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Introduccioén

El arroz (Oryza sativa L.) constituye un alimento basico para mas de la mitad de la poblacion
mundial, aportando mas del 20 % de las calorias diarias. La mejora genética de este cultivo enfrenta
el desafio de satisfacer una creciente demanda, manteniendo altos estandares de rendimiento,
calidad y resistencia a estreses bidticos y abidticos. Si bien el mejoramiento convencional ha sido
exitoso, sus limitaciones en precision y velocidad impulsan el desarrollo de estrategias
biotecnoldgicas modernas. En este contexto, la edicién génica emerge como una herramienta clave,
especialmente si se aplican directamente sobre cultivares de alto valor agronémico con eficiencia
de regeneracion in vitro usualmente baja. Este trabajo busca optimizar los protocolos de cultivo in
vitro y establecer un sistema eficiente de transformacion en cultivares élite de arroz con la finalidad
de aplicar edicién génica.

Materiales y Métodos

Material vegetal y condiciones de cultivo in vitro

Se evaluo la respuesta al cultivo in vitro de 7 variedades de interés productivo, incluyendo 4
indicas: Guri INTA CL, Angiru INTA CL, Puita INTA CL, Memby Pora INTA CL y 3 japdnicas: Kira
INTA, Koshinta y Yerua. Para comenzar el cultivo in vitro se desinfectaron semillas maduras de
cada variedad con hipoclorito de sodio 2% + Tween 20 y posteriormente se colocaron en medio de
induccién de callo durante 15 dias a 28°C en oscuridad, luego se pasaron a medio de regeneracién
con fotoperiodo a 28°C, hasta la obtencion de callos embriogénicos y regeneracion de plantulas. La
formulacion de los medios de cultivo fue adaptada de Sahoo RK, Tuteja N 2012.

Se evalud la capacidad embriogénica (% CE) como: (niUmero de callos embriogénicos / total
de callos) *100, la capacidad de regeneracion de los callos embriogénicos (% CR) como (numero
de callos regenerantes/ total de callos embriogénicos) *100 y la cantidad de plantas por callo
obtenidas. Adicionalmente, para las variedades Guri y Kira se evaluaron los mismos parametros de
regeneracion, pero partiendo de embriones inmaduros. El protocolo de desinfeccion superficial de
las cariopsides inmaduras fue el mismo descrito para semilla madura.

Transformacion genética

Se utiliz6 la variedad Guri INTA CL para el ensayo de transformacién mediante biobalistica.
Se utilizé el gen reportero gus bajo el promotor de Ubiquitina para evaluar la eficiencia de
transferencia con 2 presiones de disparo (650 y 900 psi). Se bombardearon 180 callos derivados
de embriones inmaduros a una presién de 900 psi con un vector conteniendo el gen de seleccidn
hph bajo el promotor Actina I. Se regeneraron 58 plantas en medio con selecciéon (higromicina 50
mg/l), las cuales fueron rustificadas en camara de cria y evaluadas por PCR.
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Resultados y Discusion

Regeneracion in vitro

El %CE, el %CR y el numero de plantas viables obtenidas por numero de callos
embriogénicos se muestran en los graficos 1, 2 y 3, respectivamente. Las variedades indicas (Puita,
Memby, Angiru y Guri) mostraron una mayor capacidad embriogénica (grafico 1) con valores entre
40 y 84% respecto a las japodnicas (Kira, Koshinta y Yerua) con valores entre 10 y 40% para las
mismas condiciones de cultivo, revelando diferencias significativas (p = 0.0035). Dentro de las
indicas Guri presenté un mayor %CE. En el grafico 2 se observa que él %CR no presenté diferencias
significativas entre ambos grupos (p = 1.0).

Grafico 1: capacidad embriogénica de las distintas variedades estudiadas. Puita INTA CL (P), Memby
Pora INTA CL (M), Angiru INTA CL (A), Guri INTA CL (G), Kira INTA (K), Koshinta (Ksh) y Yerua (Y).
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Grafico 2: capacidad de regeneracion de las distintas variedades estudiadas. Puita INTA CL (P),
Memby Pora INTA CL (M), Angiru INTA CL (A), Guri INTA CL (G), Kira INTA (K), Koshinta (Ksh) y Yerua (Y).
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Grafico 3: numero de plantas viables obtenidas por numero de callos embriogénicos de las distintas
variedades estudiadas. Puita INTA CL (P), Memby Pora INTA CL (M), Angiru INTA CL (A), Guri INTA CL (G),
Kira INTA (K), Koshinta (Ksh) y Yerua (Y).
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Se rustificaron plantas que completaron su ciclo en camara de cria y produjeron semillas
fértiles en todas las variedades, excepto Yerua que, a pesar de desarrollar callos con caracteristicas
embriogénicas no produjeron plantulas, bajo las condiciones ensayadas (grafico 3).

Se observa una mayor produccion de plantas en los callos inducidos a partir de embriones
inmaduros respecto a los callos provenientes de semilla madura, tanto para la variedad Guri como
para Kira (tabla 1).

Tabla 1: comparacién de eficiencia de produccién de plantas respecto al origen del callo. G (SM):
variedad Guri proveniente de semilla madura; G (El): variedad Guri proveniente de embrién inmaduro. K (SM):
variedad Kira proveniente de semilla madura; K (El): variedad Kira proveniente de embrién inmaduro.

%CE %CR plantas/callo
G (SM) 77,5 8,8 2,03
G (EI 72 40,75 3
K (SM) 15,4 27,5 1,9
K (El) 75 16,7 4,5

Transformacion genética

La mejor condicién de transformacion se logré a 900 psi con callos provenientes de
embriones inmaduros (Figura 1). Las plantas regeneradas en medio selectivo mostraron integracion
del gen hph verificado por PCR. Esto confirma la viabilidad del sistema para la generacién de lineas
transgénicas.
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Figura 1: Morfologia de callos embriogénicos y plantas regeneradas en medio selectivo. A: Embriones
inmaduros en medio de induccién. B: callos para transformar. C: callos creciendo en medio selectivo con
higromicina 50 mg/l. D y E: callos regenerando en medio selectivo. F: plantulas enraizando.

Conclusiones

Se optimizaron las condiciones de cultivo in vitro para siete cultivares comerciales de arroz,
logrando regeneracion eficiente en cinco de ellos. Ademas, se establecié un protocolo exitoso de
transformacion genética estable mediante biobalistica en la variedad Guri INTA CL. Los resultados
validan el protocolo ajustado y posicionan a las variedades INTA como materiales aptos para la
edicién génica. No obstante, ello, es necesario aumentar el niumero de ensayos para robustecer
estas conclusiones. Este trabajo sienta las bases para la aplicacion de esta herramienta
biotecnoldgica en genotipos de alto valor agrondmico y poder acelerar asi el desarrollo de nuevas
variedades adaptadas a los desafios productivos actuales.
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