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Introduccion. La presencia del DNA en el cloroplasto
(cpDNA) fue establecido en 1963. El surgimiento de la
tecnologia del DNA recombinante permitié que en 1983 se
obtuvieran las primeras plantas transgénicas, convirtiéndose
este evento en el origen de una problematica ambiental de tipo
ecolégico como lo es la transferencia horizontal de genes a
especies relacionadas. Este problema a despertado un creciente
interés mundial por la seguridad ambiental. Hay modelos de
transformacion de cloroplasto en solanaceas, sin embargo nada
se ha hecho para realizarlo en gramineas. Existen ventajas
sobresalientes en la trasformacion del cloroplasto sobre la
transformacién nuclear: Mayor nivel de expresién, menor
efecto de silenciamiento, biocontencion de genes por el
caracter uniparental de segregacién del cpDNA (1).
Considerando la enorme importancia que tienen conocer el
cpDNA de B. gracilis, se presenta un mapa fisico del cpDNA y
la clonacion de segmentos con capacidad de recombinacion
homologa, y el disefio de vectores de transformacion genética
de cloroplastos para pasto y maiz.

Metodologia. EI cpDNA fue extraido de acuerdo con lo
descrito en (2) con algunas modificaciones; a partir de cultivos
celulares embriogénicos de B. gracilis, de hojas de maiz y
tabaco; el cpDNA obtenido se corté con las enzimas Bglll,
BamHI, EcoRI y combinacién entre ellas. Los fragmentos se
separaron en geles de agarosa y se transfirieron a membrana de
nylon. Se ubicaron los fragmentos que contenian el operon de
rDNA, con la sonda de rDNA marcada con Dig-dUTP. El
Southern blot se realiz6 como previamente se describi6 en (3).
Se utilizaron primers disefiados en regiones poco variables del
cpDNA ribosomal de maiz y arroz para amplificar B. gracilis.
Resultados y Discusion. Se estandarizo un método de
extraccion y enriquecimiento de cpDNA de hoja de maiz y
cultivos celulares de Bouteloua gracilis, que permite la
digestion y analisis del cpADN. En la Fig. 1 se muestran las
diferencias entre los operones ribosomales del cpDNA de
tabaco, maiz y pasto.

Se puede ver que tanto el patron de restriccién como el de
hibridacién son similares en B. gracilis y maiz, sin embargo
difieren mas del patrén obtenido para tabaco por tratarse esta
ultima de una solanacea. Se amplificaron fragmentos de 5 kb
de los repetidos invertidos (16S-tRNA18-tRNA14-23S)
amplificados por PCR que fueron clonados en el vector
pMOSBIue Fig 3.

Conclusiones. La similitud en los patrones de digestion entre
maiz y B. gracilis indican que existe una gran homologia en
secuencia esto se puede atribuir a que ambas pertenecen a la
familia de las gramineas, esto permitird disefiar vectores de
transformacién para cloroplastos en los sistemas de maiz y
pasto.

Fig. 1 Analisis de cpDNA de Tabaco (carriles 3 y 4), Maiz (carriles 6
y 7) y B. gracilis (carriles 9 y 10), Lambda HindlIlI-Dig (carriles 1 y
12) A) Patrén de restriccion con EcoRI/Bglll (carriles 3, 7 y 9)
EcoRI/BamHI (carriles 4, 6 y 10). B) Patron de hibridacién 16S .
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Fig. 2. Mapa del vector béasico para el pTBg5kb con genes de
recombinacion homologa. Se muestran los sitios de digestion
encontrados
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