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= Secuenciacion del ADN

Introduccion

Los clones seleccionados se secuenciaron siguiendo el método de Sanger usando los
cebadores M13r y M13f. Para secuenciar la parte interna del gen se disenaron
cebadores a partir de la secuencias previamente determinadas. Para la reaccion de
secuencia se utilizd el kit ABI BigDye Terminator Version 3. La secuencia de
nucledtidos fue alineada usando el programa SeqEd (ABI).

Las especies de Brachiaria constituyen un importante componente dentro de las
pasturas sembradas en las tierras humedas — bajas de las zonas tropicales de América,
Asia, Africa, el Pacifico Sur y Australia. Los cultivares mas utilizados en estas regiones
son: B. decumbens cv Basilisk, B. brizantha cv Marandu, B. humidicola cv Humidicola y
B. dictyoneura cv Llanero. Particularmente B. decumbens posee caracteristiscas
excepcionales tales como excelente adaptacion a suelos acidos, agresividad y buena
calidad nutricional. Hasta hace algun tiempo el mejoramiento genético de Brachiaria se
basaba en la seleccion de genotipos existentes en la naturaleza. Por largo tiempo la
recombinacion geneética entre las especies de éste género fue practicamente imposible
debido a su reproduccion apomictica y a los diferentes niveles de ploidia existentes
entre ellas. No obstante, debido al entendimiento de la citogenética de este géneroy a
la creacion de un tetraploide sexual de B. ruziziensis, hoy en dia es posible la
recombinacion genética dentro del grupo de B. decumbens y B. brizantha, utilizando
como puente B. ruziziensis (Miles & do Valle, 1996).

Resultados

= Aislamiento de genes de |la biosintesis de ligninas de Brachiaria

El analisis Northern se realizé para determinar la homologia existente entre los genes
de la biosintesis de ligninas de L.perenne y los de Brachiaria. Los resultados indican
gue los transcriptos OMT-1, 4CL-2 y CCR-1 estan presentes en hojas y raices jovenes
de B. decumbens (Figura 2). Estos transcriptos se expresan mayormente en raices gue
en hojas. Se confirma la presencia de genes enddgenos OMT, 4CL y CCR en

Recientes avances en la manipulacion genética de plantas han generado evidencia
convincente que sugiere que esta poderosa tecnologia puede complentar los
programas de mejoramiento tradicional de gramineas forrajeras. ElI mejoramiento
molecular para calidad nutricional basado en la transgenesis, puede ser enfocado en
caracteristicas individuales relacionadas tales como digestibilidad de la materia seca,
contenido de carbohidratos solubles y metabolitos secundarios. La mayoria de estos
parametros de calidad estan asociados con rutas metabolicas especificas y por tanto
con la produccion de proteinas determinadas. Esto permite que dichas proteinas
puedan ser Identificadas, los correspondientes genes aislados y su expresion
manipulada en plantas transgénicas. Se sabe que pequenos cambios en la calidad
nutricional de cultivos forrajeros lideran un gran cambio en la produccion animal (Casler
& Kaeppler, 2001).

Por tal razon, CIAT con la colaboracion del Plant Biotechnology Centre — Australia en el
aislamiento y caracterizacion de genes de calidad nutricional involucrados en la
biosintesis de ligninas (fig. 1) de B. decumbens.
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Figura 1. Ruta de la biosintesis de ligninas

Metodologia

= Extraccion de ARN total y Purificacion de ARNmM

Se aisld ARN total de raices y hojas de plantulas de 10 dias de Lolium perenne y B.
decumbens de acuerdo al protocolo establecido por Chang et al, 1993. Se limpid el
ARN total utilizando el Kit de QIAGen RNEasy. El RNAm se aislo usando el kit Oligotex
MRNA de QIAGen.

= Analisis Northern Blot

Se utilizaron de 15 — 20 ng de ARN por linea. Se utilizaron como sondas los ADNc de
los clones OMT-1, 4CL-2, CCR-1y CAD-1 de L. Perenne.

= Construccion y Evaluacion de la Libreria de ADNc Uni-ZAO XR

Para la construccion de la libreria direccionada de ADNc se utilizo el kit de Stratagene
cDNA Synthesis. Para el empaguetamiento de la libreria se escogio el kit de
Stratagene GigaPack Gold Ill. La libreria fue evaluada con las sondas OMT-1, 4CL-2,
CCR-1y CAD-1 de L. Perenne marcadas con dCTP[P3?]. Se evaluaron un total de 2,5 x
10°> pfu para cada una de las sondas escogidas. Los insertos de ADNc fueron
escindidos y recircularizados usando el fago ExAssist — Helper con las cepa SOLR
(Stratagene) como describe el fabricante.

Brachiaria.
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Figura 2. Hibridizacion Northern. 1. 2. Hojas Yy raices de plantulas de 10 dias de B. decumbens
3. 4. Hojas y raices de plantulas de 10 dias de L. perenne.

= Aislamiento del gen OMT de Brachiaria

Se aislo y secuencio completamente un gen de la O-MetilTransferasa de B. decumbens
(BAOMT). Este gen tiene un tamano de 1,410 bp con un marco de lectura (ORF) de
1,083 bp, una region no codificante en 5’ de 62 bp y en 3’ de 256 pb incluyendo la
polyA. Dentro de la region codificante BAOMT presenta una identidad en la secuencia
de aminoacidos del 89%, 88%, 77% y 87% con los O-MTs identificados en cafa de
azucar (S0), sorgo (Sb), Lolium (Lp) y maiz (Zm) respectivamente. Se destaca la clara
separacion entre los O-MTs aislados de plantas mono y dicotiledoneas (Figura 3).
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Figura 3. Dendrograma de similaridad genétoca que muestra la relacion existente entre las
secuencias de aminoacidos de OMTs de plantas.

Perspectivas

= Clonar el gem BAOMT en vectores para Agrobacterium y biolistica

<> Regqular la expresion del BAOMT en plantas transgenicas de Brachiaria y tabaco.
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