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E l  p rog rama ar roz desar ro l la  una impor tante  tarea de  
mejoram iento  en A rgent ina desde e l  año 1945,  u t i l i zando metodo log ía  
t rad ic i ona l .  En es tos  ú l t imos  t iempos  e l  mejoram ient o  fue revo luc ionado 
por  l a  apar ic i ón de l a  tecno log ía  de la  t rans formac ión genét ica ,  y  
s igu iendo l as  innovac iones  tecno lóg icas ,  es te  prog rama  
 ha comenzado a  desa r ro l la r  l as  capac idades  necesar ias  pa ra  su  
rea l i zac ión en e l  ámbi to  c ient í f i co  loca l .  

Las  cond ic iones  eco lóg ic as  en la  zona de in f l uenc ia  de es te  
programa  se  carac ter i zan por  las  ba jas  temperatu ras  que debe a f ronta r  
e l  cu l t i vo  sobre  todo durante  la  implantac ión y  en e l  momento  de l a  
f lo rac i ón,  es  por  es to  que se se lecc ionó pa ra  poner  a  punto  e l  p roceso  
de t rans formac ión,  una cons t rucc ión que posee  un p romotor  que  
cont iene e l ementos  de respues ta  a  es t rés .  

Es te  promotor  pe r tenece  a  la  espec ie  Arab idops i s  tha l iana y 
maneja  la  exp res ión de la  p ro t e ína RD29A,  se  rea l i za ron 
cons t rucc iones  con  es te  promotor  manejando l a  exp res ión de l  gen  
repor t ero  GUS y  de una  enz ima de l a  b ios ín tes is  de  po l i am inas  (A DC),  
la  cua l  había  ya demos t rado e f i cac ia  en p lant as  t ransgen icas  de 
Arab idops is  tha l i ana  para  mejorar  e l  c ompor tam iento  a  es t rés  por  f r ío  y  
sa l ino  (A le t  y  co l .2004) .  Las  cons t rucc iones  u t i l i zadas  se deta l lan  a  
cont inuac ión:  

 

 
 
Se dec id ió  t raba jar  c on l os  dos  ú l t imos  cu l t i vares  i nsc r ip tos  por  

la  UNLP denom inados  Don  Ignac io  F .A .  (DI )  y  Nut r ia r  F .C.A  y  F . (N) ,  e l  
p r imero per t enec ient e  a l  ecot ipo  ind ica ,  m ient ras  que e l  segundo  
per t enec e a l  ecot ipo  japón ica.  En pr imer  te rm ino se puso apunto  e l  
medio  para  genera r  ca l l os .  

Las  sem i l las  descascaradas  se es te r i l i za ron du rant e  30 m in .  en  
una so luc ión de h i poc lo r i to  de sod io  con 5g/ L  de c loro  ac t i vo ,  
en juagándose 3  veces  en agua es té r i l ,  para  luego sembrar l as ,  
ope rando en un f lu j o  lam inar .  

Se ensayaron 2  medios  d is t in tos ,  MS y N6,  a  d i f e rentes  
concent rac iones  de 2 .4 -D (ent re  1  y  4  mg/L) ,  deb iendo descar ta rse e l  
cu l t i va r  Nut r ia r  deb ido a  la  presenc ia  de un hongo endof i to  que no  
puedo se r  e l im inado.  Se  compara ron  la  va r i ac ión de l  peso to t a l  
p romedio  de los  ca l los  vs .  concent rac ión de 2 ,4 -D  para  ambos  medios .  
Como se puede observa r  en l a  f igura  1 ,  l a  concent rac ión necesa r ia  
para  generar  l a  mayor  masa de ca l los  f ue 2 .5  mg/L  de 2 ,4 -D,  y  no  
exis t ie ron d i fe renc ias  en e l  c rec im iento  ent re  e l  medio  MS y N6.  
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Según l o  desc r i to  por  Kumr ia  R e t  a l  (2002)  para  generar  ca l los  
de l os  ecot ipos  Índ ica  (a l  cua l  per t enece  DI )  se  u t i l i zan 1 .5  mg/L  de  
2 ,4-D,  nosot ros  dec id imos  u t i l i zar  e l  medio  MS y la  c oncent rac ión de  
2  mg/L  de  2 ,4D ya que  a  es ta  concent rac i ón e l  tamaño de ca l l o  
obten ido es  adecuado para  la  regenerac ión.  

Para  la  e tapa de regenerac ión de p lant as  se probó un p ro toco lo  
pre l im inar  desc r i to  por  K umr ia  e t  a l  (2002)  en l a  var iedad DI .  E l  medio  
u t i l i zado fue MS con 2 . 5  mg/L  K inet ina  (K I N) ,  0 . 5  mg/L  ác .  Naf ta len  
Acét ico  (ANA)  y  3% Mal t osa.  Se obtuv ie ron p lantas  fér t i l es  pero  en  
forma muy a leat or i a .  Pos ter io rmente  se rea l i zo  un  expe r imento  con  
combinac iones  de 1 . 5 ,  2 ,  2 .5  y  3  mg/L  de K I N y  0 .1 ,  0 .25,  0 . 5 ,  1  mg/L  
de ANA,  obten iéndose los  m ismos  resu l tados  s iendo la  ún ica  
combinac ión de 2 .5  mg/L  de K IN y  0 .5  mg/L  de ANA la  que produ jo  
p lant as .  

E l  p lásm ido b ina r i o  empleado pa ra  t rans fo rmar  los  ca l los  de a r roz  
presenta  e l  gen que cod i f i ca  pa ra  l a  neom ic ina f os fo t rans feras a I I  
(np t I I )  que conf i e re  res is tenc ia  a  ant i b ió t i c os  am inog l iocos i l ados  ta les  
como Kanam ic ina,  Neom ic ina,  Genet ic ina (G418)  y  Paramomic ina.  En 
monocot i ledóneas ,  la  Kanam ic ina no es  e fec t i va  como agente  de  
se lecc ión deb ido a  que es tas  espec ies  pres entan res is tenc ia  natu ra l  a  
es te  ant i b ió t i co ,  por  lo  tan to  se dec id ió  usar  P aramomic ina.  Entonces  
fue necesa r i o  es tab lecer  l a  concent rac ión m ín ima de ant ib ió t i co  para  
se lecc iona r  ca l l os  t rans formados .  Para  es to  s e usó l a  var i edad DI ,  po r  
lo  cua l  en  p r imer  luga r  se  proba ron 5  concent rac iones  ent re  12. 5  y  200  
mg/L .  (F igu ra  2)  y  luego  se h i zo  una esca la  más  pequeña con  130,  140,  
150, 170 mg/L  resu l t ando ser  la  concent rac ión ópt ima a  u t i l i zar  ent re  
150 y  170 mg/L  de Paramomic ina.  

 

         
 

 
    
 
 
Se u t i l i zo  la  cepa A.  tumefac iens  pGV3101 pMP90.  S e t rans fo rmó 

es ta  cepa con  los  p lásm idos  b i na r ios  rd29A:ADC y rd29A:GUS y se  
ve r i f i có  por  co lony PCR (F igu ra  3) .  Como se puede obse rva r ,  las  
t rans fo rmantes  fueron pos i t i vas .  

Pos ter io rmente  se t rans fo rmaron ca l los  de a r roz de l a  var i edad DI  
por  e l  método de co -cu l t i vo  con la  cepa A .  tumefac iens  pGV3101 
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 F ig .  1 -  Peso de los  
ca l los  obten idos  pa ra  
cada t ra tam ient o .  Cada 
concent rac ión y  medio  
se rea l i zó  po r  t r i p l i cado 

Fig  2 .  Ensayo de concent rac ión de Paramomic ina para  la  
va r iedad DI .  Se mues t ran ca l los  somet idos  a  12.5 ,  25,  50,  
100 y  200 mg/L  de Paramomic ina 



rd29A:GUS (Kumr ia  e t  a l . ,  2002) ,  y  se  det erm inó l a  ac t i v idad GUS en 
ca l los  t rans formados  y  c ont ro l .  Has ta  e l  momento  no se rea l i za ron 

t rans fo rmac iones  con la  cons t rucc ión rd29A:ADC.  Como se puede  
observar  en la  f i gu ra  4 ,  los  ca l los  t ra t ados  present aron ac t i v idad GUS,  
ind icando es to  que se enc uent ran t rans formados .  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Como conc lus ión puede dec i rse  que e l  p ro toco lo  de 
t rans fo rmac ión aqu í  ensayado f ue pa rc ia lmente  e f i c i en te ,  ya  que no se 
pud ieron obtene r  un numero  adecuado de p lantas  regenerantes  de l  
cu l t i va r  DI .  Se c onc luye  que se deber ía  proba r  l a  regenerac ión en o t ros  
mater ia les  y  l uego t ransm i t i r  po r  c ruzam ient o  e l  t rans gen a  DI .  
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+  

F ig  3 .  Aná l i s is  de las  co lon ias  de A.  
tumefac iens  t r ans fo rmadas  por  co lony 
PCR.  Se ana l i zaron l as  3  co lon ias  
obten idas  para  rd29A:ADC y la c o lon ia  
para  rd29A:GUS.  1  y  8 )  λ HIND,  2  y  9)  
cont ro l  de ampl i f i cac ión de los  pr imers  
ent re  s i ,  3  y  10)  cont ro l de 
ampl i f i cac ión inespec í f i ca  (bac te r ia  s in 
t rans fo rmar)  4  y  11)  cont ro l  de  
ampl i f i cac ión espec í f i ca  para  A DC y 
npt I I ,  respec t i vamente ,  5 , 6  y  7)  co lon ias  
t rans fo rmadas  con rd29A:A DC y (12)  
con rd29A:GUS  
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Fig. 4 Determinación de actividad GUS en 
callos transformados y control. 


