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RESUMEN

Un sistema muy utilizado en latransformacién genética de plantas se basaen el uso de Agrobacterium,
que posee un plasmido denominado Ti. EIl ADN-T de dicho plasmido es transferido a la planta huésped
donde se integra al genoma de la misma. El objetivo de este trabajo fue la obtencidn 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 plasmido pCRGL. Mediante transfor-
macion con lacepa GV 3101 se obtuvieron callos transformados de las variedades Don Juan INTA, El paso
144y YerGa. Estaultimafue laGnicaque se pudo transformar con lacepa AGLL Paracomprobar el éxito
de latransformacidn se procedio alaamplificacion por PCR de un fragmento especifico de ADN genémico
de los callos y también su anélisis mediante Southern blot. Se demostr6 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.
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GENETIC MODIFICATION OF ARGENTINEAN RICE VARIETIES BY Agrobacterium

SUMMARY

A very well-known system for plant genetic transformation is based on Agrobacterium which
carries aplasmid 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 GV 3101 and AGL 1ofAgrobacterium tumefaciens carrying the plasmid
pCRGL were used for the genetic transference. Calli transformed from Don Juan INTA, El paso 144
and YerQa varieties were obtain with the strain GV 3101. Yenia 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. Itis been demonstrated the feasibility to modify
rice genome using A. tumefaciens considering varieties and strains to accomplish it.
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INTRODUCCION

La manipulacion genética de plantas ha sido
practicada exitosamente durante cientos de afios.
Losfitomejoradores desarrollaron esquemas decru-
zamiento de plantas para introducir y mantener ca-
racteres deseables en lineas endocriadas y los ren-
dimientos en granos como maiz y trigo han crecido
firmemente durante los ultimos 60 afios. Sin em-
bargo, los métodos clasicos de mejoramiento ve-
getal son lentos y limitados para algunos objetivos.

Lastécnicasdel ADN recombinante prometen supe-
rar estas limitaciones permitiendo a los genetistas
identificary clonargenesespecificos paracaracteres
deseables, talescomo resistencia aun pesticida, e in-
troducirlos dentro de plantas actualmente Gtiles. La
incompatibilidad sexual, una limitante en el cruza-
miento convencional entre dos lineas, se vuelve irre-
levante y el proceso se hace mas rapido porque las
plantas transgénicas que expresen el gen pueden
seleccionarse directamente (Watson etal., 1992).
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Una vez aislado el gen de interés es necesario
clonarlo en el ADN-T. Un problema asociado con
las técnicas genéticas que utilizan plasmidos Ti de
Agrobacterium es que éstas moléculas son grandes
(aproximadamente200.000ph) y porlotanto dificiles
de manipular in vitro (Grierson y Covey, 1991).

Esto se haresuelto, en parte, mediante el uso del
sistema del vector binario. Este sistemaconsiste de
dos plasmidos: el vectory el plasmido vir (virulen-
cia). El vector contiene laregion que va a ser trans-
ferida a las plantas (ADN-T). Es pequefio, facil de
manipulary sereplicaen E. coli y Agrobacterium.
El plasmido vir es un plasmido Ti construido que
carece de la region T pero contiene todas las fun-
cionesvirrequeridas paralatransferenciadel ADN-
T. Cuando ambos plasmidos estan presentes en la
misma célula de Agrobacterium, los genes codifi-
cados en el plasmido vir induciran latransferencia
del ADN-T hacia las células de las plantas (Hajdu-
kiewicz et al., 1994).

Aunque los métodos que utilizan Agrobacterium
paralatransformacién genéticade plantas superiores
han sido bien descriptos para especies dicotiledéneas
no ha sido asi para las monocotileddneas, excepto en
algunos pocos casos (Bytebier et al., 1987).

Si bien el arroz como especie monocotiledénea
presenta limitaciones a la transformacion con Agro-
bacterium, Yukoh etal. (1994) afirman haber produ-
cidoplantastransformantesdearrozcon unaeficiencia
similaraaquellaobtenidacondicotiledéneas mediante
elco-cultivo de callos derivados del escutelo de semi-
llas de arroz con A. tumefaciens.

El objetivo del presente proyecto consistié en la
obtencion de callos genéticamente modificados de
variedades de arroz de importanciaagricolaen lapro-

duccién argentinamediante el uso de Agrobacterium
tumefaciens.

MATERIALES y METODOS
Material vegetal

Se utilizaron tres variedades comerciales de arroz
(OryzasativaL.): DonJuan INTA, El Paso 144y Yerda.

Cepas bacterianas

Fueron utilizadas dos cepas diferentes de Agro-
bacterium tumefaciens: AGL1 (supervir, one, Rif+rec)
(Lazo etal., 1991) y GV3101 (supervir, one, Gen4). Se
conté también con la cepa JM 109 de Escherichia coli
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(endA 1, recA 1, gyrA96, thi, hsdR 17, reiA 1, supE44, F',
traD36, proA+B+ lacl) de Promega.

Plasmidos

El vector pPZP122 (Hajdukiewicz et al., 1994) de
8.626 pb fue utilizado para la construccién del sistema
binario. La regién ADN-T del mismo posee 2.572 pb, la
cual contiene un gen que otorga resistencia al antibiético
gentamicina a la planta. Dentro de dicha regién posee un
sitiode maltiple clonaje (SMC) adyacente al Borde Derecho
(BD) que flanqueaal ADN-T. EI SMC seencuentradentro
del péptido alfa del operdn 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 nimero de copias en E. coli
(alrededor de 200 por célula) utilizando el origen de re-
plicacion ColEl del plasmido pBR322, en cambio en me-
nor nimero (de 3 a 5) en Agrobacterium usando el origen
de replicacion de un amplio rango de hospedantes del plas-
mido pVSI (Deblaere et al., 1987).

El inserto que se introdujo al SMC fue un fragmento
Hindl11/EcoRI de 3.000 pb que se moviliz6 desde el pB1221
(CLONTECH). Este fragmento posee la region promotora
de CaMV 358, laregion codificante del gen gusA (GUS) de
1.806 pb y la regién terminadora del gen de la nopalina
Sintasa(NOS). Laexpresiéndel genGUS en célulasytejidos
de plantas es un excelente indicador para la identificacion de
la transformacién. De esta manera se obtuvo el plasmido
pPZP122::355CaMV::GUS::NOS, al cual denominamos
pCRGL (L6pez, 2001) (Figura 1).

Transformacién de E. coli

Una vez obtenido el plasmido pCRGL, se procedid
a la transformacién de E. coli JM109 siguiendo con la
metodologia descripta por Ausubel etal. (1994). La sus-
pension de células transformadas fue alicuotadaen placas
con LB conteniendo 24 /xg ml'1de cloranfenicol, 20 mM
de IPTGy 40 mg mi"1de X-Gal. Las colonias aisladas que
resultaron de color blanco fueron cultivadas en medio
LB suplementado con el mismo antibiético. Se extrajo el
ADN plasmidico de los cultivos crecidos en esas con-
diciones y se verificé la presencia del plasmido pCRGL.

Transformacion 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-
di6 ala electroporacion de las mismas siguiendo el pro-
tocolo de Mattanovich et al. (1989). Alicuotas de la
suspension bacteriana fueron plaqueadas en medio LB
conteniendo 50 /xg mi'lde rifam-picina y 24 ug ml 1de



Modificacion genética de variedades de arroz.

cloranfenicol paralacepa AGL1 y 50 jugmi'‘lde gentamicina
y 24 ug mklde cloranfenicol en el caso de la cepa
GV3101. Luego de 48 h de incubacion a 28 °C se deter-
min6 la eficiencia de transformacién, la que resulté ser
baja ya que se obtuvieron 274 colonias ug ADN-1 de
AGL1y 233 coloniasde GV3101 /uyAD N1 Se seleccio-
naron algunas colonias al azar, se lesextrajo ADN mediante
Plasmid Mini Preparadon (Sambrook et al, 1989) y
posteriormente se amplificd por PCR el ADN plasmidico
extraido y de suspensiones de colonias tomadas al azar.
De estamanera se pudo establecer lapresenciadel inserto
en las células transformantes mediante el andlisis de los
productos obtenidos por PCR en un gel de agarosa 1,4%
en TAE el ADN plasmidico extraido a seis de las colonias
anteriores tomadas al azar, fue luego digerido con EcoRly
HindlIl. Los productos de ladigestion fueron separados en
un gel de agarosa 1,0% en TAE.
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Cultivo y transformacién de callos de arroz

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

Transcurrido este periodo, 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 /X de un cultivo de las cepas
AGL10GV3101 conteniendo el plasmido pCRGL incu-
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bado toda lanoche (ON) en LB conteniendo rifampicina
ogentamicina, respectivamente, suplementadocon aceto-
siringonay se disolvieron en 20 mlde medio AAM. 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 visualizacion de una fina capa
bacteriana creciendo alrededor de los mismos.

Se procedi6 al lavado de los callos en una solucién
conteniendo2N6suplementadocon 1mg ml decefota-
xima durante 30 min, repetido dos veces. Por Gltimo, se
los cultivéd reiteradamente en 2N6-CG hasta eliminar la
presencia de A. tumefaciens.

Ensayo de actividad GUS

La expresion del gen GUS en callos de arroz se en-
say6 histoquimicamente de la manera descripta por
Jefferson (1987) utilizando X-Gluc como sustrato. Las
células que expresen el gen resultan de color azul oscuras.

Amplificacién de ADN por PCR

Los callos que resultaron resistentes a gentamicinay
expresaron el gen GUS se analizaron mediante PCR uti-
lizando los siguientes oligonucleétidos:

50SCaMV: 5’ - GAT GAC GCA CAATCC CAC TATC - 3’
GUS5: 5°- CAC GGG TTG GGG TTT CTAC - 3°
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Estos oligonucleétidos permitieron amplificar un
fragmento de 144 pb que contenia partes de la region
promotora del CaMV 35Sy de la regién codificante del
gen gusA.

El programa de amplificacion en el termociclador
consisti6 en la desnaturalizacion del ADN durante 1min
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 gendmico de los callos se aislé usando
DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) o mediante el proto-
colo descripto por Dellaporta et al (1983). Se digirie-
ron 5 jogcon EcoRVy se separaron electroforéticamente
en agarosa. Elresultado de la corrida se transfirié a una
membranade nylon cargada positivamente (Zeta-Probe®,
Bio-Rad), la cual fue hibridada con el fragmento de 144
pb (Sambrook etal, 1989). Dicho fragmento habia sido
purificado por la técnica de Glass Milk a partir de un gel
de agarosa 1,4% que contenia el producto de la ampli-
ficacion por PCR del plasmido pCRGL (Figura 2). Una
vez purificado el fragmento, el mismo fue marcado con
dATP-biotinilado siguiendo el protocolo de marcacién
deNEBIot-Phototope™ (New EnglandBioLabs). Lade-
teccion se realiz6 utilizando el kit Phototope®-Star De-
tection (New England Biolabs) y se expuso lamembrana
sobre una pelicula Kodak X-Omat AR-5 durante 5 min
y finalmente fue revelada.
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RESULTADOS y DISCUSION

Callos de arroz modificados genéticamente
mediante A. tumefaciens cepa AGL1

El anélisis histoquimico de la expresion del gen
GUS serealizé mediante latécnicade Jefferson(1987),
no observandose coloracion azul en ninguna de las
células.Unaposible explicacién alafaltade colorpo-
dria deberse a que las células hayan envejecido y/o
muerto con la consecuente falta de funcionalidad de
loselementos celulares, imposibilitando laexpresion
del gen. Seobservo que loscallospresentabanunaco-
loracién parda y no blanca-amarillenta translicida
como la que presentan los que estan en activo cre-
cimiento. Engramineas, lacapacidad de diferenciacién
declinagradualmenteamedida que aumentael tiempo
en cultivo (Nabors y Hooker, 1982).

Sin embargo, se procedi6 a la extraccion del
ADN gendémico usando el DNeasy Plant Mini Kit
para determinar mediante andlisis por PCR si el
ADN-T sehabiaincorporado alascélulas vegetales.
Los productos de lareaccién de PCR fueron sepa-
rados electroforéticamente en un gel de agarosa
1,4% (Figura 3). En lafigura se puede destacar que
Yerta fue la Gnica variedad en que se amplificé el
fragmento de 144 pb correspondiente al gen foradneo
introducido. Laextracciéon del ADN mediante este
kit permite asegurar que la amplificacidon corres-
ponde al ADN gendémico de la planta y no al bac-
teriano.
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Callos de arroz modificados genéticamente
mediante A. tumefaciens cepa GV3101

Para determinar la expresiéon del gen GUS se
tind el tejido vegetal usando X-Gluc (Jefferson,
1987). Los callos co-cultivados con A. tumefaciens
cepa GV 3101 sin el pldsmido pCRGL (control ne-
gativo) no denotaron coloracién. En cambio, en los
callos co-cultivados con la cepa GV3101 conte-
niendo el plasmido pCRGL se pudo observar co-
loracién azul en un alto porcentaje de ellos, no asi
en todas las células de los mismos.

Se pudieron detectar diferencias en cuanto a la
calidad de los callos entre las variedades. Los callos
de la variedad Yertda mostraron mayor friabilidad,
mientras que los de El Paso 144 y Don Juan INTA
tenian una apariencia heterogénea dada por zonas
pardas y otras translicidas. Kamiyaetal. (1988) en
un estudio con 500 variedades de arroz demostraron
que laformacién de callosy laregeneracién de plan-
tas es altamente dependiente del genotipo. Ademas,
las variedades indicas, como las que fueron utilizadas
en este trabajo, muestran menor respuesta compa-
radas con lasjapénicas al cultivo in vitro. Con aque-
llos callos en activo crecimiento que resultaron re-
sistentes al tratamiento selectivo con gentamicinay
que expresaron el gen GUS, se procedid a laextrac-
cion del ADN gendmico mediante latécnica de De-
llaporta et al. (1983).
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Aproximadamente 400 ng de ADN purificado, se
utilizaron para la amplificacion por PCR de las
muestras con los oligonucledtidos especificos. Los
productos de la reaccion fueron analizados en un gel
de agarosa 1,4% (Figura4). Seobservo queen las tres
variedades se amplifico un fragmento de 144 pb. Esto
coincide con los datos aportados por latincion histo-
quimica. Por lo tanto, se habrian obtenido probables
callos transformantes. Comparando los resultados
obtenidos con la cepa AGL1 transformada con el
plasmidopCRGL, seobtuvieron callostransformados
a partir de las tres variedades utilizando la cepa GV
3101 llevando el mismo plasmido. Aunque una no-
table diferenciaen laproduccidn de callos resistentes
a higromicina fue observada por Cheng etai (1998)
entrediferentes cepasde Agrobacterium y variedades
de aiToz, estapodria no estar atribuida simplemente a
un solo factor tal como genotipo o a la combinacién
plasmido/cepa de Agrobacterium.

Finalmente, para confirmar la presencia del
inserto en los callos, se llev6 a cabo un anélisis de
Southern blot. Se digirieron con EcoRV5 ug de
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ADN gendmico de cada una de las muestras y se se-
pararon electroforeticamente durante 5 h en un gel de
agarosade0,8% en TAE. Luego se procedid alades-
naturalizacién del ADN vy asu transferencia capilar a
la membrana de nylon (Zeta-Probe®, Bio-Rad). Se
llevo acabo ladeteccion de los posibles insertos utili-
zando lasondade 144 pb. Es importante destacar que
en lastres variedades utilizadas se pudo observar inte-
graciondel ADN-T algenomade loscallos (Figura5).
El patrén de hibridacion de los transformantes prima-
rios muestra una Unica banda de aproximadamente
700pb. Elresultado escoherente conel valor previsto
yaquelaenzimaEcoRVliberafragmentos de diversos
tamafios, entre ellos, uno de 689 pb que deberia hibri-
darcon lasondayaque contiene el fragmento del cual
se obtuvo esta Gltima.

CONCLUSIONES
Es indudable el gran interés actual en el uso de
las técnicas de ADN recombinante para lograr ob-
jetivos tales como la obtencién de variedades to-
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lerantes aplagas, salinidad y anegamiento, resistentes
a herbicidas, etc. El arroz es uno de los cereales mas
importantes del mundo e intensos esfuerzos se estan
llevando a cabo mediante la ingenieria genética para
incrementar surendimiento y mejorar su calidad. En
elpresente trabajo, sedemostré que se puede modificar
elgenomadelarroz mediante el uso de A. tumefaciens,
considerando especialmente las variedadesy lascepas
bacterianas a utilizar para tal fin.
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