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PREFACIO

En oportunidad de la Primera Edicién de “Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal”, nos habiamos
propuesto responder a la necesidad de un texto en idioma espafiol, dirigido a docentes y estudian-
tes de los cursos de Agronomia y de otras formaciones relacionadas con las tecnologias aplicadas
al mejoramiento vegetal, asi como brindar un recurso de informacion general y consulta para no
especialistas. Esta Segunda Edicion, intenta actualizar, profundizar y extender estas tematicas,
atendiendo a la rapida evolucion en este campo del conocimiento.

En el contexto de los principios basicos del mejoramiento, es decir, generar variabilidad genéti-
ca y seleccionar caracteristicas deseables, las tecnologias evolucionan rapidamente y, del mismo
modo, se acelera la transferencia del conocimiento basico a las aplicaciones. Esta edicion intenta
reflejar este proceso dinamico y aportar informacién actualizada con ejemplos de aplicaciones al
mejoramiento de diferentes especies vegetales.

En este trabajo se han reunido las contribuciones de investigadores y especialistas en diferentes
campos relacionados con el mejoramiento. En las secciones dedicadas a las herramientas basicas,
se ha hecho foco en las técnicas de cultivo de tejidos y micropropagacion que se utilizan en si mis-
mas para generar variabilidad, conservar germoplasma, producir clones libres de enfermedades o
como paso obligado en la construccion de plantas transgénicas. En la seccidén que se ocupa de las
aplicaciones de estas técnicas a casos especificos, se brindan ejemplos de mejoramiento logrado
en diferentes especies.

La tecnologias “omicas” (gendmica, transcriptémica, metabolémica) constituyen una de las herra-
mientas mas importantes en el mejoramiento, por la potencialidad que presentan, tanto en el campo
de la investigacion basica, en el mapeo de genes y la identificacion de marcadores moleculares,
como en la identificacién de funciones y redes regulatorias que influyen en las caracteristicas que se
desean mejorar: resistencia a enfermedades y plagas, rendimiento, calidad nutricional y respuestas
a diferentes tipos de estrés ambiental, entre otras.

Es claro que dentro de las tecnologias de mejoramiento, la transgénesis o transformacion ge-
nética es una de las herramientas mas versatiles y poderosas, ya que permite resolver problemas
que por via del mejoramiento convencional no seria posible enfrentar. En esta edicion se presentan
numerosos ejemplos de transgénesis para la obtencion de cultivos tolerantes a estrés biotico y
abidtico, a plagas y enfermedades o con mejoras en su calidad nutricional.

Desde 1996, cuando se cultivaron por primera vez, la superficie mundial de cultivos transgénicos
aumento 80 veces, alcanzando las 134 millones de hectareas en 2009. Segun el ultimo informe del
ISAAA (Servicio Internacional para las Adquisiciones Agrobiotecnoldgicas) estas hectareas fueron
cultivadas por 14 millones de agricultores de 25 paises, siendo Argentina uno de los lideres en
adopcion, con el 16% del area global.

Por otro lado, es importante notar que se han establecido sistemas de control a nivel internacional
para regular el desarrollo y la aplicacion de la ingenieria genética al mejoramiento de organismos
vivos (conocidos como organismos genéticamente modificados u OGMs). Si bien éstos no se limitan
a plantas, en este trabajo se presentan sélo los aspectos regulatorios y de bioseguridad relaciona-
dos con los cultivos transgénicos.

Esperamos que esta nueva edicidon constituya una herramienta util y accesible para docentes,
estudiantes y profesionales que se dedican y se dedicaran a la noble tarea de mejorar la agricultura.

Los Editores
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PROLOGOS

Prélogo a la primera edicion

Recientemente, un periodista, que compartia una ensalada con un bidlogo, exclamé: jSi yo
sélo aspiro a que la lechuga que yo tenga que consumir no tenga genes! Cuando el bidlogo le
explicé que al comer ésta no habia mas opcién que engullir unos 25.000 genes del genoma de
Lactuca sativa y varios miles de genes adicionales correspondientes a los genomas de los mi-
croorganismos que habitual y comodamente habitan en la superficie de las turgentes hojas, el
periodista quedoé atdnito.

Segun un eurobarémetro de hace unos meses, mas de dos tercios de los europeos estaban en
contra de los alimentos transgénicos. Sin embargo, en la misma encuesta se incluia una aseve-
racion - los tomates normales no tienen genes, los transgénicos si - frente a la que también mas
de dos tercios de los encuestados se mostraban de acuerdo o confesaban su ignorancia. Es una
lastima que dicho eurobarémetro no registrara la proporcion correspondiente al encabezamiento
“no saben, pero si contestan”, aunque es facil colegir que dicha fraccién era alta y en extremo
vergonzante.

Los avances del conocimiento biolégico y de la biotecnologia destacan en el panorama cien-
tifico-técnico de este fin de siglo y han impregnado las mas diversas vertientes de nuestra vida
cotidiana sin que se haya aceptado que un minimo de estos conocimientos deberia formar parte
integral de la cultura general. La ignorancia de los hechos bésicos relativos a nuestra herencia
genética o a nuestra alimentacion se considera incluso de buen tono. Esto se refleja de entrada
en el caos semantico que se ha creado en torno a la biotecnologia, del que hay que culpar no
sélo a la ignorancia del ciudadano sino también a la torpeza de los cientificos y a la dictadura de
los medios de comunicacion. Es preciso despejar este caos si queremos entendernos a partir de
la ciencia, y no a sus espaldas.

Términos tales como organismos genéticamente modificados (OGMs), alimentos transgéni-
cos, ingenieria genética, ADN recombinante, transferencia génica, clonacién, alimentos natura-
les, mejora genética e, incluso, biotecnologia, han invadido nuestro lenguaje cotidiano sin orden
ni concierto. A estas alturas empieza a ser dificil normalizar la situacion, pero tratemos de con-
tribuir a ello.

La definicién de biotecnologia abarca a todas las tecnologias mediadas por un ser vivo o por
partes de él, sean éstas células o enzimas aisladas. Bajo esta definicién se incluyen desde la
propia agricultura, inventada hace diez milenios, y la fabricacién de las veinticuatro clases de
cerveza mesopotamica, que tanto gustaban a Nabucodonosor, hasta la ultima forma de producir



insulina humana. No es apropiado, por tanto, usar el término de forma restringida para referirse
exclusivamente a los ultimos avances basados en la biologia molecular. Para esto ultimo resulta
mas adecuado el uso de la expresion “biotecnologia molecular”.

Practicamente la totalidad de lo que ponemos en nuestra mesa ha sido genéticamente modifi-
cado. La domesticacién de plantas y animales supuso una alteracién muy drastica de sus geno-
mas Yy la mejora genética subsiguiente ha ido afiadiendo modificaciones extensas y sustanciales.
Lo importante es la naturaleza de los cambios introducidos y no los métodos empleados para
ello. De hecho, la ingenieria genética es sélo uno de esos métodos - una modalidad mas de me-
jora genética - y solo sirve para modificar uno o pocos genes de forma muy selectiva. No serviria
para obtener razas de perro tan distintas - en su tamafo, morfologia y temperamento - como el
Chihuahua y el Pit Bull Terrier, que en cambio han surgido de la mano del hombre gracias a los
métodos genéticos mas tradicionales. En consecuencia, resulta absurdo denominar OGMs sdlo
a los productos de la ingenieria genética para contraponerlos a los supuestamente “naturales”.

Casi nada de lo que ponemos en nuestra mesa es natural, hasta el punto que la mayoria de
los organismos de los que derivamos nuestro alimento han perdido su capacidad de sobrevivir
por si mismos en la naturaleza. Es mas, para llegar a nuestra mesa han debido sufrir alteraciones
genéticas que les priven de infinidad de sustancias naturales que son téxicas o inhibitorias para
el ser humano. Una variedad moderna, modificada por ingenieria genética, esta tan lejos de ser
natural como las que la precedieron. jPor fortuna! Ya que es obvio que natural no es sinénimo
de inocuo.

Se consideran organismos transgénicos aquellos cuyo genoma ha sido alterado por ingenieria
genética o, si se prefiere, por sastreria genética, ya que las operaciones fundamentales de esta
via experimental consisten en cortar y coser (unir) piezas de ADN. Un gen es un tramo de ADN
(una secuencia construida con las bases A, T, G, C) que, en general, determina una proteina (una
secuencia de aminoacidos), de acuerdo con las equivalencias plasmadas en la clave genética.
Mediante la nueva tecnologia se puede alterar un genoma por la adicién de uno o varios (pocos)
genes que previamente no formaban parte de él o por la inutilizaciéon de uno o varios genes entre
los ya existentes. Estas operaciones se hacen para conferir caracteres deseables y para eliminar
caracteres indeseables del organismo, respectivamente, objetivos que no difieren de los de la
mejora genética tradicional.

En lo que difieren la vieja y la nueva tecnologia es en el repertorio génico que se puede mane-
jar - genes de la misma especie, en el caso de la vieja, y de cualquier especie, en el de la nue-
va - y en el modo de introducir y transferir la modificacion genética, por via sexual o por adicion
exodgena (transformacioén), respectivamente. Los organismos modificados por transformacion se
suelen denominar transgénicos. Llamar transgénicos a los alimentos derivados de dichos orga-
nismos resulta menos apropiado porque, como dice el refran, “degradado es todo gen que entra
por boca de cristiano”. Es absurdo llamar transgénico al azlicar procedente de una remolacha
transgénica, ya que es un producto quimico puro, esencialmente indistinguible del aislado de la
remolacha normal o de la cafia de azucar.

Con acertado criterio, los editores de esta obra han adoptado un tratamiento integral de todos
los métodos, objetivos y logros de la alteracidn genética de las plantas con fines practicos. Faltan
en nuestro idioma obras que acerquen con rigor a una parte tan importante de nuestra cultura
general. Las adaptaciones a los nuevos avances de textos preexistentes, hechas a menudo por
un unico autor, suelen adolecer de falta de familiaridad con la nueva tecnologia. De aqui que la
aproximacion adoptada en esta obra, segun la cual cada capitulo esta a cargo de verdaderos
especialistas, sea la mas apropiada en la actualidad.

Dr. Francisco Garcia Olmedo, 2004



Prélogo a la segunda edicion

La buena fortuna de un libro lleva aparejada la esclavitud de su autor o autores, que quedan
encadenados a la necesidad de mantenerlo vivo en sucesivas ediciones. Estamos ante la segunda
edicion de “Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal”, un texto que, hace seis afios, supuso una es-
pléndida y afortunada aportacion a la recension de un area tecno-cientifica en vigorosa ebullicion y
de gran relevancia practica. La necesidad de esta edicion surge de multiples circunstancias, entre
las que cabe resaltar el enorme avance del conocimiento que ha tenido lugar, la redefinicion de
los retos entonces planteados y la aparicion de otros nuevos que han diversificado los objetivos
practicos de la disciplina. Ademas, entre la aparicion de la primera edicion y la de esta segunda, ha
ocurrido una crisis alimentaria significativa que no es separable de otras, tales como la econémica,
la climatica o la energética.

Segun todos los indicios, la crisis alimentaria va a ser duradera y obedece a factores multiples: la
subida del precio del petroleo, el bajo nivel de reservas, la especulacion, el incremento de la pobla-
cion y del consumo per capita, el desvio de una parte sustancial de la produccién agraria hacia la
fabricacion de biocombustibles, la disminucion de los rendimientos por el estrés debido al cambio
climatico y la falta de inversion en innovacién agropecuaria. Parece como si el éxito relativo de las
ultimas décadas hubiera hecho bajar la guardia.

En particular, la tasa de crecimiento de la produccion de alimentos ha ido por detras de la del
crecimiento de la poblacion durante la ultima década, justo el tipo de comportamiento relativo que
propuso Malthus hace mas de dos siglos. En el ultimo medio siglo, ha sido la mejora genética la
que ha tenido el protagonismo técnico en la derrota de la amenaza maltusiana, ya que la superfi-
cie de suelo laborable apenas ha crecido. En la actualidad, se ha adquirido de pronto conciencia
de que no se sabe bien cdmo se va a conseguir el aumento de la produccién de alimentos en un
70-100 % para el ano 2050, necesidad que se considera minima para alimentar una poblacion pro-
yectada de unos 9.000 millones de seres humanos que, ademas, tendran una demanda per capita
significativamente superior a la actual. Si se quiere lograr dicho objetivo, habremos de ser ain mas
eficaces en las préoximas décadas de lo que lo hemos sido en las precedentes.

Por supuesto, las respuestas a los retos planteados ni han sido ni seran exclusivamente técni-
cas, pero todas las estrategias posibles han tenido y tendran un importante componente técnico y
es sobre este componente sobre el que se centra el libro que ahora se reedita.

El cambio climatico esta alterando los estreses bidticos y abiéticos a que deben hacer frente las
cosechas, lo que hace prioritaria la investigacion basica y aplicada tanto en el esclarecimiento de
los mecanismos involucrados como en la adaptacion de las cosechas tradicionales a las nuevas
condiciones, asi como el desarrollo de nuevas cosechas que sean mas apropiadas para condicio-
nes extremas.

La crisis energética ha impulsado un nuevo interés por los biocombustibles, en los que se han
centrado algunas esperanzas infundadas que han dado lugar a la formulacién de objetivos politicos
que pueden tener consecuencias perjudiciales para la alimentacién mundial. Asi por ejemplo, los
objetivos declarados para fechas préximas, tanto por lo EEUU como por la UE, estan determinando
una competencia por el suelo agricola de la generacién de biocombustibles con la produccion de
alimentos que no puede sino encarecer significativamente los alimentos y aumentar el numero de
hambrientos en el mundo, asi como contribuir a la destruccion de bosque tropical. Por otra parte,
La busqueda de especies y variedades aptas para la produccién de biocombustibles plantea retos
formidables a la investigacidon de su agronomia y a su mejora convencional y biotecnologica.

Es en el escenario que a grandes rasgos acabamos de esbozar, donde la presente edicion de
“Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal II” manifiesta su pleno potencial y debe alcanzar su maxi-
ma funcionalidad.

Dr. Francisco Garcia Olmedo, 2010
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V. CAPITULO 2

Mejoramiento de Plantas
Forrajeras en la Era Genédmica

German Spangenberg, Mauro Meier y
Viviana Echenique

1 Introduccién

Si bien el mejoramiento genético convencio-
nal ha tenido un gran impacto en el incremen-
to del rendimiento, la calidad y la resistencia a
plagas y enfermedades en cereales y oleagi-
nosas, en las especies forrajeras los progresos
han sido significativamente menores, especial-
mente en lo referido al rendimiento. Esto obe-
dece a varios factores como un proceso mas
reciente de domesticacion, la complejidad de
objetivos, problemas reproductivos, de merca-
do y las menores inversiones realizadas en el
area. Las herramientas biotecnoldgicas desa-
rrolladas en los ultimos 20 afos ofrecen inte-
resantes alternativas que pueden contribuir a
mejorar esta situacion.

En los ultimos afios la biotecnologia ha apor-
tado varias metodologias para complemen-
tar los programas de mejoramiento, como el
cultivo de tejidos, la hibridacidon somatica, la
variacion somaclonal y la transgénesis. Esta
ultima resulta muy promisoria, especialmente
para incrementar la calidad del forraje, persis-
tencia, resistencia a plagas y enfermedades,
tolerancia a estreses abidticos y para manipu-
lar el crecimiento y desarrollo. Los marcadores
moleculares brindan su utilidad para la identifi-
cacion y seleccion de caracteres agronomicos
complejos. Mas recientemente, la genomica
permite identificar a gran escala genes de inte-
rés para su introduccién en los forrajes. Todas
estas tecnologias confluyen en el mejoramien-
to molecular, que permitira obtener nuevos cul-
tivares para satisfacer las demandas actuales
de produccion. En este capitulo se describen
las aplicaciones actuales y futuras y el impacto
de la biotecnologia en el mejoramiento de es-
pecies forrajeras.

2 Transgénesis
La tecnologia génica y la obtencion de plan-
tas transgénicas brindan la posibilidad de ge-

nerar variacion genética cuando esta es inexis-
tente o tiene una heredabilidad muy baja. En
la actualidad se dispone de metodologias efi-
cientes para la transformacion de forrajeras, ya
sean gramineas o leguminosas (Figura 1).

La utilizacion de la biolistica o la transfor-
macion mediada por Agrobacterium permite
la regulacion de nuevos genes, o de genes
preexistentes, que codifican para las enzimas
que intervienen en las distintas vias metabo-
licas, para que estos se expresen en mayor o
menor grado. En la actualidad se encuentran
en etapa de evaluacién a campo distintas es-
pecies forrajeras transgénicas con caracteres

Figura 1. Transformacion de trébol blanco para
resistencia virus. A-H) Sistema prolifico de rege-
neracion de plantas resistentes al virus del mosaico
de la alfalfa (AMV) y al virus del mosaico del tré-
bol blanco (WCMV) a partir de explantos cotiledo-
nales. La transformacion se llevd a cabo utilizando
Agrobacterium tumefaciens, utilizando npt2 como
marcador de seleccién. 1) T-ADN del vector binario
conteniendo el gen quimérico npt2 y el gen de la
proteina de la capside del AMV (AMV4). J) Anali-
sis por PCR para la identificacion preliminar de las
plantas transformadas utilizando iniciadores para
el gen npt2. K) Idem anterior pero utilizando inicia-
dores para el gen AMV4. L) Analisis de Southern
blot utilizando una sonda dirigida al gen AMV4. M)
Analisis de Northern blot de plantas transgénicas de
trébol blanco expresando el gen quimérico AMV4,



simples modificados. Si bien algunos aspec-
tos de la genética, fisiologia y bioquimica de
muchos procesos vegetales complejos no han
sido aun completamente dilucidados, lo cual
podria demorar algunas de las aplicaciones de
la transgénesis en el mejoramiento vegetal, la
tecnologia génica es una poderosa herramien-
ta para ampliar los conocimientos en genética
molecular.

El numero de genes disponibles para los
mejoradores de plantas ha aumentado rapida-
mente con el advenimiento de los grandes pro-
gramas de secuenciacion de especies como
Lolium perenne vy el trébol blanco; o en la se-
cuenciacion completa del genoma de especies
modelo como Medicago trunculata L., Lotus
japonicus L. y arroz (Oryza sativa L.).En con-
secuencia, las aplicaciones de la transgénesis
en el mejoramiento de especies forrajeras es-
tan orientadas hacia el desarrollo de eventos
de transformacion con variacion genética unica
y a la diseccién genética de vias metabdlicas y
procesos de desarrollo relevantes para la pro-
duccién de forrajes.

Los mejores candidatos en cuanto a carac-
teres para la aplicacién de transgénesis en
plantas forrajeras son: calidad del forraje, re-
sistencia a plagas y enfermedades, tolerancia
a estreses abioticos y la manipulacién del cre-
cimiento y desarrollo.

2.1 Modificacion genética de la

calidad del forraje

El mejoramiento molecular basado en trans-
génesis para mejorar la calidad del forraje esta
dirigido al tratamiento de los subcaracteres in-
volucrados, a saber: digestibilidad de la mate-
ria seca, contenido de carbohidratos solubles,
contenido de proteinas, metabolitos secunda-
rios, alcaloides, etc. La modificacion de la ma-
yoria de los parametros de calidad se asocia
a ciertas vias metabdlicas, o a la produccién
de proteinas especificas. La tecnologia génica
permite identificar las proteinas involucradas y
las enzimas clave a ser manipuladas, el ais-
lamiento de los genes correspondientes y la
manipulacién de su expresion en plantas trans-
génicas. A continuacién desarrollaremos ejem-
plos de distintas aplicaciones.

2.1.1 Manipulacién de la biosintesis de

lignina

El principal objetivo tendiente mejorar el va-
lor nutritivo de las gramineas forrajeras para
la industria lechera es el incremento de la di-
gestibilidad de la materia seca, la cual declina
marcadamente (> 10%) a medida que estas
crecen y maduran, reduciendo el valor nutritivo
del forraje. Dado que la heredabilidad de este
caracter es baja y el mismo esta controlado por
un gran numero de genes, el potencial para un
rapido mejoramiento por métodos tradicionales
es reducido.

Se estima que pequefios incrementos en la
digestibilidad tendran un efecto significativo en
la calidad del forraje y concomitantemente en
la producciéon animal. Asi, incrementos del 1%
en la digestibilidad de la materia seca in vitro
conducen a incrementos promedio del 3,2% en
ganancia media de peso vivo.

La lignina es un componente importante de
la pared celular de plantas vasculares y du-
rante mucho tiempo ha sido reconocida por su
impacto negativo sobre la calidad del forraje,
en la fabricacion de papel y mas recientemen-
te en la obtencion de biocombustibles a partir
de celulosa. Durante las ultimas dos décadas,
genetistas y bioquimicos han avanzado en el
conocimiento de la relacion entre lignificacion y
digestibilidad de los forrajes.

Los efectos negativos de la lignina sobre la
digestibilidad dependen de su contenido, com-
posicion de monémeros y grupos funcionales
y del grado de entrecruzamiento con los poli-
sacaridos de la pared celular. La lignificacion
es un proceso altamente coordinado y regu-
lado por un conjunto de eventos metabdlicos
que resultan en la biosintesis de precursores
de la lignina (monolignoles). Existen tres nive-
les de control para la manipulacion genética de
ligninas, a saber: la sintesis de monolignoles,
el transporte de los mismos desde el sitio de
sintesis al de polimerizacién, y el de polimeri-
zacion de monolignoles para dar los productos
finales. Una de las estrategias mas exploradas
para mejorar la digestibilidad de la lignina es la
regulacién negativa de las enzimas involucra-
das en la biosintesis de monolignoles.

En funcién de los resultados de varios estu-
dios relacionados con la manipulacion de lig-



nina se ha encontrado que los genes pal, c4h,
c¢3h 'y 4cl no son buenos blancos para la mani-
pulacion especifica de biosintesis de monolig-
noles ya que producen efectos adversos sobre
otras funciones biolégicas (Figura 2 A). Estos
genes codifican las enzimas fenilalanina ami-
no ligasa (PAL), cinamato-4-hidroxilasa (C4H),
p-cumarato 3-hidroxilasa (C3H) y 4-cumarato
CoAligasa (4CL).
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Figura 2. A) Via biosintética de la lignina. PAL: fe-
nilalanina amonio liasa; TAL: tirosina amonio liasa;
C4H: cinamato-4-hidroxilasa; C3H: p-cumarato 3-hi-
droxilasa; COMT: cafeato-O-metiltransferasa; F5H:
ferulato-5-hidroxilasa; 4CL: 4-cumarato CoA ligasa;
CC3H: cumaroil CoA hidroxilasa; CCOMT: cafeoil-
CoA-O-metiltransferasa; CCR: cinamoil-CoA-reduc-
tasa; CAD: cinamoil alcohol deshidrogenasa. Las
flechas punteadas indican reacciones que no han
sido verificadas experimentalmente.

Por otro lado, comt, ccoaomt y cad son bue-
nos blancos para alterar el contenido y com-
posicion de ligninas, y codifican las enzimas
O-metil transferasa del acido cafeico (COMT),
cafeoil CoA-3-O-metiltransferasa (CCoAOMT)
y cinamil alcohol deshidrogenasa (CAD). Las
investigaciones realizadas utilizando plantas
modelo como tabaco y alamo demostraron
qgue la regulacién negativa de la expresion de
COMT, CAD y 4CL conduce a una alteraciéon
en la composicién de la lignina, o a una dismi-
nucion de su contenido, con incrementos signi-
ficativos en la digestibilidad de la materia seca.
En algunos de estos casos la lignina resultd

mas facil de extraer quimicamente, en otros
esta tecnologia trajo aparejadas alteraciones
en el desarrollo de la planta, como reduccio-
nes en el tamano y colapso de las células del
xilema, pero, en general estos resultados indi-
can que la introduccién de genes de esta via
metabdlica en construcciones de ARN sentido
o antisentido permiten mejorar la digestibilidad
de la materia seca, sin alterar el desarrollo nor-
mal de la planta.

Los efectos observados en plantas con re-
gulacién negativa de alguna de estas enzimas
son similares a aquellos encontrados en la na-
turaleza en un tipo de mutantes de maiz llama-
dos «brown midrib» (bmr), cuyos genes codifi-
can para enzimas menos activas. El enfoque
transgénico brinda la posibilidad de obtener
plantas con ligninas diferentes, logrando una
mayor variedad de fenotipos que la existente
en la naturaleza, a través de la regulacién ne-
gativa de varias enzimas y a la utilizaciéon de
promotores especificos.

En raigras perenne se ha logrado clonar y
caracterizar tres genes clave en la via de bio-
sintesis de monolignoles: cad, 4cl y ccr (cina-
moil CoA reductasa, CCR). Estos genes han
sido mapeados en los cromosomas de raigras
(Figura 2 B) y se encuentran en evaluacion
plantas transgénicas de esta especie con estos
genes regulados en sentido y antisentido. La
regulacion negativa de OMT en Festuca incre-
mento en un 10% la digestibilidad, lo cual es un
resultado muy importante de esta tecnologia.
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Figura 2. B) Mapeo de los genes correspondientes
a la via de biosintesis de lignina, en los grupos de
ligamento LG2 y LG7 de raigras perenne.



En esta especie también se regularon negati-
vamente las enzimas CAD y COMT.

Dado que los genes estructurales involucra-
dos en la biosintesis de lignina se encuentran
regulados a nivel de transcripcion, otra estra-
tegia para la manipulacion genética involucra
la manipulacion de factores de transcripcion de
tipo MYB.

El reciente interés en la produccion de bio-
combustibles a partir de celulosa ha impulsa-
do la ingenieria genética de ligninas, utilizando
como sistemas modelo cultivos energéticos
como Populus trichocarpa y Brachypodium
distachyon. La gran cantidad de biomasa que
proporcionan los forrajes es una alternativa
atractiva para este fin. En Estados Unidos se
busca utilizar el pasto varilla o switchgrass (Pa-
nicum virgatum) como una alternativa. Se trata
de producir modificaciones genéticas que re-
dunden en baja cantidad de lignina o diferente
calidad de la misma. De esta manera se faci-
litaria la liberacién de celulosa y hemicelulosa
de la matriz de la pared celular y quedarian
mas accesibles para el tratamiento enzimatico
posterior.

2.1.2 Manipulacién del metabolismo

de fructanos

Los fructanos son moléculas de polifructosa
producidas por varias especies de gramineas
para las cuales constituyen la principal forma
de almacenamiento de carbohidratos solubles.
Observaciones realizadas en lineas de raigras
que almacenan concentraciones elevadas de
carbohidratos solubles indicaron que éstas no
sufren disminuciones en la digestibilidad du-
rante el verano, ya que estos carbohidratos
parecen contrarrestar las disminuciones en
digestibilidad debidas a lignificacion, favore-
ciendo ademas la asimilacién del forraje y de
proteinas en el rumen y, concomitantemente,
generando incrementos en el peso vivo.

Un alto contenido de fructanos en los forra-
jes es de gran valor ya que pueden ser mo-
vilizados facilmente para mantener el rebrote
inmediatamente después de la defoliacién, asi
como por anadir valor nutritivo para la alimen-
tacion del ganado.

La sintesis de fructosa en gramineas involu-
cra la accion concertada de al menos tres enzi-

mas: sacarosa:sacarosa 1-fructosiltransferasa
(1-SST), fructano:fructano 1- fructosiltransfe-
rasa (1-FFT) y sacarosa:fructano 6-fructosil-
transferasa (6-SFT), que sintetizan la mezcla
mas compleja de fructanos ligados que se en-
cuentra en pastos y cereales. Varios de los ge-
nes involucrados en esta via metabdlica han
sido aislados y caracterizados, como el 6-SFT
de cebada, el 6G-FFT de cebollay el 1-SST de
alcaucil. Su introduccion en plantas desprovis-
tas de fructanos nativos conduce a la acumu-
lacion de oligofructanos y, en plantas que los
producen provocan la acumulacion de nuevas
variedades de los mismos.

La introduccién de un gen microbiano para la
fructosiltransferasa (gen SacB) de Bacilus sub-
tilis en plantas de tabaco y papa, que carecen
de fructanos y acumulan almidén, condujo a la
acumulacion de cantidades considerables de
fructanos de elevado peso molecular, que les
confirieron un mejor rendimiento en situaciones
de estrés. Esto demuestra que la sacarosa, el
sustrato para la fructosiltransferasa, puede ser
redireccionada en especies que no acumulan
fructanos.

La manipulacion de la biosintesis de fructa-
nos en plantas transgénicas para mejorar la
calidad del forraje y la tolerancia a estreses
abidticos, esta siendo explorada en legumino-
sas como Trifolium repens y Medicago sativa, y
en gramineas como Lolium perenne y Festuca
arundinacea.

Se ha reportado la obtencién de plantas de L.
multiflorum con alteraciones en el metabolismo
de fructanos por la introduccién de genes qui-
méricos de levansacarasa bacteriana. También
se dispone de ADNc de genes homdélogos de la
fructosiltransferasa de raigras perenne. Estos
han sido aislados, caracterizados y utilizados
para la diseccion genética de la biosintesis de
fructanos en gramineas transgénicas. También
se han aislado y caracterizado otros genes de
la via que han sido introducidos y expresados
en leguminosas y gramineas.

Por medio del analisis de secuencias, utili-
zando la técnica de microarreglos y Northern
blot se determinaron los perfiles de expresién
de los genes involucrados en la via de fruc-
tanos en raigras perenne. La organizacion de
los genes, el numero de copias y su ubicacion



en el mapa genético se determinaron utilizan-
do marcadores moleculares. También se cons-
truyeron vectores para la regulacién mediante
ARN sentido y antisentido de los genes men-
cionados. Las correspondientes plantas trans-
génicas se utilizan para la diseccion molecular
del metabolismo del fructanos y para compren-
der su rol fisiolégico en las plantas, y también
para mejorar el valor nutritivo, persistencia y
calidad utilizando genes de la misma especie.
Estos estudios también aportaran informacion
acerca de su rol funcional en la tolerancia al frio
y la sequia. Este conocimiento es clave para el
disefo de experimentos tendientes a la obten-
cion de plantas transgénicas con mejor calidad
de forraje y tolerancia a estreses abidticos.

2.1.3 Expresion transgénica de

proteinas «rumen by-pass»

Los aminoacidos azufrados metionina y
cisteina son limitantes en la nutricion animal.
Estos influyen en el crecimiento de la lana en
las ovejas y su aporte es reducido en condicio-
nes naturales de pastoreo y por la fermenta-
cion en el rumen, ya que la microflora degra-
da las proteinas y en algunas circunstancias
resintetiza proteinas de menor valor nutritivo.
Los suplementos postruminales de metioni-
na y cisteina resultan en incrementos del 16
al 130% en la tasa de crecimiento de la lana.
Estos efectos positivos también se han obser-
vado en bovinos, donde han redundado en una
mayor produccion de leche y una mayor tasa
de crecimiento en animales para carne. Por lo
tanto la ingestion de forrajeras que contengan
proteinas ricas en aminoacidos azufrados, re-
lativamente estables en el rumen (rumen by-
pass), incrementaria el aporte de aminoacidos
esenciales para la nutriciéon de los rumiantes,
conduciendo a una mayor produccién animal,
particularmente en lo que a lana se refiere.

Genes que codifican proteinas de este tipo
fueron aislados, caracterizados e introducidos
en plantas de festuca alta, alfalfa, trébol blanco
y trébol subterraneo. Estas proteinas serian la
ovoalbumina de pollo, la albumina de arveja y
de semilla de girasol. Como ejemplo puede ci-
tarse el caso de plantas transgénicas de Festu-
ca arundinacea (festuca alta) que expresan ge-
nes quiméricos constituidos por secuencias de

ADNCc de la albumina de girasol (SFA8) con la
sefal KDEL del reticulo endoplasmico, bajo el
control de diferentes promotores. Estas plantas
expresan el transcripto esperado y acumulan la
proteina SFA8 a niveles superiores al 0,2% del
total de proteina soluble. Sin embargo, desde
el punto de vista nutricional los valores obteni-
dos aun estan lejos del 6ptimo, que debera ser
del 2 al 5 % del total de proteina soluble. Es
crucial, por lo tanto, desarrollar estrategias que
permitan alcanzar estos niveles a fin de explo-
tar el maximo potencial de la técnica.

2.1.4 Manipulacion de la biosintesis

de taninos condensados

Los taninos condensados (proantocianas)
son compuestos poliméricos derivados del
metabolismo fenilpropanoide, sintetizados por
la via metabdlica de los flavonoides. Desde
el punto de vista agronémico son importantes
en las leguminosas forrajeras, donde pueden
considerarse beneficiosos o perjudiciales de
acuerdo a los niveles encontrados en la planta.
Niveles de taninos condensados superiores al
4 - 5% del peso seco son perjudiciales, actuan-
do como factores antinutritivos y generando re-
chazo por parte del animal. En cantidades mo-
deradas (1 - 3%) mejoran la calidad del forraje,
ya que reducen el meteorismo («empaste») por
disrupcién de la espuma causada por las pro-
teinas en el rumen, disminuyen la pérdida de
proteinas debidas a desaminacion microbiana
y reducen la carga de parasitos en el animal.

Las estrategias moleculares utilizadas para
la manipulacion de la biosintesis de taninos se
han orientado hacia la introduccién de taninos
condensados en alfalfa y trébol blanco, y a su
reduccion en leguminosas que tienen altos
contenidos. Estas estrategias se basan en la
disponibilidad de genes involucrados en la bio-
sintesis de antocianas, que afectan las etapas
comunes en la biosintesis de flavonoides y la
suposicion de que éstos funcionaran en la bio-
sintesis de taninos.

El estudio de mutantes de la via metabdlica
de los flavonoides en Arabidopsis proporcioné
abundante informacion acerca de la identidad
de las enzimas involucradas en la sintesis de
taninos en esta especie. Esto permitié el clo-
nado, entre otros, de los genes CHS, CHI, F3H



y DFR, y de la identificacion y clonado del gen
BAN (BANYULS), que parece ser especifico
de la via de biosintesis de taninos. Por otro
lado se ha intentado la regulacion negativa o
positiva de enzimas clave que regulan esta via
chalcona sintetasa (CHS) y leucoantocianina-4
reductasa (LAR), o la expresiéon de genes re-
guladores que tienen un accionar pleiotropico
(con efectos a varios niveles fenotipicos). Un
ejemplo de esto lo constituye la transformacién
de plantas de Lotus corniculatus con el gen re-
gulatorio Sn de maiz, que resulté en una dis-
minucion del contenido de taninos en hojas,
conjuntamente con un aumento del nivel de los
mismos en raiz.

La alfalfa carece de taninos condensados
en hojas y tallos, por ello puede causar meteo-
rismo en los rumiantes que la consumen. La
presencia de estos flavonoides en las semillas
demuestra que esta especie contiene todos los
genes necesarios para la sintesis de los mis-
mos. La identificacion y el clonado de los ge-
nes involucrados en la biosintesis de taninos
en semillas de alfalfa permitiran manipular su
expresion en hojas.

2.2 Resistencia a plagas y

enfermedades

Los patogenos y las plagas pueden disminuir
considerablemente la produccién, la persisten-
cia, el valor nutritivo y la palatabilidad de las
plantas forrajeras. En los ultimos diez anos se
han desarrollado varias estrategias para mani-
pular la resistencia. A continuacion hablaremos
de algunos ejemplos.

2.2.1 Transgénesis para incrementar la

resistencia a enfermedades fungicas

El ataque de hongos a las hojas y siste-
mas radicales provocan danos que afectan el
establecimiento, disminuyen el rendimiento,
la calidad y la persistencia de las plantas. La
expresion constitutiva de genes que codifican
proteinas antifungicas (AFPs) en plantas trans-
geénicas, bajo promotores especificos de érga-
no o inducibles por el patégeno, se ha logrado
en leguminosas, como alfalfa y trébol blanco.
Especificamente se obtuvieron plantas de al-
falfa que expresan una quitinasa de arroz, que
podria hacerlas resistentes al ataque de Rhi-
zoctonia solani'y Sclerotium rolfsii.

Hongos como Phytophthora clandestina, Ka-
batiella caulivora, Rhizoctonia solani y Fusa-
rium spp., que atacan a varias especies de tré-
boles, donde no existen fuentes de resistencia
natural, provocan cuantiosas pérdidas econo-
micas en Australia. Se han identificado cuatro
proteinas antifingicas diferentes que, en ensa-
yos in vitro, demostraron ser efectivas contra
estos patdgenos. Los genes codificantes se
utilizaron, individualmente o combinados, para
obtener plantas transgénicas de trébol subte-
rraneo. Esto brindaria una mayor proteccion
sustancial contra un amplio espectro de hon-
gos patogenos.

Recientemente se obtuvieron plantas de fes-
tuca alta con elevados niveles de resistencia
a R. solaniy a P. grisea, mediante la transfor-
macion genética simultanea con cuatro genes:
alfalfa B-1, 3 glucanasa AGLU1, fago T4 lisozi-
ma, dermaseptin rana, y arroz Pi9.

2.2.2 Transgénesis para incrementar la

resistencia a enfermedades virales

La mayoria de los métodos clasicos utiliza-
dos para prevenir las infecciones virales son la-
boriosos y econdmicamente inviables. Se han
identificado fuentes potenciales de tolerancia o
resistencia en alfalfa y en unas pocas especies
de Trifolium, pero no existe una resistencia na-
tural a estos virus que sea transferible, efectiva
y durable, y que pueda ser incorporada a culti-
vares de leguminosas forrajeras. La tecnologia
génica es una opcioén atractiva para lograr este
objetivo, ya que permite sortear barreras inte-
respecificas, desarrollar resistencias multigéni-
cas, Y manipular niveles vy sitios de expresion.
La transgénesis se ha utilizado para desarrollar
resistencia efectiva y durable en un amplio ran-
go de especies vegetales.

Virus como el del mosaico de la alfalfa (alfa-
movirus, AMV), el del mosaico del trébol blan-
co (potexvirus, WCMV) y el del amarillamiento
de las nervaduras (potyvirus, CYVV) afectan
negativamente el crecimiento y desarrollo de
las leguminosas. Se estima que combinados
causan pérdidas a la industria rural australiana
por mas de 800 millones de ddlares por afo.
Cada uno de ellos infecta individualmente a un
gran numero de especies distribuidas por todo
el mundo. Una interesante aplicacion del mejo-
ramiento molecular fue el desarrollo de trébol
blanco inmune al virus AMV.



Los virus que se encuentran con frecuencia
en gramineas forrajeras son el de enanismo,
de amarillamiento de la cebada (BIDV) y el mo-
saico del raigras (RMV). La infeccion de BIDV
provoca disminuciones en el rendimiento de
hasta un 24%, mientras que el rango de RMV
va del 5 al 50%. La infeccién con RMV también
reduce la competitividad del raigras perenne
como resultado de un mal establecimiento y
una reducida persistencia.

2.2.3 Transgénesis para

incrementar la resistencia a plagas

Las plagas pueden dafiar a las plantas direc-
tamente al alimentarse del follaje o las raices,
o indirectamente por transmisién de patégenos
mientras accionan sobre la planta. En pasturas
infectadas por densas poblaciones de insectos
plaga se producen disminuciones en la produc-
cién de materia seca que van del 20 al 40%.

Varios insectos como Wiseana spp, Cos-
telytra zealandica, Teleogryllus commodus,
Sminthurus viridis, Sitona spp, Coleophora spp,
Inopus rubriceps y Acyrthosiphon spp pueden
causar dafos significativos a leguminosas y
gramineas. Afin de incrementar la resistencia a
los mismos se han utilizado distintos enfoques
transgénicos. Uno de ellos es la utilizacion de
la proteina cristalina e inhibidores de proteasas
de Bacillus thuringiensis (Bt). Por ejemplo se
obtuvieron plantas de trébol blanco que expre-
san un gen quimérico Bt cry 1Ba modificado y
acumulan en las hojas la delta endotoxina solu-
ble. La alimentacion de larvas de Wiseana con
hojas de estas plantas promovid la inhibicion
en la ingesta, redujo el crecimiento de las lar-
vas y ocasioné mayor mortalidad al comparar-
las con larvas alimentadas con plantas control.

En alfalfa (Medicago sativa L.) también se
ha logrado obtener planta transgénicas que ex-
presan en gen crylA con el fin de reducir el ata-
que de la isoca de la alfalfa (Colias lesbis F.).

Otro ejemplo lo constituye la utilizacion de
inhibidores de proteasas, como el inhibidor
de tripsina pancreatica bovina o aprotinina en
trébol blanco, donde la expresién en hoja a ni-
veles de 0,07% de proteina soluble reduce el
ataque por las larvas de Wiseana.

Oftra estrategia para proteger contra insec-
tos plaga seria la transformacion indirecta en
gramineas, utilizando un enddfito (microorga-

nismo que vive y se desarrolla dentro de los
tejidos de la planta) modificado, como podria
ser Neotyphodium. Las cepas modificadas re-
sultarian seguras para los rumiantes que las
consuman, pero serian capaces de expresar y
secretar proteinas insecticidas tales como toxi-
nas Bt o inhibidores de proteasas, que protejan
a las gramineas forrajeras de las plagas.

2.3 Crecimiento y desarrollo

2.3.1 Manipulacién de alergenos del polen

La fiebre del heno y el asma alérgico esta-
cional, debido al polen de las gramineas, son
enfermedades ambientales que afectan al 25%
de la poblaciéon en climas templado- frios. El
polen de raigras es uno de los mas abundantes
en estas regiones, siendo el principal alerge-
no para mas del 50% de los pacientes alérgi-
cos. Este polen contiene por lo menos 4 cla-
ses principales de proteinas alergénicas, cada
una de las cuales esta constituida por multiples
isoformas inmunolégicamente indistinguibles
que involucran 17 alergenos de tamafio varia-
ble. Al menos una proteina de cada una de es-
tas clases ha sido aislada y caracterizada en
detalle. Se han aislado clones de ADNc para
el principal alergeno del raigras Lolp1, Lolp2
y Lolp5. En 1997 se obtuvieron las primeras
plantas transgénicas de raigras, transformadas
con versiones antisentido de los genes Lolp1y
Lolp2 bajo el control de un promotor especifico
del polen, a fin de obtener una regulacion ne-
gativamente los alergenos del mismo. Estudios
realizados con las plantas transgénicas Lolp1y
Lolp2 revelaron una disminucion en los niveles
de expresion de los alergenos en el polen. Las
plantas de raigras transformadas con Lolp1
evidenciaron un desarrollo reproductivo nor-
mal y polen viable. Estos estudios permitiran
comprender aun mas el rol funcional de estos
alergenos en la planta y explorar el potencial
para la obtencidén de cultivares de raigras hi-
poalergénico.

2.3.2 Manipulacién de cambio de fase y

floracién

La disminucion del valor nutritivo en algunas
forrajeras perennes se encuentra asociada con
el comienzo del crecimiento de las cafias flora-
les, la floracion y la senescencia. Por lo tanto la
calidad del forraje podria mejorarse inhibiendo



la produccion de cafias florales, que son poco
digeribles, o retardando la senescencia.

Se han informado modificaciones en el tiem-
po de floracién en plantas transgénicas a tra-
vés de la regulacion de la expresion de genes
involucrados en la iniciacién del meristema flo-
ral. La expresién constitutiva de genes de Ara-
bidopsis thaliana como LEAFY o APETALA1
conducen a un desarrollo precoz como se ha
observado en plantas transgénicas de alamo.
En A. thaliana, mutaciones en uno o mas de
los genes involucrados en la determinacion
de identidad del meristema floral conducen a
un desarrollo floral incompleto o nulo. Esto ha
llevado a pensar en la posibilidad de controlar
o inhibir la floracién en forrajeras transgénicas
regulando negativamente la expresion de los
ortélogos (genes que tienen la misma estruc-
tura y funcion, y un origen comun) de LEAFY o
APETALA1.

Un ejemplo en forrajeras fue la identificacion
de el gen terminal de la floracién 1 en L. peren-
ne (LpTFL1), de expresién especifica de cier-
tos tejidos en Arabidopsis. Otro blanco para
la manipulacion del desarrollo reproductivo en
forrajeras es el gen indeterminate 1 (ID1). Este
gen desempefia un rol importante en el con-
trol de la iniciacion floral y en el mantenimiento
de un estado floral determinado en maiz. Su
mutacion es la Unica conocida en monocotile-
déneas que bloquea especifica y severamente
la transicion hacia un crecimiento reproductivo.
Recientemente se aislo y caracterizé un ADNc
de plantas de raigras perenne homélogo de
este gen. Seria esperable que la inhibicion de
la transicién del estado vegetativo a la forma-
cion de canas florales e inflorescencias en gra-
mineas incremente la calidad del forraje y, en
consecuencia también disminuya la cantidad
de alergenos del polen.

La inhibicion o el control de la floracién en
forrajeras transgénicas a través de supresion
antisentido de ortélogos de /D1 o LEAFY y
APETALA1 podria incrementar la calidad y me-
jorar los patrones de crecimiento estacional.
Por otro lado, representarian una via para la
contencién de transgenes. Para la produccion
de semilla, este bloqueo de la floracién deberia
ser revertido. Una posibilidad para lograr este
fin seria la utilizacion de un promotor inducible
para controlar la supresion.

Se han utilizado diferentes enfoques para la
manipulacién del desarrollo reproductivo que
podrian conducir a un bloqueo de la floracién,
al desarrollo de la apomixis (tipo de reproduc-
cion agamica comun en ciertas especies de
gramineas) y androesterilidad (esterilidad de
la parte masculina de la planta), que ademas
posibilitarian el mantenimiento de los trans-
genes. Esto es de particular importancia para
forrajeras transgénicas de polinizacion abierta,
mediada por el viento, ya que la dispersion del
polen es un factor importante en la evaluacién
de riesgo de las gramineas genéticamente mo-
dificadas.

2.3.3 Manipulacién de la senescencia

Se ha observado en plantas transgénicas
que la produccién autorregulada de citocini-
nas inhibe la senescencia foliar (envejecimien-
to de la hoja que culmina en la muerte de la
misma). Este sistema se basa en la utilizacién
de un promotor especifico de senescencia de
A. thaliana, el SAG12, que controla la expre-
sion transgénica de un gen para la isopente-
nil transferasa (ipt) de Agrobacterium tumefa-
ciens. El producto de este gen cataliza un paso
en la biosintesis de citocininas. Las plantas que
expresan este gen presentan un retraso en la
senescencia foliar y no exhiben anomalias de
ningun tipo. En trébol blanco, genes analogos
de ipt quiméricos bajo el control de promotores
regulados por desarrollos asociados a senes-
cencia, retardan significativamente la senes-
cencia. Las plantas transformadas presentaron
un aumento relativo en numero de hojas, en
la longitud de los estolones y en el area foliar
total, en comparacién con plantas control. Otro
caso es la transformacion de plantas de Fes-
tuca arundinacea con el mismo gen ipt Estas
plantas mostraron un aumento considerable en
el numero de macollos, en los niveles de clo-
rofila a y b y en la tolerancia al frio, lo cual se
tradujo en plantas mas vigorosas y que a ba-
jas temperaturas permanecen verdes por mas
tiempo.

2.4 Agricultura molecular

Las plantas transgénicas pueden ser utili-
zadas para expresar proteinas recombinantes
heterdlogas y biomoléculas, siendo ésta una



alternativa interesante en reemplazo de los
sistemas microbianos. La perennidad, la pro-
duccidn potencial de biomasa, la capacidad de
fijar el nitrdgeno biolégico y la habilidad para
crecer en areas marginales que poseen las
forrajeras, en particular las leguminosas, las
hace atractivas para este fin. La disponibilidad
de tecnologias que permitan alcanzar niveles
de expresién elevados y contener los trans-
genes, permitiria utilizar a las forrajeras como
biorreactores para la obtencién de enzimas in-
dustriales, productos farmacéuticos, vacunas,
anticuerpos y plasticos biodegradables entre
otros. La alfalfa tiene ciertas caracteristicas
que la convierten en un interesante bioreactor.
Entre ellas se destacan la perennidad y la ca-
pacidad de producir dos 6 tres cosechas en el
ano, existiendo ademas la tecnologia adecua-
da para extraer las proteinas de interés dejan-
do un residuo utilizable para la alimentacion del
ganado. Se han desarrollado y evaluado plan-
tas de alfalfa transgénicas productoras de en-
zimas microbianas involucradas en la degrada-
cion industrial de lignina y celulosa, entre otros.
Este cultivo también ha sido utilizado para la
produccion de polimeros biodegradables como
el polihidroxibutirato (PHB) mediante la intro-
ducciodn de tres genes de Ralstonia eutropha.

2.5 Evaluacion a campo de plantas

forrajeras transgénicas

A fin de determinar la estabilidad en la ex-
presion de los transgenes, evaluar los nuevos
fenotipos e identificar los eventos de transfor-
macién adecuados para el desarrollo de ger-
moplasma vy cultivares transgénicos es nece-
sario realizar ensayos de campo planificados,
en principio en pequefia escala.

Solo después de haber realizado estas eva-
luaciones se pueden integrar estos materia-
les en programas de mejoramiento molecular
para el desarrollo de cultivares transgénicos.
Un ejemplo ilustrativo de un disefio para en-
sayos de campo en escala reducida es el de
plantas transgénicas de trébol blanco inmunes
al virus del mosaico de la alfalfa. En este en-
sayo se tuvieron en cuenta importantes carac-
teristicas de bioseguridad, como por ejemplo
la presencia de una zona de dos hectareas
sembradas con leguminosas forrajeras que

se sabe que no se cruzan con el trébol blan-
co. El uso de leguminosas forrajeras como el
trébol rojo, trébol de Persia y alfalfa en esta
zona «buffer», sembradas en bandas alterna-
das, asegura que haya un elevado numero de
leguminosas no transgénicas floreciendo en
el ensayo en el periodo critico en que estan
floreciendo las plantas transgénicas motivo del
experimento. Las dimensiones de esta zona
«buffer» fueron disefiadas teniendo en cuen-
ta consideraciones tales como la conducta de
las abejas como polinizadoras del trébol blan-
co, la dispersion del polen, y determinaciones
de flujo génico utilizando un gen marcador de
facil trazabilidad (denominado Feathermark). A
fin de determinar el flujo génico, dos hileras de
trébol blanco no transgénico se incluyeron en
el disefio rodeando el perimetro del ensayo y
las parcelas centrales con las plantas transgé-
nicas. Las semillas cosechadas de las plantas
de trébol blanco no transgénico de estas dos
hileras se analizaron utilizando una combina-
cion de resistencia a antibiético (resistencia a
G418 mediada por un gen npt2 ubicado en el
T-ADN integrado en el genoma de las plantas
transgénicas) y PCR para detectar la presencia
del gen marcador de seleccién. Los resultados
de este analisis confirmaron que este disefio
de campo es adecuado para la evaluacion de
plantas transgénicas (Figura 3).

2.6 Integracion de plantas forrajeras

transgénicas en programas de

mejoramiento y desarrollo de cultivares

transgénicos

Los ejemplos citados mas arriba acerca del
desarrollo de una serie de eventos de transfor-
macion en leguminosas y gramineas forrajeras
constituyen una prueba fehaciente de la fun-
cionalidad de esta tecnologia. El desafio actual
es utilizar esta tecnologia y las herramientas
moleculares actuales para transferir genes va-
liosos de manera multiple o individual. Se trata
de generar variabilidad genética y obtener ger-
moplasma transgénico elite e incorporar estos
factores en programas de mejoramiento para
obtener cultivares. Hoy existen estrategias efi-
cientes para la introgresion de transgenes elite
para la obtencion de cultivares sintéticos (Figu-
ra 3B). En la Figura 3B se muestra la estrategia
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Figura 3. A) Esquema de la liberaciéon a campo, a
pequefia escala, de plantas transgénicas de trébol
blanco inmunes a AMV.
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Figura. B) Estrategia para el desarrollo de germo-
plasma elite transgénico de trébol blanco inmune
a AMV, basada en la utilizacién de PCR cuantita-
tiva para detectar las plantas homocigotas para los
transgenes (npt2'y AMV4).

utilizada para la obtenciéon de plantas de tré-
bol blanco elites inmunes a AMV, homocigotos
para los transgenes. Involucra cruzas iniciales
de los eventos de transformacién elegidos lue-
go de su evaluacion a campo con plantas elite
no transgénicas (Etapa 1); seleccion por resis-
tencia a antibiético de la progenie que lleva el
transgén y esta ligado al gen marcador npt2, o
analisis por PCR, seguido por cruzas dialélicas

entre la progenie T1 (Etapa 2); identificacion
por PCR cuantitativa o cruza de prueba de las
plantas T2 que son homocigotas para los trans-
genes (Etapa 3). Por ultimo, las plantas elite
homocigoéticas para los transgenes son sem-
bradas para su seleccion en un criadero junto
con lineas parentales elite no transgénicas. De
esta manera se identificaran los nuevos pa-
rentales de los cultivares sintéticos transgéni-
cos experimentales, que posteriormente seran
evaluados en distintos ambientes.

3 Gendémica

El mejoramiento de la plantas forrajeras ha
entrado en la era gendmica, lo cual significa
que se cuenta con gran cantidad de nuevas
herramientas y tecnologias para el descubri-
miento de genes y para el analisis global de
los genomas. Todo esto aportara informacién
acerca de todos los aspectos del crecimiento
vegetal, desarrollo, diferenciacién y respuestas
a estreses bidticos y abidticos, revolucionando
el mejoramiento vegetal y la produccion. Miles
de etiquetas de secuencias expresadas (ESTs,
Expressed Sequence Tag) han sido el punto
de partida para dilucidar la funcion de miles
de genes vegetales, permitiendo la creacion
de bases de datos de los principales cultivos;
posibilitando la identificacion, caracterizacién
funcional y uso de genes valiosos para los sis-
temas de produccién de forraje.

3.1 Descubrimiento de genes y
microarreglos para el analisis de la
expresion de genes en plantas forrajeras
Las especies modelo para las cuales se han
encarado proyectos de gendmica basados en
ESTs son Lotus japonicus y Medicago trunca-
tula. Se han generaron mas 220.000 ESTs de
M. truncatula por consorcios internacionales
financiados por el multiples entedidas de di-
versos paises. Otro programa entre Agriculture
Victoria-DNRE (Australia) y AgResearch Limi-
ted (Nueva Zelanda) generé mas de 100.000
ESTs de cultivos forrajeros clave para la agri-
cultura de clima templado, como son el raigras
perenne (L. perenne) y el trébol blanco (T. re-
pens). Para ello se secuenciaron a gran escala
clones seleccionados al azar de genotecas de
ADNCc que representaban un amplio rango de



organos, estados de desarrollo y tratamientos
experimentales. Mas de 50.000 secuencias de
ADN de raigras perenne fueron categorizadas
funcionalmente.

Dentro de este programa se realizaron mi-
croarreglosde ADNc de alta densidad (con
4.000-5.000 gotas/arreglo) para su utilizacion
en la identificaciéon de secuencias de tréboles y
raigrases (Figura 4).

Una de las aplicaciones de estos microarre-
glos basados en ESTs de plantas forrajeras es
la fenotipificacion molecular. Esto comprende
el analisis de patrones de expresion global o
patrones de expresion especificos utilizando
hibridacion con sondas complejas de genoti-
pos contrastantes o poblaciones y ambientes
contrastantes. Todo esto puede utilizarse para
integrar los datos de microarreglos con aque-
llos de seleccion fenotipica convencional.

El analisis comparativo de secuencias y
datos de microarreglos de raigras y tréboles
con aquellos de Arabidopsis y arroz, conjun-
tamente con los programas de descubrimiento
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Figura 4. A) Perfiles de expresién a través de mi-
croarreglos de ADN utilizando dos colorantes fluo-
rescentes (Cy5 y Cy3) para marcar dos muestras
de RNA total provenientes de distintas situaciones
de crecimiento o desarrollo, por ejemplo plantas
creciendo en luz (Cy3) y plantas creciendo en os-
curidad (Cy5). Luego de la hibridacion, los puntos
marcados en verde indican los genes que se en-
cuentran regulados positivamente cuando las plan-
tas se encuentran en condiciones de luz, aquellos
marcados en rojo corresponden a los regulados
positivamente cuando se hallan en oscuridad y los
que estan en amarillo corresponderian a aquellos
genes que estan regulados positivamente en am-
bas situaciones.
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Figura 4. B) Analisis de la imagen de los microarre-
glos de etiquetas expresadas de ADN (ESTs) (Ima-
Gene Software).
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Figura 4. C) Microarreglos de ADNc de trébol blan-
co utilizando RNA de hojas y raiz. Confirmacién por
Northern de la expresiéon de los genes para la di-
gidroflavonol reductasa y una proteina embridnica.

da Conc

Experimentales

= GeneSighl™ software

= Ameglo de 15k de raigris

* 15483 caractones

= Agrupamiento jerdnuica

« Dislancias euclideas

= Ralcesy tallcs

* [Dderentes estadios  de
desamalio

Agrupamienics de genes

Ralz

Talky

D

Figura 4. D) Perfiles de expresion de genes de rai-
gras, comparando genes que se expresan en tallo
y raiz.



de ESTs en M. Truncatula, han aportado infor-
macién acerca de los aspectos conservados
y divergentes en la organizacion y funcion del
genoma de gramineas y leguminosas.

3.2 Simbio y patogenémica

Las leguminosas y gramineas ofrecen la
posibilidad de estudiar, a nivel gendmico, inte-
racciones de distintos tipos como por ejemplo:
planta/patégeno, simbiosis leguminosa/bac-
teria fijadora de nitrégeno, asociaciones legu-
minosa/microrriza y endosimbiosis graminea/
enddfito. La informacion obtenida en estos es-
tudios sera de gran valor para desarrollar resis-
tencia a patdégenos y mejorar las asociaciones
beneficiosas en las forrajeras.

El trabajo de descubrimiento de genes en
M. truncatula esta orientado a estudiar la res-
puesta de la planta ante los patégenos y a ca-
racterizar diferentes sistemas patogénicos que
incluyen hongos como Colletotrichum trifolii y
Phytophthora medicaginis, y bacterias como
Xylella fastidiosa y Xanthomonas alfalfae.

Para mediados del 2000 el US M. truncatu-
la Functional Genomics Project generé 27.000
secuencias de ADN que incluian 2.828 ESTs
de hojas infectadas con Colletotrichum, 2.462
ESTs de hojas infectadas con Phytophthora,
3.259 ESTs de micorrizas de raiz y aproxima-
damente 9.500 secuencias de raiz de diferen-
tes estadios luego de la inoculacién con Si-
norhizobium meliloti, y de ndédulos maduros y
senescentes.

Por otro lado existe un proyecto de gené-
mica funcional integrado tendiente a dilucidar
los eventos conducentes a la nodulacion en
las leguminosas utilizando L. japonicus como
modelo. Este proceso de nodulacion involucra
la interaccion compleja entre genes bacteria-
nos y sus productos, con procesos de desa-
rrollo en la planta que involucran percepcion y
transmisién de senales y morfogénesis. El ob-
jetivo es comprender la contribuciéon genética
de la planta a esta simbiosis a fin de mejorar
las asociaciones naturales beneficiosas para la
agricultura y el ambiente. Este y otros recursos
genéticos de M. truncatula y L. japonicus con-
tribuiran significativamente a conocer y com-
prender las respuestas a patégenos y estrés y
las interacciones de la rizosfera con las legumi-
nosas forrajeras.

Agriculture Victioria-DNRE también ha en-
carado un programa de gendmica de endofitos
de gramineas, focalizado en el descubrimiento
de genes graminea-endofito en la asociacion
Festuca arundinaceal/Neotyphodium coeno-
phialum. A través de este programa se han
generado aproximadamente 8.000 secuencias
del hongo que se analizaron a través de soft-
ware de busquedas por homologia, y se carac-
terizaron funcionalmente. El principal interés
esta dirigido al descubrimiento de genes invo-
lucrados en la colonizacion del huésped, en el
aporte de nutrientes para el hongo endofitico
y en la biosintesis de metabolitos secundarios
activos y su regulacion. Este proyecto también
aportara informacion acerca de la interaccion
endofito-huésped, asi como de los mecanis-
mos fisiolégicos conducentes a un incremento
en el vigor de la planta y a una mayor toleran-
cia a estreses. Estas herramientas gendmicas
y el conocimiento generado posibilitaran el de-
sarrollo de tecnologias para manipular la aso-
ciacion graminea-enddfito y asi incrementar el
rendimiento de la planta, mejorar la tolerancia
a estreses bidticos y abidticos y alterar la espe-
cificidad enddfito huésped a fin de beneficiar a
la industria del césped y del forraje.

En otro proyecto similar se han tratado de
aislar y caracterizar genes involucrados en la
biosintesis de indol-diterpenos y ergopeptinas,
en la asociacion Lolium perenne-N. lolii. Estos
compuestos son toxicos para los mamiferos.
Actualmente se conoce la base genética de la
variacién fenotipica de cinco cepas de N. lolii
con diferentes perfiles de expresién de la toxi-
na. La proteccion de los meristemas de Lolium
de un exceso de herbivoria es vital para el éxito
reproductivo y la distribucion de esta y otras es-
pecies de gramineas. El desarrollo de asocia-
ciones simbidticas entre gramineas y endofitos
del grupo Epichloé/ Neotyphodium representa
una forma unica de proteccion donde el hués-
ped y el simbionte han co-evolucionado para
beneficio mutuo. El hongo le aporta proteccion
al huésped a través de la produccion de me-
tabolitos bioprotectores en retribucidn por los
nutrientes para su crecimiento.

El clonado de los genes de estas vias me-
tabdlicas es un objetivo importante ya que se
conoce poco acerca de la enzimologia, de la



Tabla 1. Descubrimiento de genes en la flora indigena de Australia y en plantas nativas

de la Antartida
Crganismo ESTs Unigenes? Genes nuevos®

Deschampsia Antarctica 12403 7736 3350
Lachnagrostis robusta 5379 2723 716
Lachnagrostis adamsonii 4446 1730 438
Microfaena stipoides 4210 2736 441
Viminaria funcea 6123 4453 1726
Glycyrrhiza acanthocarpa 6570 4872 2202

3 ESTs de mas de 100 nt e identidad superior a 95%, agrupadas en secuencias

CONSENs0s.

b La identificacién de nuevos genes se realizé consultando la base de datos de
GenBank mediante BLASTn, usando como valor maximo de probabilidad 1x e -5,

biosintesis de toxinas y de las condiciones
para la sintesis endofitica de estos metabolitos
ex planta.

3.3 Xeno-genémica

La gendmica comparativa basada en el
analisis de ESTs de varias plantas tolerantes
a estreses abioticos permitira la identificacion
de redes de genes asociados con estreses
ambientales tales como alta salinidad, sequia y
bajas temperaturas, asi como la determinacién
de vias bioquimicas conservadas involucradas
en las respuestas.

La investigacion gendmica utilizando espe-
cies vegetales exdticas, conocida como xeno-
gendmica, incluye el descubrimiento de genes
a través del secuenciado de ESTs a gran es-
cala y el analisis de la expresion global de ge-
nes con microarreglos basados en las mismas.
Esto posibilitara la obtencion de genes clave
y variantes de genes de plantas exdticas, mu-
chos de ellos nuevos y la determinacion de sus
patrones de expresion en respuesta a estreses
abidticos especificos.

Un programa de xeno-genomica llevado
a cabo por Agriculture Victioria-DNRE se en-
cuentra abocado a seleccionar gramineas y
leguminosas australianas nativas y exaticas,
adaptadas a estreses ambientales extremos.

En este marco se han aislando y caracteriza-
do genes que permiten a estas especies tole-
rar estreses abioticos como sequia, salinidad y
suelos de baja fertilidad.

Entre las especies estudiadas se incluyen
gramineas australianas nativas, tales como las
halotolerantes Agrostis adamsonii y A. robus-
tfa y la especie tolerante a aluminio Microlaena
stipoides (Tabla 1). También incluye especies
exoticas como Deschampsia artanctica, una de
las dos Unicas plantas vasculares nativas de la
Antartida. Estos descubrimientos facilitaran el
desarrollo de estrategias efectivas de mejora-
miento molecular que permitiran incrementar la
tolerancia a estreses abidticos en forrajeras y
otros cultivos.

4 Resumen y conclusiones

En los ultimos afios se ha realizado un
considerable progreso en el establecimiento
de las metodologias requeridas para
el mejoramiento molecular de plantas
forrajeras. Numerosas estrategias
biotecnolégicas estan siendo consideradas
en relacién al mejoramiento de la calidad
nutritiva a través de la alteraciéon en la
biosintesis de lignina, carbohidratos
solubles y protoantocianas, y de la
expresion regulada de proteinas ricas en



aminoacidos esenciales, resistentes al
rumen. También se pretende incrementar
la resistencia a patégenos y plagas,
manipular el crecimiento y desarrollo a fin
de incrementar la persistencia y demorar
senescencia, impedir la floracién, regular
negativamente los alergenos del polen.
Mas recientemente el creciente interés en
la produccién de biocombustibles a partir
de celulosa ha impulsado a la ingenieria
genética de ligninas para facilitar la
liberacion de celulosa y hemicelulosa. Las
primeras plantas forrajeras transgénicas
estan siendo evaluadas a campo y se han
seleccionado eventos de transformacion
para el desarrollo de nuevos cultivares.

Las herramientas gendmicas permiten com-
prender mejor la genética, fisiologia y bioqui-
mica de varios procesos vegetales complejos y
acelerar la aplicacién de estrategias de tecno-
logia génica para el mejoramiento de plantas
forrajeras.

La aplicacién de herramientas y metodolo-
gias moleculares para el mejoramiento de es-
tas especies complementa, en gran medida,
a la seleccion empirica basada en el fenotipo.
Estas estrategias son promisorias solamente
cuando se las considera dentro de un progra-
ma de mejoramiento. Los programas mas exi-
tosos son aquellos que incluyen equipos mul-
tidisciplinario, cuyo esfuerzo resultara critico
para el desarrollo de cultivares destinados al
mercado y para de plantas forrajeras destina-
das a otros usos.

La investigacion gendmica en las plantas
forrajeras permite el desarrollo de tecnologias
que van mas alla de los sistemas de produc-
cion de forrajes, incrementando significativa-
mente el valor de las semillas y de los produc-
tos agricolas. La infinidad de genes vegetales
que se descubren continuamente representan
un recurso invalorable.
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