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RESUMEN 
 

El género Lotus comprende alrededor de 100 especies anuales y perennes 
distribuidas en todo el mundo. Algunas de las especies de Lotus muestran un gran 
potencial para la adaptación a estreses abióticos. Entre estas especies se encuentra 
Lotus tenuis, especie herbácea, que se encuentra naturalizada en los bajos salinos 
alcalinos de la Pampa Deprimida hace más de 50 años y es muy valorada como 
forrajera en los sistemas ganaderos. Como características principales se encuentra 
la variabilidad genética de sus poblaciones, la plasticidad genotípica de las 
plantas, su tolerancia al anegamiento y a la salinidad. Teniendo en cuenta la 
importancia de los daños causados por el estrés en las plantas, sería de gran 
utilidad comprender cuales son los mecanismos moleculares a través de los cuales 
las plantas detectan el estrés y transducen la señal dentro de las células para 
generar respuestas adaptativas y de esta manera poder diseñar estrategias que 
permitan mejorar la tolerancia al estrés de los cultivos. Uno de los mecanismos de 
la regulación de la expresión génica es a través de los factores de transcripción 
(FT). Estos, entre otras funciones, regulan las respuestas adaptativas, por eso sería 
importante conocer cuáles son los genes involucrados en estas respuestas. Varias 
familias de FT se encuentran involucradas en la respuesta al estrés abiótico en 
plantas, una de ellas es la familia de proteínas MYB, siendo esta una de las más 
numerosas en las plantas. El objetivo de este trabajo es identificar FT tipo MYB 
en L. tenuis y evaluar su relación con la respuesta adaptativa al estrés salino. 
 
Para este experimento se extrajo ADN de hojas de plantas que crecieron en 
condiciones normales y ARN de raíces de plántulas que permanecieron bajo 
condiciones de salinidad por 8 y 24 horas, de dos familias de medio hermano 
(FMH) de L. tenuis, una susceptible y otra tolerante a la salinidad. Se realizaron 
varias reacciones de PCR y RT-PCR, que arrojaron como resultado amplificación 
del fragmento genómico y del transcrito con el tamaño esperado. Una vez 
secuenciados estos fragmentos se determinó la presencia de FT tipo MYB en L. 

tenuis. 
 
Analizando los resultados preliminares de la expresión relativa de los genes MYB 
estudiados bajo condiciones de estrés salino, se observó expresión bajo 
condiciones de salinidad como en condiciones normales de crecimiento, lo que 
sugiere que estos genes no solo responden al estrés salino sino también a otros 
estreses o factores. Para el gen MYB 102_1420 se observó mayor expresión del 
tratamiento con solución salina a las 24 horas que a las 8 horas. Al comparar 
ambas FMH vemos que el comportamiento es similar. Para el gen MYB 102_950 
se observó que la FMH susceptible bajo condiciones de salinidad a las 8 horas 
presenta mayor expresión que a las 24 horas, con la FMH tolerante sucede todo lo 
contrario. 
 
El estudio de la capacidad de adaptación y tolerancia a los distintos estreses y el 
control de las respuestas adaptativas por medio de los FT en L. tenuis permitirá 
contribuir a mejorar su adaptación en la Pampa Deprimida, y de esta manera 
poder identificar poblaciones aptas para ser cultivadas en suelos salinos. 
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1- INTRODUCCION  

 

A causa del aumento en la población mundial, la demanda de alimentos también 
ha incrementado. Según FAO el requerimiento de productos agrícolas para el 
2030 será mayor al 60% (FAO 2000, www.fao.org). Sin embargo áreas destinadas 
a la producción alimentaria están sujetas a una constante degradación. Esta 
degradación producida por la agricultura ocurre a tal velocidad que uno de los 
grandes desafíos para poder alcanzar la demanda de alimentos es disminuir y 
revertir el deterioro del suelo y/o adaptar a los cultivos a las nuevas condiciones 
limitantes.  
Uno de los factores responsables de la degradación de los suelos agrícolas es la 
salinización. Este fenómeno se produce como resultado de la acumulación de 
sales en la superficie debido al ascenso de las aguas freáticas. La salinidad afecta 
el crecimiento y la producción al reducir el potencial hídrico de la solución del 
suelo y al crear un desequilibrio nutritivo por la elevada concentración de 
elementos como sodio y cloro. 
De 230 millones de hectáreas que se encuentran bajo riego, 45 millones están 
afectados por la salinidad, lo cual indica que se pierden al año 1.5 millones de 
hectáreas de suelos irrigados. La mayoría de los cultivos son sensibles a la 
salinidad y su producción se ve afectada cuando se cultivan en suelos salinos 
(Barkla et al., 2007). Sin embargo existen plantas que son capaces de adaptarse a 
condiciones salinas. Los mecanismos de adaptación de estas plantas a esta 
condición de estrés es consecuencia de cambios fisiológicos y bioquímicos 
controlados por señales moleculares, logrando, de esta manera, regular la 
modificación de rutas biosintéticas que resultan en ajuste osmótico y la protección 
de las estructuras celulares (Leidi y Pardo, 2002). 
Argentina es el tercer país con suelos afectados por salinidad en el mundo, luego 
de Rusia y Australia, según FAO-UNESCO. Se considera que 20 millones de 
hectáreas aproximadamente se encuentran perjudicados por distintos grados de 
salinidad primaria mientras que de las tierras irrigadas, el 34 % tiene problemas de 
salinidad secundaria (Franco, 2011). Una de las zonas más afectada por este 
problema es la “Pampa Deprimida Bonaerense” situada en el Centro Este de la 
Provincia de Buenos Aires, abarcando nueve millones de hectáreas de las cuales el 
60% presenta suelos hidromórficos e hidrohalomórficos, debido a un drenaje 
deficiente, baja permeabilidad y a la presencia de la napa freática cercana. Allí, la 
cría bovina es la actividad dominante y se sustenta sobre la productividad de sus 
pastizales escasos en leguminosas (Escaray et al., 2012), siendo su vegetación 
predominante la estepa graminosa. 
El género Lotus comprende alrededor de 100 especies anuales y perennes 
distribuidas en todo el mundo. Algunas de las especies de Lotus muestran un gran 
potencial para la adaptación a un número de estreses abióticos (Escaray et al., 
2012). Dentro de esas especies se encuentra Lotus tenuis, una especie herbácea, de 
habito de crecimiento postrado, que florece en primavera-verano-otoño y es 
valorada como forrajera para los sistemas ganaderos de la región. L. tenuis se 
encuentra naturalizado en los bajos salinos alcalinos de la Pampa Deprimida hace 
más de 50 años (Vignolo et al., 1999). Dentro de las características principales de 
esta leguminosa se encuentra la variabilidad genética de sus poblaciones, la 
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plasticidad genotípica de las plantas, su tolerancia al anegamiento y a la salinidad. 
La tolerancia a la salinidad es un proceso complejo que involucra: mantenimiento 
del balance iónico, mecanismo de ajuste osmótico, restauración del balance 
oxidativo y otras adaptaciones estructurales y metabólicas (Franco, 2011). 
Los estreses pueden ser abióticos o bióticos. En la naturaleza, los factores 
estresantes actúan conjuntamente, existiendo un agente primario, que actúa con 
mayor intensidad y da lugar a cambios en la morfología, metabolismo y desarrollo 
de la planta, y agentes secundarios, que contribuyen al debilitamiento de la 
vitalidad de la planta (Lichtenthaler, 1996). Las plantas están expuestas a 
constantes cambios en el medio que actúan como estímulos externos y 
desencadenan cascadas de señalización; a su vez, éstas determinan que la planta 
responda y se adapte a las condiciones del medio o, por el contrario, que la planta 
muera (Scandalios, 2005). 
La vía de transducción de señales comienza con la percepción de la señal y 
continúa con la generación de nuevos mensajero. Estas vías pueden tener como 
blanco final FT (factores de transcripción) que controlan la expresión de los genes 
involucrados con la respuesta al estrés. 
Los FT son proteínas que modulan la transcripción de los genes uniéndose a 
motivos de ADN específicos (Pazin y Kadonaga, 1997) y se clasifican en distintas 
familias en función de su estructura primaria, que suele estar muy conservada 
dentro de la misma clase. Varias familias de FT se encuentran involucradas en la 
respuesta al estrés abiótico en plantas, una de ellas es la familia de proteínas 
MYB, siendo esta una de las más numerosas en las plantas (Arratia y Aguirre, 
2013).  
Una característica común de las proteínas MYB es la presencia de un dominio de 
unión al ADN que se encuentra conservado entre los animales, las plantas, los 
protozoarios y los hongos. El dominio MYB, consiste en dos regiones de cerca de 
50 aminoácidos de longitud, que son capaces de formar tres hélices alfa cada una, 
y así unirse al ADN. Los MYB se encuentran implicados en varias funciones 
como es el control de la proliferación y la diferenciación celular, la regulación del 
metabolismo, la señalización celular en respuesta a estímulos externos. Estas 
funciones de las proteínas MYB se han estudiado en numerosas especies de 
plantas como Arabidopsis thaliana, maíz (Zea mays), arroz (Oryza sativa), 
petunia (Petunia hybrida), vid (Vitis vinífera) y manzana (Malus domestica) 
utilizando análisis genéticos y moleculares (Revisado por Dubos et al., 2010). En 
A. thaliana se determinó que el gen MYB 102 es inducido bajo condiciones de 
estrés salino (Fujita et al., 2011). Otro estudio da información detallada sobre la 
participación de los FT MYB en trigo y su relación con el estrés salino (Rahaie et 

al., 2010). En L. japonicus, especie emparentada con L. tenuis, estudios de 
expresión génica evidenciaron que FT tipo MYB están relacionados con la 
respuesta al estrés salino (Sánchez et al., 2008). A partir de este experimento se 
pudo observar que para el gen que codifica para un supuesto MYB hubo un 
aumento en la expresión génica tanto en condiciones de aclimatación salina 
gradual como en condiciones de sequía, no así en shock salino. 
La identificación de genes de la familia MYB en Lotus spp y su relación con la 
tolerancia al estrés salino permitirá conocer el papel de estos FT en especies de 
esta familia y posibilita su utilización en estrategias de mejoramiento por 
biotecnología. Este trabajo tiene como objetivo la búsqueda de genes de la familia 
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MYB en L. tenuis y evaluar la relación de la expresión de este FT con la respuesta 
adaptativa al estrés salino. 
 
HIPÓTESIS 

 
1. Los FT MYB presentes en L. japonicus se encuentran también en L. 

tenuis, por ser especies emparentadas. 
2. La respuesta al estrés salino en L. tenuis está relacionada con la presencia 

y expresión de los FT tipo MYB. 
 
IMPORTANCIA Y JUSTIFICACIÓN DEL TEMA 

 
En la Argentina, la fuente de alimento más importante para el ganado, está 
representada por especies nativas y forrajeras cultivadas. Esto constituye un 
atributo económico importante para la producción ganadera.  
En los últimos años, la expansión del cultivo de soja en todo el país, ha llevado a 
la ganadería hacia zonas marginales y a suelos con limitaciones más marcadas. 
Esto crea la necesidad de aumentar la producción de especies forrajeras que se 
adapten mejor a esas condiciones. 
En la Pampa Deprimida, zona de cría de ganado por excelencia en el país, existe 
un importante problema de salinidad y alcalinidad en los bajos y una de las 
especies forrajeras que mejor se adapta es L. tenuis. La tolerancia a distintos 
estreses abióticos de L. tenuis permite que esta especie pueda ser utilizada como 
modelo para determinar los genes involucrados con el estrés salino, y así 
utilizarlos en la biotecnología para transferencia de estos a otras especies no 
adaptadas.  
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2- MATERIALES Y METODOS 

 
a) Material Vegetal. 

 

Para el presente estudio se utilizaron semillas de dos poblaciones de L. tenuis, una 
tolerante (490) y una susceptible (2241) a la salinidad, ambas cedidas por la 
Estación Experimental Agropecuaria del Instituto Nacional de Tecnología 
Agropecuaria (INTA- Pergamino). El material fue originado en la Provincia de 
Buenos Aires entre los años 2004-2006 por el Programa de Mejoramiento 
Genético de Especies Forrajeras para Ambientes diversos del INTA. 
 
b) Análisis bioinformático y diseño de oligonucleótidos. 

 

Para identificación de genes candidatos de la familia MYB involucrados con el 
estrés salino en L. tenuis fueron buscadas secuencias tanto génicas como proteicas 
de genes MYB en especies del genero Lotus, especies de otros géneros descritas 
en la literatura y en las especies modelo A. thaliana y O. sativa. A partir de los 
resultados en A. thaliana se buscó la expresión de genes MYB en raíces de 
Arabidopsis, utilizando el programa eFP Browser (http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-
bin/efpWeb.cgi), banco de datos que presenta la expresión de diversos genes en A. 

thaliana en distintos órganos y condiciones ambiéntales. El análisis del gen en 
este programa fue utilizado para verificar si la expresión del gen se ve afectada en 
condiciones de estrés salino. A partir de este análisis se realizó una búsqueda en el 
banco de datos del Centro Nacional de Información Biotecnológica de los Estados 
Unidos de América, NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), y también en los 
bancos de datos específicos de cada especie (http://www.arabidopsis.org/) 
(http://www.kazusa.or.jp/lotus/). 
Para la identificación de una secuencia consenso y de las regiones conservadas, se 
realizaron alineamientos múltiples utilizando el programa CLUSTALDW 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/). A partir de los alineamientos y de la 
generación de la secuencia consenso, fueron buscadas secuencias con mayor 
similitud en el banco de datos de L. japonicus (http://www.kazusa.or.jp/lotus/), 
basándose en los valores de e-value, utilizando el programa BLAST 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Para amplificación de los MYB en L. 

tenuis fueron elegidas dos de las secuencias del banco de L. japonicus con mayor 
similitud a la secuencia consenso. Para el diseño de oligonucleótidos degenerados 
se utilizó el programa CODEHOP (http: //blocks.fhcrc.org/codehop.html.) y el 
programa PRIMER 3 (http://primer3.wi.mit.edu/) para el diseño de los demás 
oligonucleótidos. Se diseñaron cuatro oligonucleótidos, dos para amplificar 
fragmentos génicos y dos para amplificar fragmento del transcrito en L. tenuis. 

Los criterios para el diseño de los oligonucleótidos en PRIMER3 fueron los 
siguientes: tamaño entre 20-23 nucleótidos, Tm entre 58-65°C, contenido de bases 
GC 45-65% y con una máxima complementariedad local de 4 y global de 2. Una 
vez diseñados, los mismos fueron comparados con el banco de datos de L. 

japonicus para comprobar su especificidad. Los oligonucleótidos fueron 
sintetizados por IDT (EE.UU). 
 
 

http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi
http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.arabidopsis.org/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/
http://www.kazusa.or.jp/lotus/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://primer3.wi.mit.edu/
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c) Extracción, cuantificación de ADN y amplificación de los fragmentos 

genómicos de los genes MYB. 

 

La extracción de ADN fue realizada a partir de 100 mg de hojas sanas de plantas 
adultas de L. tenuis, tolerante (FMH 490) y susceptible (FMH 2241) a la 
salinidad.  
Las muestras fueron maceradas con nitrógeno líquido en mortero y luego se 
procedió a la extracción de ADN utilizando el DNAeasy Plant Mini Kit, (Qiagen), 
de acuerdo con el protocolo del fabricante. Una vez obtenido el ADN, se midió su 
concentración utilizando el espectrofotómetro Nanodrop 2000 y se almacenó a -
80ºC hasta su utilización para la amplificación de los fragmentos génicos por 
PCR. Para la amplificación por PCR se utilizaron 10-15 ng/µL de ADN por 
reacción. Se probaron distintas condiciones para la amplificación del producto 
deseado variando los programas de corrida, con distintas temperaturas (55°C-
58°C). La reacción de PCR se realizó con un volumen final de 25µL.  
 
Tabla 1: Descripción de los oligonucleótidos utilizados para realizar la PCR. 
 

Nombre Secuencia Objetivo 

MYB102_1F y 
MYB102_2_1420R 

5´TCCWTGGACWCCAGARGAAGA3´  
5´GGAACCACATGGGAAGAAGA 3´ 

Amplificar fragmento 
genómico de 
MYB102_1420 en L. 
tenuis. 

MYB102_1F y 
MYB102_2_950R 

5´TCCWTGGACWCCAGARGAAGA3´ 
5´GAAGATGAAGGCGTGGAAGA 3´ 

Amplificar fragmento 
genómico de MYB102_950 
en L. tenuis. 

 
Tabla 2: Componentes de la reacción de PCR para amplificación de los 
fragmentos génicos de MYB en L. tenuis. 

 
  Concentración de la Solución 

stock 
Concentración en cada 

reacción 
Buffer taq 10x 1X 

Mgcl2 25 mM 1.5 Mm 
Dntps 10 mM 0.2 mM 

Primer forward 10 mM 0.2 mM 
Primer reverso 10 mM 0.2 mM 
Taq Polimerasa 5U 1U 
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Tabla 3: Condiciones de PCR para la amplificación de los fragmentos génicos de 
MYB en L. tenuis 

 

 
*Se refiere a la cantidad de veces que se repiten las etapas de desnaturalización, 
Anneling y extensión. 
 
Los productos de la amplificación por PCR fueron observados por electroforesis 
en gel de agarosa al 0.8% teñido con Gel red (10000x), y a 90 V, por una hora. 
Como control negativo fue realizada una PCR sin ADN, con agua y para estimar 
el tamaño de los fragmentos se incluyó el marcador molecular Gene Ruler 
(Fermentas). 
Los fragmentos amplificados fueron purificados, utilizando el GeneJET PCR 
Purification Kit, siguiendo el protocolo del fabricante (Fermentas), para posterior 
envío a secuenciación.  
 
d) Tratamiento de estrés salino para estudio de expresión de los genes MYB 

 

Para evaluación de la expresión de MYB 102_ 1420 y 950 en respuesta al estrés 
salino en raíces de L. tenuis, fueron aisladas raíces de plántulas de L. tenuis 

tolerante (FMH 490) y susceptible (FMH 2241) sometidas a una concentración 0 
mM y 150 mM de NaCl por 8 y 24 horas. 
Para esto, 90 semillas de las dos FMH fueron escarificadas por abrasión con papel 
lija y puestas para germinar en cámara de germinación a 25ºC en placas de petri, 
conteniendo filtros de papel humedecidos con agua. A los 7 días posterior a la 
siembra se trasplantaron las plántulas a bandejas multipots sobre compost 
orgánico Bertinat, cuya composición es de 20-25% de materia orgánica, 5-5.5% 
de PH, 19.8% relación Carbono/Nitrógeno, 20-25% de cenizas y 45-50% de 
humedad. 
Las bandejas fueron mantenidas con el mismo nivel de agua destilada por una 
semana en cámaras de crecimiento, con las siguientes condiciones: temperatura de 
25ºC; fotoperiodo de 12 horas luz / 12 horas oscuridad; luz: 360 micromoles/m2 * 
segundo (PAR: phosynthetic active radiation).  
Fueron realizados 3 tratamientos distintos con respecto a la concentración de 
NaCl: 
Bloque 1 (Control): Plántulas crecidas con agua destilada sin agregar NaCl. 
Bloque 2 (Tratamiento 8 horas): Plántulas sometidas a una solución de 150 mM 
de NaCl por 8 horas. 

Temperatura Tiempo
(ºC)  (m)

Etapa de 
Desnaturalización

94 1 1

Etapa de 
Desnaturalización

94 00:30 30 -35*

Primer Annealing 55 00:30 30-35*
Primer Extensión 72 00:45 30-35*
Elongación final 72 5 1

Procedimiento Numero de 
Ciclos
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Bloque 3 (Tratamiento 24 horas): Plántulas sometidas a una solución de 150 mM 
de NaCl por 24 horas. Para esto, el agua de los tratamientos de 8 y 24 horas fue 
reemplazada por una solución de NaCl 150 mM, mientras q el control se mantuvo 
con agua. 
Transcurridas las 8 y 24 horas desde la sustitución del agua por la solución, se 
cortaron y congelaron con nitrógeno líquido de forma inmediata las raíces de las 
plántulas y se conservaron a -80° C, libres de ARNasas, hasta la extracción del 
ARN. Para cada FMH, fueron realizadas tres repeticiones por bloque conteniendo 
5 plántulas/repetición. 
 
e) Extracción y cuantificación de ARN 

 

Para la extracción de ARN se molieron las raíces de cada repetición en nitrógeno 
líquido con varilla de vidrio, y luego se utilizó el RNAeasy Plant Mini Kit 
(Qiagen), de acuerdo con el protocolo del fabricante, incluyendo el tratamiento 
con ADNasa. Una vez obtenido el ARN, se midió la concentración con el 
espectrofotómetro Nanodrop 2000, y se verificó la integridad del ARN extraído 
con gel de agarosa 1%, teñido con Gel red (10.000 x). 
 
f) Síntesis de cADN. 

 

El cADN se sintetizó a partir de 500 ng de ARN/reacción, utilizando el RevertAid 
First Strand cADN Kit (Fermentas), siguiendo el protocolo del fabricante. 
 
g) Reverse transcription polimerase chain reaction (RT-PCR) 

 

Para la amplificación del fragmento trascripto se probaron distintas condiciones 
variando el número de ciclos (30-35 ciclos), temperaturas (52-55° C) y 
concentraciones de cADN (2.5; 5; 12.5 ng/reaccion).  
Se utilizó como referencia de la expresión relativa de los MYB, el gen tubulina de 
L. japonicus con el par de oligonucleótidos Lj TUB FORWARD 
(5′AGGAAGGCTTTCTTGCATTG 3′) y Lj TUB REVERSO (5′ 
TCCTCCTGAACTTCATCCTCA 3′) (Fragmento esperado de 170 pb) (Teakle et 

al., 2010). 
Las reacciones fueron realizadas con el termociclador MyCycler de Biorad y se 
realizaron con un volumen final de 25µL. 
 
Tabla 4: Descripción de los oligonucleótidos utilizados para realizar la RT-PCR. 
 

 

Nombre Secuencia Objetivo
MYB102_3_1420F y 
MYB102_2_1420R

5´TACAAGCAGAGGCCATTCAAC 3´   

5´GGAACCACATGGGAAGAAGA 3´

Amplificar fragmento del 

transcrito de MYB102_1420 en 

L. tenuis.

MYB102_3_950F y 
MYB102_2_950R

5´TGGAAAGGGTAGTGAATCCAAG 3´ 

5´GAAGATGAAGGCGTGGAAGA 3´

Amplificar fragmento del 

transcrito de MYB102_950 en L. 

tenuis.
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Tabla 5: Componentes de la reacción de RT-PCR para análisis de la expresión de 
los genes MYB en L. tenuis. 

 

  Concentración de la Solución 
stock 

Concentración en cada 
reacción 

Buffer taq 10x 1X 
Mgcl2 25 mM 1.5 mM 
Dntps 10 mM 0.2 mM 

Primer forward 10 mM 0.2 mM 
Primer reverso 10 mM 0.2 mM 
Taq Polimerasa 5U 1U 

 

 

Tabla 6: Condiciones de RT-PCR para análisis de la expresión de los genes MYB 
en L. tenuis. 

 

 
*Se refiere a la cantidad de veces que se repiten las etapas de desnaturalización, 
Anneling y extensión. 
 
Los productos de la amplificación por RT-PCR fueron observados mediante 
electroforesis, en un gel de agarosa al 1% teñido con Gel red (10000x), y a 130 V, 
por 45 minutos. Como control negativo se realizó una reacción de PCR sin cADN, 
con agua y para estimar el tamaño de los fragmentos se incluyó el marcador 
molecular Gene Ruler (Fermentas). 
Los fragmentos amplificados fueron purificados, utilizando el GeneJET PCR 
Purification Kit, siguiendo el protocolo del fabricante (Fermentas), para posterior 
envío a secuenciación. Se utilizó el gen tubulina como referencia para la 
cuantificación de la expresión. La expresión se midió utilizando el programa 
GelQuantNET. 
 
h) Secuenciación y análisis bioinformático de las secuencias. 

 

Las muestras tanto de ADN como cADN, fueron cuantificadas, purificadas y 
enviadas para su secuenciación, al Departamento de Ecología, Genética y 
Evolución de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos 
Aires. 

Temperatura Tiempo
(ºC)  (m)

Etapa de 
Desnaturalización

94 1 1

Etapa de 
Desnaturalización

94 00:30 30 -35*

Primer Annealing 55 00:30 30-35*
Primer Extensión 72 00:45 30-35*
Elongación final 72 5 1

Procedimiento Numero de 
Ciclos
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Las secuencias obtenidas se compararon con secuencias reportadas en el Banco de 
genes (GenBank) del Centro Nacional para la información de Biotecnología 
(http://www.ncbi.nih.gov/), empleando el programa tBLASTx de dicho sitio para 
conocer el porcentaje de identidad genética existente con secuencias ya reportadas y 
depositadas en el GenBank. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

http://www.ncbi.nih.gov/
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3- RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

 

a) Identificación in silico de genes de la familia MYB asociados al estrés 

abiótico y diseño de oligonucleótidos para su amplificación en L. tenuis. 

 

Una de las familias de factores de transcripción relacionadas con el estrés salino 
es la de los MYB, descrita en especies modelos como A. thaliana y O. sativa, así 
como en plantas de importancia agronómica, como Glycine max (Fujita et al., 
2011). Esta información se utilizó como punto de partida para la búsqueda de 
genes de esta familia potencialmente involucrados en el estrés salino en L. tenuis, 

nuestra especie en estudio. La búsqueda fue realizada basándose en similitud de 
secuencia génica, función y análisis de expresión en condiciones de estrés. 
A partir del gen AT4G21440, encontrado en A. thaliana, que codifica para el 
MYB 102 (Fujita et al, 2011), y utilizando el programa en línea eFP Browser 
(http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi), se verifico la expresión de este 
gen en raíces de Arabidopsis. El gen AT4G21440 presentó mayor expresión en 
raíces bajo condición de estrés salino, a partir de las 3 horas y llega a su máximo 
aumento de expresión a las 24 horas, indicando un posible rol en la respuesta al 
estrés salino en esta especie, en este experimento. 
 

 
 
Figura 2: Expresión del gen AT4G21440 de A. thaliana, en presencia de 150 mM 
de NaCl, de acuerdo con el programa eFP Browser. 
 
Teniendo en cuenta estos datos, fue realizado un BLASTN contra el banco de 
genes de L. japonicus, especie más próxima a la especie que se desea estudiar, 
resultando en tres secuencias similares al MYB 102 de A. thaliana. 
 

http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi
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Figura 3: Secuencias génicas de L. japonicus. 

 

Para seleccionar las secuencias con mayor grado de similitud entre si se realizó un 
alineamiento múltiple en el CLUSTALW entre las secuencias de L. japonicus, una 
obtenida en el banco de O. sativa, y AT4G21440 de A. thaliana. 
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Figura 4: Alineamiento múltiple entre las secuencias de L. japonicus, O. sativa y 
A. thaliana 

 
Se hicieron alineamientos múltiples y de a pares entre las secuencias y a partir de 
los resultados se seleccionaron las siguientes secuencias del banco de L. japonicus 
para el diseño de los oligonucleótidos: chr2.CM0124.1420.r2 y 
chr3.CM0590.950.r2.m. 
A partir de los resultados del análisis bioinformático, fueron diseñados 
oligonucleótidos degenerados y específicos para amplificación de estas secuencias 
en L. tenuis. El oligonucleótido MYB102_1F degenerado se diseñó con el 
objetivo de amplificar fragmentos tanto genómicos como transcritos de 
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MYB102_1420 y MYB 102_950r. Para el oligonucleótido MYB102_2_1420R el 
objetivo fue amplificar fragmento genómico del MYB102 like de L. japonicus en 
L. tenuis (fragmento esperado 810 pb), mientras que para MYB102_3_1420F la 
idea del diseño fue que amplifique el fragmento del transcrito del MYB102 like de 
L. japonicus en L. tenuis junto con MYB102_2_1420R (fragmento esperado 370 
pb). 
Para MYB102_2_950rR se siguieron los mismos criterios, en este caso amplificar 
fragmento genómico del MYB like de L. japonicus en L. tenuis (fragmento 
esperado 1095 pb), mientras que para MYB102_3_950rF el objetivo fue 
amplificar fragmento del transcrito del MYB like de L. japonicus en L. tenuis 
junto con MYB102_2_950rR (fragmento esperado 490 pb). 
 
Tabla 7: Oligonucleótidos diseñados para la amplificación de genes MYB en L. 

tenuis. 

 

 
 
b) Extracción de ADN y amplificación de MYB en L. tenuis por PCR. 

 

Una vez confirmada la calidad del ADN mediante electroforesis y cuantificación 
en el Nanodrop, fueron realizadas PCRs para amplificar los fragmentos 
genómicos de MYB102_1420 y MYB102_950, utilizando los oligonucleótidos 
descritos en la Tabla 1. 
 

 
 
Figura 5: Calidad del ADN de L. tenuis. 

 

Los resultados observados en el gel de agarosa muestran amplificación de un 
fragmento de aproximadamente 800 pb tanto en L. tenuis tolerante (T) como 
susceptible (S) utilizando los oligonucleótidos MYB102_1F y MYB102_2_1420R 
(M1) amplificando a una temperatura de fijación de 55˚C, mientras que a una 

NOMBRE SECUENCIA GENE ID

MYB102_1F 5´ TCCWTGGACWCCAGARGAAGA 3´ chr3.CM0590.950.r2.m y 
chr2.CM0124.1420.r2.m

MYB102_2_1420R 5´GGAACCACATGGGAAGAAGA 3´ chr2.CM0124.1420.r2.m
MYB102_3_1420F 5´ TACAAGCAGAGGCCATTCAAC 3´ chr2.CM0124.1420.r2.m
MYB102_2_950rR 5´ GAAGATGAAGGCGTGGAAGA 3´ chr3.CM0590.950.r2.m
MYB102_3_950rF 5´ TGGAAAGGGTAGTGAATCCAAG 3´ chr3.CM0590.950.r2.m
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temperatura de fijación más alta 58˚C, solo la muestra de ADN proveniente de la 
FMH tolerante presentó producto de amplificación. 
Para el MYB_102_950 se observó amplificación de un fragmento de 
aproximadamente 1000 pb tanto en L. tenuis tolerante como susceptible utilizando 
los oligonucleótidos MYB102_ IF y MYB102_2_ 950R (M2) amplificando a una 
temperatura de fijación de 55˚C, mientras que a una temperatura mayor no se 
observó amplificación. 
 

 
 

Figura 6: Amplificación de fragmentos genómicos de MYB en L. tenuis. 
 
Considerando estos resultados, fue realizada una nueva reacción de PCR, con una 
mayor concentración de ADN molde, a una temperatura de fijación de 55˚C, para 
purificación del producto amplificado y envió a secuenciación del mismo para 
análisis de la secuencia.  
 
c) Extracción de ARN y amplificación por RT-PCR. 

 

El ARN extraído de raíces de L. tenuis fue cuantificado mediante 
espectrofotometría (Nanodrop 2000) y su integridad fue comprobada mediante gel 
de agarosa. 
 

 
 
A partir del cADN sintetizado se realizaron RT-PCRs en distintas condiciones, 
variando el número de ciclos de la reacción (30 y 35 ciclos), y diferentes 

 

 

1000 
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concentraciones de cADN. Se utilizó el gen tubulina como gen de referencia para 
la cuantificación de la expresión relativa. 
Se observó a los 30 ciclos amplificación en el tratamiento de 8 horas en L. tenuis 
tolerante y en el tratamiento de 24 horas en L. tenuis tolerante y susceptible, como 
también en los controles de ambos para MYB102_1420. 

 
Figura 8: Amplificación por RT-PCR MYB 102-1420/TUBULINA 
 
Mientras que a los 35 ciclos y manteniendo la misma concentración de cADN se 
observó para MYB102_950r amplificación en el tratamiento de 8 horas en L. 

tenuis tolerante, tanto en el tratamiento como en el control, y en la susceptible 
sólo en el tratamiento. A las 24 horas se observó amplificación en ambas FMH 
tanto en el tratamiento como en el control.  
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Figura 9: Amplificación por RT-PCR MYB 102 950r/TUBULINA 
 
Para MYB102_1420 se observó amplificación en el tratamiento de 8 horas solo de 
L. tenuis tolerante. Tanto a los 30 como 35 ciclos se observó amplificación de un 
fragmento de entre 300 y 400 pb coincidiendo con el tamaño de los fragmentos de 
la secuencia de L. japonicus. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10: Amplificación por RT-PCR MYB 102 1420/TUB T8 
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Con respecto a la expresión relativa de estos genes en los distintos tratamientos y 
tiempos, en el gen MYB 102_1420 se observó expresión en la FMH susceptible a 
las 24 horas tanto en el control como en los tratamientos con solución salina, 
presentando estas una sobreexpresión con respecto al control. A las 8 horas no se 
observó expresión en el control ni en los tratamientos. De acuerdo con lo 
observado, hay un aumento en la expresión de las 8 a las 24 horas. En la FMH 
tolerante se observó a las 24 horas una sobreexpresión del tratamiento con 
respecto al control. En cuanto a las 8 horas se observó expresión en el tratamiento 
no así en el control. 

 
 

Figura 11: Expresión relativa de MYB102_1420 en L. tenuis. 
*El 10 fue colocado arbitrariamente en la máxima expresión relativa del gen y los demás valores 
se calcularon en base a este. El 0 representa la nula expresión relativa. 
 
Si comparamos ambas FMH la tendencia es la misma, es decir aumenta su 
expresión de 8 a 24 horas. En cuanto a los valores son prácticamente similares en 
ambas FMH y la diferencia radica que en el tratamiento de 8 horas las tolerantes si 
tuvieron expresión respecto de las susceptibles. 
Analizando los resultados podemos decir que, en las condiciones de este 
experimento, hubo expresión del MYB 102_1420 en condiciones de estrés salino. 
Se observó sobreexpresión del tratamiento a las 24 horas respecto al control y a 
las 8 horas casi no hubo expresión. Para poder confirmar si realmente hay una 
alteración de la expresión en distintas condiciones habría que repetir los 
experimentos, ya que los resultados son preliminares. 
 
Para el MYB 102_950r, se observó en la FMH susceptible expresión a las 24 
horas, mostrando una leve sobreexpresión del control con respecto al tratamiento. 
En el tiempo 8 horas se observó lo inverso, mostrando una expresión mayor en 
plantas tratadas respecto al control. Con respecto a la FMH tolerante, se observó 
expresión a las 8 y a las 24 horas en plantas tratadas y en los controles. Dentro de 
las 24 horas se observa una sobreexpresión de las plantas tratadas con respecto al 
control, lo mismo sucede a las 8 horas.  
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Figura 12: Expresión relativa de MYB102_950r en L. tenuis. 
*El 10 fue colocado arbitrariamente en la máxima expresión relativa del gen y los demás valores 
se calcularon en base a este. El 0 representa la nula expresión relativa. 
 
Al comparar ambas FMH, observamos las siguientes diferencias, en la FMH 
susceptible a las 24 horas, la expresión en el control es mayor que en las plantas 
tratadas mientras que para la FMH tolerantes la relación es inversa. A las 8 horas, 
en ambas FMH se observa una sobreexpresión de las plantas tratadas con respecto 
al control, pero en las susceptibles la diferencia es más marcada. 
 
d) Análisis de las secuencias. 

 

Para comprobar la especificidad de los oligonucleótidos diseñados y evaluación 
de la secuencia amplificada por PCR y RT-PCR, fueron enviadas muestras a 
secuenciación. Las condiciones de las muestras y los oligonucleótidos enviados se 
describen en la siguiente tabla: 
 
Tabla 8: Descripción de los fragmentos de PCR Y RT-PCR purificados y 
enviados a secuenciar. 
 

TEMPLADOS PRIMER 

Muestra  Tipo de 
muestra 

Tamaño 
(pb)  Cuantificación Primer Tm 

M1 ADN PCR  810 20 ng/ul 1420 R 59,9 
M2 ADN PCR  1095 30 ng/ul 950 R 60,34 

M1cADN TOL RT-PCR 370 10 ng/ul 1420 F 60,26 
M2 cADN TOL RT-PCR 490 6,8 ng/ul 950 F 60,34 
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La muestra de PCR para el MYB 102_1420 arrojo como resultado de la 
secuenciación un fragmento de 810 pb, que presento similitud a un FT tipo MYB 
de Populus trichocarpa y de Glycine max cuando se realizó un tBLASTx contra 
el banco de secuencias del NCBI, lo cual indicaría que los oligonucleótidos son 
específicos y amplifican un fragmento en L. tenuis que presenta similitud al MYB 
102_1420 de L. japonicus. 

 
Tabla 9: Resultado del tBLASTx realizado con la secuencia traducida contra el 
banco de proteínas del NCBI. 
 

 
En cuanto a las muestras amplificadas por RT-PCR, para ambos genes, y la 
muestra amplificada por PCR para MYB102_950r, la calidad de la secuencia no 
fue suficiente para su análisis. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Origen Descripción E-value ID (%) 
Acceso en 

NCBI 

Populus 

trichocarpa 

Populus  trichocarpa  
predictedprotein 

(MYB032), mRNA 
5e-18 31/39(79%) 

11/23(48%) XM_002310524,1  

Glycine max 

Glycine max 

transcription factor 
MYB39-like(LOC 

100781670), mRNA 

5e-17 17/19(89%)  
17/20(85%) XM_003520090,1 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/224063111?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=1W5CHXU001R


23 
 

4- CONCLUSIONES 

 
A partir del gen AT4G21440, encontrado en A. thaliana, que codifica para el 
MYB 102 (Fujita et al., 2011) y teniendo en cuenta el estudio de Sánchez et al., 
(2008) en el que reporta la presencia de un FT tipo MYB en L. japonicus fue 
realizado un BLASTN contra el banco de genes de L. japonicus, especie más 
próxima a la especie que se desea estudiar, resultando en tres secuencias similares 
al MYB 102 de A. thaliana, de las cuales dos fueron elegidas para elaborar los 
oligonucleótidos utilizados para amplificación de los posibles MYB en L. tenuis. 

De las secuencias amplificadas enviadas a secuenciación, para el MYB 102_1420 
se obtuvo como resultado de la secuencia traducida una similitud con un FT tipo 
MYB en Populus trichocarpa y Glycine max pudiendo de esta manera concluir 
que los oligonucleótidos son específicos y corresponden a una secuencia tipo 
MYB en L. tenuis. 
 
Para evaluar la posible relación de los FT tipo MYB con el estrés salino, se realizó 
un análisis de la expresión relativa de estos bajo condiciones de salinidad. Se pudo 
observar expresión en condiciones normales de crecimiento como en condiciones 
de estrés salino, por lo que podríamos inferir que el gen no solo está relacionado 
con la respuesta al estrés salino sino a otros factores. Bajo condiciones de estrés 
salino hubo expresión del gen tipo MYB en ambas FMH, observándose una 
mayor expresión en la tolerante, pudiendo de esta manera suponer una relación 
entre la expresión del gen y la respuesta adaptativa al estrés salino en L. tenuis. 
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