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RESUMEN

En este trabajo se describe el comportamiento de cuatro tipos de explantes de arroz: coleoptilos, callos embriogénicos,
callos primarios y embriones maduros, en la transformaciéon genética via Agrobacterium tumefaciens. Como
parametro para evaluar la eficiencia de transformacion se utilizé la actividad GUS. Los mejores resultados se
obtuvieron con los callos embriogénicos, con un 37% de eficiencia de transformacion y un promedio de 11.20 puntos
azules por callo transformado. En los callos primarios y los coleoptilos también fue detectada la expresion de
la R-Glucuronidasa, pero no fue asi en los embriones, donde la infeccién bacteriana caus6 dafos tisulares
importantes. Se demuestra la versatilidad del procedimiento de transformacion aplicado en diferentes tejidos de la
variedad de arroz IACuba-28.
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ABSTRACT

The present work describes the behavior of four rice explants: coleoptiles, embryogenic calli, earliest calli and mature
embryos, in genetic transformation via Agrobacterium tumefaciens, applying the protocol established for cuban rice
cultivar in our laboratory. We used GUS activity as a signal for measuring transformation efficiency. The best results
were obtained with embryogenic calli, in which transformation efficiency was 37 %, and an average of 11.20 blue
spots per transformed calli was obtained. In coleoptiles and earliest calli was detected R-Glucuronidase expression,
but it was not detected in mature embryos, whose tissues were affected seriously by bacterial infection. We
demonstrated the versatility of this transformation procedure in different tissues of |IACuba-28 rice cultivar.
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INTRODUCCION El presente trabajo se refiere al uso de

Agrobacterium tumefaciens para la transformacion

Debido a su sencillez y bajo costo, en comparacion
con los métodos de transformacion directa, la
transformacion genética de plantas mediante
Agrobacterium tumefaciens ha sido un método de
extensa aplicacion. Los numerosos eventos de
transformacion de especies monocotiledéneas logrados
por esta via han despertado la atencidén de los
investigadores, en su afan de desarrollar métodos de
transformacion estable en especies de interés
agronémico. Dentro de estas una de las més
importantes es el arroz, el principal cereal cultivado en
el mundo, y del que se han referido evidencias
irrefutables de transformacion genética mediante
Agrobacterium tumefaciens (Rainieri et al., 1990; Hiei
etal., 1994; Rashid et al., 1996).

Hasta la fecha se ha establecido con éxito el cultivo in
vitro varios explantes de variedades cubanas de arroz,
especificando los procedimientos para la regeneracion
y propagacion eficiente de las plantas en estas
condiciones (Coll et al.,1996, 1997, 1998), siendo este
el punto de partida para la aplicacion de protocolos de
transformacion genética que permitan introducir
genes de importancia agricola en estas variedades.

genética de diferentes explantes de arroz (variedad
IACuba-28): coleoptilos, callos embriogénicos, callos
primarios y embriones maduros, con el objetivo de
determinar la eficiencia de transformacion en cada
uno de ellos y seleccionar el mas factible a utilizar
en el mejoramiento por ingenieria genética de esta
importante especie cultivable.

MATERIALES Y METODOS

Los explantes utilizados fueron: coleoptilos, callos
embriogénicos, callos primarios y embriones
maduros, todos obtenidos a partir de semillas
maduras de arroz (variedad IACuba-28), de acuerdo
con los siguientes procedimientos:

Los coleoptilos fueron inducidos en medio de cultivo
MS (Murashige y Skoog, 1962) solidificado con 3
g.I'" de Phytagel (Sigma, S.A.) en condiciones de
oscuridad a 27 = 1 °C. Alos tres dias se cortaron
asépticamente las regiones basales de los
coleoptilos y se utilizaron para la infeccion con A.
tumefaciens.
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Los callos embriogénicos se formaron en medio
de cultivo N6 (Chu et al., 1975) modificado (medio
N6-2), que contenia 2 mg.I""de 2,4-D, 1 g.I'"de
hidrolizado de caseina, 30 g.I'' de sacarosa y
solidificado con 3 g.I"" de Phytagel. Alos 20 dias
de cultivo se seleccionaron para la transformacién
genética las regiones con estructuras globulares
de 2-3 mm de didmetro, embriogénicas y
facilmente disgregables.

Para la induccién de los callos primarios, se incubaron
las semillas en medio de cultivo N6-2 con 0.112 g.I"
de vitaminas Gamborg y se utiliz6 4.5 g.I" de agarosa
como solidificante. Alos cuatro dias se escogieron para
la transformacion las estructuras tipicas en forma de
concha y muy compactas y duras.

Los embriones maduros fueron inducidos en el medio
de cultivo MS utilizado para los coleoptilos, durante 30
horas a 28°C en la oscuridad. Al cabo de ese tiempo
los embriones fueron separados cuidadosamente de
la semilla, para ser sometidos al proceso de
transformacion.

Para la transformacion genética se utilizé la cepa
EHA105 de Agrobacterium tumefaciens, portando
el vector pPCAMBIA1301 que contiene al gen GUS
bajo el promotor CaMV 358. El cultivo de la bacteria
se establecioé en 50 ml de medio medio de cultivo AB
liquido (Hiei et al., 1994) que contenia los antibidticos
apropiados y 100 mM de acetosiringona, y se
mantuvo durante tres dias a 28°C.

El pellet bacteriano obtenido fue resuspendido en medio
de cultivo MS liquido, con 68.6 g.I de sacarosa, 36 g.I" de

glucosa, 0.5 g.I'" de hidrolizado de caseina, y los
aminoacidos del medio de cultivo AA (Hiei et al., 1994).
En esta suspension se embebieron los explantes
durante diez minutos.

En todos los casos el cocultivo bacteria-explante
transcurrio durante tres dias a 20°C, en medio de cultivo
N6-2 con 100 mM de acetosiringona. Al cabo de este
tiempo, se lavaron los explantes tres veces con agua
destilada estéril, agitando suavemente, y se les aplicé
un lavado final incluyendo 500 mg.I"' de cefotaxima para
eliminar la bacteria remanente.

Los explantes lavados se sometieron inmediatamente
al ensayo de actividad transitoria GUS, segun Jefferson
(1987). Los puntos azules se observaron con la ayuda
de un microscopio estereoscopico Kyowa.

De esta forma se realizaron tres transformaciones por
variante, con 100 explantes cada una.

Se evaluo la eficiencia de transformacion, referida al
porcentaje de explantes con al menos un punto azul
respecto al total cocultivado con A. tumefaciens, y se
determiné el promedio de puntos por explante y el
porcentaje con regiones azules.

RESULTADOS Y DISCUSION

Enlatabla 1 se observa que fue detectada la actividad
transitoria GUS en los coleoptilos y en los dos tipos de
callos después del cocultivo tres dias con Agrobacterium
tumefaciens, no siendo asi en los embriones maduros,
en los que no fue visualizado ningun punto azul que
indicara actividad transitoria.

Tabla 1. Resultados de actividad transitoria GUS en diferentes explantes de arroz (Variedad IACuba-28)

cocultivados con Agrobacterium tumefaciens.

Tipo de (*)Eficiencia de (*) Promedio de puntos Explantes con
explante transformacion azules por explante regiones azules
(%) transformado (%)
Coleoptilos 19.11(x0.53) 6.45 (+0.66) 1.08
Callos 37(x0.81) 11.20 (£1.12) 23.92
embriogénicos
Callos 10.24(+1.06) 1.83 (£0.48) 0
primarios
Embriones 0 0 0
maduros

(*) Los datos representan las medias T error standard de tres réplicas experimentales.

En los coleoptilos se observo la expresion transitoria
del gen foraneo principalmente en la region cercana
al corte basal, donde se produjo la herida que
favorecio la penetracion del Agrobacterium en el tejido.
En este tipo de explante se logré una eficiencia de
transformacién de un 19.11 %.

En los callos embriogénicos se alcanzé un 37% de
eficiencia, la mayor de todos los experimentos
realizados. En algunos callos se percibieron a simple
vista regiones azules, se conoce que estas son mas
frecuentes cuando se realiza la tincion histoquimica
varios dias después de la transformacién, al ocurrir



la divisién celular. El hecho de encontrar regiones
tefiidas en estadios tempranos de la transformacion,
sugiere que este tipo de explante puede aportar
una cantidad significativa de células susceptibles
a ser transformadas por Agrobacterium
tumefaciens para producir la expresion transitoria
de la proteina R-Glucuronidasa en arroz. Estas células
transformadas se multiplican rapidamente para formar
grupos que colorean de azul amplias regiones del
callo luego de la tincién histoquimica.

El valor promedio de €ficiencia de transformacién en
los callos embriogénicos fue comparable con los
referidos por otros investigadores en otras variedades
(Hiei et al., 1994; Rashid et al., 1996). En
correspondencia con la mejor eficiencia, se lograron
en los callos embriogénicos los promedios mas altos
de puntos azules por callo transformado (Tabla 1).

En los callos primarios también se observé la
expresion de la B-Glucuronidasa pero con una
eficiencia mucho menor. En este caso no se formaron
regiones azules, por lo que los eventos de
transformacioén ocurrieron en células aisladas y con
una baja frecuencia. La estructura compacta y
endurecida que caracteriza este tipo de callos puede
limitar la penetracion de la suspensién bacteriana en
el tejido, y esto explica el comportamiento observado,
por lo que se ha recomendado la transformacion de
estos callos por métodos directos como el
microbombardeo, teniendo en cuenta la ventaja que
tienen de ser inducidos de forma rapida y con gran
capacidad para regenerar plantas (Alfonso-Rubi,
1999).

En los embriones se observd que la infeccion
bacteriana causaba danos tisulares visibles, con
coloracion oscura y escaso crecimiento. No se
detectaron puntos azules en ningun caso,
probablemente por la necrosis de la gran parte del
tejido embrionario. En proximos experimentos
podria manipularse la concentracién de bacteria y
el tiempo de infeccién y cocultivo, entre otros
factores incidentes, a fin de establecer las
condiciones particulares de transformacion de este
explante.
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Con este trabajo se demostré que los callos
embriogénicos constituyen el explante de eleccién
para la transformacién genética de la variedad
IACuba-28 de arroz, via Agrobacterium tumefaciens,
por lo que es factible la utilizacién de los mismos en
el protocolo de transformacién con miras a obtener
un mayor numero de células transformadas que sean
capaces de regenerar plantas transgénicas
portadoras de genes de interés agricola.
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