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Duhalde et al. (2022) Optimizacion de métodos de cultivo y transformacién de arroz

Resumen

El arroz (Oryza sativa L.) es uno de los cereales de mayor importancia econémica debido a que
provee alimento a mas de la mitad de la poblacién mundial. El mejoramiento de este cultivo mediante
ingenieria genética requiere poner a punto procesos como el cultivo de tejidos y la transformacion.
En este trabajo se optimizaron los métodos de cultivo in vitro y transformacion de la variedad local
de alto rendimiento Don Justo FCAyF. Con respecto al cultivo de tejidos se determiné que la
concentracién optima de 2,4D para la callogénesis fue de 3 mg.I"t con un 42%. La regeneracion de
parte aérea mostro un 77% de eficiencia con una combinacion de 4 mg.I't BAP y 0,8 mg.I'*t ANA. En
relacibn a la transformacién mediante Agrobacterium tumefaciens se obtuvieron diferentes
porcentajes de eficiencia dependiendo del plasmido utilizado para transformar como también del
explanto. En el caso de la transformacion in vitro de callos embriogénicos se obtuvieron valores
entre 14-29% dependiendo del plasmido. Mientras que el método in planta de transformacion de
embriones presenté una eficiencia entre 3-28%. En conclusion, en este trabajo se puso a punto los
métodos de cultivo y transformacion de una variedad local de arroz que facilitara el mejoramiento
genético de la misma mediante distintas técnicas como transgénesis convencional o edicién génica.

Palabras clave: biotecnologia, Oryza sativa, transformacion in planta, cultivo in vitro
Abstract

Rice (Oryza sativa L.) is one of the most economically important cereals because it provides food for
more than half of the world's population. Improving this crop through genetic engineering requires
fine-tuning processes such as tissue culture and transformation. Here, we optimized tissue in vitro
culture and transformation methods of the local premium cultivar Don Justo FCAyF. Regarding tissue
culture, the optimal 2,4D concentration was 3 mg.lI"*showing 42% of callogenesis. Shoot regeneration
showed 77% efficiency using a combination of 4 mg.I'*t BAP and 0.8 mg.I"* NAA. About Agrobacterium
tumefaciens transformation we obtained variable results depending on the plasmid as well as the
explant used. In the case of in vitro transformation of embryogenic calli, values between 14-29% were
obtained depending on the plasmid. While, in planta methods of embryo transformation presented an
efficiency between 3-28%. In conclusion, in this work the methods for tissue cultivation and
Agrobacterium transformation of a local variety of rice were fine-tuned. These results will facilitate its
genetic improvement through different techniques such as conventional transgenesis or gene editing.

Keywords: biotechnology, Oryza sativa, in planta transformation, in vitro culture
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INTRODUCCION

El arroz (Oryza sativa L.) es uno de los cereales de mayor importancia econdmica debido a que provee
alimento a méas de la mitad de la poblacion mundial, especialmente en aquellos paises de menores ingresos
como en Asia oriental y meridional, Oriente Medio y América Latina (FAO, 2002). Este cereal pertenece a
la familia de las gramineas (fam: Poaceas), es diploide (2n=24), anual, de dias cortos y autdgamo (Smith
& Dilday, 2002) y debido a su importancia econémica fue una de las primeras plantas en ser completamente
secuenciada. En los ultimos afios, se han desarrollado herramientas muy eficientes (como el estudio de
asociacion de genoma completo) para encontrar genes asociados a caracteres de importancia agronémica,
tolerancia a estreses biéticos y abiéticos y de calidad de granos, que pueden ayudar a los mejoradores a
obtener nuevos cultivares (Sasaki & Burr, 2000; Shimamoto & Kyozuka, 2002; McCouch et al., 2016).

Dentro de los métodos de mejora mas utilizados actualmente se encuentran los cruzamientos y
retrocruzas intervarietales, seguidos de seleccién masal, genealdgica o una combinacion de ambas que
son muy Utiles para objetivos generales, pero presentan dificultades para mejorar caracteres especificos
dominados por pocos genes o bien para caracteres que no se encuentran en la misma especie. En los
Ultimos afios han surgido diferentes herramientas biotecnolégicas que permiten acelerar los procesos de
mejoramiento principalmente mediante la edicion génica (Malzahn et al., 2017) que permite realizar
modificaciones puntuales en sitios especificos, acelerando notablemente los tiempos necesarios para
obtener los fenotipos esperados (Romero & Gatica-Arias, 2019). Sin embargo, estas metodologias implican
optimizar las técnicas de transformacién de tejidos de plantas como electroporacién, microinyeccion,
bombardeo de particulas o el uso de bacterias como Agrobacterium tumefaciens. Todas estas técnicas
implican ventajas y desventajas dependiendo de la especie vegetal, explanto utilizado, etc. (Husaini et al.,
2010). Una de las técnicas més utilizada es la transformacion mediante A. tumefaciens, si bien esta bacteria
no es patégeno natural de monocotiledéneas, se han generado multiples herramientas que permitieron
transformar exitosamente maiz, trigo y arroz entre otras (Sood et al., 2011). En el caso del arroz, esta
metodologia es una de las mas utilizadas para transformar semillas o inflorescencias (Ahmed et al., 2017).
Sin embargo, la mayoria de los reportes exitosos de transformacion se logran utilizando genotipos de la
subespecie japdnica, mientras que los genotipos indica suelen ser mas recalcitrantes tanto a la infeccion
por la bacteria como a la regeneracién de tejidos in vitro.

Para la transformacion pueden utilizarse distintos explantos como embriones inmaduros, callos
embriogénicos o apices de crecimiento, obtenidos mediante cultivo de tejido (Sahoo et al., 2011). Las
condiciones de proliferacion, diferenciacion, desdiferenciacién, regeneracién y rusticacion de los tejidos en
cultivo in vitro son prerrequisitos para lograr un protocolo de transformacion eficiente. Estas variables son
dependientes del genotipo de la planta que se utilizara y en el caso del arroz existen marcadas diferencias
tanto entre las subespecies, como asi también entre cultivares de la misma subespecie. Esto implica que
sea necesaria la optimizacion de los métodos de cultivo para los cultivares de interés.

Los callos embriogénicos son uno de los explantos mas utilizados para transformacion con las diferentes
técnicas. Para su obtencion se utilizan hormonas del tipo de las auxinas, en general 2,4D (&cido 2,4 dicloro
fenoxiacético) en diferentes concentraciones dependiendo del cultivar utilizado. Luego del proceso de
transformacion, es menester contar con un agente de seleccién que permita discriminar las células
transformadas. Para esto existen diferentes agentes de seleccién relacionados con la tolerancia a
antibiéticos o herbicidas. Entre estos se encuentran los genes NPTII (neomicina fosfotransferasa) que
otorga resistencia a kanamicina, G-418 o Paramomicina; HPT (higromicina fosfotransferasa) que otorga
resistencia a higromicina y PAT (fosfinotricina acetil transferasa) que confiere tolerancia al herbicida
glufosinato de amonio. Entre estos genes el NPTIl es muy usado en dicotiledéneas, mientras que el HPT
lo es en gramineas, especialmente en arroz (Hiei & Komari, 2008). Una vez seleccionadas las células
transformadas, el paso siguiente consiste en la regeneracion de tejidos para obtener plantas transformadas.
En esta etapa se utilizan hormonas del tipo citocininas como la 6-bencilaminopurina (BAP) sola o en
combinacion con auxinas como el 4cido naftalen acético (ANA). También es importante emplear azucares
especificos y ciertos iones minerales como el Cu? o Ag*que pueden aumentar la eficiencia de
regeneracion (Biswas & Zapata, 1993; Bartlett et al., 2008).

Ademés de los métodos de transformacién mencionados que incluyen el cultivo de tejidos y la
regeneracion de drganos también se han descriptos protocolos para la transformacion in planta. Uno de
los mas utilizados es el denominado “floral dip” que se usa rutinariamente en la especie modelo Arabidopsis
thaliana (Clough & Bent, 1998). Estos métodos se basan en la transformacién directa de 6rganos
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reproductivos en la planta con el fin de obtener individuos transformantes en la siguiente generacion. La
principal ventaja de estas técnicas es que se evitan los pasos de cultivo in vitro acortando los tiempos y
sorteando dificultades propias que presentan algunos cultivares a dicha metodologia. En particular en arroz,
se han descripto varias alternativas de transformacion in planta con resultados variables (Supartana et al.,
2005; Andrieu et al., 2012; Ahmed et al., 2017; Ratanasut et al., 2017), sin embargo, no es una metodologia
que haya ganado amplia difusion.

Como se mencion6 anteriormente, la eficiencia de transformacién de arroz es dependiente de diversos
factores como son el genotipo del cultivar, las concentraciones de hormonas utilizadas durante el cultivo
de tejidos, métodos de transformacion, etc. Sumado a esto, la mayoria de los protocolos disponibles en
bibliografia han sido optimizados para cultivares utilizados en investigacion o comerciales que se cultivan
en otros paises, por lo tanto, es necesario contar con protocolos de transformacion para cultivares
modernos y adaptados a las condiciones locales tanto para investigacion de transgenes con utilidad
agrondémica o como plataformas para realizar ediciones génicas con diversos fines. En este sentido, el
objetivo de este trabajo fue optimizar un protocolo para la transformacion del cultivar de alto rendimiento
Don Justo FCAyF obtenido en el programa arroz de la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales de la
UNLP.

METODOLOGIA

MATERIAL VEGETAL, BACTERIAS Y PLASMIDOS

Como material vegetal se utilizaron semillas de arroz de la variedad Don Justo FCAyF que se encuentra
inscripta en el Registro Nacional de Propiedades de Cultivares bajo el nimero 2836.

Para las transformaciones se utilizé la cepa de A. tumefaciens ATHV transformada con los plasmidos
pCAMBIA1303 (p1303) (Aguilar-Bartels et al., 2021) o pPCAMBIAMD2 (pMD2). Este ultimo fue disefiado y
construido siguiendo el protocolo descripto por Vazquez-Vilar et al. (2021). Dicho plasmido contiene las
herramientas necesarias para realizar edicién génica mediante el sistema CRISPR-Cas9. Ambos
plasmidos contienen el promotor del virus del mosaico de la coliflor 35S (CaMV35s) y el gen de la
higromicina fosfotransferasa Il (HPT) que confiere resistencia a la higromicina B. Ademas, p1303 contiene
el gen de la proteina fluorescente verde (GFP) como marcador. El plasmido pCAMBIA1303 porta un gen
de resistencia a kanamicina y pPCAMBIAMD?2 posee el gen de resistencia a espectinomicina que se utilizan
para su seleccion en bacterias.

CULTIVO IN VITRO
GENERACION DE CALLOS EMBRIOGENICOS

Las semillas se descascararon mediante tratamiento con papel lija y se desinfectaron dos veces
mediante inmersién en lavandina comercial y Tween20 con agitacién constante a 110 revoluciones por
minuto (rpm) durante 20 min. Estas fueron enjuagadas cuatro veces con agua destilada estéril en una
camara de flujo laminar de aire estéril. Luego, las semillas se sembraron en cajas petri con 20 ml del medio
de induccién (MSP), compuesto por sales minerales (MS) (Murashige & Skoog, 1962), adicionado con 0,3
g.I* caseina hidrolizada, 500 mg.I* prolina, 30 g.I'* sacarosa y concentraciones variables de 2,4-D. Como
agente gelificante se utilizé 5 g.I'* de phytagel. Las placas permanecieron en cuarto de cultivo a 23°C, en
oscuridad durante 14 dias.

REGENERACION DE PARTE AEREA Y RAIZ

Para regenerar estructuras vegetativas a partir de callos, estos se traspasaron a placas con medio de
regeneracion (MSR) que consiste en sales minerales (Murashige & Skoog, 1962) 4,4 g.I'%, caseina
hidrolizada 0,1 g.I*, maltosa 30 g.I*, phytagel 5 g.I%, suplementado con concentraciones variables de acido
1-naftanelacetico (ANA) y 6-Bencilaminopurina (BAP). Se realizaron 3 repiques cada 12-15 dias a placas
nuevas. Las placas se mantuvieron en camara de cultivo a 23°C con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8
de oscuridad. Una vez regenerada parte aérea, se traspasaron los brotes para la regeneracion de raices.
En este caso se utilizd el mismo medio de cultivo, pero adicionado con diferentes concentraciones de la
hormona &cido indol butirico (AIB) sin la presencia de ANA ni BAP. Se mantuvieron durante 15 dias en este
medio en las mismas condiciones de cultivo mencionadas anteriormente.
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TRANSFORMACION MEDIANTE A. TUMEFACIENS

La cepa ATHV se cultivé en medio LB (Lysogeny Broth) compuesto por extracto de levadura 5 g.I?,
tripteina bacteriolégica 10 g.I'* y NaCl 10 g.I'X. En caso de utilizar medio sélido se agregé agar bacteriol6gico
10 g.I'X. En todos los casos se suplement6 con los antibiéticos necesarios rifampicina 50 mg.l-1, kanamicina
50 mg.I'* o espectinomicina 100 mg.I'* segin corresponda. Se realiz6 un cultivo de ATHV en medio LB
suplementado con acetosiringona 20 UM durante 16 horas, a partir de este cultivo se prepardé una
suspension en medio de transformacion (sales MS 4,4 g.I'%, sacarosa 40 g.I"%, acetosiringona 200 pM) con
una DOeoo= 0,8. Esta suspension se utilizé tanto para transformacion de callos embriogénicos como
también de embriones maduros.

En el caso de la transformacion de callos, se seleccionaron callos pequefios (1-2 mm de diametro) se
colocaron en la suspension de transformacion con agitacion durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se secaron en papel estéril para eliminar el exceso de Agrobacterium y se colocaron en
placas con medio de co-cultivo (sales MS 4,4 g.I'1, sacarosa 40 g.I'1, acetosiringona 200 uM, phytagel 5 g.I
1) durante 3 dias en oscuridad a 23°C. Al cabo de este periodo los callos se transfirieron a placas con medio
de seleccion (MSP) suplementado con higromicina 50 mg.lIt como agente de seleccién, ademas
carbenicilina 250 mg.I! y cefotaxima 250 mg.I"! para evitar el crecimiento de Agrobacterium. Se realizaron
3 rondas de seleccidén de 15 dias cada uno. Al finalizar el proceso de seleccidn los callos sobrevivientes se
pasaron al medio MSR descripto anteriormente.

La transformacién de embriones se realiz6 a partir de embriones maduros. Para esto se desinfectaron
semillas de arroz como se describié anteriormente y se mantuvieron a temperatura ambiente durante 48
horas en agua estéril para permitir la imbibicion y que resulte més facil separar el embrion del resto de la
semilla. Los embriones se separaron en cabina de flujo laminar con la ayuda de lupa y bisturi y los mismos
fueron transformados de la misma forma que los callos. Estos embriones posteriormente se enjuagaron
con agua destilada estéril y finalmente se realizé una desinfeccién con una solucién de cefotaxima 250
mg.Itpara eliminar restos de Agrobacterium, se secaron y fueron colocados en placas con medio de co-
cultivo suplementado con cefotaxima y carbenicilina. Al cabo de aproximadamente 15 dias las plantulas
generadas a partir de estos embriones se utilizaron para la extraccion de ADN gendmico.

EXTRACCION DE ADN Y REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La extraccion de ADN a partir de material vegetal se realiz6 con el método de bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB) segun lo descripto por Ausubel et al. (1987). Para realizar la confirmacién
de los métodos de transformacién se realizaron diferentes reacciones de PCR con cebadores especificos
dependiendo del plasmido utilizado para la transformacion. En el caso de las transformaciones con
pCAMBIA1303 se utilizo el gen GFP (GFPrw5-GGATTCTGGTGATGGTGTTAG-3, GFPrv5'-
GGATTCTGGTGATGGTGTTAG-3’) mientras que para el plasmido pCAMBIAMD?2 se utilizaron los genes
HPT (HPTrw 5-GGATTCTGGTGATGGTGTTAG-3', HPTry 5-GGATTCTGGTGATGGTGTTAG-3’) o Cas9
(Cas9rw 5-GGATTCTGGTGATGGTGTTAG-3', Cas9rv 5-GGATTCTGGTGATGGTGTTAG-3’). Todas las
reacciones se llevaron a cabo en un termociclador PX2 (Thermal Cycler, Termo Electron Corporation, USA).
Las reacciones estaban compuestas por tampdn PB-L (Productos Bio-Légicos) en concentracion final de
1X, dNTPs en una concentracion final de 0,32 mM, 1 unidad de Tag polimerasa PB-L, cloruro de magnesio
en una concentracion final de 1,5 mM y 0,2 uM de cada oligonucle6tido. En todos los casos se utilizo 1 pl
de ADN gendémico como templado, los controles positivos consistian en el mismo volumen del plasmido
correspondiente y el control negativo agua estéril. EI programa de PCR consisti0 en una etapa de
desnaturalizacién a 94°C durante 5 minutos, 35 repeticiones de 94°C 1 min, 69°C 1 min y 72°C 1 min, y
por ultimo una extension final de 10 minutos a 72°C. Los productos de las amplificaciones por PCR fueron
analizados por electroforesis en gel de agarosa al 1% preparados con tampén TAE 1X, tefiidos con bromuro
de etidio, y visualizados en un transiluminador-UV Hoefer Macro Vue UV-20 (Amersham, USA).
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RESULTADOS

OPTIMIZACION DEL CULTIVO IN VITRO DE TEJIDOS PARA LA VARIEDAD DON JUSTO

INDUCCION DE CALLOS EMBRIOGENICOS

Para la generacion de callos embriogénicos se evaluaron diferentes concentraciones del acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4D) con el fin de determinar la concentracién que permita el mayor porcentaje de
formacion de callos a partir de semillas maduras de arroz. Se evaluaron cuatro concentraciones de 2,4D
desde 1 hasta 4 mg/L. De esta forma, se observaron porcentajes de callogénesis desde un 15 hasta un
45%, siendo las concentraciones mas altas (3-4 mg/L) de 2,4D las que mostraron los mejores porcentajes
(Figura 1). El tiempo de formacién de callos fue de 15 dias. El andlisis estadistico demuestra que a partir
de 2 mg/L no hay diferencias en el porcentaje de callogénesis, sin embargo, se eligi6 la concentracion de
3 mg/L para futuros ensayos para asegurar la maxima eficiencia.

REGENERACION DE VASTAGO A PARTIR DE CALLOS

Para la regeneracion de parte aérea a partir de los callos obtenidos previamente se utilizd una
combinacion de citoquinina (BAP) y auxina (ANA). Estas fitohormonas se utilizaron en diferentes
proporciones para identificar la concentracion més adecuada de cada una en el proceso de regeneracion.
Las concentraciones evaluadas fueron para BAP desde 1 mg/L hasta 4 mg/L, mientas que para ANA el
rango fue de 0,2-0,8 mg/L. Se realizaron repiques cada 15 dias y a los 45 dias se realiz6 la evaluacion de
los callos regenerados. Se identific6 como regenerados a aquellos callos que mostraban la apariciéon de
brotes verdes (Figura 2A). De esta forma, los porcentajes de regeneracion variaron entre un 8 y un 77%.
Observandose los mejores resultados de regeneracién en la combinacion de BAP 4 mg/L-ANA 0,8 mg/L
con un porcentaje de regeneracion cercano al 77% (Figura 2B).

REGENERACION DE RAI[Z

Luego de la regeneracién de la parte area, se procedié a la regeneracién de raiz, para ello, se evaluaron
cuatro concentraciones de 4cido indol butirico (AIB). Se separaron los brotes verdes y fueron transferidos
a las placas con AIB. Se observé que antes de colocar en medio de induccién de raiz, los brotes ya
comenzaban a producir raices (Figura 3A), por lo tanto, la concentracién de AIB no afect6 la formacién de
raices (Figura 3B). En nuestras condiciones experimentales se selecciond como concentracion optima para
la obtencién de callos embriogénicos 3 mg/L de 2,4D, mientras que para la regeneracion de parte aérea a
partir de estos callos la mejor combinacién de hormonas fue de 4 mg/L de BAP y 0,8 mg/L de ANA. Por
Gltimo, determinamos que en nuestras condiciones de trabajo no seria necesaria la etapa de enraizamiento,
ya que el 100% de los brotes obtenidos en la etapa de regeneracién generaron raices.
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Figura 1
Evaluacion de la concentracion de 2,4D en la formacion de callos embriogénicos a partir de semillas
maduras de arroz. Los resultados son la media de dos ensayos independientes +/- SEM y el analisis
estadistico corresponde a un ANOVA de una via con test de Tukey, p<005.
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Figura 2

Determinacion de la concentracién de fitohormonas para la regeneracién de parte aérea. A- Brotes
verdes en callos embriogénicos luego de 45 dias en medio de regeneracion con la concentracién mas
alta de hormonas. B- Porcentaje de regeneracion de parte aérea a distintas concentraciones de BAP y

ANA. Los resultados son la media de dos ensayos independientes +/- SEM.

TRANSFORMACION MEDIANTE AGROBACTERIUM TUMEFACIENS

TRANSFORMACION DE CALLOS EMBRIOGENICOS

Luego del proceso de optimizacion de las condiciones para el cultivo de tejidos in vitro de la variedad
Don Justo se procedid a la transformacién mediante A. tumefaciens para la obtencién de plantas
transgénicas, lo que significa una herramienta importante para el mejoramiento de esta variedad, ya que
permitiria obtener variedades transgénicas y/o editadas genéticamente utilizando como base la variedad
desarrollada en nuestro pais.

Para las pruebas de transformacién se utilizé la cepa de A. tumefaciens ATHV que portaba los
plasmidos, p1303 o pMD2, ambos otorgan resistencia a higromicina por lo que se utilizé este antibiético
como agente de seleccién. Ademas, p1303 tiene como gen reportero a la proteina fluorescente verde
(GFP), que permite la determinacion visual de los callos transformados en una lupa de fluorescencia. En
primer lugar, se realizé una transformacion con el plasmido p1303 con el fin de determinar faciimente la
expresiéon de GFP. En este caso, se determin6é como transformado el callo que presentaba fluorescencia
(Figura 4A). De esta forma se observd un porcentaje de transformaciéon aproximadamente de un 28%
(Figura 4C). Por otra parte, se realiz6 la transformacion con el plasmido pMD2 que contiene todas las partes
necesarias para utilizar el sistema de edicidn génica mediante CRISPR (ARNg y Cas9) ademas del gen de
seleccién. En este caso, se considero callo transformado aquel que sobrevivié el proceso de seleccidn con
higromicina (Figura 4B), ademas se realizé una extraccion de ADN de los callos transformados para
confirmar la presencia del gen de resistencia, en este sentido todos los callos resistentes a higromicina
resultaron positivos para el gen HPT mediante PCR. En este caso, el porcentaje de transformacion fue mas
bajo, alrededor de un 14% (Figura 4C). De esta forma se puede observar como el porcentaje de
transformacion varia entre los plasmidos a utilizar, sin embargo, en ambos casos pudimos obtener callos
transformados.

EVALUACION DE SISTEMAS DE TRANSFORMACION IN PLANTA

Ademas de realizar transformaciones de callos embriogénicos, se evaluaron otros métodos de
transformacion independientes de cultivo de tejidos in vitro. La ventaja de estas estrategias de
transformacion es que evita los pasos de formacion de callos y regeneracién de tejidos que suelen ser los
pasos limitantes para ciertas variedades de arroz.
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Figura 3
Regeneracion de raiz. A- Brotes regenerados con formacién de raiz en medio de regeneracion sin la
presencia de AIB. B- Porcentaje de regeneracion de raiz a distintas concentraciones de AIB. Los
resultados son la media de dos ensayos independientes +/- SEM.
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Figura 4
Transformacién de callos embriogénicos con A. tumefaciens ATHV. A- Callos transformados con el
plasmido p1303, a la izquierda se observa un callo control sin transformar y a la derecha un callo
transformado con fluorescencia. B- Callos transformados con el plasmido pMD2, las flechas sefialan
algunos callos resistentes a la seleccién con higromicina. C- Porcentajes de transformacién utilizando
ambos plasmidos. Los resultados son la media de entre 5-7 réplicas independientes +/- SEM.
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En primer lugar, se sigui6 la estrategia de transformacion de semillas descripta previamente por Lin et
al. (2009) que consiste brevemente en la puncién de los embriones de las semillas con una aguja embebida
en una suspension de A. tumefaciens y posterior infiltracion por vacio de estas semillas con la misma
suspension. En nuestras condiciones y con la variedad Don Justo FCAyF no se obtuvieron plantas
transformadas mediante esta metodologia, por lo que optamos por evaluar otra alternativa, que consistio
en transformar embriones maduros de arroz de forma similar a la reportada previamente para trigo
(Hamada et al., 2017; Liu et al., 2021). En este sentido, se obtuvieron embriones maduros a partir de
semillas previamente desinfectadas y embebidas en agua estéril por 48 horas. Se retiraron los embriones
con bisturi y se mantuvieron en placas con medio MS hasta su tratamiento. Luego se realizd la
transformacion con ATHYV con los plasmidos p1303 o pMD2 y se germinaron los embriones en medio MS.
Al cabo de aproximadamente 10 dias, las plantulas se sacrificaron para realizar la extraccion de ADN con
el fin de evaluar el porcentaje de transformacion. En el caso de las transformaciones con p1303 se amplificd
el gen de GFP, mientras que para pMD2 se amplifico el gen de Cas9 (Figura 5B). De esta forma se calcul6
el porcentaje de transformacion con ambos plasmidos teniendo en cuenta el nimero de plantulas que
dieron PCR positiva para estos genes con relacién al nimero total de embriones utilizados. Asi,
observamos que la transformacion de embriones utilizando el plasmido p1303 tuvo una eficiencia de
transformacion del 27,4% (Tabla 1), estos valores son similares a los obtenidos en la transformacion de
callos embriogénicos utilizando el mismo plasmido. Por otro lado, cuando se utilizé el plasmido pMD2 con
la maquinaria necesaria para realizar edicion génica el porcentaje de transformacion fue de
aproximadamente 3% (Tabla 1). Estos valores son mas bajos a los observados en la transformaciéon de
callos embriogénicos, sin embargo, se mantiene la misma tendencia, al utilizarse el plasmido pMD2 el
porcentaje de transformacién es menor que con el plasmido p1303. En resumen, estos resultados
demuestran que es posible transformar la variedad Don Justo FCAyF utilizando diferentes plasmidos con
eficiencias de transformaciéon variable. Ademas, se logré transformar esta variedad con métodos
independientes del cultivo de tejidos mediante la transformacion de embriones maduros. Si bien, en algunos
casos los porcentajes de transformacion son bajos, la simpleza y rapidez de esta metodologia implicaria
una herramienta muy util para el mejoramiento de esta u otras variedades de arroz.

DISCUSION

El desafio de la agricultura moderna consiste en producir mas y mejores alimentos minimizando el
impacto ambiental y en donde el mejoramiento genético vegetal ocupa un lugar preponderante para lograr
estos objetivos. Una de las herramientas usadas dentro del mejoramiento es la biotecnologia moderna, la
cual a través de la expresion de genes foraneos mediante la transgénesis o la modificacion de los propios
genes mediante la edicidn génica ofrece soluciones con bajo impacto ambiental a la agricultura moderna
(Turnbull et al., 2021). Para el caso de los cereales y del arroz en particular llegar a obtener plantas
transgénicas o editadas implica el uso del cultivo de tejido y la regeneracién de plantas, procesos que son
dependientes del genotipo, la composicion de los medios de cultivo y las condiciones de crecimiento
(Tripathy et al.,, 2018). En nuestras condiciones utilizando la variedad local Don Justo FCAyF, las
concentraciones de callogénesis 6ptimas se encontraron entre 2 y 4 mg/L de 2,4-D, concentraciones que
coinciden con las reportadas por otros autores para otras variedades (Tripathy, 2021; Yaqoob et al., 2021;
Saba-Mayoral et al., 2022). Con relacién al porcentaje de callogénesis, en este trabajo obtuvimos un
maximo de 45% para las concentraciones de 3 y 4 mg.I* de 2,4-D, mientras que otros autores encontraron
respuestas diferenciales entre 42-94% dependiendo del cultivar utilizando 2-3 mg.I"* de auxina (Binte
Mostafiz & Wagiran, 2018; Yaqoob et al., 2021). Si bien Saba-Mayoral et al. (2022) obtuvieron menores
porcentajes de callogénesis (10-13%) utilizando callos de 6 y 7 dias con el cultivar Bomba, la metodologia
utilizada por estos autores fue diferente, ya que estos callos se originaron de escutelos bombardeados con
el plasmido de transformacion. Por otro lado, también hay reportes de entre 72 y 89% de callogénesis con
dosis de 2,5 mg.I'* de 2,4-D y 0,5 mg.I'* de cinetina variando las concentraciones de algunos componentes
del medio como caseina, sacarosa, prolina, agente gelificante y las condiciones de luz y oscuridad durante
el periodo de incubacion (Tripathy, 2021). Es importante mencionar que ademas de las condiciones de
cultivo otro factor que influye en el proceso de callogénesis es la edad de las semillas utilizadas como
explanto.
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Tabla 1
Eficiencia de transformacién in planta de la variedad Don Justo FCAyF.

Plasmido Embriones Embriones transformados
totales (% transformacion)
p1303 73 20 (27,4%)
pMD2 179 6 (3,4%)

Figura 5
A- Planta transgénica obtenida mediante transformacién de callos con el plasmido pMD2. B-
Determinacién por PCR del gen Cas9 en muestras de ADN gendmico proveniente de embriones
transformados. Calle 1: Marcador molecular de 100 pb. Calle 2: Control positivo para Cas9. Calle 3 a 8:
Cas9 en muestras de embriones transformados. Calle 9: control negativo. C-Determinacion por PCR del
gen Cas9 en planta transgénica. Calle 1: Marcador molecular de 100 pb. Calle 2: Cas9 en muestra planta
TO. Calle 3: control negativo.

En cuanto a la tasa de regeneracion, los resultados en la literatura son variables dependiendo mucho
del genotipo utilizado. Hay reportes que van desde un 40 a un 82% de regeneracion en distintos cultivares
utilizando una unica concentracion de hormonas (2 mg.I't BAP, 2 mg.I* kinetina, 0,5 mg.I't ANA) (Binte
Mostafiz & Wagiran, 2018). Por otro lado, también se han reportado tasas de regeneracion de entre 62 a
88% considerando callos organogénicos y embriogénicos con variaciones en las concentraciones de los
componentes de los medios de cultivos, pero con una dosis Unica de hormonas de 2 mg.lt de BAP y 0,5
mg.I"t ANA (Tripathy, 2021). Mientras que en el presente trabajo utilizando el cultivar Don Justo se observo
una tasa de regeneracion de hasta el 77% con dosis de 4 mg.I'* de BAP y entre 0,4-0,8 mg.I* de ANA.
Estos resultados reflejan la importancia de optimizar las condiciones de cultivo, tipo y concentraciones de
hormonas, fuentes de inéculos, etc. para cada variedad que se quiera utilizar como base para procesos de
mejoramiento utilizando técnicas de ingenieria genética.
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Otro paso clave en el proceso de mejoramiento es la etapa de transformacion, es decir la introduccion
de material genético fordneo en la especie deseada. Como se mencioné anteriormente hay diferentes
métodos de transformacion de material vegetal (Husaini et al., 2010), siendo uno de los mas utilizados la
transformacion mediante A. tumefaciens. En este trabajo se utilizé la cepa ATHV, mostrando porcentajes
de transformacion de 28 y 14% dependiendo de la construccion utilizada. Estos resultados coinciden con
los reportados por otros autores utilizando la misma cepa y en algunos casos el mismo plasmido (Aguilar-
Bartels et al., 2021). También estos autores observaron diferencias en la eficiencia de transformacién con
la edad del callo, siendo mayor con callos de 6 dias en comparacion a callos de 10 dias de edad,
adjudicando la diferencia a diferentes estados y espesores de las células que condicionarian la infectividad
de la bacteria (Vega et al., 2009). En el presente trabajo se utilizaron semillas de 1 afio lo que condicioné
tanto el nimero de callos obtenidos como el tiempo necesario hasta la obtenciéon de callos con tamafio
adecuado (aproximadamente 15 dias) y pudo haber sido uno de los factores que influyeron en el menor
porcentaje de callos transformados con relacion a otros protocolos.

Tal como se menciond anteriormente, existen subespecies de arroz que difieren, entre otras cosas, en
su capacidad para ser cultivadas in vitro. Es de destacar que las plantas de la subespecie Indica presentan
serias dificultades para ser regeneradas a partir de callos (Pazuki & Sohani, 2013) y es mucho menor por
lo tanto el nimero de cultivares transformados de esta subespecie en comparacién con los japénicas. Entre
los cultivares Indicas transformados utilizando A. tumefaciens pueden mencionarse Pusa Basmati, MR219,
Taraori Basmati, Kasalath e IR64 entre otros, siendo la mayoria de estos transformados desde callos
embriogénicos y también desde apice del vastago como IR64 (Mohammed et al., 2019). Por lo tanto, se
hacen numerosos esfuerzos tanto para optimizar protocolos de regeneracién como para desarrollar otros
meétodos de transformacion que no pasen por la etapa de cultivo de callos. Estas técnicas se denominan
transformacion in planta o in vivo. Entre ellas, pueden mencionarse las referentes a la transformacion de
los érganos reproductivos de la planta como el caso de “floral dip” o incluso directamente el embrién en la
semilla. En arroz se han reportado el uso de estas técnicas, para el caso de floral dip se han observado
porcentajes de transformacién de anteras de hasta un 80% (Rod-in et al., 2014; Ratanasut et al., 2017), sin
embargo, estos son reportes aislados que no han sido ampliamente reproducidos. En el caso de la
transformacion de embriones y/o semillas, esta técnica consiste en inocular el embrién mediante una
puncion con aguja embebida en A. tumefaciens y posterior co-cultivo de las semillas con la bacteria, luego
estas semillas daran lugar plantas TO de las cuales se obtendran semillas T1 transformadas. En arroz esta
técnica fue utilizada en distintas oportunidades con resultados variables que van desde una eficiencia de
transformacion de 3% hasta un 30% dependiendo de los cultivares y los plasmidos utilizados (Supartana
etal., 2005; Lin et al., 2009; Ahmed et al., 2017). En nuestras condiciones experimentales esta metodologia
no dio resultados positivos por lo que se realizé una variante similar a la utilizada en trigo (Hamada et al.,
2017, Liu et al., 2021) donde los embriones fueron escindidos de las semillas y estos fueron el material de
partida para la transformacion. En este sentido logramos obtener 27,4% y 3,4% de eficiencia de
transformacion dependiendo del plasmido utilizado. Estos porcentajes de transformacion concuerdan con
los reportados por otros autores para la metodologia de transformacién in planta.

Los resultados obtenidos en este trabajo resultan importantes para el desarrollo de una plataforma que
permita el mejoramiento de variedades locales de interés agronémico mediante ingenieria genética, ya sea
transgénesis tradicional o edicion génica mediante CRISPR-Cas. Por ultimo, los resultados mostrados
utilizando el sistema de transformacion in planta, teniendo en cuenta el no uso de cultivo de tejido, la
simpleza de la metodologia y la posibilidad de llevarlo a mayor escala facilmente, resultan muy promisorios
para posteriores investigaciones de transformaciones o ediciones génicas en arroz.

CONCLUSION

La posibilidad de utilizar herramientas biotecnol6gicas en el mejoramiento de arroz en nuestro pais es
dependiente de la disponibilidad de protocolos de transformacién para genotipos adaptados a los
ambientes de cultivo en Argentina. Por lo que en este trabajo se optimizaron las condiciones de cultivo in
vitro de tejidos (callogénesis, regeneracion aérea y regeneracion radicular) y se evaluaron diferentes
formas de transformacion in vitro e in planta con A. tumefaciens para la obtencién de plantas transgénicas.
Con respecto a la callogénesis se determind la concentracion 6ptima de 2,4D en 3 mg/L, mientras que para
la regeneracion se utilizé6 una combinacion de 4 mg/L de BAP y 0,8 mg/L de ANA. Al mismo tiempo, se
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observé que no fue necesaria la etapa de enraizamiento ya que durante la regeneracion de parte aérea se
observé un 100% de formacion de raices. Por otro lado, con respecto a los métodos de transformacion se
obtuvieron eficiencias de 3-28% dependiendo del método y el plasmido utilizado. Siguiendo estos
protocolos se obtuvieron plantas transgénicas de la variedad Don Justo que fueron confirmadas mediante
PCR para el gen Cas9 (Figura 5). Estos resultados sirven como plataforma para el mejoramiento de esta
variedad mediante transgénesis o edicion génica.
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