AVANCES EN LA TRANSFORMACION DE ARROZ
PERTENECIENTE A LA UNLP

Alejandro Chaves'", Analia Alet'", Santiago Maiale'""?), Oscar Ruiz'",
Alfonso Vidal'®,Rodolfo Bezus'®’,Maria Pinciroli‘®. "lIB-INTECh, camino
circunvalacién laguna Km 6, Chascomis ?PMGA FCAyF UNLP,
avidal@ceres.agro.unlp.edu.ar

El programa arroz desarrolla una importante tarea de
mejoramiento en Argentina desde el ano 1945, utilizando metodologia
tradicional. En estos Gltimos tiempos el mejoramiento fue revolucionado
por la aparicién de la tecnologia de la transformaciéon genética, y
siguiendo las innovaciones tecnoldgicas, este programa
ha comenzado a desarrollar las capacidades necesarias para su
realizacién en el ambito cientifico local.

Las condiciones ecoldgicas en la zona de influencia de este
programa se caracterizan por las bajas temperaturas que debe afrontar
el cultivo sobre todo durante la implantacién y en el momento de la
floracion, es por esto que se seleccion6 para poner a punto el proceso
de transformacién, una construccion que posee un promotor que
contiene elementos de respuesta a estrés.

Este promotor pertenece a la especie Arabidopsis thaliana vy
maneja la expresién de la proteina RD29A, se realizaron
construcciones con este promotor manejando la expresién del gen
reportero GUS y de una enzima de la biosintesis de poliaminas (ADC),
la cual habia ya demostrado eficacia en plantas transgenicas de
Arabidopsis thaliana para mejorar el comportamiento a estrés por frio y
salino (Alet y col.2004). Las construcciones utilizadas se detallan a
continuacién:

358 nptll NOS rd29 GUS NOS

358 nptll NOS rd29 ADC NOS

Se decidi6 trabajar con los dos ultimos cultivares inscriptos por
la UNLP denominados Don Ignacio F.A. (DI) y Nutriar F.C.A y F.(N), el
primero perteneciente al ecotipo indica, mientras que el segundo
pertenece al ecotipo japdnica. En primer termino se puso apunto el
medio para generar callos.

Las semillas descascaradas se esterilizaron durante 30 min. en
una solucion de hipoclorito de sodio con 5g/L de cloro activo,
enjuagandose 3 veces en agua estéril, para luego sembrarlas,
operando en un flujo laminar.

Se ensayaron 2 medios distintos, MS y N6, a diferentes
concentraciones de 2.4-D (entre 1 y 4 mg/L), debiendo descartarse el
cultivar Nutriar debido a la presencia de un hongo endofito que no
puedo ser eliminado. Se compararon la variacion del peso total
promedio de los callos vs. concentracion de 2,4-D para ambos medios.
Como se puede observar en la figura 1, la concentracién necesaria
para generar la mayor masa de callos fue 2.5 mg/L de 2,4-D, y no
existieron diferencias en el crecimiento entre el medio MS y N6.



Segun lo descrito por Kumria R et al (2002) para generar callos
de los ecotipos Indica (al cual pertenece DI) se utilizan 1.5 mg/L de
2,4-D, nosotros decidimos utilizar el medio MS y la concentracion de
2 mg/L de 2,4D ya que a esta concentracién el tamafo de callo
obtenido es adecuado para la regeneracion.
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Para la etapa de regeneraciéon de plantas se probd un protocolo
preliminar descrito por Kumria et al (2002) en la variedad DI. El medio
utilizado fue MS con 2.5 mg/L Kinetina (KIN), 0.5 mg/L ac. Naftalen
Acético (ANA) y 3% Maltosa. Se obtuvieron plantas fértiles pero en
forma muy aleatoria. Posteriormente se realizo un experimento con
combinaciones de 1.5, 2, 2.5 y 3 mg/L de KIN y 0.1, 0.25, 0.5, 1 mg/L
de ANA, obteniéndose los mismos resultados siendo la Unica
combinacién de 2.5 mg/L de KIN y 0.5 mg/L de ANA la que produjo
plantas.

El plasmido binario empleado para transformar los callos de arroz
presenta el gen que codifica para la neomicina fosfotransferasa Il
(nptll) que confiere resistencia a antibiéticos aminogliocosilados tales
como Kanamicina, Neomicina, Geneticina (G418) y Paramomicina. En
monocotiledéneas, la Kanamicina no es efectiva como agente de
seleccién debido a que estas especies presentan resistencia natural a
este antibiotico, por lo tanto se decidié usar Paramomicina. Entonces
fue necesario establecer la concentracién minima de antibiético para
seleccionar callos transformados. Para esto se usé la variedad DI, por
lo cual en primer lugar se probaron 5 concentraciones entre 12.5 y 200
mg/L. (Figura 2) y luego se hizo una escala més pequefa con 130, 140,
150,170 mg/L resultando ser la concentracién éptima a utilizar entre
150 y 170 mg/L de Paramomicina.

Fig 2. Ensayo de concentracion de Paramomicina para la
variedad DI. Se muestran callos sometidos a 12.5, 25, 50,
100 y 200 mg/L de Paramomicina

Se utilizo la cepa A. tumefaciens pGV3101 pMP90. Se transformoé
esta cepa con los plasmidos binarios rd29A:ADC y rd29A:GUS y se
verific6 por colony PCR (Figura 3). Como se puede observar, las
transformantes fueron positivas.

Posteriormente se transformaron callos de arroz de la variedad DI
por el método de co-cultivo con la cepa A. tumefaciens pGV3101



rd29A:GUS (Kumria et al., 2002), y se determin6 la actividad GUS en
callos transformados y control. Hasta el momento no se realizaron
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transformaciones con la construccién rd29A:ADC. Como se puede
observar en la figura 4, los callos tratados presentaron actividad GUS,
indicando esto que se encuentran transformados.
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Como conclusién puede decirse que el protocolo de
transformacién aqui ensayado fue parcialmente eficiente, ya que no se
pudieron obtener un numero adecuado de plantas regenerantes del
cultivar DI. Se concluye que se deberia probar la regeneracién en otros
materiales y luego transmitir por cruzamiento el transgen a DI.
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