el gel 

entre dos membranas de celofán mojadas, manteniéndolas unidas entre dos 

marcos cerrados con clips. Luego se deja de 8 a 10 hs en estufa a 37 ºC o  toda la 

noche a temperatura ambiente. Luego se desmontan los marcos y se archiva el 

gel.  

 

Tabla 9: Volúmenes requeridos para la preparación de  dos geles de poliacrilamida con 
SDS de 18 cm x 16 cm x 1,5 mm  
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1.3.6.  Análisis densitométricos de geles de SDS-PAGE y autorradiografías 

de hibridizaciones Southern 

Los análisis densitométrico se llevaron a cabo utilizando el software 

Image Pro, versión 1.1. para Windows, y un escáner Hewlett Packard Scan Jet 3c 

color, de página completa. 

 

Cuantificación de SG-A.P.M 

Los valores densitométricos de cada calle completa (proteínas 

totales) fueron corregidos descontando el ruido de fondo. En el caso de las 

densitometrías practicadas a bandas individuales, se les restó el valor 

correspondiente a la zona entre las bandas de subunidades de glutenina de APM. 

Aunque las proteínas menores de 20 kDa. se perdieron en las 

condiciones usadas para  resolver las subunidades 1Dx5 y 1Ax2*, la mayor parte 

de las proteínas de endosperma quedaron en el gel, y fueron usadas para 

normalizar la expresión de las subunidades de glutenina de APM dentro de una 

calle determinada. 

 

Determinación del número de copias en autorradiografías de hibridizaciones 

Southern 

Se sabe que los genes endógenos de subunidades de glutenina de 

APM son de copia única. Debido a que, como ya ha sido mencionado,  todas las 

sondas de subunidades de glutenina utilizadas, dan hibridización cruzada con los 

genes de las distintas subunidades endógenas, fue posible utilizar las bandas 

correspondientes a ellas como patrones internos de genes de copia única. De 

esta forma, el cociente entre el valor densitométrico (corregido para el ruido de 

fondo), de las bandas pertenecientes a los transgenes, y el de la banda 
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correspondiente a un gen endógeno de la misma planta, permitió semicuantificar, 

en forma bastante precisa, el numero de copias de los transgenes introducidos.  

 

1.3.7.  Ensayo de histoquímica para actividad de ß-glucuronidasa 

 La actividad β-glucuronidasa fue determinada histoquímicamente en 

callos embriogénicos y semillas de plantas experimentales y controles, de 

acuerdo a Jefferson (135). El material vegetal fue incubado en buffer fosfato pH 

7.5 con el reactivo X-Glu (5-bromo-4-cloro-3-indolyl glucurónico), a 37ºC, durante 

6 a 24 horas. 

 

1.3.8.  Ensayos de resistencia a glufosinato e higromicina in vivo 

 Se cortaron trozos de hojas experimentales y controles, y se 

sumergieron en pocillos de una placa tipo Elisa conteniendo 0.5 ml de una 

solución con 100 mg/l de funguicida (Benlate), 0.01% de Tween 20 y 200 mg/l de 

higromicina o 3 mg/l de glufosinato de amonio. De cada planta se tomó un trozo 

de hoja que fue dividido en tres partes (0.5 cm de largo), dos de los cuales fueron 

colocados en líquido con agente selectivo (duplicado de tratamiento) y el tercer 

trozo, en el mismo medio, pero sin agente selectivo (sin tratamiento). Este ensayo 

se practicó tanto en plantas experimentales como en plantas controles, no 

transformadas, pero pertenecientes a la misma variedad (controles negativos). 
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2. RESULTADOS 

 

 

2.1. EXPRESIÓN DE TRANSGENES DE SUBUNIDADES DE GLUTENINA DE 

ALTO PESO MOLECULAR (SG-APM) 

  

 Con el propósito de obtener trigo transgénico de mayor calidad 

panadera, se realizaron 14 experimentos de transformación diferentes, en los que 

se bombardearon un total de 2029 callos embriogénicos, a partir de los cuales se 

regeneraron 393 plantas de trigo. En el bombardeo se utilizaron los plásmidos 

pHMW1Ax1 y pHMW1Dx5, conteniendo los genes que codifican para las 

subunidades de glutenina de APM 1Ax1 y 1Dx5, respectivamente, bajo sus 

propios promotores. Como plásmidos selectores se emplearon el pGL2 ó el 

pAHC25, que contienen el gen hpt (que confiere resistencia al antibiótico 

higromicina), y los genes  bar (que otorga resistencia al herbicida glufosinato) y 

gus (que codifica para la β-glucuronidasa de E. coli), respectivamente. Los mapas 

de los cuatro plásmidos utilizados en los distintos experimentos de bombardeo se 

detallan en la sección "Materiales y métodos".       

 Analizando las proteínas totales de endosperma de las semillas 

procedentes de las 393 plantas obtenidas, por electroforesis en geles de 

poliacrilamida, fue posible hallar 7 eventos de transformación independientes, en 

los que se estudió la expresión de las subunidades de glutenina de APM 

transgénicas y endógenas. En la tabla 10 se indican las principales características 

de los eventos obtenidos que serán luego analizadas  en detalle en la presente 

sección. 
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Evento Genes 
introducidos 
por transform. 

Silenciamiento Nº  
de copias 

Nivel de expresión de 
los transgenes 

 
A 
 
 
B 
 
 
C 
 
 
 
 
D 
 
 
 
E 
 
 
F 
 
 
 
 
G 
 
 
 

 
1Dx5 
 
 
1Dx5 
 
 
1Ax1 
 
 
 
 
1Ax1 
 
 
 
1Ax1 
 
 
1Ax1 
 
1Dx5 
 
 
1Ax1 
 
1Dx5 
 
 

 
Ninguno 
 
 
Ninguno 
 
 
1Bx7 y 1By9 
 
 
 
 
1Ax2* 
 
 
 
1Ax2* 
 
 
SG-APM 
endógenas 
 
 
 
SG-APM 
endógenas 

 
Bajo (3) 
 
 
n.d 
 
 
Bajo (1) 
 
 
 
 
Bajo (3) 
 
 
 
Bajo (3) 
 
 
Alto (30) 
 
 
 
 
Alto (50) 

 
Sobreexpresión fuerte 
de 1Dx5 
 
Sobreexpresión débil 
de 1Dx5 
 
Sobreexpresión débil 
de 1Ax1. 
 
 
 
Expresión fuerte de 
1Ax1 y banda X (**) 
 
 
Expresión fuerte de 
1Ax1 
 
Expresión débil de 
1Ax1 y 1Dx5 
 
 
 
Expresión fuerte de 
1Ax1 y 1Dx5 

 

 

 

 

 

 

  

 

Tabla 10: Diferentes eventos de transformación con los genes 1Ax1 y 1Dx5.  
Los números indicados entre paréntesis, en la cuarta columna, corresponden al número de 
copias de transgenes totales (independientemente de si se trata del transgén 1Ax1 o 1Dx5). 
N.d.: no determinado. (**) La banda X es el nombre dado a la correspondiente a un 
polipéptido, con una movilidad diferente en un campo electroforético, a la esperada para los 
genes endógenos o los transgenes de las SG-APM (probablemente corresponde a un  
producto truncado de uno de los transgenes). En todos los casos la variedad de trigo 
transformada fue ProINTA Federal (que contiene las SG-APM 1Ax2*, 1Dx5, 1Bx7, 1By9, 
1Dy10), excepto en el evento C en el que se utilizó la variedad ProINTA Oasis (que 
presenta las SG-APM 1Ax1, 1Dx5, 1Bx7, 1By9 y 1Dy10). 
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 Sucintamente, de los 7 eventos hallados, dos presentan un diferente 

grado de sobreexpresión de la subunidad 1Dx5 (eventos A y  B); otros dos (D y 

E), tienen una fuerte expresión de 1Ax1; los eventos F y G,  expresan  1Ax1 y 

sobreexpresan 1Dx5; y, por último, el C, muestra una débil sobreexpresión de 

1Ax1. En algunos casos, la expresión de los transgenes estuvo asociada al 

silenciamiento de la subunidad endógena 1Ax2* (eventos D y E), o con la 

disminución en la expresión de las subunidades 1Bx7 y 1By9  (en C). Hubo, 

además, otros dos eventos (F y G), en los que la introducción simultánea de 1Ax1 

y 1Dx5 se acompañó del silenciamiento de todas las SG-APM endógenas (tabla 

10). 

 Un hallazgo inesperado fue la presencia de un polipéptido, de 

naturaleza desconocida (al que llamamos “X”),  con una movilidad electroforética 

ligeramente mayor que la subunidad 1Dx5, y que sólo se encontró en las semillas 

del evento D. Este polipéptido podría corresponder a un producto truncado de 

alguno de los transgenes introducidos, como ya se discutirá posteriormente.  

 

 

 

2.1.1. SOBREEXPRESIÓN DE LA SUBUNIDAD 1DX5 

  

 Se obtuvieron dos eventos de transformación independientes 

llamados, arbitrariamente, A y B (tabla 10). La figura 25 (calles A y B) muestra el 

diferente grado de sobreexpresión, de la subunidad de glutenina de A.P.M. 1Dx5, 

alcanzado por cada uno de estos eventos.   
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 Se realizó un estudio de la segregación y estabilidad del transgén 

introducido, a través de las sucesivas generaciones, con un mayor énfasis en el 

análisis del evento A que en el B, debido a que el primero reviste un mayor interés 

por haber alcanzado un nivel más alto de expresión. Para ello, las semillas T1 

(primera generación), de estos dos eventos, que resultaron positivas, fueron 

sembradas con el objeto de hallar las plantas homocigotas para el transgén 

introducido. Es así como pudo comprobarse la segregación mendeliana del 

transgén (25% homocigotas, 50% heterocigotas y 25% negativas). En la figura 26 

se muestra un gel de poliacrilamida de los extractos de proteínas totales de 

endosperma, de 12 semillas (indicadas como "A T2"), procedentes de una de las 

plantas homocigotas del evento A, en las que se aprecia claramente el alto grado 

de sobreexpresión alcanzado por el transgén 1Dx5 (señalado con una flecha). 

Además, se logró comprobar la estabilidad del transgén introducido, a través de 

las sucesivas generaciones.  

 

Control   A  B  
1Ax2 

1Dx5 

1Bx7 

1By9 

1Dy10 

Figura 25: Sobreexpresión de la subunidad de glutenina de APM 1Dx5 
Geles de poliacrilamida de proteínas totales de endosperma, de semillas de la primera 
generación (T1), de los eventos transgénicos A y B, y de un control sin transformar. Las 
flechas indican la subunidad sobreexpresada (1Dx5). 
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 En la tabla 11 se muestran los resultados del análisis densitométrico 

de los geles de poliacrilamida realizados para el estudio de la expresión del 

transgén 1Dx5, en las distintas generaciones de semillas, de los dos eventos. 

 En el caso del evento A, gracias a la introducción de copias extras 

del gen que codifica para la SG-APM 1Dx5, por transformación, se logró 

incrementar la expresión de dicha subunidad de 2% a 4,8%, o sea, un 140%, más 

del doble de los valores hallados en los controles (tabla 11). Como resultado de 

ello, la contribución de las subunidades de glutenina de APM al total de proteínas 

S
G
-A
P
M
 

S
G
-B
P
M
 

Figura 26: Análisis de semillas T2 de una planta homocigota del evento A 
Gel de poliacrilamida, de proteínas totales de endosperma, de semillas T2 (o sea, de 
semillas de la segunda generación) procedentes de una planta homocigota del evento A 
(A T2), y de una semilla control sin transformar. SG-APM: subunidades de glutenina de 
alto peso molecular. SG-BPM: subunidades de glutenina de bajo peso molecular. La 
flecha indica la subunidad sobreexpresada (1Dx5). 

                A   T2  
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del endosperma se incrementó de 11% a 13,1% (un 20% por encima de los 

valores de los controles) (tabla 11). 

 

  Evento 
Nºde 

semillas 

SG-APM /   

P.T. (%) 

1Ax2*/  

P.T.(%) 

 1Dx5/ P. 

P.T.(%) 

1Bx7/ 

P.T.(%) 

1By9/  

P.T. (%) 

1Dy10/  

P.T. (%) 

 

   Control 

 

  25 

 

11.0 ± 0.19 

 

1.2 ± 0.06 

 

2.0 ± 0.05 

 

2.9 ± 0.07 

 

2.0 ± 0.05 

 

2.8 ± 0.05 

     A 11 T1 13.4 ± 0.28 1.4 ± 0.07 4.8 ± 0.24 2.9 ± 0.09 1.8 ± 0.08 2.6 ± 0.12 

 12 T2 13.1 ± 0.29 1.5 ± 0.08 4.8 ± 0.11 2.6 ± 0.10 1.9 ± 0.10 2.4 ± 0.09 

    B 21 T1 12.1 ± 0.20 1.3 ± 0.08 2.7 ± 0.05 3.0 ± 0.06 2.3 ± 0.06 2.9 ± 0.09 

 12 T2 12.0 ± 0.10 1.1 ± 0.05 2.8 ± 0.05 2.9 ± 0.09 2.2 ± 0.07 3.0 ± 0.08 

 

 

 

  

 En el evento B, la sobreexpresión de la subunidad 1Dx5 fue  menor, 

con valores que aumentaron de 2 a 2,8%, un 40% por encima de los valores de 

los controles (tabla 11). Con ello se logró un incremento del total de subunidades 

de glutenina de APM  de 11% a 12%, un 9% por arriba de los valores de las 

semillas de plantas controles sin transformar (tabla 11). 

 Tanto en el evento A como en el B, los valores hallados para 

semillas de la primera y la segunda generación son bastante similares (tabla 11), 

lo que permite comprobar la estabilidad del transgén introducido. Además, la 

sobreexpresión de la subunidad 1Dx5, en las semillas de plantas transgénicas, no 

se acompaña de un cambio significativo en la expresión de las demás 

subunidades de glutenina de APM (tabla 11), ni en el patrón de expresión de las 

Tabla 11: Análisis densitométricos de geles de poliacrilamida, de proteínas totales 
de endosperma, de semillas de los eventos A y B. T1 y T2: primera y segunda 
generación de semillas transgénicas, respectivamente. Los valores de la tercera a la 
octava columna representan el promedio ± error estándar de las medidas realizadas.  
P.T.: proteínas totales. SG-APM: subunidades de glutenina de alto peso molecular. 
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subunidades de glutenina de BPM o de las gliadinas, comparado con las semillas 

controles (como es posible observar en la figura 26). 

 En  la figura 27, se han graficado los principales resultados 

obtenidos, mostrándose, claramente que, el incremento observado en el total de 

subunidades de glutenina de APM, sobre el total de proteínas, tanto en el evento 

A como en el B, es consecuencia de la sobreexpresión de la subunidad 1Dx5 (no 

observándose modificaciones importantes de las demás subunidades de glutenina 

de APM). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Análisis por hibridización Southern 

 Con el objeto de confirmar la transformación del evento A con el 

trasngén 1Dx5, así como también, determinar el número de copias introducidas, 

0
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Control Evento A Evento B

1Dy10
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Figura 27: Comparación del contenido total de SG-APM con respecto a las proteínas 
totales de endosperma (en %), entre semillas controles y semillas homocigotas, de los 
eventos A y B. Cada color representa el aporte de cada SG-APM al total de SG-APM 
(con referencia a los valores promedio de los datos que se muestran en la  tabla 11). 
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se llevó a cabo el análisis por hibridización Southern de ADN de plantas 

transgénicas, de la primera y la segunda generación, del evento A.  

 El ADN fue digerido con la enzima EcoRV, que  corta sólo una vez al 

plásmido pHMW1Dx5 utilizado en la transformación, pero no dentro del gen 1Dx5. 

Debido al alto grado de homología existente entre las distintas subunidades de 

gluteninas de A.P.M, la sonda 1Dx5 empleada da una hibridización cruzada con 

las demás subunidades. De allí que el ADN control (calle C, figura 28) presente 3 

bandas, de 5.9 kb (que en algunos casos se logra resolver en dos bandas de 5.8 

y 6.0 kb), 7.6 y 8.0 kb. Debido a que los transgenes se insertan en el genoma al 

azar, pero en una posición diferente a la de los genes endógenos, es de esperar 

que las bandas de hibridización con los  transgenes se ubiquen en una posición 

distinta a las del patrón de bandas endógeno, permitiendo su fácil  identificación.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figura 28: Análisis por hibridización 
Southern  de ADN, digerido con EcoRV, 
de una planta transgénica T1 (calle 1) y 
de dos de sus  hijas T2 (calles 2 y 3), 
pertenecientes al evento A. C: planta 
control. Las flechas pequeñas indican las 
bandas de hibridización cruzada con 
genes endógenos de subunidades de 
gluteninas de A.P.M. La flecha grande 
señala la posición de la banda extra 
correspondiente a los transgenes 
introducidos. 

    C       1     2     3          4      

23.1 Kb 

9.4 Kb 

6.5 Kb 

4.4 Kb 
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 En la figura 28, se indica con una flecha grande, una banda extra, de 

4.2 kb, tanto en la calle 1 (correspondiente a una planta de la primera 

generación), como en las calles 2 y 3 (perteneciente a dos hijas de la planta de 

calle 1). Esta banda extra al patrón de bandas que dan los genes endógenos, que 

no aparece en el ADN control (calle C), corresponde al transgén 1Dx5, y permite 

comprobar la transformación del evento A. Además, mediante el análisis 

densitométrico de la autorradiografía, fue posible  determinar que el número de 

copias del transgén 1Dx5 es bajo, de aproximadamente 3.  

 

2.1.2. SOBREEXPRESIÓN DE LA SUBUNIDAD 1AX1 

 Se logró sobreexpresar la subunidad de glutenina de alto peso 

molecular 1Ax1, en la variedad comercial argentina ProINTA Oasis. Esta variedad 

expresa, naturalmente, 5 subunidades diferentes: 1Ax1; 1Dx5; 1Bx7; 1By9 y 

1Dy10. Sin embargo, se observó que el incremento en la expresión de 1Ax1, fue 

acompañado por una notable disminución en la expresión de las subunidades 

1Bx7 y 1By9, en un evento al que llamamos C (tabla 10 y figura 29).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C T1 

2
0
0 

1
0
0 0
 

1By9 

1Ax1 

1Dx5 

1Bx7 

1Dy10 

Control 

1Ax1 

1Dx5 

1Bx7 

1By9 

1Dy10 

Figura 29: Geles de poliacrilamida, de proteínas totales de endosperma, de una semilla 
control y una transgénica, y sus patrones densitométricos. C T1:semilla transgénica de la 
primera generación (T1) del evento C.  
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 Los extractos proteicos, de semillas procedentes de distintas 

generaciones de plantas, del evento C, fueron analizados por electroforesis en 

geles de poliacrilamida. En la figura 30 se muestra uno de esos geles, con las 

proteínas de endosperma de 11 semillas T3 (calles 1-11, indicadas como C T3), 

procedentes de una planta homocigota del evento C. En todas ellas se observa el 

mismo patrón de expresión, con un aumento débil en los niveles de 1Ax1, y una 

disminución de las subunidades endógenas 1Bx7 y 1By9, cuando se las compara 

con las semillas controles de plantas sin transformar (calles c1 y c2).  
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Figura 30: Gel de poliacrilamida, de proteínas totales de endosperma, de semillas 
de la tercera generación, del evento C (C T3), procedentes de una planta 
homocigota para el transgén 1Ax1. C1 y C2: extractos proteicos de semillas de dos 
plantas controles diferentes, de la misma variedad que las plantas experimentales 
(ProINTA Oasis). 
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 En la tabla 12, se muestran los resultados de las densitometrias de 

geles de poliacrilamida, realizados para el análisis de semillas de plantas 

homocigotas para el transgén 1Ax1, de 3 generaciones (T2, T3 y T4). Con la 

introducción de copias extras de la subunidad 1Ax1, se logró incrementar la 

misma de 1,6% a 2,3% (un 44% por encima de los valores hallados en las 

semillas controles). Sin embargo, este aumento se acompañó de una disminución 

significativa de las subunidades 1Bx7 y 1By9, en un 50 y 40%, respectivamente 

(tabla 12). Es importante destacar que el aumento de 1Dx5 y 1Dy10, observado 

en las semillas transgénicas de la figura 28 (calles 1-11), es sólo aparente, y se 

debe a la presencia de una mayor cantidad de extracto proteico, por calle, que en 

los controles. Esto puede deducirse del hecho de que los valores densitométricos 

hallados para 1Dx5 y 1Dy10  (tabla 12), no difieren de los encontrados para los 

controles. 

 

      Nº de   
   semillas 

 
SG-APM/ 
P.T.(%) 

 

1AX1/ 
P.T.(%) 

1DX5/ 
P.T.(%) 

1Bx7/ 
P.T.(%) 

1By9/ 
P.T.(%) 

1Dy10/ 
P.T.(%) 

 
Controles (20) 
 
    T2 (12) 
 
    T3 (12) 
 
    T4 (12) 
 

11.5 ± 0.12 
 

10.5 ± 0.37 
 

9.6 ± 0.10 
 

9.7 ± 0.12 

1.6 ± 0.05 
 

2.0 ± 0.10 
 

2.2 ± 0.09 
 

2.3 ± 0.09 

2.0 ± 0.05 
 

2.2 ± 0.07 
 

2.1 ± 0.08 
 

2.0 ± 0.07 

3.0 ± 0.07 
 

2.0 ± 0.05 
 

1.4 ± 0.03 
 

1.5 ± 0.08 

2.0 ± 0.05 
 

1.4 ± 0.18 
 

1.1 ± 0.03 
 

1.2 ± 0.07 

 
2.9 ± 0.07 

 
2.9 ± 0.12 

 
2.8 ± 0.05 

 
2.8 ± 0.07 

 
 

 

 

 

  

Tabla 12: Análisis densitométricos de geles de poliacrilamida. Los valores entre paréntesis 
indican el número de semillas analizadas. T2, T3 y T4 se refieren a la primera, segunda y 
tercera generación de semillas transgénicas, respectivamente. P.T.: total de proteínas 
extraíbles. SG-APM: subunidades de glutenina de alto peso molecular. Los números en 
azul indican valores disminuidos, y los números en rojo, valores aumentados con respecto 
a los controles. Los valores de la segunda a la séptima columna son el promedio ± error 
estándar de las medidas realizadas. 
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 Se esperaba que la sobreexpresión de la subunidad 1Ax1, por 

introducción de copias extras del gen por transformación, llevase a un incremento 

del total de SG-APM con respecto al total de proteínas.  Sin embargo,  disminuye 

de un 11,5 a un 9,7%, o sea, un 16% con respecto a los valores hallados en 

semillas de plantas controles (tabla 12). Como se aprecia claramente en el gráfico 

de la figura 31, esto se debe a que el incremento en la expresión de la subunidad 

1Ax1, logrado por la introducción de copias extras del gen, es menor (en valor 

absoluto) que la disminución de la expresión de las subunidades 1Bx7 y 1By9. 

Como consecuencia de ello, se produce un descenso en el contenido total de SG-

APM de las semillas transgénicas, con respecto a los valores de los controles.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Análisis por hibridización Southern 

 Al realizar el análisis, por hibridización Southern, del ADN de plantas 

T4 del evento C, se halló una banda de hibridización extra al patrón dado por los 
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Figura 31: Comparación del contenido total de SG-APM con respecto a las proteínas 
totales de endosperma (en %), entre semillas controles y semillas homocigotas, del evento 
C. Cada color representa el aporte de una SG-APM diferente al total de SG-APM (con 
referencia a valores de la tabla 12). 
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Figura 32: Hibridización Southern, 
de ADN genómico, de plantas de 
trigo. C: ADN de planta control. 1y 
2: ADN de plantas T4 del evento C. 
Las flechas pequeñas indican la 
hibridización cruzada, de la sonda 
1Ax1, con los genes de SG-APM 
endógenas. La flecha grande 
señala la banda de hibridización 
correspondiente al transgén 1Ax1. 
El ADN fue digerido con la enzima 
BamHI. Se utilizó el método no 
radioactivo para la marcación y 
detección de la sonda.  

            C        1        2 

1Dx5 

1Ax1 

9,4 kb 

6,5 kb 

genes endógenos, de 9,6 kb (indicada por una flecha grande en la figura  32). De 

esta forma fue posible confirmar la transformación de este evento con el gen 

1Ax1. El ADN fue digerido con la enzima BamHI que linealiza los plásmidos 

pHMW1Ax1 y pHMW1Dx5, pero no descuelga ni corta los genes 1Ax1 y 1Dx5 

contenidos en dichos plásmidos. El patrón de bandas endógenas, para una 

variedad con la composición de SG-APM de ProINTA Oasis, era previamente 

conocido gracias a los trabajos de Harberd y col. (136). Estos autores analizaron 

diferentes mutantes, para las distintas SG-APM, por hibridización Southern, 

mediante las cuales pudieron asignar cada banda hallada, a un gen endógeno 

particular. Así fue posible identificar a las bandas de 11,5 y 10 kb como 

correspondientes a las subunidades 1Dx5 y 1Ax1, respectivamente. Para lograr 

una mejor resolución de las bandas de alto peso molecular, se dejaron caer los 

fragmentos menores de 3 kb, razón por la cual, no es posible visualizar las 

bandas correspondientes a los demás genes endógenos de las SG-APM.  
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2.1.3.   EXPRESIÓN  DEL TRANSGEN DE LA SUBUNIDAD 1AX1 

Mediante la transformación de la variedad comercial ProINTA Federal 

con el gen 1Ax1, se logró incrementar el número de subunidades de glutenina de 

APM, de cinco a seis.  

 
Evento D 
 
 En la figura 33, se muestra un gel de poliacrilamida, de los extractos 

proteicos de semillas T1, T2 y T3, de un nuevo evento de transformación con el 

transgén 1Ax1, al que llamamos D (tabla 10). 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33: Gel de poliacrilamida, de proteínas totales de 
endosperma, de semillas del evento D. C: semilla control de  planta 
sin transformar. T1, T2 y T3 semillas de la primera, la segunda y la 
tercera generación de plantas transgénicas, respectivamente. T2 y 
T3 son semillas de plantas homocigotas. La flecha indica el producto 
del transgén 1Ax1 introducido. 
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 Del análisis de la figura 33, surgen dos observaciones importantes. 

En primer lugar, la presencia de otra banda extra (además de la correspondiente 

al transgén 1Ax1), a la que se le llamó “ X”. Esta banda tiene  una movilidad 

ligeramente mayor que la subunidad 1Dx5 y pudo comprobarse que no es un 

artefacto por falta de agente reductor. Además, presentó una segregación 

mendeliana en la descendencia, independiente del gen 1Ax1. En segundo lugar, 

se observa que la subunidad 1Ax2* se silencia completamente en las semillas de 

plantas homocigotas para el transgén 1Ax1(semillas T2 y T3, figura 33). Este 

fenómeno es similar al “silenciamiento génico dependiente de homología” 

mediante el cual, la introducción de un transgén con un alto grado de homología a 

un gen endógeno, puede inducir el silenciamiento de este último (ver sección 

“Discusión de resultados”). 

 

  

Evento E 

 En la figura 34, se muestra un gel de poliacrilamida de proteínas 

totales de semillas, de otro evento de transformación independiente, con el 

transgén 1Ax1, al que llamamos E (tabla 10). Se observa que, tanto la semilla T1 

como las 10 semillas T2 presentan, una fuerte expresión del transgén 1Ax1 se 

acompaña del silenciamiento total de la subunidad endógena 1Ax2*, un fenómeno 

semejante al hallado en el evento D. La flecha indica el  producto del transgén 

introducido (1Ax1). 
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 En la tabla 13, se muestran los resultados del análisis densitométrico 

de geles de poliacrilamida de proteínas totales, de semillas de diferentes 

generaciones, de los eventos D y E. 

 En las semillas homocigotas del evento D, tanto el transgén 1Ax1 

como la banda X, alcanzan un nivel de expresión alto, de 1.8 y 1.5%, 

respectivamente, comparable al de la subunidad endógena 1Dx5 (D T3, tabla 13). 

Sin embargo, en dichas semillas, la expresión del transgén 1Ax1 se acompaña de 

un silenciamiento total de la subunidad endógena 1Ax2*. Esto no sucedió en las 

semillas de esta misma familia que sólo expresaron la banda X, como se deduce 

claramente de la figura 36. 

1Dx5 

   C     T1      1        2        3         4        5        6         7          8        9        10 

T2 

1Ax1 

1Ax2 

1Bx7 

1By9 

1Dy10 

Figura 34: Gel de poliacrilamida, de proteínas totales de endosperma, 
de semillas del evento E. C: semilla de planta control, no 
transformada. T1 y T2: semillas de la primera y la segunda generación 
de plantas transgénicas. La flecha indica el producto del transgén 
introducido. 
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Nº 

Semillas 

SG-APM/ 

P.T. (%) 

1Ax1/ 

P.T.(%) 

1Ax2*/ 

P.T. (%) 

1Dx5/ 

P.T. (%) 

X/ 

P.T.(%) 

1Bx7/ 

P.T. (%) 

1By9/ 

P.T.(%) 

1Dy10/ 

P.T.(%) 

 

Control(25) 
11 ± 0.19 0.0 ±0.0 1.2±0.06 2.0±0.05 __ 2.9±0.05 2.0±0.05 2.8±0.05 

 

D T1 (1) 

D T2 (1) 

D T3 (13) 

 

12.3 

12.1 

12.6±0.23 

 

1.4 

1.6 

1.8±0.05 

 

1 

0 

0.0±0.0 

 

1.8 

1.8 

1.7±0.07 

 

1.4 

1.4 

1.5±0.06 

 

2.3 

2.5 

2.8±0.08 

 

2.2 

1.8 

1.8±0.06 

 

2.2 

3.0 

2.9±0.06 

 

E T1 (1) 

E T2 (24) 

 

12.7±0.29 

13.3±0.24 

 

1.9±0.19 

2.0±0.05 

 

0.0±0.0 

0.0±0.0 

 

2.4±0.04 

2.5±0.06 

 

__ 

__ 

 

3.3±0.07 

3.3±0.09 

 

2.0±0.03 

2.3±0.05 

 

2.9±0.01 

3.2±0.08 

 

 

 

 

 

 

 En las semillas del evento E, la expresión del transgén 1Ax1 es del 

2% del total de proteínas extraíbles de endosperma, y se halla asociada  al 

silenciamiento total de la subunidad endógena 1Ax2*, en todas las semillas 

transgénicas analizadas (tabla 13). 

 En el gráfico de la figura 35, se representa el efecto de la expresión 

de los transgenes sobre el contenido total de subunidades de glutenina de APM. 

En el evento D, a pesar del silenciamiento de la subunidad endógena 1Ax2*, la 

expresión del transgén 1Ax1 y de la banda X producen un incremento del 14%, 

Tabla 13: Análisis densitométricos de geles de poliacrilamida de los eventos D y E. 
D T1, D T2 y D T3: semillas de la primera, la segunda y la tercera generación del evento D, 
respectivamente. E T1 y E T2: semillas de la primera y la segunda generación del evento E, 
respectivamente. Los números entre paréntesis indican números de semillas. Los valores de 
la segunda a la novena columna corresponden al promedio ± error estándar de las medidas 
realizadas. Los números en rojo indican valores aumentados con respecto a los controles. Los 
números en azul muestran valores disminuidos con respecto a los controles. SG-APM: 
subunidades de glutenina de alto peso molecular. P.T.: proteínas totales. 
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del total de SG-APM con respecto a los valores controles. En el evento E, el 

aumento del total de SG-APM es del 21%, con respecto a los  controles.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 En ambos eventos, la expresión de los transgenes afecta sólo a la 

subunidad 1Ax2*, no registrándose cambios importantes de las demás SG-APM 

endógenas (figura 35). 

 

Análisis de la segregación de los transgenes en la descendencia 

Evento D 

 Se analizaron 128 semillas T1 del evento D, y las que resultaron 

positivas fueron sembradas para estudiar la segregación de los transgenes en las 

dos generaciones siguientes (T2 y T3), y para la obtención de plantas 

homocigotas para los transgenes. Es así como se hallaron 8 plantas T2 

homocigotas para 1Ax1; una para banda “X” (el análisis de 10 de sus semillas T3 

se muestra en la figura 36), y dos para 1Ax1 y banda “X” (figura 33). Además se 

Figura 35: Comparación del porcentaje de SG-APM totales, con respecto a las 
proteínas totales de endosperma, entre semillas controles y semillas homocigotas de 
los eventos D y E. Cada color representa el aporte de cada SG-APM al total de SG-
APM (con referencia a valores de la tabla 13). 
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confirmó que la segregación de los transgenes es mendeliana (25% de semillas 

negativas y 75% de positivas para el transgén 1Ax1 y/o la banda "X"). 

 

Evento E 

 Se sembró la única semilla  T1, positiva para 1Ax1, de este evento, y 

se obtuvo una planta fértil que dio 23 semillas T2. Estas semillas fueron 

sembradas en su totalidad y se obtuvieron plantas fértiles que dieron 329 semillas 

T3. Mediante el análisis de un 5% de dichas semillas, por electroforesis en geles 

de poliacrilamida, pudo comprobarse la estabilidad del transgén introducido.  

 En la figura 36 se muestra un gel de poliacrilamida de proteínas 

totales, de semillas de 3 generaciones (T1, T2 y T3), del evento D. Las 10 

semillas T3 proceden de la única planta T2 que resultó ser homocigota para la 

banda "X". 
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Figura 36: Gel de poliacrilamida de proteínas totales de endosperma, de 
semillas del evento D.  C1 y C2: extractos de semillas de una planta control 
sin transformar. T1, T2 y T3: primera, segunda y tercera generación de 
semillas del evento D. Las semillas T3 proceden de una planta homocigota 
para la banda X. 
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Análisis por hibridización Southern de los eventos D y E 

 Mediante el análisis, por hibridización Southern, de ADN de plantas 

de los eventos D y E, fue posible, en ambos casos, confirmar la transformación 

con el transgén 1Ax1, así como también, determinar el número de copias 

introducidas. En la figura 37 A se observan dos bandas extras al patrón que dan 

las SG-APM endógenas, de 4.5 y 4.9 kb, pertenecientes a dos sitios de inserción 

diferentes (probablemente uno corresponde al transgén 1Ax1 y, el otro, al que 

codifica para la banda “X”) (calle D T2). En la figura 37 B, calle E T1 (ADN de una 

planta transgénica T1, del evento E), se observa la presencia de una banda extra, 

de 7.4 kb, correspondiente al transgén 1Ax1 introducido. Tanto en el evento D 

como en el E, el número de copias de los transgenes, determinado por 

densitometría de las autorradiografías, es bajo (de, aproximadamente, 3).   
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4.4 Kb 

23.1 Kb 

9.4 Kb 
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1Dx5 

1Ax2 

  Control   D T2 Control   E T1 

B 

Figura 37: Autorradiografías de hibridizaciones Southern de plantas transgénicas 
de los eventos D y E. Las flechas pequeñas indican las bandas correspondientes a los 
genes endógenos de SG-APM. Las cabezas de flecha grandes señalan las bandas 
correspondientes a los transgenes introducidos. A) D T2: ADN de una planta de la 
segunda generación (T2) del evento D, digerido con EcoRV. B) E T1: ADN de una planta 
de la primera generación (T1) del evento E, digerido con BamHI.     
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2.1.3. Expresión de transgenes asociado al silenciamiento génico de todas   
          las SG- APM endógenas 
 

 En algunos eventos, la expresión de los transgenes 1Ax1 y/o 1Dx5 

estuvo asociado al silenciamiento de los genes que codifican para las SG-APM 

endógenas. Cómo ya se mencionó (para el caso de la disminución en la expresión 

de la subunidad endógena 1Ax2*), y se tratará en la sección "Discusión de 

resultados", este fenómeno es similar al que se conoce como "silenciamiento 

génico homología dependiente". La introducción de transgenes con un alto grado 

de homología con genes endógenos y en un número de copias elevado, son los 

dos factores más importantes asociados al silenciamiento génico inducido por 

transgenes. 

 

Evento D  

 En el evento D, que ya fue descripto, se halló una única planta T2 

(procedente de una semilla que expresaba 1Ax1 y banda “X”) cuyas semillas T3 

presentaron una expresión totalmente anómala, no sólo de las SG-APM 

endógenas que se hallan casi totalmente silenciadas, sino también del patrón de 

gliadinas. En la figura 38 se muestra un gel de poliacrilamida de los extractos 

proteicos de semillas de las tres generaciones de la misma familia, en el que se 

observa claramente que, mientras las semillas T1 y T2 mostraron un patrón de 

expresión similar (con una expresión normal de los genes de SG-APM 

endógenos, excepto de 1Ax2*), se produjo un cambio inesperado del patrón de 

expresión de proteínas al pasar a la tercera generación (semillas T3). 
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Evento F  

 Se halló un nuevo evento transgénico, al que llamamos F (tabla 10), 

en el que una débil expresión de los transgenes 1Ax1 y 1Dx5, se acompañó de un 

silenciamiento casi total de los genes de SG-APM endógenos. En la figura 39 se 

muestran tres geles de poliacrilamida realizados para el análisis de los extractos 

proteicos de semillas de la primera, segunda y tercera generación de este evento, 

paneles T1, T2 y T3, respectivamente.  Las calles 1 y 2 (panel T1) corresponden a 

extractos proteicos de 2 de las 5 semillas T1 que se obtuvieron. Una es negativa 
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Figura 38: Gel de poliacrilamida, de proteínas totales de endosperma, de semillas 
del evento D.  T1, T2 y T3: primera, segunda y tercera generación. SG-APM: 
subunidades de glutenina de alto peso molecular. SG-BPM: subunidades de 
glutenina de bajo peso molecular. 
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(calle1), con un patrón normal de expresión de las SG-APM endógenas, y la otra 

es positiva (calle 2), presentando una débil expresión de la subunidad transgénica 

1Ax1 y una notable disminución en la expresión de las SG-APM endógenas. Este 

hecho estaría indicando la estrecha asociación entre la presencia del transgén y 

el silenciamiento de los genes de las SG-APM endógenas. La expresión de 1Dx5 

parece estar menos silenciada que la de las demás subunidades, pero esto se 

debe a que este evento está transformado también con 1Dx5, por lo que se 

supone que es el transgén el que se está expresando. En los paneles T2 y T3, 

donde se muestra el análisis de las semillas T2 y T3, respectivamente, se 

observa, claramente, como se acentuó el silenciamiento de los genes de SG-APM 

endógenos en la  segunda y tercera generación.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

T1 T2 T3 

1Bx7 

1Ax2 

1Dx5 

1By9 

1Dy10 

C         1         2          C         3       4        5             C        6        7         8        9       10       11 

Figura 39:Geles de poliacrilamida, de proteínas totales de endosperma, de semillas 
del evento F. Las puntas de flechas indican la expresión débil de los transgenes. T1, 
T2 y T3: primera, segunda y tercera generación, respectivamente. C: semillas de 
plantas controles (sin tratamiento). 

1Ax1 
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 En la tabla 14 se muestra el análisis densitométrico de los geles de 

poliacrilamida, de los extractos de proteínas de endosperma, de semillas del 

evento F. La expresión del transgén 1Ax1 es baja, de sólo 0.2% del contenido 

total de proteínas. Mientras que los niveles de expresión de las subunidades 

endógenas, en las semillas T3, están todos por debajo del 0.1% del total de 

proteínas (o sea, de 0 a 5% del valor alcanzado por los controles), la expresión de 

la subunidad 1Dx5  es del 0.6% del total de proteínas, lo que representa el 30% 

del valor promedio hallado en los controles. El hecho de que la expresión de la 

subunidad 1Dx5 no haya disminuido en el mismo grado que las demás SG-APM 

endógenas estaría indicando que este evento ha sido transformado, también, con 

el transgén 1Dx5, que se estaría expresando débilmente, al igual que el transgén 

1Ax1.  

 

 

Nº de  

semillas 

SG-APM/ 

P.T.(%) 

1Ax1/ 

P.T.(%) 

1Ax2*/ 

P.T. (%) 

1Dx5/ 

P.T. (%) 

1Bx7/ 

P.T. (%) 

1By9/ 

P.T. (%) 

1Dy10/ 

P.T. (%) 

 

Control (25) 
11.0 ± 0.19 0.0 ± 0.0 1.2 ± 0.06 2.0 ± 0.05 2.9 ± 0.07 2.0 ± 0.05 2.8±0.05 

 

F T1 (1) 

F T2 (13) 

F T3 (27) 

 

4.0 ± 0.12 

1.0 ± 0.12 

1.0 ± 0.17 

 

0.5 ± 0.03 

0.0 ± 0.0 

0.2 ± 0.04 

 

0.0 ±  0.0 

0.0 ±  0.0 

0.0 ±  0.0 

 

1.0 ± 0.03 

0.3 ± 0.08 

0.6 ± 0.05 

 

0.9 ± 0.06 

0.6 ± 0.05 

0.05 ± 0.03 

 

0.6 ± 0.05 

0.0 ± 0.0 

0.05 ±0.03 

 

1.1 ± 0.4 

0.0 ± 0.0 

0.1 ± 0.05 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 14: Análisis densitométricos de geles de poliacrilamida de proteínas totales de 
endosperma del evento F.  F T1, F T2 y F T3: semillas de la primera, segunda y tercera 
generación del evento F, respectivamente. Los números entre paréntesis indican el número 
de semillas analizadas en cada caso. Los valores de la segunda a la octava columna son los 
promedios ± error estándar de las medidas realizadas. SG-APM: subunidades de gluteninas 
de alto peso molecular totales. P.T.: proteínas totales. Números en rojo, valores aumentados 
con respecto a los controles y, números en azul, valores por debajo del promedio de los 
hallados  para los controles. 
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 En el gráfico de la figura 40, es posible comparar el contenido total 

de las SG-APM, entre semillas controles y semillas T3, del evento F.  En estas 

últimas, a pesar de la expresión de los transgenes (aunque en forma débil), el 

contenido total de SG-APM disminuye de 11% a 1% (o sea, cae un 91% con 

respecto al valor promedio hallado en los controles), debido al silenciamiento de 

los genes de SG-APM endógenos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

Análisis por hibridización Southern 

 Se realizó el  análisis, por hibridización Southern, del ADN de una 

planta del evento F. En la autorradiografía, que se muestra en la figura 41, es 

posible observar, en la calle F T2 (conteniendo el ADN, digerido con EcoRV, de 

una planta T2, del evento F), la existencia de múltiples sitios de inserción y un alto 

número de copias de los transgenes introducidos. Se distinguen, al menos, 9 
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Control Evento F

1Dy10

1By9

1Bx7

1Dx5

1Ax2

1Ax1

Figura 40: Comparación del porcentaje de  SG-APM totales con respecto a 
las proteínas totales de endosperma, entre semillas controles y semillas 
homocigotas del evento F. Cada color representa el aporte de cada SG-
APM al total de SG-APM (con referencia a valores de la tabla 14). 
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bandas extras (al patrón de bandas que dan los genes de SG-APM endógenas), 

de los siguientes pesos moleculares: 11.6 kb, 10.2 kb, 9.0 kb, 7.3 kb, 5.9 kb 

(fuerte), 4.9 kb, 2.95 kb y 2.1 kb. Según el análisis densitométrico de la 

autorradiografía, pudo determinarse la existencia de, aproximadamente, 30 copias 

de los transgenes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Evento G 

En otro experimento de transformación, se halló un nuevo evento, al 

que llamamos G (tabla 10).  En la figura 42 se muestra un gel de poliacrilamida de 

las proteínas totales de endosperma de 11 semillas T1  procedentes de la misma 

madre T0. Se hallaron 97 semillas (de un total de 103 analizadas), con una 

expresión fuerte de los transgenes 1Ax1 y 1Dx5 acompañada por un 

silenciamiento total de las SG-APM endógenas (figura 42, calle 1, 3-10), 5 fueron 

9.9 Kb 

9.4 Kb 

6.5 Kb 

4.4 Kb 

  F T2          C          10c 

Figura 41: Hibridización Southern del 
evento F. F T2: ADN de una planta de la 
segunda generación (T2) del evento F. C: 
planta control sin transformar. 10C : 10 
copias. Las flechas indican las bandas 
correspondientes a los genes endógenos. 
El ADN fue digerido con EcoRV que 
linealiza los plásmidos pHMW1Ax1 y 
pHMW1Dx5, sin cortar ni descolgar los 
genes. 
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negativas para los transgenes, con un patrón normal de expresión de las SG-APM 

endógenas (figura 42, calle 11) y, sólo 1 semilla, expresó el transgén 1Ax1 con un 

patrón normal de las subunidades de glutenina de APM endógenas (figura 42, 

calle 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El análisis de la descendencia de esta semilla se describe en la  

 

 
Análisis por hibridización Southern de plantas T1 del evento G                
 
 

 Las semillas T1 que presentaron una fuerte expresión de los 

transgenes introducidos (SG-APM 1Ax1 y 1Dx5), llamadas “T1 silenciadas”, 

fueron sembradas, y el ADN de las plantas obtenidas fue analizado por 

Figura 15: Gel de poliacrilamida con SDS de proteínas totales de endosperma. C: 
semilla control sin transformar. Calles 1-11: semillas T1 procedentes de una única 
planta To. 

1Ax2* 

1Ax1 

1Dx5 

1Bx7 

1Dy10 

     C      1         2        3        4        5        6        7         8         9      10     11    

T1 

1By9 

Figura 42: Diferentes patrones de expresión de SG-APM, en semillas T1, del 
evento G. Gel de poliacrilamida, de proteínas totales de endosperma, de semillas 
T1 (primera generación). C: semilla de planta control sin transformar de la misma 
variedad que las transgénicas (ProINTA Federal). 
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hibridización Southern con el objeto de confirmar la transformación con los 

transgenes y determinar el número de copias introducidas. En las 

autorradiografías de las hibridizaciones Southern de la figura 43, se muestran  dos 

patrones de bandas diferentes, hallados en distintas plantas T1 silenciadas 

hermanas (procedentes de las semillas analizadas en la figura 42, calles 3, 4 , 5, 

9 y 10). De la comparación de los patrones de bandas de las calles 1, 2 y 3 del 

panel A, con los de las calles 4 y 6 del panel B, surgen claras diferencias en el 

número de sitios de inserción y , también, en el número de copias de los 

transgenes introducidos. Esto estaría indicando la segregación, en la progenie, de 

las múltiples copias introducidas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                1     2     3    C1  C2  

23.1 Kb 

9.4 Kb 

6.5 Kb 

4.4 Kb 

  4       5      6    C3   1c 

9.9 Kb 

9.4 Kb 

6.5 Kb 

4.4 Kb 

A B 

Figura 43: Autorradiografías de hibridizaciones Southern, de ADN 
genómico, de plantas T1 del evento G. La digestión se llevó a cabo con 
la enzima EcoRV. C1, C2 y C3: plantas controles sin transformar.  Las 
flechas pequeñas indican las bandas de hibridización cruzada de la 
sonda con los genes endógenos. Panel A: plantas T1 silenciadas  (calles 
1-3). Panel B: planta T1 negativa (calle 5) y plantas T1 silenciadas (calles 
4 y 6). 
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 En el ADN de 3 de las plantas T1 silenciadas  (figura 43, panel A, 

calles 1, 2 y 3) es posible identificar, al menos, 20 bandas extras al patrón 

endógeno, de pesos moleculares entre 3 y 18 kb. Las más intensas son de: 17.9 

kb; 15.8 kb; 11.1 kb; 8.9 kb; 5.9 kb (muy fuerte) y 3.0 kb. El número de copias, 

estimado por densitometría, fue de 50, aproximadamente. Por otro lado, en el 

ADN de otras dos plantas T1 silenciadas (figura 43, panel B, calles 4 y 6) se 

observan, al menos, 15 bandas extras de pesos moleculares entre 15 y 4 kb, 

siendo las más intensas de 9.7 y 5.9 kb (muy fuerte). El número de copias 

estimado es de 40. En la calle 5 (figura 43), se encuentra el ADN digerido de una 

planta T1, negativa para los transgenes, en la que, como era de esperar, sólo se 

observa el patrón de bandas correspondientes a las SG-APM endógenas (al igual 

que en los controles, calles C1, C2 y C3). 

 En la figura 44 se muestra la autorradiografía del análisis por 

hibridización Southern, del ADN de una planta T1, procedente de la única semilla 

que expresó el transgén 1Ax1, con un patrón normal de expresión de las SG-APM 

endógenas (figura 42, calle 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

9.4 Kb 

Figura 44: Autorradiografía  de una 
hibridización Southern, del ADN de 
una planta T1, del evento G, 
(procedente de la única semilla T1 que 
expresa el transgén 1Ax1 con un 
patrón normal de expresión de SG-
APM endógenas). El ADN fue digerido 
con la enzima EcoRV, que linealiza el 
plásmido pHMW1Ax1, pero no corta ni 
descuelga al gen. Las flechas negras 
pequeñas indican las bandas 
correspondientes a los genes 
endógenos. Las puntas de flechas 
señalan las bandas extras 
pertenecientes a los transgenes. La 
flecha blanca indica un aumento de 
intensidad de una de las bandas 
endógenas, por superposición con otra 
copia del transgén. 1c: 1 copia de 
plásmido pHMW1Ax1.  

  T1     Control    1c 

6.5 Kb 

4.4 Kb 

23.1 Kb 

9.9 Kb 
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 En la calle T1 (figura 44), las cabezas de flechas señalan dos 

bandas extras al patrón endógeno, de 9.5 y 4.5 kb, que no se encuentran en el 

control, y que corresponden a los transgenes introducidos. Además, existe un 

notable incremento de la banda de 7.6 kb del patrón endógeno (flecha blanca) lo 

que podría indicar una superposición con otra banda de los transgenes. El 

número total de copias de los transgenes (estimado por densitometría), es de 3, 

en claro contraste con el alto número de copias hallado en plantas T1 hermanas 

(figura 43, paneles A y B, calles 1, 2, 3, 4 y 6), procedentes de semillas en las que 

los genes que codifican las SG-APM endógenas se hallan silenciados (figura 42, 

calles 3, 4, 5, 9 y 10). De esta forma, es posible deducir que, el alto número de 

copias de los transgenes presentes en la planta T0, estaría segregando en la 

descendencia, dando lugar a plantas T1 que conservan 50 copias (figura 43, 

panel A, calle 1, 2 y 3), otras con 40 copias (figura 43, panel B, calle 4 y 6) y, una 

sola, con sólo 3 copias (figura 44, calle T1). En aquellas que mantienen un alto 

número de copias se conserva el silenciamiento de las SG-APM endógenas, 

mientras que, en la que perdió gran parte de las copias, el silenciamiento revierte.  

 

Análisis de segregación de los transgenes en la descendencia 

Se sembraron 16 semillas T1 que presentaban una fuerte expresión 

de los transgenes, 1Ax1 y 1Dx5, acompañada de un silenciamiento de las SG-

APM endógenas (T1 silenciadas), obteniéndose plantas fértiles en todos los 

casos. Se analizaron las semillas T2 procedentes de cada una de las 16 plantas 

T1 silenciadas, y se pudo comprobar que el silenciamiento se conservó en las 

semillas procedentes de 14 de las 16 plantas analizadas. En la figura 45 se 

muestran dos de estas familias, una procedente de una planta T1 heterocigota 
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para los transgenes introducidos (figura 45, panel A), y otra “homocigota” para 

dichos transgenes (figura 45, panel B). De las 13 semillas T2 de la planta 

heterocigota, 7 son negativas para los transgenes y, como era de esperar, 

presentan un patrón normal de expresión de las SG-APM endógenas. Las 5 

semillas restantes (calles 6-11, panel A, figura 45), al igual que las 13 semillas de 

la planta homocigota (calles 1-13, panel B, figura 45), tienen una fuerte expresión 

de los transgenes 1Ax1 y 1Dx5, acompañada de un silenciamiento total de las 

SG-APM endógenas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 De las 16 plantas procedentes de semillas T1 silenciadas, 

hubo 2 cuyas semillas T2 no conservaron el patrón de silenciamiento de las 

Figura 45: Geles de poliacrilamida de proteínas totales de endosperma.   
 A) Semillas T2 procedentes de una misma T1 silenciada (figura 42, calle3) que resultó 
ser heterocigota para los transgenes introducidos. B) semillas T2 de una misma planta 
T1silenciada (figura 42, calle 5), que es homocigota para los dos transgenes introducidos. 
C: semilla de una planta control sin transformar. Las flechas indican los productos de 
expresión de los transgenes introducidos (SG-APM 1Ax1 y 1Dx5). 

    C     1     2     3     4     5     6     7     8     9    10    

B 

  C    1     2    3     4     5     6     7    8     9   10  11   12  13 

T2 T2 
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madres, observándose una reversión del silenciamiento (figura 46, panel A, calles 

4, 6, 7, 10 y 12, y panel B, calle 10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C      1      2      3       4      5      6      7      8       9    10     11   12 

A 

  C     1      2      3      4      5      6      7     8       9     10     11   12 

B 

Figura 46: Geles de poliacrilamida de proteínas totales de 
endosperma. Cada gel consiste de 12 semillas T2 procedentes de 
una misma T1 silenciada (calles 1-12, paneles A y B). C: semillas 
controles de plantas sin transformar. 
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El grado de reversión observado en las dos familias es diferente. 

Mientras que en  una  sólo se halló reversión del silenciamiento en 1 semilla T2 de 

12 (figura 46, panel B, calle 10); en la otra hubo una reversión total del 

silenciamiento en 5 semillas de 12 (figura 46, panel A, calles 4, 6, 7, 10 y 12), y 

distinto grado de reversión parcial en otras 5 semillas T2 (figura 46, panel B, 

calles 2, 3, 5, 8 y 11). Las 2 semillas restantes del panel A (procedentes de la 

misma planta T1) son negativas para los transgenes y, como es de esperar, la 

expresión de las SG-APM endógenas es normal. 

 

Análisis por hibridización Southern de ADN de plantas T2  

 Se observó que cuando una semilla T2 con silenciamiento (figura 47, 

calle 2, panel A) es sembrada, y se analiza el ADN de la planta obtenida por 

hibridización Southern, el número de copias sigue siendo muy alto (de, 

aproximadamente, 40), conservándose el mismo patrón de bandas de la madre 

(comparar figura 43, panel B, calle 4 con figura 47, panel B, calle 2). Sin embargo, 

cuando semillas que tuvieron una reversión del silenciamiento (figura 47, panel A, 

calles 1, 3, 4 y 5) son sembradas, y se analiza el ADN de las plantas resultantes, 

el número de bandas extras, correspondientes a los transgenes, desciende 

bruscamente a  2, y  los análisis densitométricos indican que el número de copias 

es de, aproximadamente, 3. De esta forma, es posible confirmar en la segunda 

generación (T2), el mismo hecho que ya se había observado en la primera 

generación (T1), y es que, cuando los transgenes segregan en la descendencia, 

en aquellas hijas que pierden la mayor parte de las copias de los transgenes 

introducidos, se produce una reversión del fenómeno de silenciamiento de los 

genes que codifican para las SG-APM endógenas, permitiendo comprobar la 
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estrecha asociación existente entre la presencia de este fenómeno y un alto 

número de copias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 C         1        2        3         4         5  C     1         2     3    4      5 

A B 

Figura 47: Panel A: gel de poliacrilamida de 4 semillas T2 con reversión (calles 1, 3, 
4 y 5) y una silenciada (calle 2), procedentes de la misma planta T1 silenciada. Panel 
B: Autorradiografía de una hibridización Southern, de ADN genómico, de las plantas 
T2, procedentes de las mismas semillas T2 analizadas en el panel A (en la misma 
posición). La digestión se realizó con la enzima EcoRV, que no corta ni descuelga los 
transgenes. Las flechas pequeñas indican las bandas de hibridización cruzada con 
los genes endógenos. Las puntas de flecha grandes señalan las bandas extras, 
correspondientes a los transgenes introducidos, en el ADN de las plantas con 
reversión.. 
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La única semilla T1 de este evento, que expresó el transgén  1Ax1 

junto con un patrón normal de expresión de las SG-APM endógenas (figura 42, 

calle 2), fue sembrada, obteniéndose una planta fértil. En la figura 48 se muestra 

un gel de poliacrilamida, de los extractos proteicos de 11 semillas T2 procedentes 

de esta planta, hemicigota para el transgén 1Ax1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Para una mejor identificación de la banda correspondiente a la 

subunidad 1Ax1 (producto del transgén introducido), es mejor contar con un 

Figura 48: Gel de poliacrilamida de proteínas totales de endosperma. Calles 1-11: 
semillas T2, del evento G, procedentes de una planta T1 hemicigota para el 
transgén 1Ax1. C2: semilla control, de planta no transformada, de la misma 
variedad que les transgénicas (ProINTA Federal). C1: semilla control, de planta no 
transformada, de una variedad diferente que presenta la subunidad 1Ax1 en forma 
natural (ProINTA Oasis). La flecha indica la nueva subunidad expresada, producto 
del transgén 1Ax1 introducido. 

1Bx7 

1Ax2* 

1Ax1 

1Dx5 

1Dy10 
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control positivo, que utilizar marcadores de peso molecular. Esto se debe a que la 

movilidad electroforética de las subunidades de glutenina de alto peso molecular, 

en geles de poliacrilamida, es bastante anómala y no siempre guarda relación con 

sus pesos moleculares, debido a la inusual composición de aminoácidos y a la  

estructura secundaria, rica en giros-β, que tienen dichas subunidades (137). De 

allí que se haya utilizado la variedad  ProINTA Oasis como control positivo de la 

expresión del gen 1Ax1, ya que dicho cultivar presenta esta subunidad en forma 

natural. El control negativo es una semilla de una planta sin tratar, de la  misma 

variedad que las transgénicas (ProINTA Federal) (figura 48). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la figura 49 se observa una diferente intensidad de la banda 

correspondiente a la subunidad 1Ax1, entre la semilla T1 y la T3, debido a que la 

semilla T3 procede de una planta T2 homocigota. En este caso, al duplicarse la 

dotación génica del transgén, pasando del estado de hemicigota al de 

homocigota, se duplica también la cantidad de proteína que se expresa. Este 

T 1 Control 

1Dy10 

1Ax1 
1Ax2 
1Dx5 

1Bx7 

1By9 

T 3 

1Ax1 

Figura 49: Gel de poliacrilamida de proteínas totales de 
endosperma. T1 y T3, semillas de la primera y la tercera generación. 
T1 es la única semilla T1 del evento G que expresó el transgén 1Ax1 
junto con un patrón normal de expresión de los genes de SG-APM 
endógenas (ver también figura 42, calle 2). 
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hecho se comprueba claramente, mediante el análisis densitométrico de los geles 

de poliacrilamida (tabla 15, T1-6b y T3-6b). 

 

Análisis densitométricos  

 En la tabla 15 se muestran los resultados del análisis densitométrico 

de los geles de poliacrilamida, de los extractos proteicos, de semillas T1, T2 y T3, 

con y sin reversión, del evento G.  

 

Semillas 

 
SG-APM/ 

Prot. tot. (%) 
 

 
 

1Ax1/Prot. 
tot. (%) 

 
 

1Ax2*/Prot. 
tot.(%) 

1Dx5/Prot. 
tot.(%) 

1Bx7 /Prot. 
tot.(%) 

1By9/Prot. 
tot.(%) 

1Dy10/Prot. 
tot.(%) 

 
Control 

 
T1-6b (1) 

 
T1S (97) 

 
T2S (24) 

 
T2R (5) 

 
T3-6b (9) 

 

11.0 ± 0.19 
 

12.6 ± 0.2 
 

3.1 ± 0.09 
 

4.0 ± 0.11 
 

11.5 ± 0.5 
 

13.3 ± 1.2 

0.0 ± 0.0 
 

0.9 ± 0.05 
 

1.2 ± 0.04 
 

1.3 ± 0.04 
 

1.0 ± 0.02 
 

1.2 ± 0.1 

1.2 ± 0.06 
 

1.1 ± 0.04 
 

0.0 ± 0.0 
 

0.0 ± 0.0 
 

1.1 ± 0.04 
 

1.0 ± 0.1 

2.0 ± 0.05 
 

2.4 ± 0.04 
 

1.9 ± 0.05 
 

2.8 ± 0.09 
 

1.9 ± 0.07 
 

2.8 ± 0.3 

2.9 ± 0.07 
 

3.0 ± 0.10 
 

0.0 ± 0.0 
 

0.0 ± 0.0 
 

3.0 ± 0.17 
 

3.1 ± 0.4 

2.0 ± 0.05 
 

2.2 ± 0.05 
 

0.0 ± 0.0 
 

0.0 ± 0.0 
 

1.9 ± 0.11 
 

2.1 ± 0.3 

 
 

2.8 ± 0.05 
 

3.0 ± 0.05 
 

0.0 ± 0.0 
 

0.0 ± 0.0 
 

2.6 ± 0.18 
 

3.1 ± 0.3 
 
 

 

 

 

 

   

  

 

Tabla 15: Análisis densitométricos de geles de poliacrilamida, de extractos de 
proteínas totales, de semillas del evento G.  
Los valores entre paréntesis (primera columna) son los números de semillas analizados. 
Los números en las demás columnas representan el valor promedio ± error estándar de las 
semillas analizadas. T1S y T2S: semillas silenciadas de la primera y la segunda 
generación, respectivamente. T2R: semilla T2 con reversión (procedentes de una planta T1 
silenciada). T1-6b: única semilla T1, del evento G, con 6 bandas (transgén 1Ax1 + 5 
bandas de SG-APM endógenas). T3-6b: semillas de la tercera generación, proveniente de 
una planta T2-6b homocigota (esta última, a su vez, es una hija de T1-6b). Los números en 
rojo son valores aumentados con respecto a los hallados en los controles, y los que están 
en azul, se hallan significativamente por debajo de los valores controles. 
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 De los datos mostrados en la tabla 15 pueden obtenerse 

conclusiones importantes. La primera es que el transgén 1Ax1, en las semillas T3 

6b (que presentan 6 bandas - 6b -, ya que expresan el transgén 1Ax1 + 5 bandas 

de SG-APM), ha alcanzado un buen nivel de expresión (1,2% sobre el total de 

proteínas), comparable al de una de las subunidades endógenas (1Ax2*). La 

segunda es que existe una sobreexpresión débil de la subunidad 1Dx5 (aumenta 

de 2 a 2,8%, es decir, un 40% por encima de los valores de los controles), que se 

hace más evidente recién en las semillas T3-6b (comparado con los valores 

hallados para la semilla T1-6b) . Esto se debe a que las semillas T3-6b proceden 

de una planta homocigota para los transgenes 1Ax1 y 1Dx5 y, el nivel de 

expresión alcanzado por los transgenes es, generalmente, mayor en las 

homocigotas. 

 Como ya se mencionó anteriormente, hubo 97 semillas T1 que 

expresaron los transgenes 1Ax1 y 1Dx5, junto con un silenciamiento de los genes 

que codifican para las SG-APM endógenas. En la tabla 15 es posible observar 

diferencias entre los niveles de expresión alcanzado por las distintas SG-APM, 

entre las semillas T1S y T2S (particularmente en el nivel de expresión de la 

subunidad 1Dx5). Esto se debe a que las semillas T2S proceden todas de una 

misma planta homocigota para los transgenes introducidos y, como ya se 

mencionó, el nivel de expresión alcanzado por los transgenes es, generalmente, 

mayor en las homocigotas.  En estas semillas T2S, la expresión del transgén 

1Ax1 es buena, del 1.3% con respecto al total de proteínas de endosperma 

(comparable a la expresión de la subunidad endógena 1Ax2* en las semillas de 

plantas controles). Además, existe una sobreexpresión de la subunidad 1Dx5, del 

30% por encima de los valores hallados en los controles. 
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 Es importante destacar que, las semillas indicadas como T2R, en la 

tabla 15, proceden de una planta T1 silenciada en la que, durante la meiosis, se 

produjo una segregación del alto número de copias de los transgenes 

introducidos, dando lugar a semillas con diferentes patrones de expresión (que se 

muestran en la figura 46, panel A). De esta forma, las 5 semillas T2R, a las que se 

hace mención en la tabla 15, no proceden de una planta homocigota para los 

transgenes. De allí que, al comparar los niveles de expresión promedio que 

alcanzaron los transgenes en ellas, con los valores de las semillas homocigotas 

T3-6b (que también revirtieron el fenómeno de silenciamiento, pero en la primera 

generación), la expresión de los transgenes sea menor, en las semillas T2R, que 

en las T3-6b.  

 En el gráfico de la figura 50 es posible comparar el contenido total de 

SG-APM de semillas controles, con semillas procedentes de plantas homocigotas 

para los transgenes 1Ax1 y 1Dx5 pero, con silenciamiento de los genes de SG-

APM endógenas (T2S), en un caso y, con reversión del fenómeno de 

silenciamiento, en el otro (T3-6b). En las semillas T2S, se muestra claramente 

que, a pesar de una buena expresión de los transgenes, el contenido de SG-APM 

total cae un 64% con respecto al valor de los controles (de 11% a 4%), debido al 

silenciamiento de los genes de las SG-APM endógenas. En cambio, en las 

semillas con T3-6b, procedentes de plantas del mismo evento, pero que han 

perdido gran parte de las copias de los transgenes, se revierte el fenómeno de 

silenciamiento, por lo que, una buena expresión de los transgenes se suma a un 

patrón normal de expresión de las SG-APM endógenas, llevando a un incremento 

del contenido total de SG-APM del 21 %, por encima de los valores controles 

(figura 50).  
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 Con respecto a la segregación de los transgenes en el evento G, ha 

sido posible comprobar que, una vez que se produce la reversión del fenómeno 

de silenciamiento (por pérdida de gran parte de las copias introducidas), los 

transgenes 1Ax1 y 1Dx5 tienen una segregación mendeliana en la descendencia  

(75% de positivas-25% homocigotas y 50% hemicigotas- y un 25% de negativas). 

Además, a partir de la reversión del fenómeno de silenciamiento, los transgenes 

comienzan a transmitirse en forma estable a la descendencia, manteniéndose un 

número de copias constante de, aproximadamente, 3. 

  

0
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Control T2 S T3-6b

1Dy10

1By9

1Bx7

1Dx5

1Ax2*

1Ax1

Figura 50: Comparación del porcentaje de  SG-APM totales con respecto a las proteínas 
totales de endosperma, entre semillas controles y semillas homocigotas del evento G. T2 
S: semillas T2 silenciadas (procedentes de una planta T1 silenciada y homocigota para 
los transgenes 1Ax1 y 1Dx5). T3-6b: semillas de la tercera generación (T3) que 
expresan 6 bandas de SG-APM (el transgén 1Ax1 + 5 SG-APM endógenas). Las 
semillas T3-6b proceden de una planta T2-6b, homocigota para los transgenes 1Ax1 y 
1Dx5 (esta última, a su vez, es hija de la única T1-6b, que expresó el transgén 1Ax1 sin 
modificar la expresión de las SG-APM endógenas). Cada color representa el aporte de 
una SG-APM diferente al total de SG-APM (con referencia a valores de la tabla 15). 
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2.2. Cotransformación de genes de SG-APM con genes selectores y/o  

marcadores 

 Como ya se mencionó en la sección Materiales y métodos, en los 

experimentos de transformación de trigo para mejorar la calidad panadera 

(mediante la introducción de los genes de SG-APM 1Ax1 y 1Dx5), se utilizaron, 

también, los plásmidos pAHC25 ó pGl2, que contienen los genes bar y gus (en el 

caso del primero) o  el gen hpt (en el segundo plásmido). En la tabla 16 se 

muestran los genes introducidos en cada uno de los 7 eventos de transformación 

obtenidos. Se hallaron 3 eventos (A, E y F) transformados con el gen bar (que 

confiere resistencia al herbicida glufosinato) y el gen gus (un gen marcador que 

codifica para la enzima β-glucuronidasa de E. coli). Mientras que, los eventos B, 

D y G resultaron transformados con el gen hpt (que otorga resistencia al 

antibiótico higromicina). 

  

Evento 1Ax1 1Dx5 uidA bar hpt Silenciamiento génico 

 

   A  

   B 

   C 

   D 

   E 

   F 

   G 

 

-    

-      

+ 

+ 

+ 

+   

+          

 

+ 

+ 

 - 

 - 

 - 

  + 

    + 

 

+ 

n.c.     

 n.c.  

 n.c. 

 + 

 + 

 n.c.   

 

+ 

n.c.     

n.c.    

n.c. 

+ 

+ 

 n.c. 

 

n.c. 

+     

n.d. 

+ 

n.c. 

n.c. 

+ 

 

         No se halló 

         No  se halló 

        1Bx7 y 1By9  

             1Ax2* 

             1Ax2*  

          SG-APM  

       SG-APM y hpt 

 

 

Tabla 16: Eventos de transformación con genes marcadores, selectores y de SG-APM. 
Bar: gen de resistencia al herbicida glufosinato. uidA: gen que codifica para la β-
glucuronidasa de E.coli). Hpt : gen que confiere resistencia al antibiótico higromicina. 
N.c.: no corresponde. N.d.: no determinado.   
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 Con respecto a la expresión de los genes marcadores o selectores 

introducidos por transformación, pudo asociarse, nuevamente, la presencia de un 

alto número de copias del transgén (en este caso del transgén hpt, en el evento 

G), con silenciamiento, como ya se discutirá más adelante. 

 A continuación, se describen los análisis realizados por evento y la 

segregación de los transgenes en la descendencia. 

 

Evento A 

 Se realizó el análisis del ADN de plantas T1, del evento A, mediante 

la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para el gen bar, según se detalla 

en la sección “Materiales y métodos”. Las mismas muestras fueron también 

analizadas para el gen endógeno fbp, que codifica para la enzima 

fructosabisfosfatasa y que, al hallarse presente en todas las plantas de trigo, se 

utiliza como control de amplificación interno (para descartar falsos negativos por 

presencia de inhibidores de la Taq. polimerasa  en la muestra y/o por degradación 

del  ADN extraído). En la figura 51 se muestra un gel de agarosa con los 

productos de amplificación esperados para los genes bar y fbp, de 494 y 317 

pares de bases, respectivamente (utilizando los cebadores que se detallan en la 

sección materiales y métodos). Se muestra el análisis del ADN de sólo 8 de las 

plantas T1 analizadas (calles 4-11), dos de las cuales resultaron negativas para el 

gen bar y homocigotas para el transgén 1Dx5 (calles 8 y 9). 

 Como era de esperar, las mismas plantas que resultaron positivas 

para el gen bar, lo fueron también para el gen uidA (figura 52), ya que los genes 

uidA y bar se encuentran en el mismo plásmido utilizado en la transformación 
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(pAHC25). Además, pudo comprobarse que ambos genes cosegregan en la 

descendencia, debido a la proximidad con que se insertaron en el genoma. 

 

 

 

 
 

.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 51: PCR para los genes bar y fbp. Gel de agarosa al 1,5%, teñido con 
bromuro de etidio, con los productos de amplificación de los genes bar y  fbp. M: 
marcador de peso molecular. Calles 1 y 2: controles negativos (sin ADN). Calle 3: 
control negativo (con ADN de plantas controles). Calles 4-11: productos de 
amplificación de ADN de plantas experimentales de la primera generación (T1) del 
evento A. 

bar (494 pb) 

fbp (317 pb) 

4.4Kb 

23.1 Kb 

9.4Kb 

2.0Kb 

0.5Kb 

 M   1    2      3      4     5     6     7     8    9    10    11 

 (-)  (-)    (-) 
A T1 

4.4Kb 

23.1 Kb 

9.4Kb 

2.0Kb 

0.5Kb 

 M    1      2     3     4     5      6       7      8     9    10    

 (-)  (-)    

A T1 

uidA (275 pb) 

Figura 52: PCR para el gen uidA. Gel de agarosa al 2%, teñido con bromuro de 
etidio, con los productos de amplificación (por PCR) del gen uidA, que codifica para la 
enzima β-glucuronidasa de E. coli. Calles 3-10: productos de amplificación, de ADN 
genómico, de plantas T1 del evento A.  Las muestras de las calles 3, 4, 5 , 6, 7 y 9 
corresponden a ADN de las mismas plantas que las de  las calles 4, 5, 6, 7, 10 y 11 de 
la figura 51, respectivamente. También se amplificó la misma muestra de ADN en las 
calles 8 y 10, que en las calles 8 y 9 de la figura 51. M: marcador de peso molecular. 
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Eventos B y D 

 En la tabla 16 se mencionó que los eventos B y D resultaron 

transformados, también, con el gen selector hpt, que confiere resistencia al 

antibiótico higromicina. En la figura 53 se muestra un gel de agarosa, con los 

productos de amplificación, por PCR, de este gen, partiendo de muestras de ADN 

genómico, de plantas T1, de estos dos eventos.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Tanto las 4 plantas T1 del evento B, como las 6 del evento D que 

fueron analizadas por PCR para el gen bar, eran positivas para el transgén 1Ax1 

ó 1Dx5, respectivamente. Sin embargo, sólo algunas de ellas resultaron positivas 

para el gen hpt (calles 3, 9 y 10, figura 53), lo que estaría indicando una 

segregación independiente de los transgenes de SG-APM y el gen selector hpt, 

en ambos eventos. 

Figura 53: PCR para el gen hpt. Gel de agarosa  al 1.5%, teñido con bromuro de etidio, 
mostrando los productos de amplificación por PCR del gen hpt. Calle 1: amplificación sin 
ADN. Calle 2: amplificación de ADN de una planta control. Calles 3-6: amplificación de 
ADN de 4 plantas T1 del evento B. Calles 7-12: amplificación de ADN de 6 plantas T1 
del evento D. M: marcador de peso molecular. 
 

 M      1     2      3      4      5      6      7     8       9    10    11   12 

hpt (412 pb) 

kb 

23.1 

9.4 

2.0 

0.5 

B T1 D T1 
(-)    (-) 



Resultados 

_______________________________________________________________________________________ 

Pág-145- 

Evento F 

 Se llevó a cabo el estudio de la presencia del transgén bar en el 

evento F, mediante análisis por PCR. En la figura 54 se muestra un gel de 

agarosa, con los productos de amplificación del gen bar,  del ADN genómico de  7 

plantas T2, 6 de las cuales resultaron positivas para el transgén (calles 3-7). 

  

 

 

 

 

 

 

 

  

  

  

 

 

 Se realizó el estudio de la expresión del gen bar,  mediante un 

ensayo de resistencia al herbicida glufosinato, in vivo, que consistió en aplicar una 

solución acuosa del  mismo sobre las hojas de plantas tratamiento y control.  En 

la figura 55 se muestra el efecto de la aplicación del herbicida en dos plantas 

control (C1 y C2, figura 55) y en dos plantas transgénicas para el gen bar, del 

evento F (1 y 2, figura 55). Mientras que en las dos plantas controles, existe una 

clara diferencia entre las hojas tratadas (T) y no tratadas (C), ya que las primeras 

Figura 54: PCR para el gen bar. Gel de agarosa al 1.5%, teñido con bromuro de etidio, 
mostrando los productos de amplificación por PCR para el gen bar.. M: marcador de peso 
molecular. Calle 1:amplificación sin ADN; calle 2: amplificación de ADN de planta control, 
sin transformar. Calles3-8: amplificación de ADN de plantas T2 del evento F. Calle 9: 
control (+). 

M     1     2      3     4      5     6       7    8      9 

2.2 

23.1 

4.4 

0.5 

kb 

Bar (494 pb) 

9,4 

2,0 

F T2 
(-)   (-) (+) 
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fueron severamente afectadas por el herbicida, esto no ocurre en las dos plantas 

transgénicas. En estas últimas, no hay diferencias entre hojas con y sin 

tratamiento, debido a la presencia del producto del transgén bar, que confiere 

resistencia al herbicida aplicado. De esta forma, se pudo comprobar que el 

transgén bar se está expresando, y a un nivel suficientemente alto como para 

otorgar resistencia al herbicida.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figura 55: Efecto de la aplicación de una solución acuosa de glufosinato (0,005%) sobre 
hojas del evento F. C: hojas control con solución acuosa de tween. T: hojas tratadas con 
una solución acuosa de glufosinato (nombre comercial, BASTA) y tween, de la misma 
planta. C1 y C2: plantas control no transformadas. 1 y 2: plantas T2 hermanas, 
resistentes al herbicida. 

PLANTAS   CONTROLES PLANTAS TRANSGÉNICAS 

 1  2 

C           T 

C1 C2 

   C              T                    C          T                C           T 
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 Las plantas del evento F fueron analizadas por PCR para determinar 

la presencia del gen marcador uidA (que codifica para la β-glucuronidasa de E. 

coli). En la figura 56 se muestra un gel de agarosa con los productos de 

amplificación del ADN de 7 plantas experimentales T2, del evento G, 6 de las 

cuales resultaron ser positivas para el transgén uidA (calles 3, 4, 6, 7, 8 y 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 La actividad de la enzima β-glucuronidasa (Gus), producto de la 

expresión del transgén uidA, se estudió mediante ensayos de histoquímica de 

semillas. En la figura 57 se muestran los resultados obtenidos, en donde la 

expresión de la enzima se pone en evidencia  mediante la coloración azul de las 

semillas T4 (filas A, B y C, figura 57). Estas semillas proceden de plantas T3, 

homocigotas para el transgén uidA y, también, para los transgenes 1Ax1 y 1Dx5.  

Figura 56: PCR para el gen uidA. Gel de agarosa al 2%, teñido con bromuro de etidio, 
mostrando los productos de amplificación por PCR, para el gen uidA, de plantas T2 del 
evento F (F T2). Calle 1: amplificación control sin ADN; calle 2: amplificación de ADN de 
planta control, sin transformar. Calles3-8: amplificación de ADN de plantas 
experimentales. Calle 9: control (+) (amplificación de ADN del plásmido pAHC25 que 
contiene el gen uidA). 

   1      2       3     4       5      6       7     8       9 

uidA (275 pb) 

F T2 

  (-)    (-) 



Resultados 

_______________________________________________________________________________________ 

Pág-148- 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Evento G 

Se estudió la presencia del transgén hpt en el evento G. Para ello, el 

ADN de 8 plantas T1, de dicho evento, fue amplificado por PCR para la presencia 

del gen selector hpt. En la figura 58, panel A, se muestra un gel de agarosa con 

los productos de amplificación por PCR. De las 8 plantas analizadas, 6 resultaron 

positivas para el transgén hpt (calles 4, 5, 6, 7, 10 y 11). El análisis del ADN, de 

las mismas plantas T1, por hibridización Southern, permitió comprobar los 

resultados obtenidos, así como también, determinar el número de copias de los 

transgenes. Mediante análisis densitométrico de la autorradiografía de la figura 

58, pudo determinarse que dos de las plantas (figura 58, panel B, calles 4 y 11) 

tienen, aproximadamente, 20 copias, y las otras 4 plantas, unas 7 copias (calles 5, 

A 
  
  
B 
 

C  
  
D 
 
 
E 
 

Figura 57: Ensayo de actividad de β-glucuronidasa en semillas (histoquímica 
de Gus (+): color azul). Fila E: corte longitudinal de semillas controles 
positivos. Fila D: semillas controles negativos. Filas A, B, C: trozos de 
semillas T3, transgénicas para el gen uidA (evento F), expresando la enzima 
β-glucuronidasa. 
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6, 7 y 10). Además, en las calles 6 y 7 se observa la presencia de reordenamiento 

de las copias introducidas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 58: Análisis moleculares, de plantas T1 del evento G, transformadas con el gen 
hpt. Panel A: gel de agarosa teñido con bromuro de etidio, de los productos de amplificación 
por PCR para el gen hpt, de ADN de plantas del evento G. Calle 1: control sin ADN; calle 2: 
planta control sin transformar. Calles 4-11: plantas experimentales T1 del evento G. M: 
marcador de peso molecular. Panel B: análisis por hibridización Southern, para el gen hpt, 
de las mismas plantas experimentales T2 que fueron analizadas por PCR (los números de 
calles, en los paneles A y B, corresponden al ADN de las mismas plantas). El ADN fue 
digerido con la enzima BamHI que descuelga el gen hpt completo (1.0 kb). C: planta control. 
5c: 5 copias. Las flechas pequeñas señalan bandas de hibridización de peso molecular 
mayor del esperado para hpt (1 kb), debido a un reordenamiento de los transgenes en el 
genoma (calles 6 y 7).  
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De las dos plantas negativas para hpt (figura 58, paneles A y B, 

calles 8 y 9), una lo es también para los genes 1Ax1 y 1Dx5 (procede de la 

semilla analizada en la figura 42, calle 11), y la otra es la planta que resultó de 

sembrar la  única semilla T1 positiva para la subunidad 1Ax1, pero con una 

expresión normal de los genes que codifican para las SG-APM endógenas (figura 

42, calle 2). Las 6 plantas T1, positivas para hpt (con alto número de copias),  

también presentan  los transgenes 1Ax1 y 1Dx5 (40-50 copias), junto con un 

silenciamiento de los genes que codifican para las SG-APM endógenas.  

En la figura 59 se muestra un gel de agarosa con los productos de 

amplificación, por PCR, del gen hpt, en plantas T2,  del evento G. Estas plantas 

proceden de las semillas T2 que tuvieron una reversión del silenciamiento de los 

genes de SG-APM endógenos, junto con una expresión normal del transgén 1Ax1 

(figura 46, panel A, calles 6, 7, 10 y 12; panel B, calle 10). Todas las plantas T2 

con dicha reversión del silenciamiento (T2R), resultaron negativas para hpt (figura 

59, calles 5, 6, 7, 8 y 11), a pesar de que sus respectivas madres T1, silenciadas 

para los genes de SG-APM endógenos (T1S), fuesen positivas para hpt (figura 

59, calles 4 y 9). Además, el análisis de una planta T2, que procede de una 

semilla T2 con silenciamiento de las SG-APM endógenas (T2S), resultó ser 

positiva para hpt al igual que la madre T1 (figura 59, calle 10). Como se 

esquematiza en la figura 60, todos estos resultados estarían indicando que los 

transgenes 1Ax1, 1Dx5 y hpt cosegregan en la descendencia, los tres en alto 

número de copias (plantas representadas por cuadrados rojos), pero que, cuando 

se pierden la mayor parte de las copias de 1Ax1 y 1Dx5 (produciéndose la 

reversión del fenómeno de silenciamiento de las SG-APM endógenas), se 

pierden, también, todas las copias del transgén hpt (plantas representadas por 
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círculos celestes). Este fenómeno de reversión del silenciamiento de los genes de 

SG-APM endógenos fue observado, tanto en la primera generación de plantas 

transgénicas del evento G (T1), como en la segunda (T2). 

 M     1     2    3     4    5     6      7    8     9    10  11 12  

2.3Kb 

23.1 Kb 

9.4Kb 

4.4Kb 

2.0Kb 

Figura 59: Análisis por PCR del gen hpt del ADN de plantas T1 y T2 del evento G. 
Gel de agarosa teñido con bromuro de etidio, con los productos de amplificación del 
gen hpt. M: marcador de peso molecular. Calle 1: amplificación control sin ADN; calle 2 
y 3: amplificación de ADN de planta control sin transformar. Calle 4: amplificación de 
ADN de planta T1silenciada (T1S), madre de cuatro plantas T2 con reversión (T2R) 
(calles 5, 6, 7, y 8). Calle 9: amplificación de ADN de planta T1 silenciada (T1S) madre 
de otra planta T2 con reversión (T2R, calle 11) y de una T2 que sigue silenciada (T2S, 
calle 10). Calle 12: control positivo (amplificación del plásmido pGL2 que contiene el 
gen hpt). 

T2 R T1 S T1S 

T2S T2R 

T1R 

Figura 60: Esquema de la segregación de los transgenes 1Dx5, 1Ax1 y hpt en el 
evento G. Cuadrados rojos: plantas en las que la presencia de los transgenes 1Ax1 y 
1Dx5 en alto número de copias (40-50) se asocia al silenciamiento de las SG-APM 
endógenas. Todas estas plantas contienen, también, el transgén hpt en alto número de 
copias. Círculos celestes: plantas con bajo número de copias de los transgenes 1Ax1 y 
1Dx5 (3 copias) (con una expresión normal de las SG-APM endógenas), y negativas para 
el transgén hpt.   

HPT 

HPT HPT HPT 

T0 

T1 

T1S T1S T1S 

T0 S 

HPT HPT HPT HPT HPT T2 

T2S T2S T2S T2S T2S T2R T2R T2R 
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  En la figura 61 se muestra el análisis de la expresión del transgén 

hpt, mediante un ensayo de resistencia, in vivo, al antibiótico higromicina. Cada 

fila corresponde a una planta diferente. Las hojas de las filas A y E pertenecen a 

dos plantas controles sin transformar, y las de las filas B, C, D, F, G y H son hojas 

de plantas transgénicas para los genes 1Ax1, 1Dx5 y hpt, los 3 en alto número de 

copias (plantas representadas por cuadrados rojos en la figura 60). En todos los 

casos, la primer columna corresponde al control, sin tratamiento, para cada planta 

(columna “0”), mientras que la segunda y la tercera son duplicados de tratamiento,  

durante 6 días, con una solución de 200 mg/ml de higromicina (columnas 

indicadas como “200”). La sensibilidad de las plantas tratadas, al antibiótico 

higromicina, se manifiesta mediante la clorosis de sus hojas luego de 6 días de 

tratamiento. Este hecho se observa tanto en las filas A y E, correspondientes a los 

controles, como en las filas B, C, D, F, G y H de las plantas transgénicas para el 

gen hpt, lo que estaría indicando el silenciamiento de dichos transgenes.   
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Figura 61: Ensayo de resistencia in vivo al antibiótico higromicina. La primer columna 
corresponde al control, sin tratamiento, para cada planta (columna “0”), mientras que la 
segunda y tercera son duplicados de tratamiento, durante 6 días, con una solución de 200 
mg/ml de higromicina. Filas A y E: plantas controles sin transformar. Filas B, C, D, F, G y 
H: plantas transgénicas para hpt. 
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Análisis de la presencia del gen ampR en los distintos eventos obtenidos 

 El gen que confiere resistencia a la ampicilina (amp
R) se encuentra 

en los vectores más comúnmente utilizados en la construcción de plásmidos 

(pUC). Todos los plásmidos utilizados en el bombardeo (ver “Materiales y 

métodos”, sección 2.1.) contienen este gen. Existe una creciente ola de rechazo a 

las plantas transgénicas que contienen genes de resistencia a antibióticos o 

genes heterólogos, procedentes de otras especies, por temor (muchas veces 

infundado) de que, al ser expresados en plantas destinadas a alimento humano, 

podrían resultar perjudiciales a la salud (138, 139 y 140). Por este motivo se 

procedió a determinar la presencia del gen ampR,  en plantas pertenecientes a los 

distintos eventos transgénicos obtenidos. En la figura 62, se muestra un gel de 

agarosa con los productos de amplificación del gen ampR, obtenidos por PCR. Las 

5 plantas positivas de las calles 3, 4, 5, 10 y 11 pertenecen a los eventos F, G, D, 

A y B, respectivamente, mientras que las plantas negativas de las calles 6-9 

corresponden al evento E, y a plantas del evento G en las que se produjo una 

reversión del fenómeno de silenciamiento de las SG-APM, al perderse la mayor 

parte del alto número de copias de los transgenes introducidos, durante la 

segregación. En todos los casos se realizó, también, la amplificación del gen 

endógeno fbp, lo que permitió descartar la presencia de falsos negativos por 

inactivación de la enzima Taq. polimerasa o por degradación del ADN de la 

muestra. Los cebadores utilizados para ambas amplificaciones son los que se 

describen en la sección “Materiales y métodos”, y los productos de amplificación 

obtenidos, para los genes ampR y fbp, son de 420 y 317 pb, respectivamente.  
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  M      1     2    3     4     5      6     7      8     9    10    11 

fbp (317pb) 

ampR (420pb) 

23.1 kb 

9.4 kb 

0.5 kb 

F     G    D     E1   E2   G1  G2   A     B 

Figura 62: Análisis por PCR del gen ampR  Gel de agarosa al 1.5%  con los productos 
de amplificación del gen ampR. Calles 1 y 2: amplificación sin ADN. Calles 3 a 11: 
amplificación de ADN de plantas experimentales de los eventos A, B, D, E, F y G (las 
letras arriba de los número de calles indican los distintos eventos analizados). G: planta 
del evento G con silenciamiento de las SG-APM endógenas. G1 y G2: plantas 1 y 2  del 
evento G, con reversión del fenómeno de silenciamiento de las SG-APM endógenas. 
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2.3. TRANSFORMACIÓN DE TRIGO CON EL GEN CI-2 DE CEBADA  

 Para la obtención de granos de trigo con un mayor contenido del 

aminoácido esencial lisina (para el cual es deficiente), se realizó su 

transformación con el gen CI-2 de cebada, que codifica para el inhibidor de 

quimiotripsina, una proteína de endosperma con altos niveles de lisina. Para ello, 

se llevó a cabo la construcción de dos plásmidos conteniendo el gen CI-2, bajo un 

promotor fuerte de trigo, específico de endosperma.  

 Debido a que se ha demostrado que el péptido CI-2 se sintetiza en 

polisomas unidos a membrana, se asumió que el ARNm de CI-2 codificaría un 

péptido señal, que dirigiría la proteína naciente a la membrana, tal como se 

observó en inhibidores de quimiotripsina de papa y tomate (79b) 

Williamson, M. et. al (79b), aislaron clones de ADNc para CI-2, a partir 

de una biblioteca específica de cebada.  Al secuenciar estos ADNc hallaron que, 

como se muestra en la figura 63, el marco abierto de lectura es precedido por una 

corta secuencia nucleotídica que comienza con un  ATG “en marco”, 69 

nucleótidos corriente arriba, la cual podría codificar un péptido hidrofóbico, con 

características de secuencia señal. Sin embargo, esta secuencia nucleotídica 

tiene un codón de terminación TAA, aproximadamente en el medio,  en marco con 

ambos ATG.    

 

 

 

 

 

 

NH2 -        Región codificante (84 AA)       - COOH 

252 pb ATG               TAA                 ATG 

¿Péptido señal? (23AA)   

Codón de terminación 

CI-2 

Figura 63: Inhibidor de quimiotripsina de cebada (CI-2). En celeste se representa la 
secuencia nucleotídica que codificaría al posible péptido señal y, en rojo, la región 
codificante de la proteína madura. 
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Experimentos de traducción, usando transcriptos de ARNm 

obtenidos a partir de ADNc, mostraron que la síntesis proteica, in vitro, comienza 

en el segundo ATG. Sin embargo, podría ser que, in vivo, la traducción se inicie 

en el primer ATG  y que el codón  TAA sea leído a través, gracias a la presencia 

de un ARNt supresor sin sentido, que ha sido encontrado en plantas, y que se 

caracterizan por promover la traducción más allá de un codón de terminación 

(141).  Este tipo de ARNt podría estar presente en endosperma de cebada, 

permitiendo que se sintetice una secuencia proteica con las propiedades de un 

péptido señal. Debido a que estas suposiciones aún no han sido demostradas y 

que, además, se desconoce qué podría suceder al tratar de expresar esta 

secuencia en endosperma de trigo (donde estos ARNt supresores podrían no 

existir), es que se decidió la construcción de dos plásmidos diferentes, para ser 

utilizados en la transformación de plantas de trigo, según se detalla a 

continuación. 

 

• pLUC 1:  contiene la región codificante de CI-2 junto con la secuencia 

corriente arriba que codificaría al posible péptido señal, pero con el 

codón de terminación mutado por PCR. Se colocó también un 

promotor fuerte, específico de endosperma, perteneciente al gen 

de la subunidad de glutenina de alto peso molecular 1Dx5.  

 

• pLUC 2:   contiene sólo  la región codificante de CI-2 bajo el promotor del gen 

1Dx5. En caso de que la hipótesis de los ARNt supresores de 

endosperma de cebada fuese falsa, y que la secuencia corriente 
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arriba del segundo ATG no fuese un péptido señal, esta sería la 

construcción más adecuada. 

 

2.3.1.  Estrategia general utilizada en la construcción de los plásmidos 

 

A) CI-2 con péptido señal 

 Se utilizaron los primers LUC 1 (en rojo) y LUC 3 (en azul) para 

corregir el codón de terminación e introducir dos sitios de corte para enzimas de 

restricción. 

 

 

 

 

          M    G     V    Q     D     L     T     V     T      S     A      I      S     S    V     S     Q     E     A      S          

1       ATGGGATATCAAGATCTCACAGTCACATCGGCGATCTCATCAGTCTCACAGGAAGCGAGC   60      

 CATGA 

  

 

       V    T     R     M    S     S     V      E     K     K     P      E      G     V     N     T     G     A     G     D       

61 GTAACAAGGATGAGTTCAGTGGAGAAGAAGCCGGAGGGAGTGAACACCGGTGCTGGTGAC   120 

                                                                               

        R     H     N     L     K     T      E     W     P      E     L     V     G      K    S      V     E      E     A     K            

121 CGTCACAACCTGAAGACAGAGTGGCCAGAGTTGGTGGGGAAATCGGTGGAGGAGGCCAAG 180 

 

                                                                                

        K     V     I      L     Q     D     K      P     E      A     Q     I      I      V     L     P      V     G      T     I            

181AAGGTGATTCTGCAGGACAAGCCAGAGGCGCAAATCATAGTTCTGCCGGTGGGGACAATT  240 

                                                                               

Codón de terminación corregido (TCA  X  TAA) 

EcoRV LUC 1 

Péptido Señal 
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       V     T      M     E     Y    R      I      D     R      V     R     L     F     V     D     K    L      D     N     I            

241GTGACCATGGAATATCGGATCGACCGCGTCCGCCTCTTTGTCGATAAACTCGACAACATT  300 

 

                                                                               

        A     Q      V     P     R      V     G     *                                                

301GCCCAGGTCCCCAGGGTCGGCTAGCAAGCTTGAGAGCTAGCCTGCTGCTGGCGTGTATGT   360 

 

                                                                               

361 ATTGCAGCTTCACCATCTCTTCTTGGCTATAGCAAGATTGAGATTTATAAATCATATACA   420 

                                                                                                                                        LUC  3 

421    ATAAGGTCTAGA  431             

                             

  

Sustituciones realizadas : 

• TCA X TAA: reemplazo del codón de terminación del posible péptido señal 

(TAA)  por otro que codifica una serina (TCA). 

• GGA X GGT: ambos codones codifican para glicina por lo que no hay cambio 

de aminoácidos. 

• TAT X GTT: aparece una tirosina en lugar de valina, como tercer aminoácido 

del péptido señal, para formar  un sitio EcoRV . 

• No hay ningún cambio en la secuencia que codifica a la proteína madura. 

• Aparece sitio XbaI corriente abajo de la región codificante. 

 

B) CI-2 sin péptido señal 

Se utilizaron los oligonucleótidos LUC 2 (en verde) y LUC 3 (en azul) 

para  introducir dos sitios de corte para enzimas de restricción, según se detalla a 

continuación:                                                  

ACGCC 

XbaI 
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                                            LUC 2                     

     M     G     R    Q     S    S      V     E     K      K     P     E      G     V     N      T     G     A     G     D            

1   ATGGGATATCGAGTTCAGTGGAGAAGAAGCCGGAGGGAGTGAACACCGGTGCTGGTGAC   60 

 

     R    H     N     L     K      T     E     W     P      E     L     V     G      K    S      V      E     E     A      K            

61 CGTCACAACCTGAAGACAGAGTGGCCAGAGTTGGTGGGGAAATCGGTGGAGGAGGCCAAG  120  

                                                                               

        K     V      I     L     Q     D     K      P     E     A     Q      I      I      V     L      P     V     G     T     I            

 121AAGGTGATTCTGCAGGACAAGCCAGAGGCGCAAATCATAGTTCTGCCGGTGGGGACAATT   180 

                                                                               

          V     T    M      E    Y     R      I      D     R      V     R     L     F     V     D     K    L      D     N     I            

 181  GTGACCATGGAATATCGGATCGACCGCGTCCGCCTCTTTGTCGATAAACTCGACAACATT   240 

                                                                               

          A     Q     V     P     R      V     G     *                                                

 241  GCCCAGGTCCCCAGGGTCGGCTAGCAAGCTTGAGAGCTAGCCTGCTGCTGGCGTGTATGT  300  

                                                                               

  301  ATTGCAGCTTCACCATCTCTTCTTGGCTATAGCAAGATTGAGATTTATAAATCATATACA   360 

                                                                         

    361  ATAAGGTCTAGA  371                                                                                           

                             

Modificaciones realizadas : 

• Inserción de tres aminoácidos  (glicina, tirosina y glutamina), inmediatamente 

después del primer ATG de la proteína madura, para formar un sitio EcoRV. 

• Aparece sitio Xba I corriente abajo de la región codificante. 

Notas : 

La secuencia ATGG, encontrada al comienzo de ambas construcciones (CI-2 + 

péptido señal y de CI-2 solo), procede del cebador utilizado para corregir el 

plásmido p1Dx5GUS (ver la corrección de dicho plásmido más adelante). 

ACGCC 

XbaI 

EcoRV 

AA insertados 

LUC 3 

CGTAA 
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• Se utilizó como templado el plásmido pcIC38 que contiene el gen CI-2 y su 

posible secuencia señal (79b). 

 

Condiciones usadas en las PCR 

 

• Oligos 1 y 3 (para CI-2 con P.S.):  1 µM 

• Oligos 2 y 3 (para CI-2 sin P.S.):  1 µM 

• Cl2Mg : 2,5 mM 

• Buffer 1 x 

• DNTPs : 0,2 mM de cada uno 

• Taq. DNA polimerasa : 2,5 U 

• Templado : 100 pg de plásmido pcIC38 

• Volumen final: 50 µl 

 

Condiciones de ciclado: 

• Hot start: 10 minutos a 95 ºC 

• Desnaturalización : 1 minuto a 95 ºC 

• Annealing : 1 minuto a 45 ºC 

• Extensión : 1 minuto a 72 ºC 

• Extensión final: 10 minutos a 72 ºC 

 

 Corrección del plásmido p1Dx5GUS 

Se contó con el plásmido p1Dx5GUS que contiene, en un vector 

pUC 18, el gen de la β-glucuronidasa de E. coli, bajo el promotor fuerte, específico 

35 ciclos 
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de endosperma, del gen de la subunidad de glutenina de alto peso molecular, 

1Dx5. 

Se realizaron dos construcciones en las que se reemplazó el gen 

uidA (que codifica para la β-glucuronidasa o Gus), por  el gen de CI-2, con y sin la 

secuencia correspondiente al posible péptido señal. Previamente, fue necesario 

realizar algunas modificaciones en el p1Dx5Gus, que consistieron en colocar un 

cebador con el objeto de introducir la secuencia ATGG, con la que deben 

comenzar  las secuencia  de CI-2, con o sin péptido señal, junto con nuevos sitios 

de restricción para facilitar el clonado.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 NOS 

Corte con Eco RV  y Xba I para eliminar  GUS 

+ 
Promotor 1Dx5  

Sma I 

Eco RV Kpn I 

Amp R 

Xba I 

Sac I  Kpn I 

Cebador doble hebra  con extremos compatibles con Eco RV y Xba I 
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+ 
Productos de amplificación por PCR del gen CI-2 cortados con EcoRV y Xba I 

NOS Promotor 1Dx5  

Sma I 

Eco RV Kpn I 

Amp R 

  Xba I 

Sac I Kpn I 

ATGG 

Corte con EcoRV  y XbaI  

   ATATCATGGGATATGCTGCAGT  

              GTACCCAG CTGGACGTCAGATCT 

Nuevo sitio EcoRV 

Ligación con T4 ligasa 

Extremo compatible con 
XbaI (el sitio se 
conservará al ligar) 

Extremo compatible con EcoRV 
(el sitio desaparecerá al  ligar 
por la presencia de bases en 
azul) 
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Chequeo de los plásmidos construidos 

   En la figura 64, se muestra el  chequeo de las construcciones 

realizadas, por electroforesis en un gel de agarosa al 1 %.  La estimación de los 

pesos moleculares se llevó a cabo utilizando el programa “Gel “ que es una 

implementación Turbo Pascal de la rutina Fortran, descripta por  Shaffer y 

Sederoff (142),  que aplica el ajuste de mínimos cuadrados para obtener  las 

relaciones recíprocas entre movilidad y longitud del fragmento. 

 

Ligación con T4 ligasa 

CI-2 Péptido 
señal 

Eco RV XbaI 

CI-2 

EcoRV XbaI 



Resultados 

_______________________________________________________________________________________ 

Pág-164- 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Luego de  comprobar que ambas construcciones fueron 

correctamente realizadas,  se procedió a utilizar estos plásmidos para la 

transformación de plantas de trigo. Se realizaron 6 experimentos de bombardeo, 

tres de ellos con el plásmido pLUC1, y tres con el pLUC2. En todos los casos se 

utilizó el plásmido pGL2 (que contiene el gen hpt, que confiere resistencia a la 

higromicina), como plásmido selector. En los 6 experimentos se emplearon dos 

variedades comerciales de trigo pasta o candeal (Triticum  durum) diferentes, 

llamadas Ambar y Cristal. 

 

 

2.3.2. Búsqueda de posibles plantas transgénicas: análisis por PCR 

 De los 6 experimentos de bombardeo mencionados, se obtuvieron 

160 plantas que fueron analizadas, en su totalidad, por PCR  para el gen selector 

hpt  y para el  gen CI-2, de calidad nutricional. En la figura 65, panel A, se muestra 

430 pb 

370 pb 

≅ 4900 pb  

  M                     1          2        3           4          

Figura 64: Gel de 
agarosa, al 1%, teñido 
con bromuro de etidio. 
M: marcador de peso 
molecular (23.1; 9.4; 6.4; 
4.1; 2.2 y 2.0 kb).Calle 1: 
pLUC1 linealizado con 
EcoRV ; calle 2: pLUC2 
linealizadao con EcoRV ; 
calle 3: pLUC1 cortado 
con EcoRV y XbaI para 
descolgar el inserto; 
calle 4: pLUC2 cortado 
con EcoRV y XbaI para 
descolgar el inserto. 
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un gel de agarosa con los productos de amplificación por PCR del gen Ci-2, en el 

que se observa la presencia de 6 plantas positivas para el transgén (calles 5 a 

10).  Estas mismas plantas resultaron ser positivas, también, para la presencia del 

transgén hpt, según los resultados obtenidos por PCR para dicho gen, que se 

muestran en la figura 65, panel B (calles 5, 6, 7, 10 y 11).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

      

 

  

 

 

 

 

CI-2(350 pb) 

Figura 65: Geles de agarosa al 2 %, teñidos con bromuro de etidio, con productos de 
amplificación del gen CI-2 (panel A) y  hpt (panel B). M: marcador de peso molecular. Para 
ambos paneles: Calle 1: amplificación control, sin ADN. Calles 2 y 3: productos de 
amplificación de ADN de dos plantas controles sin transformar. Calles 5-11: productos de 
amplificación de ADN de 7 plantas experimentales de trigo. Calle 12 (panel A): control 
positivo (producto de amplificación del plásmido pLUC1).  

23.1 kb 

9.4 kb 

2.0 kb 

M     1      2     3      4      5      6      7      8     9   10    11 

hpt (412 pb) 

B 

23.1 kb 

9.4 kb 

2.0 kb 

M      1    2     3      4      5      6     7      8     9     10   11   12 A 

0.5 kb 
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2.3.3. Medida de actividad hpt in vivo 

  Se llevó a cabo la medida de resistencia al antibiótico higromicina, in 

vivo, en las 160 plantas procedentes de los 6 experimentos de calidad nutricional. 

En todos los casos, existió una muy buena correlación entre los resultados por 

PCR y los ensayos de resistencia a higromicina. En la figura 66, se muestran 4 

plantas positivas (filas B-E), que no se ven afectadas por la presencia del 

antibiótico, y que ya habían resultado positivas, por PCR del gen hpt (figura 65, 

panel B, calles 5, 6, 7 y 10). En la  fila F se observa una planta negativa para el 

transgén, en la que sus hojas se vuelven cloróticas al exponerse higromicina, el 

mismo efecto que experimenta la planta control, sin transformar, de la fila A. 
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Figura 66: Ensayo de 
resistencia in vivo al 
antibiótico higromicina. La 
primer columna corresponde 
al control, sin tratamiento, 
para cada planta (columna 
“0”). La segunda y tercer 
columna son duplicados, 
para cada planta, de 
tratamiento, durante 6 días,  
con una solución de 200 
mg/ml de higromicina. Fila A: 
planta control, sin 
transformar. Filas B-F: 
plantas  experimentales. R: 
resistente. S: sensible. 
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11.  DISCUSION DE RESULTADOS  

 

CALIDAD PANADERA 

 Hasta un 69% de la variación de la calidad panadera observada, 

entre harinas procedentes de diferentes variedades de trigo, puede ser atribuida a 

la variación alélica en el número y/o estructura y propiedades de las subunidades 

de glutenina de APM (45). Debido a que se ha demostrado que, el incremento en 

el número de genes de SG-APM, lleva a un aumento en la proporción de polímero 

elástico y, por lo tanto, con una mejora de la calidad panadera de la masa (figura 

21) (56), se realizaron experimentos de transformación, de variedades de trigos 

argentinos, con los genes de las SG-APM 1Ax1 y 1Dx5. En el presente trabajo de 

tesis, se describen los 7 eventos de transformación independientes obtenidos, en 

los que se logró expresar o sobreexpresar las subunidades de glutenina de APM 

1Ax1 y/o 1Dx5, asociadas con buena calidad panadera. 

 

 11.1. SOBREEXPRESIÓN DE SUBUNIDADES DE GLUTENINA DE APM 

 

           11.1.1. Sobreexpresión de la subunidad 1Dx5 

 Se obtuvieron dos eventos transgénicos que sobreexpresan la 

subunidad de glutenina de APM 1Dx5 (eventos A y B, tabla 10). En el caso del 

evento A, mediante la introducción de 3 copias extras del gen 1Dx5 (determinadas 

por hibridización Southern, figura 28) se logró incrementar la expresión de dicha 

subunidad un 140%, o sea, más del doble de los valores hallados en los 

controles. En el evento B,  la sobreexpresión de la subunidad 1Dx5 fue menor, 
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con valores que aumentaron un 40% por encima de los controles (tabla 11). Como 

resultado de ello, la contribución de las subunidades de glutenina de APM, al total 

de proteínas del endosperma, se incrementó un 22% y un 9%, en los eventos A y 

B, respectivamente (figura 27). En ambos eventos, la sobreexpresión de la 

subunidad 1Dx5 no se acompañó de un cambio significativo en la expresión de 

las demás subunidades de glutenina de APM, ni en el patrón de expresión de las 

subunidades de glutenina de BPM o de las gliadinas, comparado con los controles 

(tabla 11). 

 La subunidad de glutenina de APM 1Dx5 que se ha logrado 

sobreexpresar, se halla asociada con buena calidad panadera. Su característica 

distintiva más importante es que  posee un residuo de cisteina adicional en el 

dominio amino terminal, cerca del límite con el dominio repetitivo (figura 14). Esto 

le confiere una mayor habilidad para formar polímeros con otras subunidades de 

glutenina de APM y BPM, otorgándole a la masa una mayor fuerza y  superior 

calidad, al aumentar la proporción de polímero elástico (65) (efecto cualitativo). 

Pero también, ha sido demostrado que un incremento en el número de genes que 

codifican para las SG-APM, llevaría a un aumento en la cantidad absoluta y 

relativa de SG-APM totales, lo que acrecienta la proporción de polímero elástico y 

mejora la calidad panadera (efecto cuantitativo) (56) (ver “Introducción”, sección 

4.5.3). Barro y col. (67) han previamente obtenido la expresión del transgén 1Dx5 

en variedades no comerciales de trigo, ya sea en una con 5 SG-APM diferentes 

(incluyendo 1Dx5), como en otra, que sólo expresa las subunidades 1Bx17 y 

1By18. Al analizar las propiedades de mezclado de la masa resultante 

demostraron que, la expresión del transgén 1Dx5, se correlaciona con un 

incremento en la fuerza de la masa. Por lo tanto, es de esperar que el aumento 
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del 22% y  9%,  en el contenido total de SG-APM, logrado en los eventos A y B, 

respectivamente, introduzca mejoras en las propiedades reológicas de la masa, 

aumentando la calidad panadera de la variedad de trigo transformada.  

   

   11.1.2 Sobreexpresión de la SG-APM 1Ax1 

 Se logró sobreexpresar la subunidad de glutenina de alto peso 

molecular 1Ax1, en la variedad comercial argentina ProINTA Oasis (evento C, 

tabla 10). Con la introducción de sólo 1 copia extra del gen 1Ax1 (como se 

observa en la autorradiografía de la hibridización Southern de la figura 32), la 

expresión de la SG-APM 1Ax1 se incrementó un 44% por encima de los valores 

hallados en las semillas controles. Sin embargo, este aumento se acompañó de 

una disminución significativa de las subunidades 1Bx7 y 1By9, en un 50 y 40%, 

respectivamente (tabla 12). Este hecho podría deberse a un efecto conocido 

como “compensación del dosaje génico”, según el cual, el incremento de la 

expresión de una subunidad, se acompaña de la disminución en la expresión de 

alguna de las otras que conforman el polímero, en un intento por compensar dicha 

sobreexpresión, para mantener un valor constante de la cantidad total de SG-

APM (143).  Lo curioso es que este fenómeno no se da siempre, ya que, por 

ejemplo, no fue observado en ninguno de los dos casos de sobreexpresión de 

1Dx5 (eventos A y B ya mencionados). Además, en este evento, el contenido de 

SG-APM, con respecto al total de proteínas, disminuye un 16% en relación a los 

valores hallados en semillas de plantas controles. Es decir que, la disminución de 

la expresión de las subunidades 1Bx7 y 1By9 estaría compensando, en exceso, la 

sobreexpresión de la subunidad 1Ax1 (figura 31).  
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 Otra hipótesis, tendiente a explicar el fenómeno observado, es que 

podría tratarse de un caso de silenciamiento parcial, en el cual la introducción de 

un transgén (en este caso, 1Ax1) induciría el silenciamiento de genes endógenos 

homólogos (1Bx7 y 1By9), un fenómeno que se describe con más detalle en la 

sección 11.3. de “Discusión de resultados”.  Este hecho no se daría siempre y 

dependería, fundamentalmente, del número de copias introducidas (que, en este 

caso es bajo), y de la posición relativa entre el sitio de inserción del transgén y la 

ubicación de los genes endógenos homólogos, que podría favorecer el 

apareamiento ectópico entre ambos (un disparador del fenómeno de 

silenciamiento).  

 Independientemente del mecanismo involucrado, el puntaje de 

calidad panadera otorgado a la subunidad 1Ax1, es mayor que el de cualquier 

alelo del genoma B (1Bx7 y 1By9, en este caso) (45), por lo que podría esperarse 

una mejora en la calidad panadera debido a la formación de un polímero más 

elástico. 

 

11.2.  Expresión de nuevas subunidades  

Dos eventos independientes, llamados D y E, resultaron 

transformados con el transgén 1Ax1. Ambos pertenecen a la variedad comercial 

ProINTA Federal, que expresa 5 SG-APM diferentes, pero no presenta la 

subunidad 1Ax1. De esta manera, como se muestra en las figuras 33 y 34, el 

número de subunidades aumentó de cinco a seis, algo que nunca hubiese sido 

posible por los métodos de mejoramiento clásicos. 

 El máximo nivel de expresión alcanzado por la subunidad 1Ax1 (la 

expresión del transgén es mayor en las semillas de plantas homocigotas para el 
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mismo), es  de 1.8% y 2%, con respecto al total de proteínas extraíbles, para los 

eventos D y E, respectivamente (tabla 13). Estos valores son semejantes o, 

incluso mayores, que los valores promedio de expresión de la SG-APM 1Ax1 en 

variedades que la presentan en forma natural. Por ejemplo, en la tabla 12, se 

muestra que en semillas controles de la variedad ProINTA Oasis (que contiene 

1Ax1 en forma natural), dicha subunidad representa el 1.6% con respecto al total 

de proteínas extraíbles. Estas observaciones indican que el transgén ha 

alcanzado un buen nivel de expresión en los dos eventos. 

 Una característica peculiar del evento D es la inesperada expresión 

de una banda extra al patrón de los controles, además de la subunidad 1Ax1, a la 

que llamamos “X”. Esta banda tiene una expresión de 1.5% con respecto al total 

de proteínas (un nivel ligeramente inferior al alcanzado por la subunidad 1Ax1) 

(tabla 13). No sólo pudo comprobarse que no se trataba de un artefacto (como 

podría haber sido una falta de reducción de los puentes disulfuro que unen las 

subunidades entre si), sino que, además, pudo determinarse que su segregación 

en la descendencia era mendeliana, hallándose plantas homocigotas  para la 

banda X (figura 36). En cuanto a la procedencia de esta banda, se supone que 

corresponde a un producto de rearreglo génico de una de las copias del gen 1Ax1 

o 1Dx5 introducidas. Las subunidades de glutenina de alto peso molecular 

contienen  secuencias repetitivas que varían en extensión entre formas alélicas y 

homeoalélicas. Se cree que la expansión y contracción de estas repeticiones ha 

ocurrido durante la evolución natural de estas subunidades, a través de un 

proceso de crossing over desigual, durante la meiosis (67). De esta manera, por 

un mecanismo semejante, podría haberse producido una “contracción” de una de 

las copias introducidas por transformación, dando lugar a un producto génico de 
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menor tamaño, que migra más rápidamente en un gel de poliacrilamida (figura 

33).  

 Una característica curiosa, que comparten los eventos D y E, es el 

silenciamiento total de la subunidad 1Ax2*, que ocurre sólo en las semillas de 

plantas homocigotas para el transgén 1Ax1. La secuencia de aminoácidos de la 

subunidad 1Ax1 es muy similar a la de la subunidad 1Ax2*, ya que difiere de ésta 

en la sustitución de sólo siete  aminoácidos, y en la inserción de un hexapéptido y 

un nonapéptido en la región repetitiva (50). De todas las subunidades endógenas, 

la 1Ax2* es la más homóloga al transgén 1Ax1 (es el único alelo conocido de 

1Ax1) y, por lo tanto, la que tiene más posibilidades de silenciarse mediante un 

proceso similar al conocido como “silenciamiento génico inducido por 

transgenes” (144 y 145). En la mayoría de los casos en los que ha sido estudiado 

a nivel molecular, fue posible determinar que este silenciamiento es influenciado 

por características intrínsecas del transgén como presencia de secuencias  

repetitivas,  homología con genes endógenos e introducción de alto número de 

copias, pero también, es muy importante el sitio y la forma en que se insertaron 

los transgenes en el genoma. Cuando la homología de las copias de los 

transgenes introducidas entre sí y/o, de éstas, con los genes endógenos, actúa 

como disparador de la inactivación génica (146 y 147), estaría involucrado un 

proceso de "silenciamiento génico dependiente de homología" que ha sido 

observado en numerosos sistemas de plantas transgénicas. Este fenómeno 

puede ocurrir cuando dos o mas copias de un transgén, o  un transgén con 

homología con un gen de planta endógeno, son integrados en el genoma de la 

planta produciéndose la inactivación de algunas o todas las copias (148). Aunque 

los resultados finales sean similares, los casos particulares de silenciamiento 
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génico homología dependiente pueden responder a mecanismos diferentes, 

existiendo varios criterios de clasificación. Uno de ellos es según el tipo de 

interacción entre regiones homólogas, pudiendo ser “en cis”, cuando las regiones 

homólogas están estrechamente ligadas o arregladas en tandem (generalmente 

es el tipo de interacción entre muchas copias transgénicas integradas en un 

mismo sitio) o, “en trans”, cuando se hayan involucradas regiones presentes en 

moléculas de ADN separadas (es el que se da entre transgenes insertados en el 

genoma, en  sitios al azar, y su o sus genes endógenos homólogos) (144).  Otro 

criterio es el grado de reciprocidad de la interacción (148). Algunos casos de 

silenciamiento génico homología dependiente son recíprocos, es decir, se 

produce la inactivación coordinada de los transgenes y los genes endógenos 

homólogos, y se conoce con el nombre de “cosupresión” (149 y 150). Sin 

embargo, otros efectos son claramente no recíprocos, siendo un gen dominante 

o epistático sobre el otro gen homólogo (148). Otro criterio de clasificación 

importante es según el nivel al que se produce la inactivación. Si la homología es 

en la región promotora, el silenciamiento es a nivel transcripcional y se denomina 

“silenciamiento génico transcripcional dependiente de homología” (SGT). Se 

caracteriza por un apareamiento ectópico, de secuencias promotoras homólogas, 

que lleva a la metilación del promotor y, por lo tanto, a una supresión de la 

transcripción. En cambio, si la homología es en la región codificante, el 

silenciamiento es a nivel post-transcripcional, y se denomina “silenciamiento 

génico post-transcripcional dependiente de homología” (SGPT).  Se produce 

una disminución de la acumulación de ARNm del transgén, a pesar de que la 

actividad transcripcional es, aparentemente, normal (146 y 147).  Si bien se han 

propuesto  múltiples modelos para explicar el mecanismo del SGPT (151),  el más 
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aceptado es que la interacción de las secuencias homólogas, ya sea en cis o en 

trans, produciría cambios en la  metilación o en la estructura de la cromatina, 

llevando a la producción de un ARN aberrante, que sería mejor templado, para 

una ARN polimerasa ARN dependiente, que el ARNm. Esta enzima sintetizaría un 

ARN complementario (ARNc), que podría interaccionar con el ARNm, formando 

un ARN doble hebra que sería degradado por una ARNasa ARN doble hebra 

específica (152, 153 y 154). 

 En el caso del silenciamiento del gen endógeno 1Ax2* inducido por 

el transgén 1Ax1, se cree que la homología no sólo es alta en la región 

codificante, sino también en las regiones promotoras de ambos genes, aunque 

estas últimas aún no han sido secuenciadas en su totalidad. De esta forma, no es 

posible predecir a priori (con solo comparar las secuencias), si se trata de un 

silenciamiento a nivel transcripcional o post-transcripcional. Con respecto al 

criterio de clasificación por reciprocidad, podría decirse que es “no recíproco”, ya 

que el transgén 1Ax1 se expresa normalmente y se silencia sólo el gen endógeno 

1Ax2*. Sin embargo, también sería posible que, sólo alguna o algunas de las 

copias introducidas, estuviesen participando del fenómeno de cosupresión con el 

gen endógeno 1Ax2*, y la o las otras copias del o los transgenes se expresasen 

normalmente. En ambos casos, el resultado final sería el mismo: la expresión del 

transgén 1Ax1 asociada al silenciamiento del gen endógeno 1Ax2*.  Otra 

característica importante de este caso de silenciamiento es que, únicamente en 

las semillas de plantas homocigotas para el transgén 1Ax1, se produce el 

silenciamiento total de 1Ax2*, lo que estaría sugiriendo un efecto de dosis del 

transgén, algo que ya ha sido reportado en la bibliografía para otros casos de 

silenciamiento génico en plantas (144 y 146).    
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 A pesar de que se ha demostrado una estrecha asociación entre 

introducción de transgenes en un alto número de copias y silenciamiento génico  

(155 y 156), tanto en el evento D como en el E, el número de copias es bajo, de 

aproximadamente 3 (en total), como se muestra en las autorradiografías de la 

figura 37.  En el análisis por hibridización Southern de una planta T2, del evento D 

(figura 37, panel A, calle DT2), se observa la presencia de dos bandas extras al 

patrón de SG-APM endógenas, de 4.5 y 4.9 kb. La banda de 4.5 kb podría 

corresponder al gen que codifica a la banda X debido a que, como ya se 

mencionó, se supone que procede de un producto truncado del transgén y, por lo 

tanto, de menor tamaño. Además, esta banda parece corresponder a una única 

copia (según los análisis densitométricos de la autorradiografía), en cambio la 

banda de 4.9 kb (que correspondería al transgén 1Ax1 completo), es de dos 

copias, estando de acuerdo con el mayor nivel de expresión alcanzado por la 

subunidad 1Ax1 (2 copias, 1.8%) que por la banda X (1 copia, 1.5%). Sin 

embargo, debido a que la sonda utilizada es incapaz de distinguir entre los genes 

que codifican para 1Ax1 o banda X, no es posible confirmar totalmente la 

identidad de cada banda.  

 Analizando los valores de densitometría de la subunidad 1Dx5, del 

evento E, mostrados en la tabla 13, parecería que existe una débil sobreexpresión 

de dicha subunidad, con un 25% por encima de los valores de los controles. Sin 

embargo, tanto por el análisis de la hibridización Southern (figura 37, panel B, 

calle ET1), en el que no se observa más que una banda extra al patrón endógeno 

(correspondiente al transgén 1Ax1), como por los estudios estadísticos, mediante 

los que no se hallaron diferencias significativas al 1%, con respecto a los valores 
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de los controles (prueba de Tukey) (157), fue posible descartar esta suposición 

inicial. 

 Con la expresión del transgén 1Ax1 y de la banda X, en el evento D, 

se logró un incremento en el contenido de SG-APM totales, del 14% con respecto 

a los valores hallados en los controles, a pesar del silenciamiento de la subunidad 

1Ax2*.  En el evento E, dicho incremento fue aún mayor, del 21% por encima de 

los controles (figura 35). Se espera que estos aumentos en el contenido de SG-

APM y, por ende, del polímero elástico, introduzcan mejoras en la calidad 

panadera de la variedad transformada.    

 

  

11.3. Expresión de transgenes asociado al silenciamiento de todas las SG-     

A.P.M.  endógenas 

 

 En el evento D, que se discutió en la sección anterior (11.2 de 

“Discusión de resultados”), se halló una única planta T2 (procedente de una 

semilla que expresaba 1Ax1 y banda X), en cuyas semillas T3, las SG-APM 

endógenas están casi totalmente silenciadas, al igual que los transgenes 1Ax1 y  

banda X (figura 38). También pudo observarse, claramente, un patrón de 

expresión de gliadinas y SG-BPM alterado, en todas las semillas T3, con respecto 

a las semillas controles o, a las  T1 y T2, de la misma línea. Esto podría deberse a 

que esta planta haya sufrido algún tipo de estrés ambiental, que dispararía la 

metilación de transgenes y/o genes endógenos homólogos o relacionados, a 

pesar de que ya habían sido expresados normalmente en las dos primeras 

generaciones. Meyer y col. han demostrado que, transgenes potencialmente 
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inestables, pueden ser hipermetilados en tejidos en cultivo sometidos a estrés 

ambiental, real o simulado, mediante el agregado de ácido propiónico o butírico 

(158). En los eventos F y G, también se produjo un silenciamiento de todos los 

genes de las SG-APM endógenas junto con la expresión de los transgenes 1Ax1 

y 1Dx5 (tabla 10). Sin embargo, en ambos casos, la inactivación génica se 

manifestó desde la primera generación, y no se observó ninguna modificación en 

el patrón de expresión de SG-BPM y gliadinas. Mientras que el evento F se 

caracterizó por una débil expresión de los transgenes 1Ax1 y 1Dx5 (figuras 39 y 

40), ya que representan sólo el 10% y el 50%, respectivamente, de los niveles 

que alcanzaron en los eventos A, C, D y  E, en el evento G, la expresión de 

ambos transgenes fue alta (figuras 42 y  50).  

 Tanto el evento F como el G, tienen un alto número de copias de los 

transgenes introducidos, de unas 30, en el F (figura 41), y de  50, en el G (figura 

43). Como ya se mencionó (sección 11.2.), los dos factores que más favorecen el 

fenómeno de “silenciamiento génico inducido por transgenes”  son la homología 

de los mismos con genes endógenos, y la presencia de un alto número de copias. 

Aunque transgenes de copia única pueden inactivarse o inducir silenciamiento 

(147), como lo observado en el evento C (ver sección 11.2.), la integración de 

múltiples copias aumenta la eficiencia del silenciamiento (155 y 156). También es 

muy importante el sitio y la forma en que se insertaron los transgenes en el 

genoma. Copias ligadas son más eficientemente silenciadas que copias no 

ligadas, y loci no ligados muestran diferentes características en su capacidad 

silenciadora y en susceptibilidad de ser silenciados (146). En la sección 11.2, se 

mencionaron las diferentes clasificaciones de los distintos mecanismos 

involucrados en el fenómeno de "silenciamiento génico dependiente de 



Discusión de resultados 

_______________________________________________________________________________ 

Pág.-179  - 

homología".  En los eventos F y G (al igual que en C, D y E,  en los que  también 

se halló algún tipo de silenciamiento de genes endógenos), la interacción entre 

regiones homólogas se cree que es de tipo "trans", ya que es muy posible que las 

regiones homólogas involucradas (o sea, los transgenes, insertados en sitios del 

genoma al azar, y los genes endógenos homólogos), se encuentren, 

generalmente, en moléculas de ADN separadas o en sitios alejados.  Tampoco es 

posible decir (al igual que en  los demás eventos descriptos en esta tesis), si el 

nivel al que se produce la inactivación es transcripcional o post-transcripcional, ya 

que es probable, que la homología de los transgenes 1Ax1 y 1Dx5, con los genes 

de las SG-APM endógenas, no sea sólo en la región codificante, sino también, en 

el promotor, aunque este último aún no se encuentre totalmente secuenciado para 

ninguna de las SG-APM. De todas formas, para el caso del transgén 1Dx5, la 

homología con el gen 1Dx5 endógeno es total, tanto en la región codificante como 

en el promotor, y no es posible predecir a priori a qué nivel será la inactivación. El 

único medio de saberlo sería a través de un ensayo de la cadena naciente (128) 

para los genes de SG-APM endógenos, en células de endosperma de semillas, 

con silenciamiento de dichos genes endógenos. Este es un método para medir la 

actividad transcripcional de un gen en un momento y lugar determinado. De esta 

forma,  si este ensayo da un resultado negativo, el silenciamiento es a nivel 

transcripcional, y si da positivo, es post-transcripcional (o sea que, la transcripción 

es normal pero el ARNm tiene una vida media disminuida).  

 Con respecto al grado de reciprocidad de la interacción entre las 

secuencias homólogas, el hecho de que, en el evento F, se observe una débil 

expresión de los transgenes, junto con un silenciamiento de las SG-APM 

endógenas, estaría indicando una inactivación coordinada y recíproca de los 
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transgenes y los genes endógenos homólogos, algo semejante a lo que se 

conoce con el nombre de "cosupresión".  Por el contrario, en el evento G, la 

expresión de los transgenes se mantiene alta, a pesar del silenciamiento de las 

SG-APM endógenas. De todas formas, igual podría estarse dando un fenómeno 

de cosupresión o inactivación recíproca con todos los genes endógenos de las 

SG-APM, en el que participarían sólo una parte de las copias introducidas. Sin 

embargo, también existirían copias que se  expresarían normalmente, al no estar 

participando de ningún tipo de silenciamiento génico. Estas copias corresponden 

a los transgenes que permanecen activos, en las semillas que presentan una 

expresión alta de los mismos, acompañada de un silenciamiento de los genes 

endógenos homólogos de las SG-APM.  

En lo que hace a la estabilidad del fenómeno de inactivación génica 

de todas las SG-APM, se hallaron claras diferencias entre los eventos. Mientras 

que en el D surgió una única planta con dicho silenciamiento, pero recién en la 

tercera generación, en el evento F, la inactivación de todas las SG-APM, estuvo 

presente en  las semillas de todas las  generaciones que se analizaron (en la 

figura 39 se muestra el análisis de las 3 primeras generaciones). En este caso, el 

fenómeno parece ser sumamente estable. Sin embargo, no sucedió lo mismo con 

el evento G, ya que fueron halladas semillas con reversión del fenómeno de 

silenciamiento de las SG-APM endógenas, tanto en la primera generación (figura 

42, calle 2), como en la segunda (figura 47, panel A, calles 1, 3, 4 y 5). En estas 

semillas se observó una expresión fuerte del transgén 1Ax1 (1.2% del total de 

proteínas), y una sobreexpresión, del 40% por encima de los valores controles, de 

la subunidad 1Dx5,  junto con un patrón normal de expresión de las SG-APM 

endógenas (tabla 15). Cuando esas semillas con reversión del silenciamiento de 
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las SG-APM endógenas  fueron sembradas, y el ADN de las plantas resultantes 

analizado por hibridización Southern, se observó la presencia de sólo dos sitios 

de inserción diferentes (uno correspondía al transgén 1Ax1 y el otro a 1Dx5), y el 

número de copias presentes era sólo de 3 (figura 47, panel B, calles 1,2,4 y 5).  

Por el contrario, siempre que se analizó el ADN de una planta procedente de una 

semilla con silenciamiento de todas las SG-APM endógenas, se hallaron más de 

20 sitios de inserción diferentes y unas 40-50 copias de transgenes (figura 43, 

panel A, calles 1, 2 y 3, panel B, calles 4 y 6, y  figura 47, panel B, calle 3). Así, es 

posible deducir, nuevamente, que la presencia de un alto número de copias de los 

transgenes 1Ax1 y 1Dx5 indujo el silenciamiento de los genes endógenos 

homólogos de las SG-APM. Además, esto también se confirma por el hecho de 

que, cuando una de las hijas de una planta silenciada recibe sólo un bajo número 

de copias de los transgenes de la madre (por segregación de los mismos en la 

descendencia), el fenómeno de silenciamiento de los genes endógenos 

homólogos, revierte totalmente.  

 A pesar de la expresión de los transgenes 1Ax1 y 1Dx5, se produce 

una disminución del 91% del contenido total de SG-APM con respecto a los 

valores hallados en los controles, en el evento F (figura 40), y de 64%, en el 

evento G (figura 50, T2S), como consecuencia del silenciamiento de los genes 

que codifican para las SG-APM endógenas. Es indudable que, debido a la 

disminución del contenido total de SG-APM, habrá una  menor formación del 

polímero elástico de glutenina,  con la consiguiente reducción de la calidad 

panadera de la masa, por la pérdida de elasticidad.  Sin embargo, esta harina 

podría ser utilizada para la obtención de otros productos. Como ya se mencionó 

en la sección 4.5.2, la elasticidad del gluten se conoce también como fuerza de la 
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masa. Mientras que masas fuertes son requeridas para la elaboración de pan, 

pasta y pizzas, glútenes menos elásticos o débiles son necesarios para la 

elaboración de galletitas y tortas (9). Payne y col. demostraron que el 25% de la 

variación en la calidad de la harina, procedente de diferentes cultivares de trigo, 

para la elaboración de galletitas y tortas, puede ser explicada  mediante una 

relación inversa con el número y tipo de SG-APM presentes en cada cultivar 

(159). En este caso, a diferencia de lo que ocurre con la calidad panadera, cuanto 

menor es el número de SG-APM que se expresan, mayor es la calidad de la 

harina para la obtención de galletitas y tortas (160). De todo lo expuesto se 

deduce que, la calidad de una determinada variedad de trigo debería definirse en 

función de su adaptación a distintos usos, calificándolo como buena o mala para 

un determinado uso industrial. De allí que pueda decirse que la harina procedente 

de las semillas del evento F podría tener, en función de su baja composición en 

SG-APM, una mala calidad panadera, pero buena  para la elaboración de 

galletitas y tortas.   

 En el gráfico de la figura 50 se observa que, en las semillas T3-6b 

(semillas homocigotas de la tercera generación de plantas con reversión del 

silenciamiento de las SG-APM), con la expresión de la subunidad 1Ax1 y la 

sobreexpresión de la 1Dx5, se logró incrementar el porcentaje de las  SG-APM 

totales, con respecto al total de proteínas extraíbles, un 22% por encima de los 

valores hallados en las semillas de plantas controles. Se espera que este 

incremento, así como también, la expresión de una nueva subunidad, la 1Ax1 

(asociada con buena calidad panadera), introduzca importantes mejoras en la 

cantidad y elasticidad del polímero de glutenina, mejorando con ello la calidad 

panadera de la harina elaborada con estas semillas.   
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11.4. Cotransformación con genes selectores y o marcadores 

 La mayoría de los eventos transformados con los genes de las SG-

APM 1Ax1 y 1Dx5, que se han descripto en esta tesis (llamados, arbitrariamente, 

A, B, C, D, E, F y G), resultaron también transformados con los genes bar y uidA 

(el primero confiere resistencia al herbicida glufosinato y, el segundo, codifica a la 

enzima β-glucuronidasa), ó con el gen hpt (que codifica para la enzima 

higromicina fosfotransferasa, que otorga resistencia al antibiótico higromicina). 

Como se muestra en la tabla 16,  los eventos A, E y F fueron transformados con 

los genes bar y uidA (ambos contenidos en el plásmido pAHC25 que fue utilizado 

en el bombardeo), mientras que B, D y G, resultaron positivos para el gen hpt. 

Sólo en los dos eventos que presentaron un silenciamiento de todas las SG-APM 

endógenos,  llamados F y G, se estudió la expresión de los genes selectores bar y 

hpt, respectivamente. En la figura 55, se muestra un ensayo de resistencia al 

herbicida glufosinato, en hojas de plantas controles y transgénicas para el gen 

bar. Las hojas tratadas de los controles (T en C1 y C2) se vuelven cloróticas, 

mientras que las de las plantas transgénicas (T en 1 y 2) no se alteran mediante 

el agregado del herbicida. De esta forma es posible deducir que el transgén bar 

se está expresando normalmente en el evento F, aunque no fue determinado el 

número de copias introducidas. Lo mismo ocurrió con la expresión del gen de la 

enzima β-glucuronidasa, en semillas de plantas transgénicas para el gen uidA, del 

evento F. En la figura 57, se muestra el ensayo de actividad de esta enzima, en el 

cuál, mediante una reacción histoquímica, la expresión de la enzima se pone en 

evidencia por la coloración azul de las semillas T4 (filas A, B y C). Estas semillas 

proceden de plantas T3, homocigotas para el transgén uidA y, también, para los 

transgenes 1Ax1 y 1Dx5. 
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 En la figura 60, se muestra un esquema, a modo de resumen, de la 

segregación de los transgenes 1Ax1, 1Dx5 y hpt en las primeras dos 

generaciones. Los cuadrados rojos representan a las plantas que contienen un 

alto número de copias de los transgenes 1Ax1 y 1Dx5, y que proceden de 

semillas con una expresión fuerte de dichos transgenes, junto con el 

silenciamiento de los genes  de SG-APM endógenos (T1 y T2 silenciadas). 

Mediante el análisis por PCR y la confirmación por hibridización Southern (figura 

58, paneles A y B, calles 4, 5, 6, 7, 10 y 11), pudo determinarse la presencia de 

hasta 20 copias del transgén hpt en algunas plantas T1 (calles 4 y 11). De esta 

forma, las mismas plantas con alto número de copias para los transgenes 1Ax1 y 

1Dx5 presentaron, también, un número elevado de copias de hpt. Sin embargo, 

cuando se estudió la resistencia, in vivo, al antibiótico higromicina, en hojas de 

estas plantas (figura 61, filas B, C, D, F, G y H), no se encontró diferencia con las 

hojas de plantas controles, sin transformar (filas A y B). Estos resultados 

indicarían que, el transgén hpt  también estaría silenciado en estas plantas, ya 

que las hojas se vuelven tan cloróticas como las de los controles, al ser tratadas 

con el antibiótico. Este gen de resistencia a la higromicina, es un gen bacteriano 

y, por lo tanto, carece de homología con genes endógenos de plantas. En este 

caso, los  factores que estarían induciendo el fenómeno de silenciamiento son el 

alto número de copias introducidas y la homología, del 100%, de las copias de hpt 

entre sí. Como ya se mencionó (sección 11.2), aunque transgenes de copia única 

pueden inactivarse o inducir silenciamiento (161), como lo observado en el evento 

C (ver sección 11.1.2.), la integración de múltiples copias (como en los eventos F 

y G), aumenta la eficiencia del silenciamiento (155 y 156).  
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 En los análisis por PCR, para el gen hpt, del ADN de plantas T1 y T2 

(T1: figura 58, panel A, calle 8; T2: figura 59, calles 5, 6, 7 y 8), procedentes de 

semillas que  presentaron los transgenes 1Ax1 y 1Dx5, junto con una expresión  

normal de los genes de SG-APM endógenos, se observan resultados claramente 

negativos para la presencia del transgén hpt. En estas plantas, como ya se 

mencionó, la pérdida de gran parte de las copias de los transgenes 1Ax1 y 1Dx5 

introducidos (durante la segregación), permitió la reversión del fenómeno de 

silenciamiento de las SG-APM endógenas pero, también, se perdieron todas las 

copias del transgén hpt. En el esquema de la figura 60, se las representan como 

círculos celestes (T1 y T2 con reversión del silenciamiento de los genes de SG-

APM endógenas), mientras que, como ya se mencionó, los cuadrados rojos son 

las plantas con alto número de copias para los transgenes 1Ax1, 1Dx5 y hpt (T1 y 

T2 con silenciamiento de las SG-APM y del transgén hpt). Como se deduce 

claramente de los resultados obtenidos y de este esquema, los tres transgenes 

estarían cosegregando en la descendencia, lo que reflejaría el alto grado de 

ligamiento entre ellos, como consecuencia de la proximidad con la que se deben 

haber insertado en el genoma.  

 



Conclusiones 

_____________________________________________________________________________ 

Pág.-186 - 

12. CONCLUSIONES 

  

 El trabajo de tesis permitió la obtención de plantas de trigo 

transformadas con los genes 1Ax1 y 1Dx5, que codifican para dos subunidades 

de glutenina de alto peso molecular (SG-APM), asociadas con buena calidad 

panadera. Mediante la introducción del transgén 1Ax1 se logró incrementar el 

número de SG-APM de 5 a 6 (algo que no hubiese sido posible por los métodos 

de mejoramiento clásico). De esta forma, el contenido total de SG-APM aumentó 

un 21% por encima de los valores hallados en las semillas controles. En otros 

eventos, la sobreexpresión de la subunidad 1Dx5, de hasta un 140%, llevó a un 

incremento de hasta el 20% en el contenido total de SG-APM.  

 En algunos eventos, la presencia de los transgenes 1Ax1 y 1Dx5 

indujo la inactivación de los genes homólogos que codifican para las SG-APM 

endógenas, un fenómeno similar al conocido como “silenciamiento génico 

dependiente de homología”.  Pudo comprobarse que, cuanto mayor es el número 

de copias introducidas y el grado de homología, de los transgenes con los genes 

endógenos, mayor es la posibilidad de que el fenómeno se manifieste.  Se 

hallaron casos de reversión de este fenómeno, como consecuencia de la pérdida 

de la mayor parte de las copias de los transgenes introducidos, durante la 

segregación de las mismas en la descendencia. 

 Como parte de este trabajo de tesis, se obtuvo, también, trigo 

transgénico con el gen CI-2 de cebada, bajo un promotor de trigo, específico de 

endosperma. Este gen se caracteriza por su elevado contenido de lisina, un 

aminoácido esencial del que son deficientes las proteínas de endosperma de 

trigo.  
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