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RESUMEN. En este trabajo se describe la obtención de expresión transiente de 
un gen reportero en explantes de la variedad cubana de arroz Amistad 82. Di- 
cho gen fue introducido en embriones mediante el bombardeo con micropartí- 
culas de oro portadoras de ADN aceleradas con un flujo de helio. Se analizaron 
diferentes factores involucrados en la eficiencia de esta técnica. Se describe la 
influencia del tamaño de las partículas, su concentración y dispersión, así como 
la presión de helio y la distancia al tejido diana. Los mejores resultados del 
bombardeo al escutelo de embriones se obtuvieron con embriones somáticos 
bajo las condiciones siguientes: presión de helio 5 10” Pa, distancia de vuelo de 
10 rm. tamaño dr partícula 1,2 Fm, concentración de partículas por microlitro 
0.25 10” y empleo de malla dispersora de 1 000 Pm Por otra parte, la plasmóli- 
sis pnrclal de los embriones aumentó la eficiencia de la transformación. Este 
resultado permite concluir que este método de transformación puede ser utili- 
zado para el mejoramiento de la variedad de arroz Amistad 82 por medio de la 
Ingeniería Genética, mediante la introducción en la planta de genes que codifi- 
can caracteres de interés agrícola. 

ABSTRACT. This report describes the transient expression of a reporter gene 
in explants of the rice Cuban cultivar Amistad 82. The gene was introduced into 
embryos through bombardment with gold microparticles carrying DNA accel- 
eratcd with a helium inflow gun. Several factors involved in the efficiency of 
this technique were analyzed. T h? influente of the transient reporter gcnc 
expression in explants from the Cuban rice cultivar Amistad 82 has been ob- 
tained. Several factors involved in the efficiency of the gene delivery by DNA 
particlt acceleration were analyzed. The influentes of the particle size, concen- 
tratlon, and dispersion as well as helium pressure and the distance to the target 
tlssue are described. The bcst results were obtained by bombnrding somatic 
ernbryos with 1,2 Pm-size particles, at a concentration of 0,25 lo6 particlesiml, 
a tlpllurn pressure of 5 lo5 Pa, with the target tissue at a distance of 10 cm and 
baffle Inesh size of 1 000 Pm Transforrnation efficiency values obtained in this 
work lead to the conclusion that this method could be used for the improve- 
ment of the Cuban rice cultivar Amistad 82 trough Genetic Engineering by in- 
troducing into plan& genes coding for agricultural important traits. 

INTRODUCCION 

LOS métodos de cruzamlcnto c’on 
vencionales (hibrldlzación scxu;rl) 
fueron por mucho tiempo la úr!lc,a 
herramienta disponible parar (aI IJMS- 
jorarniento gen&ico de los CUI~I~YV 
Sin embargo, el surgim~~~tc). &Y;I- 
rrollo y aplicación del cultivo 1 ,I ~-LIRJ 
ha permitido desde la propag;~lo~j ) 
saneamiento hasta la I’c‘~!:t’rlc’I.~rc.lc,rl 
de plantas completas a partir d(, 
protoplastos y la pos~blhdad dc ~‘0111. 
binar estas tecnologías ron la ;rpl~c,:~ 
ción de los métodos de tr;tnsfor111;1- 

ción que aporta la Ingc~nleria C;clnix 
tica, lo que ha hecho posible Ia n~i- 
nipulación genética de una t’01m:1 
MAS directa, precisa y rápida Coro 
ello, se ha logrado l’ornpc’r 1;1 IJ:WI~VI~;I 
biológica que sigmflca la ~nconll~t I 
bilidad sexual entre es~wcies, ;rclc~- 

más de !a posibilidad que br111d;l dc, 
alterar un solo carácter en una v:inc’- 
dad, manteniendo cl resto tf(k SUS (Y- 
racterísticas fenotípicans 

La introducción del ADN for<~nc~c, 
en la célula vegetal mcdiantc, Ia In 
geniería Genética. se rrallT;r J)OI (11 

ferentes vías. En un Inicio sc‘ II~I~I/;I- 
ron patógenos naturales co*m> t’s 01 
caso de las bacterias Ag?obuc~trnurr~ 
tume_faciens y el Ayrohct~~r~,rr~~ 
hizogenes, los cuales al Infc,st;ir d(a 
forma natural a la célula, 1~ intrrrdll- 
cen fragmentos del ADN bacteriano 
Esta región que se va a Incorpc)r;rt~ ;I 

la célula es manipulada prevlamcrr- 
te para sustituirle la parte virulcrita 
por un gen de interés. Conw dc+- 
ventaja de este método. se tlerw su 

7 



Revista CENIC Ciencias Biológicas, Vol. 30, No. 1, 1999.

8

limitado rango de hospederos, lo que
lo hace poco eficiente para transfor-
mar monocotiledóneas, en las que se
agrupan cultivos de importancia
económica como el trigo, arroz, maíz
y la caña de azúcar. Por este motivo,
se desarrollaron los llamados Méto-
dos de Transformación Directa, que
se basan en la introducción del ADN
foráneo a la célula vegetal mediante
procedimientos físico-químicos. Sin
embargo, el número de especies en
los cuales pueden emplearse estos
métodos está limitado por el desarro-
llo del cultivo de tejidos in vitro y la
necesidad de regenerar plantas fér-
tiles a partir de protoplastos en al-
gunos casos.1

Hasta el presente ninguno de los
métodos de transformación genética
descritos para arroz, ha podido apli-
carse éxitosamente a las variedades
comerciales que se cultivan en Cuba.
Una opción a tener en cuenta por sus
resultados en cultivos y variedades
recalcitrantes a la transformación
genética mediada por Agrobac-
terium, es el empleo de micropartí-
culas aceleradas. Por otra parte, este
método no necesita el cultivo de
protoplastos, que resulta especial-
mente complejo dada la respuesta
varietal que tienen las variedades de
arroz tipo Indica.2

Diversos métodos para la acele-
ración de las micropartículas han
sido desarrollados desde que
Sanford y Klein3 lograron la inclu-
sión del virus del mosaico del taba-
co (TMV) junto a la enzima cloranfe-
nicol-acetil-transferasa (CAT) en ce-
bolla mediante el bombardeo de mi-
cropartículas a células vegetales.
Sautter4 utilizó macroproyectiles
portadores acelerados por la acción
de un arco eléctrico en una gota de
agua, Takenchi y col.5 lograron la
aceleración de los  macroproyectiles
mediante el empleo de bajas presio-
nes de helio. Finer y col.6 construye-
ron una pistola que acelera a las mi-
cropartículas mediante una corrien-
te de gas, sin el empleo de macropro-
yectiles que llamaron��Particle
Inflow Gun�� (PIG). Con este apara-
to barato y sencillo (Fig. 1) se han ob-
tenido altos niveles de actividad
transitiva y estable en suspensiones
celulares de maíz y soya.7 En la ac-
tualidad este último sistema creado
y desarrollado para plantas, ha sido
empleado con efectividad en células
tan pequeñas como levaduras, hon-
gos filamentosos y algas, y reciente-
mente, en líneas celulares y células
de tejidos animales.

Siempre que se emplee un mate-
rial vegetal diferente como blanco de

la transformación con partículas ace-
leradas hay que tener en cuenta el
ajuste de diversos factores que afec-
tan la eficiencia de la técnica. En este
trabajo se evalúa por primera vez, la
eficiencia de esta metodología en la
transformación genética de una  va-
riedad cubana y se determinan las
condiciones óptimas. Se realizó la
transformación transiente en em-
briones inmaduros utilizando un
�Particle Inflow Gun� para la acele-
ración de los microproyectiles. Se
han estudiado los factores tamaño de
partícula y su concentración en el
bombardeo, la presión del gas helio,
distancia de vuelo y la manipulación
de los explantes, incluyendo el tra-
tamiento osmótico.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Las plantas de arroz (Oryza
sativa) variedad Amistad 82 (semi-
llas suministradas por el Instituto de
Investigaciones del Arroz, Cuba) se
crecieron en casas verdes en suelo
negro fertilizado con fórmula com-
pleta y con riego diario, utilizando
macetas sin drenaje, 17 h luz y hu-
medad relativa del 50 % por el día y
75 % en la noche.

Medios de cultivo

En todos los casos, se utilizó el
medio MSE (MS8 con agar 0,6 % y
con 400 mg/L de hidrolizado de ca-
seína) como medio basal, el cual se
modificó según fue necesario.

Extracción y cultivo de embriones

Se colectaron espigas entre los 9
y 11 d después de la antesis, a las que
se les eliminó  toda la cubierta. El
grano totalmente desnudo se embe-

bió durante 1 min en etanol 90 %; se
pasó de inmediato a una disolución de
hipoclorito de sodio 6 % por 20 min y
se lavó tres veces con agua destila-
da estéril antes de comenzar la ex-
tracción de los embriones. Los  em-
briones colectados se colocaron con
el escutelo hacia arriba en placas con
medio MSE2-3 %, (MSE con 2 mg/L
de 2,4-D y 3 % de sacarosa) y se cultiva-
ron durante 7 d a la oscuridad a 27 °C
para el estudio de la influencia del
tamaño de  partícula y para el resto
de las pruebas, se utilizaron embrio-
nes sin cultivar.

Plasmólisis de los embriones
Los embriones colectados se co-

locaban temporalmente en medio
MSE2-3 %, mientras se completaba
la extracción. Después del aisla-
miento fueron parcialmente plasmo-
lizados según el protocolo siguien-
te: incubación durante 60 min en
MSE2-15 % (MSE con suplemento de
2 mg/L de 2,4-D y 15 % de sacarosa);
bombardeo y 24 h más tarde colocación
nuevamente en MSE2-3 %. Para el tra-
tamiento control sin plasmólisis, se
incubaron los embriones durante los
60 min previos al bombardeo en
MSE2-3 %, se realizó éste y 24 h des-
pués fueron transferidos a MSE2-
3 % fresco.

Preparación del ADN
Se utilizó el plasmidio pCintGUS9

que contiene el gen reportero uidA
(gus) bajo un promotor constitutivo
en plantas. El plasmidio fue purifi-
cado utilizando columnas QUIAGEN
(Hilden, Alemania), según el proto-
colo recomendado por el fabricante.

Preparación de las micropartículas
El recubrimiento de las micro-

partículas de oro, se realizó según el

Fig. 1. Esquema del acelerador de micropartículas «Particle Inflow Gun».
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protocolo de Klein y col.:‘” En un 
tubo de centrífuga de 0,5 mL se mez- 
clan 20 PL de ADN plasmídrco (l@/ 
@L) con 5OOpL de una suspensión de 
micropartículas (Aldrich Chemicals, 
EUA) a 50 &pL . La mezcla se trata 
con 25 *L de CaCly 1 mol/L y 10 ,uL 
de espermidina 100 mmol/L y se deja 
reposar por 10 min a 4 "C . Posterior- 
mente. se elimina el sobrenadante, 
se lava tres veces con 100 PL de eta- 
nol absoluto y se seca en flujo de aire 
estéril. Se resuspende en agua des- 
tilada estéril a la concentración de- 
seada. 

Bombardeo de embriones 

La pistola se construyó de acuer- 
do con el modelo de Finer de 1992,O 
manteniendo las especificaciones 
del modelo original y ajustando las 
condiciones de evacuación de los ga- 
ses para reducir el impacto acústico 
y la presión de gas sobre el explante. 
En t.odos los casos, se utilizaron em- 
briones recién extraídos, excepto en 
el experimento relacionado con el es- 
tudio de la influencia del tamaño de 
partícula, en el que se utilizaron em- 
briones somáticos. El bombardeo se 
realizó a la región central de las pla- 
cas Petri, ocupando un área de 2.5 cm 
de diámetro, a razón de 25 embrio- 
nes por placa. Se utilizó una malla 
dispersora de 500~ colocada a 25 cm 
de distancia de los embriones. Se 
bombardearon PO & de la suspen- 
sión de partículas cargadas con 
ADN. 

Identificación del tejido transfor- 
mado 

La optimizacion de las condicio- 
nes dc bombardeo fue evaiuada me- 
diante el método de detección 
histoquímica. que permite la identi- 
ficación del tejido transformado por 
la actividad enzimática GUS en pre- 
sencia del sustrato 5-bromo-4-cloro- 
3-indolilglucur6nido (X-Gluc), la 
cual origina el precipitado insoluble 
5,5’-dibromo-4,4’-dicloro índigo de 
color azul intenso.” El número de 
eventos de transformación transiti- 
va fue determinado 48 h después del 
bombardeo. Los embriones se pasaron 
a un tubo que contenía la disolución de 
ensayo y se incubaron 24 h a 37 “C en la 
oscuridad. Los embriones se obser- 
varon en el microscopio estereoscó- 
pico y se contaron los puntos azules 
correspondientes a los eventos don- 
de ocurrió transformación transiti- 
WI. 

Procesamiento estadfstico 

A los datos obtenidos se les com- 
prob6 la normalidad por la prueba de 

Kolmogorov-Smirnov y la homoge- 
neidad de varianza por la de 
Bartlett.‘? Los datos se evaluaron es- 
tadísticamente por un anklisis de 
varianza de clasificación simple. Las 
medias se compararon por la prue- 
ba de rangos múltiples de Duncan. 

RESULTADOS Y DISCUSION 

La transferencia de genes a las 
c6lulas del escutelo de embriones ha 
sido posible a través de la acelera- 
ción de las micropartículas cargadas 
con ADN. Varios son los tmbajos que 
reportan el uso de esta tecnoiogía en 
la transformación de embriones de 
cereales y otras plantas monocotile- 
dóneas.4.i9-1J El bombardeo de micro- 
partículas permite ajustar con un 
alto grado de flexibilidad las diferen- 
tes condiciones para el disparo tales 
como la distribución de las partícu- 
las (idealmente una partícula por ce- 
lula), la proftmdidad de su penetra- 
ción en el tejido a transformar, pu- 
diendo alcanzar varias capas de cé- 
lulas y La cantidad de ADN introdu- 
cido en la célula.re 

El cultivo del arroz. por su impor- 
tancia en la dieta mundial y las alte- 
raciones que tienen sus rendimien- 
tos como consecuencia del ataque de 
insectos y de agentes fitopatógénos 
(hongos y bacterias), ha sido aborda- 
do por diferentes laboratorios. Los 
resultados han correspondido fun- 
damentalmenie alas variedades tipo 
Japónica. Se ha descrito que un 
explante apropiado para la introduc- 
ción directa de genes de interés en 
estas variedades lo constituyen los 
embriones inmaduros entre 9 y 12 d 
despu6s de la fecundación (en este 
estadio, los embriones alcanzan un 
tamario aproximado de 5 mm, lo que 
facilita su extracción). A partir de 
éstos, se obtienen embriones somá- 
ticos mediante el cultivo en medio 
con 2,4-D. En el trabajo se emplea.. 
ron tanto embriones recién extraf- 
dos, como cultivados por una sema- 
na en presencia de 2,4-D con el obje- 
tivo de inducir la formación de los 
somáticos. 

Se evaluó la influencia del tama- 
ño de las partículas portadoras de 
ADN en la eficiencia de transforma- 
ción. En este momento es importan- 
te tener en cuenta el tamaño de las 
celulas a transformar. Un criterio ya 
generalizado es disparar partículas 
de alrededor de 1110 del tamaño de 
las células.‘î No se observaron dife- 
rencias significativas en cuanto al 
número de puntos de transforma- 
ción por dispam, para el intervalo de ta- 
mano de partkula entre 0,6 y 1,9 m 

(‘Ibbla l), aunque se debe señalar que 
sobre este aspecto puede haber in- 
fluido la heterogeneidad di talla de 
las partículas, así como la del matc- 
rial vegetal utilizado, debida funda- 
mentalmente a diferentes grados dc 
madurez de los embriones. 

La observación al microscopio 
electrónico de los embriones born- 
bardeados permitió aprwiar que 
para este proceso con partículas d<a 
menor tamaño (0.G y 0.8~m) los pun- 
tos azules que indicaban actividad 
transciente se situaban casi cxclusi- 
vamente en la epidermis del escute- 
lo, mientras que para las de n~ayor 
tamaño y a su vez, m6s heterogk 
neas, esos puntos aparecían tanto cn 
la capa de Mulas epid@rrnicas COII~O 
en las subepidérmicas. indicando 
probablemente que la fracciGn de 
partículas más pequeRas sc’ detenía 
en la superficie, mientras 13 trawi6r1 
de las más grandes alcanzaba la 
subepidermis. Si se pretendirrn OtI- 
tener regeneración de plantas pasan- 
do por un estadio de callo, como en 
este caso, esta diferencia no es fun- 
damental, ya que los callos se forma- 
rían a partir de células de los dos tl- 
pos, pero si se pretendiera obtcnw 
plantas a partir de una organc~gi~~e- 

sis directa, sería importante tcncr c’n 
cuenta esta distribucibn dc los pun 
tos de transforrnacibn transcic,ntc 
,ya que en este caso, las plantas ?;(’ 
formarfan a partir de las c6lulas 
subepidérmicas soianwrlte’” ~ww~- 
pondiendo con una fraccihn tlcl tr~- 
tal de puntos azules. En este CHW, 
seria mejor utilizar partículas mayo- 
res de 0,8 Pm . 

El aumento de la concentracion 
de micropartículas en las condicio- 
nes analizadas provocó mia dismi- 
nución en el número de puntos azu 
les (‘Ikbla 1). Probablemente cstr~ dis- 
minución se deba a su agrcgncibn 
Se observb un aumento en los danos 
causados al tejido que afectaban 
drásticamente al tejido vegetal o<*n- 
sionando la aparición dc areas 
necrosadas y liberación de compues- 
tos fen6licos. Es posible además, que 
particularmente las células impacta- 
das sufrieran danos severos que im- 
pidieran la expresión transicntc. 
Considerando los danos ocasionados 
al tejido y el número de eventos de 
actividad transitiva, la co~lcentra- 
ción óptima estuvo en el intervalo de 
0,25 a 0,5 . lOa partículas/hL 

Para el estudio de la influencia 
dei tamario de las partículas, se bom- 
bardearon tres placas, en el cnso de 
la concentración de partículas se uti - 
lizaron cinco placas, para la presión 
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Tabla 1. Influencia de las condiciones evaluadas sobre la eficiencia de transformación translentt. 

1!3mafio de las partículas 

, j,“) 

La eficlcnria de transformación se expresa como promedio de puntos de transformación por embnón 
Los supraíndices en los valores de eficiencia de transformación se refieren a las diferencias slgnlfiratlvas drtltro dtx C,;I&I ~1~1 (16, 
las condiciones evaluadas. 

de helio y la distancia de vuelo se 
realizaron tres experimentos inde- 
pendientes con seis placas cada uno. 

La presión de gas helio y la dis-- 
lancia iotai de vueifi SOn f%ciuriGs que 

afectan la velocidad de ios micropro- 
yectiles. A mayor oresión del gas. 
mayor velocidad de las partículas, 
aunque es importante tener en cuen- 
ta que también aumenta el flujo de 
helio el interior de la cámara que no 
puede ser evacuado de inmediato 
por el conducto de vacío. Las partí- 
culas pierden velocidad debido a la 
friccibn con ei aire dentro cie ia cá- 
mara de bombardeo, por lo que a 
mayor distancia de vuelo menor ve- 
!ocidad de impacto. La distancia de 
vuelo también aumenta la disper- 
sión de las partículas sobre las célu- 
las blarlco.17 

El estudio de la influencia de la 
presión de gas helio sobre ia eficien- 
cia del disparo mostró que entre 5. lo5 
y 7 ííF Pa no hay Gerencias signi- 
ficativas en cuanto al número de cé- 
lulas que expresan actividad transiti- 
va, pero a 4 lo5 Pa hay una reducción 
significativa (Tabla 1). Cuando se em- 
plearon presiones de 6. 10’ y 7. lo” Pa, 
aparecieron daños en el tejido, que 
finalmente ocasionaban la aparición 
de fenoles que limitaban el desarro- 
llo del embrión y propiciaban la apa- 

rición de zonas necrosadas. Los 
mejores resultados se obtuvieron con 
una presión de bombardeo de 5. lo” Pa. 

La distancia de vuelo de las mi- 
IC-_.“-_ ‘__“.~__L -1-1-1. Cï~pã~i~cu~as xiuuyu rlwaulemenie 

en la eficiencia de transformación. 
La distancia ÓDtima resultó 10 cm 
A mayor dislancia, disminuia la efi- 
ciencia, debido probablemente a la 
disminución de la velocidad de las 
partículas. A distancias menores de 
10 cm se obtuvo igualmente una dis- 
minución en la eficiencia de trans- 
formación que pudiera ser conse- 
cuencia Sei daño causado, ya sea por 
el impacto de aquellas a altas veloci- 
dades o por el flujo de gases, lo que 
se correspondería con los resultados 
obtenidos a altas presiones de helio. 

El choque acústico que se gene- 
ra durante la aceleración de las par- 
tículas a velocidades supersónicas, 
puede dañar, incluso matar a las cé- 
lulas vegetales expuestas al disparo, 
especiaimente cuando están trauma- 
tizadas como resultado de la pene- 
tración de los microproyectiles y más 
aún, cuando en estas condiciones 
son cultivadas en medio selectivo. El 
empleo de la malla dispersora ubica- 
da entre el soporte de las partículas 
a disparar y las células blanco, redu- 
ce los daños que se le produucen al 
tejido en el momento del disparo.*8 

Las mallas reducen el Impa<k sobre 
el tejido, con io que se obst~va ur1;i 
alta eficiencia dc transl’or~ltla(~lór!. 

Se estudió la distancia a la (YI;I! 
_l_L.~._1.. ..I-.^^_ ,.,. ^I __^_< . . . . . I... 1 “C”l?, Id UL,ICd[ ht’t’l ,lldiC’II<11 v<‘g”L”!. 
así como el tamaño dta 10s O~I~‘IC’I~IS 
de la malla Al IIS~I mallas drb r>W 
y 1 000 grn. se obsí~~ VO 111) ;Iurll(7ito 
del número de evt,rltos de a(,tlvlcl;r(l 
transitiva en conip;lr;lc7(in <‘otI I;I 
efectividad lograda cw lw cll-paroc 
sin malla. 

Los efectos dtx las c~orldl~~l~lrlr~s 
osmóticas han sido cvalu~dos tanto 
para ia expresiiln KI‘i~I1SlC’IltC’ co1110 

para la transformaclOn wtablc (‘II 
diferentes cultivos. irlcol.l)ol.arltf(, ;IL 
tas concentraciones (1~ SiI(‘¿II’OS;1. 

manito1 y (o) sorbito1 a los rri~tl~os s(‘)- 
lidos empleados prcv~a y post(,r1or- 
mente al bombardeo. El a~ustt, dc, la 
presión osmótica en el bolllt);lr(l(.o 
de las microparticulas fue dcscr~ tc) 
por Sanford y su grupo en 1991’” 
para ia EransI”ormac:itin tic c~ioropk 
tos y en 1992 por Per1 y col.‘: t:n even- 
tos de transformación establt~ ell ~‘;i- 
110s originados del escuklo de trigo. 
Al bombardear errlbrlonw parcial- 
mente plasmolixsclos on mcttllo 
MSE2-15 % antes del disparo. sc1 ob- 
servó un Incremento signlí’ic~itt~vo 
del número de células que cxpws;~- 
ban actividad GUS con rcspwto al 
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control en el que los embriones fue- 
ron mantenidos en el mismo medio 
con un 3 % de sacarosa (‘Pabla 2). Este 
resultado pudiera deberse a que la 
plasmólisis del embrión antes del 
bombardeo y una lenta recuperación 
de la turgencia celular posterior a él, 
contribuyan a la supervivencia de 
las c&ulasw~Zl 0 que el tratamiento 
disminuya el dafio físico a ella. La 
recuperación paulatina de la presión 
normal por decrecimiento de la con- 
centración de sacarosa puede indu- 
cir la división de las células”2 lo que 
podria favorecer la multiplicación de 
las transformadas. Es posible tam- 
bien que este procedimiento facilite 
la penetración de las micropartícu- 
las a la célula oque disminuya la can- 
tidad de ADN que las partículas pier- 
den antes de entrar en aquella. La 
posibilidad de que este tratamiento 

La permanencia prolongada de 
los embriones en medios con altas 
concentraciones de sacarosa provo- 
ca daños que afectan la formacibn de 
callos con alto poder de regenera- 
cic5n,?? por lo que a las 24 h de bom- 
bardeados, los embriones se transfí- 
rieron a medio MSE2-3 %. La in- 
fluencia del tiempo de permanencia 
en este medio, luego del bombardeo, 
no fue estudiada por lo que pudiera 
ser objeto de estudio y optimización. 

En los experimentos realizados 
en este trabajo, los mejores resulta- 
dos del bombardeo al escutelo de em- 
briones se obtuvieron utilizando los 
rnmbtipnc hnmhnr4n~rlnc hnin IQC .z”.l.OllrVY ““...“UIU~UU”” V...J” &UY 

condiciones siguientes: presión de 
helio de 5.105 Pa, distancia de vuelo de 
10 cm, tamaño de partícula de 1,2 cun, 
concentración de partículas por 
microlitro de 0,25. lOe y uso de ma- 
lla dispersora de 1000 Pm . Por otra 
parte, la plasmólisis parcial de los 
embriones aumentó la eficiencia de 
la transformación. La combinación 
de estos factores debe permitir la 
obtención de eficiencia aún supe- 
riores. 

Las pruebas de actividad GUS 
practicadas a los escutelos que fue- 
ron cultivados por 6 semanas des- 
pués del disparo mostraron embrio- 
nes totalmente coloreados de azul, lo 
que sugiere la presencia de integra- 
c‘ión estable del gen uid.A. 

Estos resultados indican la po- 
tencialidad del método de transfor- 
mación por bombardeo de micropar- 
tículas para la obtención de plantas 

Tabla 2. Efecto del tratamiento osmótico antes del bombardeo en la exprcsi6n 
transitiva GUS. 

TYatamienta osmótico 

NO 

SI 

transgénicas de la variedad de arroz 
Amistad 82 y posiblemente de otras 
variedades de tipo Indica. 
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