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RESUM EN

Un sistema muy utilizado en la transformación genética de plantas se basa en el uso de Agrobacterium, 
que posee un plásmido denominado Ti. El ADN-T de dicho plásmido es transferido a la planta huésped 
donde se integra al genoma de la misma. El objetivo de este trabajo fue la obtención de callos de arroz 
derivados de escutelo modificados genéticamente. Para la técnica de transferencia génica se utilizaron las 
cepas GV3101 y AGL1 de Agrobacterium tumefaciens llevando el plásmido pCRGL. Mediante transfor
mación con la cepa GV3101 se obtuvieron callos transformados de las variedades Don Juan INTA, El paso 
144 y Yerúa. Esta última fue la única que se pudo transformar con la cepa AGL1. Para comprobar el éxito 
de la transformación se procedió a la amplificación por PCR de un fragmento específico de ADN genómico 
de los callos y también su análisis mediante Southern blot. Se demostró la factibilidad de modificar el ge
noma del arroz mediante el uso de A. tumefaciens considerando las variedades y cepas bacterianas a uti
lizar para tal fin.

P a lab ras  clave. Arroz, Agrobacterium tumefaciens, OGM.

GENETIC M ODIFICATION OF ARGENTINEAN RICE VARIETIES BY Agrobacterium

SUMMARY

A very well-known system for plant genetic transformation is based on Agrobacterium  which 
carries a plasmid denominated Ti. The T-DNA from this plasmid is transferred to the host plant where 
it integrates in its genome. The aim of this work was to obtain calli derived from scutella of rice 
genetically modified. Strains G V 3101 and AGL 1 of Agrobacterium tumefaciens carrying the plasmid 
pCRGL were used for the genetic transference. Calli transformed from Don Juan INTA, El paso 144 
and Yerûa varieties were obtain with the strain G V 3101. Yen ia was also transformed with the strain 
AGL1. To prove the success of the transformation, a specific fragment of genomic DNA from calli 
was amplified by PCR and analyzed by Southern blot. It is been demonstrated the feasibility to modify 
rice genome using A. tumefaciens considering varieties and strains to accomplish it.

Key w ords. Rice, Agrobacterium tumefaciens, GMO.

INTRODUCCIÓN

L a m anipu lación  genética de plantas ha sido 
p racticada ex itosam en te  duran te  cientos de años. 
L os fitom ejoradores desarro llaron  esquem as de cru 
zam ien to  de p lan tas para  in troducir y m antener ca 
racteres deseab les en líneas endocriadas y los ren 
d im ientos en granos com o m aíz y trigo  han crecido 
firm em ente duran te  los últim os 60 años. Sin em 
bargo, los m étodos clásicos de m ejoram ien to  ve
getal son lentos y lim itados para  a lgunos objetivos.

Las técnicas del A D N  recom binante  prom eten supe
rar estas lim itaciones perm itiendo  a los genetistas 
identificar y clonar genes específicos para caracteres 
deseables, tales com o resistencia  a un pestic ida, e in 
troducirlos dentro  de p lantas actualm ente útiles. L a 
incom patib ilidad sexual, una lim itante en el c ruza
m iento convencional entre dos líneas, se vuelve irre
levante y el p roceso se hace m ás ráp ido  porque las 
p lantas transgénicas que expresen el gen pueden 
se lecc io n a rse  d irec tam en te  (W atson  et a l., 1992).
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U na vez aislado el gen de interés es necesario  
c lonarlo  en  el A D N -T . U n p rob lem a asociado con 
las técnicas genéticas que utilizan  p lásm idos Ti de 
A grobacterium  es que éstas m oléculas son grandes 
(aproxim adam ente 200 .000pb) y por lo tanto difíciles 
de m anipu lar in vitro  (G rierson y C ovey, 1991).

E sto  se ha  resuelto , en parte , m ed ian te  el uso del 
sistem a del vecto r b inario . E ste  sistem a consiste  de 
dos p lásm idos: el vec to r y el p lásm ido  v ir  (v iru len 
cia). E l v ecto r co n tien e  la reg ió n  que va a ser tran s
fe rida  a las p lan tas (A D N -T ). E s pequeño , fácil de 
m an ipu la r y se rep lica  en  E. co li y A grobacterium . 
E l p lásm ido  v ir  es un  p lásm ido  T i constru i do que 
carece  de la  reg ión  T  pero  con tiene  todas las fu n 
c iones vir  requeridas para  la  transferencia  del A D N - 
T. C uando  am bos p lásm idos están  presen tes en  la 
m ism a célu la  de A g ro b a c te r iu m , los genes co d ifi
cados en el p lásm ido  vir  inducirán  la transferencia  
del A D N -T  h ac ia  las cé lu las  de las p lan tas (H ajdu- 
k iew icz  et a l., 1994).

A unque los m étodos que utilizan Agrobacterium  
para la transform ación genética de plantas superiores 
han sido bien  descriptos para especies dicotiledóneas 
no ha sido así para las m onocotiledóneas, excepto en 
algunos pocos casos (B ytebier et a l., 1987).

Si bien el arroz com o especie m onocotiledónea 
presenta lim itaciones a la transform ación con Agro- 
bacterium , Y ukoh e t  al. (1994) afirm an haber produ
cido plantas transform antes de arroz con una eficiencia 
similar a aquella obtenida con dicotiledóneas m ediante 
el co-culti vo de callos derivados del escutelo de sem i
llas de arroz con A. tum efaciens.

El objetivo del presente proyecto consistió en la 
obtención de callos genéticam ente m odificados de 
variedades de arroz de im portancia agrícola en la pro
ducción argentina m ediante el uso de A grobacterium  
tumefaciens.

MATERIALES y MÉTODOS 

Material vegetal
Se utilizaron tres variedades comerciales de arroz 

(Oryza sativa L.): Don Juan IN T A, El Paso 144 y Yerúa.

Cepas bacterianas
Fueron utilizadas dos cepas diferentes de Agro- 

bacterium tumefaciens: AGL1 (supervir, one, Rif+, rec) 
(Lazo etal., 1991) y GV3101 (supervir, one, Gen+). Se 
contó también con la cepa JM 109 de Escherichia coli

(endA 1, rec A 1, gyrA96, thi, hsdR 17, reí A 1, supE44, F ', 
traD36, proA+B+, lacl) de Promega.

Plásmidos
El vector pPZP122 (Hajdukiewicz et al., 1994) de 

8.626 pb fue utilizado para la construcción del sistema 
binario. La región ADN-T del mismo posee 2.572 pb, la 
cual contiene un gen que otorga resistencia al antibiótico 
gentamicina a la planta. Dentro de dicha región posee un 
sitio de múltiple clonaje (SMC) adyacente al Borde Derecho 
(BD) que flanquea al ADN-T. El SMC se encuentra dentro 
del péptido alfa del operón LacZ permitiendo que insertos 
de ADN en el mismo puedan ser identificados por la falta 
de color azul sobre un medio que contenga X-Gal. Los vec
tores pPZP se replican en alto número de copias en E. coli 
(alrededor de 200 por célula) utilizando el origen de re- 
plicación ColEl del plásmido pBR322, en cambio en me
nor número (de 3 a 5) en Agrobacterium usando el origen 
de replicación de un amplio rango de hospedantes del plás
mido pVSl (Deblaere et al., 1987).

El inserto que se introdujo al SMC fue un fragmento 
HindIII/EcoRI de 3.000 pb que se movilizó desde el pBI221 
(CLONTECH). Este fragmento posee la región promotora 
de CaMV 35S, la región codificante del gen gusA (GUS) de 
1.806 pb y la región terminadora del gen de la nopalina 
Sintasa(NOS). La expresión del genGUS en células y tejidos 
de plantas es un excelente indicador para la identificación de 
la transformación. De esta manera se obtuvo el plásmido 
pPZP122::35SCaMV::GUS::NOS, al cual denominamos 
pCRGL (López, 2001) (Figura 1).

Transformación de E. coli
Una vez obtenido el plásmido pCRGL, se procedió 

a la transformación de E. coli JM109 siguiendo con la 
metodología descripta por Ausubel et al. (1994). La sus
pensión de células transformadas fue alicuotada en placas 
con LB conteniendo 24 /xg ml'1 de cloranfenicol, 20 mM 
de IPTGy 40 mg mi"1 de X-Gal. Las colonias aisladas que 
resultaron de color blanco fueron cultivadas en medio 
LB suplementado con el mismo antibiótico. Se extrajo el 
ADN plasmídico de los cultivos crecidos en esas con
diciones y se verificó la presencia del plásmido pCRGL.

Transformación de Agrobacterium tumefaciens
Las cepas AGL1 y GV3101 fueron transformadas 

usando el mismo protocolo. Con células competentes de 
las cepas AGL1 y GV3101 de A. tumefaciens, se proce
dió a la electroporación de las mismas siguiendo el pro
tocolo de Mattanovich et al. (1989). Alícuotas de la 
suspensión bacteriana fueron plaqueadas en medio LB 
conteniendo 50 /xg mi'1 de rifam-picina y 24 ug ml 1 de
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cloranfenicol para la cepa AGL1 y 50 jug mi'1 de gentamicina 
y 24 ug ml-1 de cloranfenicol en el caso de la cepa 
G V 3101. Luego de 48 h de incubación a 28 °C se deter
minó la eficiencia de transformación, la que resultó ser 
baja ya que se obtuvieron 274 colonias ug ADN-1 de 
AGL1 y 233 colonias de G V 3101 /ug A D N 1. Se seleccio
naron algunas colonias al azar, se les extrajo ADN mediante 
Plasmid Mini Preparadon (Sambrook et a l,  1989) y 
posteriormente se amplificó por PCR el ADN plasmídico 
extraído y de suspensiones de colonias tomadas al azar. 
De esta manera se pudo establecer la presencia del inserto 
en las células transformantes mediante el análisis de los 
productos obtenidos por PCR en un gel de agarosa 1,4% 
en TAE el ADN plasmídico extraído a seis de las colonias 
anteriores tomadas al azar, fue luego digerido con EcoRl y 
HindIII. Los productos de la digestión fueron separados en 
un gel de agarosa 1,0% en TAE.

Cultivo y transform ación  de callos de a rroz

El cultivo de los callos derivados de escutelo se rea
lizó siguiendo la metodología propuesta por Yukoh et al. 
(1994). Se esterilizaron superficialmente semillas de a- 
rroz durante 20 min con 33% (v/v) de lavandina co
mercial (55 g C11'1) y 0,1 % de Tritón X -100, seguido por 
varios lavados con agua destilada estéril. Estas fueron 
sembradas en frascos de 170 ml conteniendo cada uno 20 
ml de 2N6 (Cuadro N° 1). Allí fueron mantenidas duran
te cuatro semanas en oscuridad a 25 ± 2 °C.

Transcurrido este período, los callos se dividieron 
en porciones de aproximadamente 1-2 mm y cultivados 
durante cuatro semanas en 2N6L en las mismas condi
ciones ambientales, renovando el medio semanalmente.

Luego se tomaron 100 /xl de un cultivo de las cepas 
AGL1ÓGV3101 conteniendo el plásmido pCRGL incu
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bado toda la noche (ON) en LB conteniendo rifampicina 
ogentamicina, respectivamente, suplementadocon aceto- 
siringona y se disolvieron en 20 ml de medio A A M. Por
ciones friables de callo se sumergieron en el medio y se 
co-cultivaron durante 10-15 min. Posteriormente, se re
movieron los callos y fueron colocados en placas con
teniendo 2N6-AS hasta la visualización de una fina capa 
bacteriana creciendo alrededor de los mismos.

Se procedió al lavado de los callos en una solución 
conteniendo2N6suplem entadocon 1 mg ml  decefota- 
xima durante 30 min, repetido dos veces. Por último, se 
los cultivó reiteradamente en 2N6-CG hasta eliminar la 
presencia de A. tumefaciens.

Ensayo de actividad GUS
La expresión del gen GUS en callos de arroz se en

sayó histoquímicamente de la manera descripta por 
Jefferson (1987) utilizando X-Gluc como sustrato. Las 
células que expresen el gen resultan de color azul oscuras.

Amplificación de ADN por PCR
Los callos que resultaron resistentes a gentamicina y 

expresaron el gen GUS se analizaron mediante PCR uti
lizando los siguientes oligonucleótidos:

50SCaMV: 5 ’ -  GAT GAC GCA CAA TCC CAC TATC -  3 ’ 

GUS5: 5 ’ -  CAC GGG TTG GGG TTT CTAC -  3 ’

Estos oligonucleótidos permitieron amplificar un 
fragmento de 144 pb que contenía partes de la región 
promotora del CaMV 35S y de la región codificante del 
gen gusA.

El programa de amplificación en el termociclador 
consistió en la desnaturalización del ADN durante 1 min 
a 95 °C; seguido de 30 ciclos de: 30 seg a 95 °C, 30 seg a 
50 °C y 30 seg a 72 °C. Finalmente, 5 min a 72 °C.

Southern blot

El ADN genómico de los callos se aisló usando 
DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) o mediante el proto
colo descripto por Dellaporta et a l  (1983). Se digirie
ron 5 jtxg con EcoRV y se separaron electroforéticamente 
en agarosa. El resultado de la corrida se transfirió a una 
membrana de nyIon cargada positivamente (Zeta-Probe®, 
Bio-Rad), la cual fue hibridada con el fragmento de 144 
pb (Sambrook et a l, 1989). Dicho fragmento había sido 
purificado por la técnica de Glass Milk a partir de un gel 
de agarosa 1,4% que contenía el producto de la ampli
ficación por PCR del plásmido pCRGL (Figura 2). Una 
vez purificado el fragmento, el mismo fue marcado con 
dATP-biotinilado siguiendo el protocolo de marcación 
d e  NEBlot-Phototope™ (New E ngland BioLabs). La de
tección se realizó utilizando el kit Phototope®-Star De- 
tection (New England Biolabs) y se expuso la membrana 
sobre una película Kodak X-Omat AR-5 durante 5 min 
y finalmente fue revelada.
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RESULTADOS y DISCUSIÓN 

Callos de arroz modificados genéticamente 
mediante A. tumefaciens cepa AGL1

El análisis histoquím ico de la expresión del gen 
GUS se realizó m ediante la  técnica de Jefferson( 1987), 
no observándose coloración azul en ninguna de las 
célu las. U na posible explicación a la falta de color po 
dría deberse a que las células hayan envejecido y/o 
m uerto con la consecuente falta de funcionalidad de 
los elem entos celulares, im posibilitando la expresión 
del gen. Se observó que los callos presentaban una co
loración parda y no blanca-am arillenta translúcida 
com o la que presentan los que están en activo cre
cimiento. En gram íneas, la capacidad de diferenciación 
declina gradualm ente a m edida que aum enta el tiempo 
en cultivo (Nabors y Hooker, 1982).

S in em bargo , se p roced ió  a la ex tracción  del 
A D N  genóm ico  usando  el D N easy  P lan t M ini K it 
para  d e te rm inar m ed ian te  análisis po r P C R  si el 
A D N -T  se hab ía  incorporado  a las célu las vegetales. 
L os p roduc to s de la reacción  de P C R  fueron  sepa
rados e lec tro fo ré ticam en te  en un gel de agarosa  
1,4% (F igura 3). E n  la figu ra  se puede  destacar que 
Y erúa  fue  la ún ica  variedad  en  que  se am plificó  el 
fragm ento  de 144 pb correspond ien te  al gen foráneo 
in troducido . L a  ex tracc ión  del A D N  m edian te  este 
k it p erm ite  a segu rar que  la am plificac ión  co rres
p onde al A D N  genóm ico  de la p lan ta  y no al b ac 
teriano.

Callos de arroz modificados genéticamente 
mediante A. tumefaciens cepa GV3101

Para  determ inar la expresión  del gen G U S se 
tiñó  el te jido  vegeta l usando  X -G luc  (Jefferson , 
1987). L os callos co -cu ltivados con A. tum efaciens  
cepa  G V 3 101 sin el p lásm ido  pC R G L  (contro l ne
gativo) no deno taron  co lo ración . E n  cam bio , en los 
callos co -cu ltivados con  la cepa  G V 3101 co n te 
niendo el p lásm ido  pC R G L  se pudo  o bservar co 
loración  azul en un alto  p o rcen ta je  de ellos, no así 
en todas las célu las de  los m ism os.

Se pudieron detec tar d iferencias en cuanto  a la 
calidad de los callos entre las variedades. L os callos 
de la variedad Y erúa m ostraron  m ayor friabilidad, 
m ientras que los de E l Paso  144 y D on Juan  IN T A  
tenían una apariencia heterogénea dada por zonas 
pardas y otras translúcidas. K am iya et al. (1988) en 
un estudio con 500 variedades de arroz dem ostraron  
que la form ación de callos y la regeneración  de p lan 
tas es altam ente dependien te  del genotipo. A dem ás, 
las variedades índicas, com o las que fueron utilizadas 
en este trabajo, m uestran  m enor respuesta  com pa
radas con las japón icas al cu ltivo  in vitro. C on aque
llos callos en activo crecim ien to  que resultaron  re 
sistentes al tratam iento  selectivo con gentam icina y 
que expresaron el gen G U S, se p rocedió  a la ex trac
ción del A D N  genóm ico m edian te  la técnica de D e- 
llaporta et al. (1983).
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A proxim adam ente 400 ng de A D N  purificado, se 
utilizaron para la am plificación por PC R  de las 
m uestras con los oligonucleótidos específicos. L os 
productos de la reacción fueron analizados en un gel 
de agarosa 1,4% (Figura 4). Se observó que en las tres 
variedades se am plificó un fragm ento de 144 pb. Esto 
coincide con los datos aportados por la tinción histo- 
quím ica. Por lo tanto, se habrían obtenido probables 
callos transform antes. C om parando los resultados 
obtenidos con la cepa A GL1 transform ada con el 
plásm ido pC RG L, se obtuvieron callos transform ados 
a partir de las tres variedades utilizando la cepa GV  
3101 llevando el m ism o plásm ido. A unque una no
table diferencia en la producción de callos resistentes 
a higrom icina fue observada por C heng et a i  (1998) 
entre diferentes cepas de Agrobacterium  y variedades 
de aiToz, esta podría no estar atribuida sim plem ente a 
un solo factor tal com o genotipo o a la com binación 
plásm ido/cepa de Agrobacterium .

F ina lm en te , para  con firm ar la p resencia  del 
inserto  en los ca llos, se llevó  a cabo  un análisis de 
S ou thern  b lot. Se d ig irie ron  con E coRV 5 u g de

A D N  genóm ico de cada una de las m uestras y se se
pararon electroforeticam ente durante 5 h en un gel de 
agarosa de 0,8%  en TAE. L uego se procedió a la des
naturalización del A D N  y a su transferencia capilar a 
la m em brana de nylon (Zeta-Probe®, Bio-Rad). Se 
llevó a cabo la detección de los posibles insertos utili
zando la sonda de 144 pb. Es im portante destacar que 
en las tres variedades utilizadas se pudo observar inte
gración del A D N -T al genom a de los callos (Figura 5). 
El patrón de hibridación de los transform antes prim a
rios m uestra una única banda de aproxim adam ente 
7 0 0 pb. El resultado es coherente con el valor previsto 
ya que la enzim a EcoRV libera fragm entos de diversos 
tam años, entre ellos, uno de 689 pb que debería hibri- 
dar con la sonda ya que contiene el fragm ento del cual 
se obtuvo esta última.

CONCLUSIONES

E s indudab le  el gran  in terés actual en el uso  de 
las técn icas de A D N  recom binan te  para  lograr o b 
je tiv o s tales com o la ob tención  de variedades to-
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lerantes a plagas, salinidad y anegam iento, resistentes 
a herbicidas, etc. El arroz es uno de los cereales más 
im portantes del m undo e  intensos esfuerzos se están 
llevando a cabo m ediante la ingeniería genética para 
increm entar su rendim iento y m ejorar su calidad. En 
el presente trabajo, se dem ostró que se puede modificar 
el genom a del arroz m ediante el uso de A. tum efaciens , 
considerando especialm ente las variedades y las cepas 
bacterianas a utilizar para tal fin.
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