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Optimizacién de las condiciones de bombardeo
para transformacion genética de arroz (Oriza
satiwa) variedad Amistad 82
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RESUMEN. En este trabajo se describe la obtencidn de expresion transiente de
un gen reportero en explantes de la variedad cubana de arroz Amistad 82. Di-
cho gen fue introducido en embriones rnediante el bormbardeo con microparti-
culas de oro portadoras de ADN aceleradas con un flule de helio. Se analizaron
diferentes faciores involucrados en la eficiencia de esta téenica. Se describe la
influencia del tamano de las particulas, su concentracion y dispersion, asi como
la presion de helio ¥ la distancia al {ejido diana. Los mejores resultados del
Lombarden al escutelo de embriones se abtuvieron con embriones somaticos
bajo las condiciones sigulentes: presion de helio - 10* Pa, distancia de vuelo de
it er, tamafo de particula 1,2 um., concentracidn de particnlas por microlitro
0.25 - 10° v emapleo de mialla dispersora de 1 080 pm . Por otra parte, 1a plasmdli-
sis parcial de los embriones aumentd ia eficiencia de la transformacton. Este
resultado permite concluir gue este método de transformacidn puede ser utili-
vado para el mejoramiento de la variedad de arroz Amistad 82 por medio de 1a
Ingonieria Genélica, mediante la introduccidn en la planta de genes que codih-
can caracteres de interés agricola.

ABSTRACT. This vreport describes the transient expression of a reporter gene
in explants of the rice Cuban cuitivar Amistad 82. The gene was introduced into
embiyos through bombardnient with gold microparticles carrying DNA accel-
erated with a helium inflow gun. Several factors involved in the efficiency of
this technique were analyzed. The influence of the iransient reporter gence
expression n explants from the Coban rice eultivar Amistad 82 has been ob-
Lained. Several factors involved in the efficiency of the gene delivery by DNA
particle acceleration were analyzed. The influences of the particle size, concen-
tration, and dispersion as well as helium pressure and the dislance to the target
tissue are described. The best results were obtained by bombarding somatic
ciubryos with 1.2 pm-size particles, at a concentration of 0,25 - 10° particles/mlL.
a helum pressure of 5. 10 Pa, with the larget tissue at a distance of 18 o and
baffie inesh size of 1 000 win . Transformation efficiency values oblained in this
work lead to the conclusion that this rnethod could be used for the improve-
ment of the Cuban rice cultivar Amistad 82 trough Genetic Engineering by in-
troducing into plants, genes coding for agricultural important traits.
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INTRODUCCION

Los métodos de ciruzamientn o
venclonales (hibridizacion sexualy
fueron por mucho tiempo o unicy
herramienta disponible pars o} e
Jjoramiento genético de los cultivos,
Sin embargo, el surgimiento, desa-
rrotlo y aplicacion del cultivoan mitro
ha permitido desde la propagacion v
saneamiento hasta la regeneracion
de plantas completas a parur de
protoplastos v la postvibdad de o
binar estas tecnologias conlu aphes
cién de los métodos de transfouring-
citn gue aporia la Ingenieria Goeng
tica, 1o que ha hecho posible T n
mpulacidén genética de una forma
mas directa, precisa y rapida Con
ello, se ha iogrado romper Lo barrera
biologica que signmifica la mncompah -
bihdad sexual enire espoecies, adie-
més de la positalidad que brinda do
alterar un solo caractor en una varice
dad, manteniendo ¢l resto de sus ¢o-
racteristicas fenotipicas

Laintroduccidn del ADN forineo
ey la celula vegetal moediante I In
genieria Genética, se reahiza por di
ferentes vias. Enunimeciosealihzn
ron patégenos naturales comeo s o
caso de las hactenias Agrobucterinm
tumefaciens y el Agrobacierinom
rhizogenes, tos cuales al infestar doe
forma natural a la célula, leintrodu-
cen fragmentos del ADN baclerianao.
Esta Tegion que 8e va 4 incorparar a
la célula es manipulada previamen.
te para sustituirle ka parte virulenta
por un gen de interés. Como does
ventaja de este método, s¢ tiche su
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limitado rango de hospederos, lo que
lo hace poco eficiente para transfor-
mar monocotiledéneas, en las que se
agrupan cultivos de importancia
econdémica como el trigo, arroz, maiz
y la cana de aztcar. Por este motivo,
se desarrollaron los llamados Méto-
dos de Transformacién Directa, que
se basan en la introduccién del ADN
forédneo a la célula vegetal mediante
procedimientos fisico-quimicos. Sin
embargo, el nimero de especies en
los cuales pueden emplearse estos
meétodos esta 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.!

Hasta el presente ninguno de los
meétodos de transformacion genética
descritos para arroz, ha podido apli-
carse éxitosamente a las variedades
comerciales que se cultivan en Cuba.
Una opcién a tener en cuenta por sus
resultados en cultivos y variedades
recalcitrantes a la transformacién
genética mediada por Agrobac-
terium, es el empleo de microparti-
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.?

Diversos métodos para la acele-
racién de las microparticulas han
sido desarrollados desde que
Sanford y Klein? lograron la inclu-
sién del virus del mosaico del taba-
co (TMYV) junto a la enzima cloranfe-
nicol-acetil-transferasa (CAT) en ce-
bolla mediante el bombardeo de mi-
croparticulas a células vegetales.
Sautter? utilizé6 macroproyectiles
portadores acelerados por la accion
de un arco eléctrico en una gota de
agua, Takenchi y col.’ lograron la
aceleracién de los macroproyectiles
mediante el empleo de bajas presio-
nes de helio. Finer y col.® construye-
ron una pistola que acelera a las mi-
croparticulas 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 maiz y soya.” En la ac-
tualidad este tGltimo sistema creado
y desarrollado para plantas, ha sido
empleado con efectividad en células
tan pequenas como levaduras, hon-
gos filamentosos y algas, y reciente-
mente, en lineas celulares y células
de tejidos animales.

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

la transformacién con particulas ace-
leradas hay que tener en cuenta el
ajuste de diversos factores que afec-
tan la eficiencia de la técnica. En este
trabajo se evalla por primera vez, la
eficiencia de esta metodologia en la
transformacién genética de una va-
riedad cubana y se determinan las
condiciones 6ptimas. Se realizé la
transformacién transiente en em-
briones inmaduros utilizando un
“Particle Inflow Gun” para la acele-
racion de los microproyectiles. Se
han estudiado los factores tamano de
particula y su concentracién en el
bombardeo, la presién del gas helio,
distancia de vuelo y la manipulacién
de los explantes, incluyendo el tra-
tamiento osmético.

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 férmula com-
pleta y con riego diario, utilizando
macetas sin drenaje, 17 h luz y hu-
medad relativa del 50 % por el dia y
75 % en la noche.

Medios de cultivo

En todos los casos, se utiliz6 el
medio MSE (MS? con agar 0,6 % y
con 400 mg/L de hidrolizado de ca-
seina) como medio basal, el cual se
modificé segtin fue necesario.

Extraccion y cultivo de embriones

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

HELIO

bié durante 1 min en etanol 90 %; se
pasé de inmediato a una disolucién de
hipoclorito de sodio 6 % por 20 min y
se lavé tres veces con agua destila-
da estéril antes de comenzar la ex-
traccion 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-Dy 3 % de sacarosa) y se cultiva-
ron durante 7 d a la oscuridad a 27 °C
para el estudio de la influencia del
tamano de particula y para el resto
de las pruebas, se utilizaron embrio-
nes sin cultivar.

Plasmoélisis de los embriones

Los embriones colectados se co-
locaban temporalmente en medio
MSE2-3 %, mientras se completaba
la extraccion. Después del aisla-
miento fueron parcialmente plasmo-
lizados segun el protocolo siguien-
te: incubacién durante 60 min en
MSE2-15 % (MSE con suplemento de
2 mg/L de 2,4-D y 15 % de sacarosa);
bombardeoy 24 h més tarde colocacion
nuevamente en MSE2-3 %. Para el tra-
tamiento control sin plasmdlisis, se
incubaron los embriones durante los
60 min previos al bombardeo en
MSE2-3 %, se realiz6 éste y 24 h des-
pués fueron transferidos a MISE2-
3 % fresco.

Preparacion del ADN

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

Preparacion de las microparticulas

El recubrimiento de las micro-
particulas de oro, se realiz6 segun el
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Fig. 1. Esquema del acelerador de microparticulas «Particle Inflow Gun».
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protocolo de Klein y col..'""En un
tubo de cenirifuga de 8,5 mL se mez-
clan 20 uL. de ADN plasmidico (1ug/
nL)con 500 4L de una suspension de
mricroparticulas (Aldrich Chemicals,
EUAY a 50 ugful. . La mezela se trata
con 25 pl de CaCl, 1 mol/L y 10 uL.
de espermiding 100 minol/L y se deja
reposar por 13 min a 4 °C . Posterior
mente, se elimina @l sobrenadante,
se lava tres veces con 100 oL de eta-
nol absoluto vy se secaen flyjode aire
estéril, Se resuspende en agua des-
tilada estéril a la concentracion de-
seada.

Bombardee de embriones

La pisicla se construyd de acucy-
do con el modelo de Piner de 19824
manteniendo las especificaciones
det modelo original ¥ ajustande las
condiciones de evacuacion de los pa-
ses para reducir el impacte acustico
¥ la presion de gas sobre el explante.
En todos los casos, se utilizaron em-
brivhes recién extrajidas, exceptoen
el expenmento relacionade con el es-
tudio de ta influcencia del tamane de
particula, en el gue se utilizaron em-
briones somaticos. El bombardeo se
realizd a la regidn centrat de ias pia-
cas Petri, ocupando un drea de 2.5 cm
de didmetro, o razén de 25 embrio-
nes por placa. Se utiizd una malla
dispersora de 500 zm colocadaa 2,5 em
de distancia de Jos embriones. Se
boinbardearon i0 ulL. de 1a suspen-
sién de pagticulas cargadas con
ADN.

identificacion del tejido transfor-
mado

La optimizacion de las condicic-
nes de bombardeo fue evaiuada me-
diante el mélodo de deteccion
histogquimica, que permite la identi-
ficacion del tejido iransformado por
la actividad enzimética GUS en pre-
sendia del sustrato 5-bromo-4-cloro-
3-indolilgiucurénido (X-Glue), ia
cual origina el precipitado insoluble
3,5 -dibromeo-4,4"-dicloro indigo de
color azul intenso." El niimero de
eventos de transformacidn transiti-
va fue deterriinado 48 h después del
bornbardeo. Los emibriones se pasaron
aun tubo que contenia la disolucion de
ensayoyseincubaron24ha37Cenla
oscuridad. Los embriones se obser-
varan en el microscopio esterecscéd-
pico y se contaron los puntos azules
correspondientes a los eventos don-
de orurtid transformacion transiti-
va.

Procesamiento estadistico

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

Kolmogorov-Smirnov y la homoge-
neidad de varianza por la de
Bartiett.”? Los datos se evaluaron es-
tadisticamente por un anélisis de
varianza de clasificacion simple, Las
medias se compararon por la prue-
ba de rangos muitiples de Duncan.

RESULTADOS Y DISCUSION

La transferencia de genes a las
células del escutelo de embriones ha
sido posible a través de la acelera-
cién de las microparticulas cargadas
con ADN. Varios sonlos trabajos que
reportan el uso de esta tecniotogia en
la transformacién de embriones de
cereales y otras plantas monocotile-
déness. +#* 12 El bombardeo de micro-
particulas permite ajustar con un
alto grade de flexdbilidad las diferen-
fes condiciones para el disparo tales
como 1a distribucidn de las particu-
las {idealmente una particula por cé-
lula), la profundidad de su penetra-
cidn en el tejido a transformas, pu-
diendo alcanzar varias capas de cé-
luias y la cantidad de ADN introdu-
cido en la célula.'®

El cultivo del arroz. por su impor-
lancia en la dieta mundial y 1as alte-
raciones que tienen sus rendimien-
tos como consecuencia del atagque de
insectos y de agentes fitopatdgénos
{hongos y bacterias), ha sido aborda-
do por diferentes laboratorios. Los
resultados han correspondide fun-
damentaimente a }as variedades tipo
Japénica. Se ha deserito que un
explante apropiado para la introduc-
cién directa de genes de interés en
estas variedades lo constituven los
embriones inmaduros, entre § ¥y 12 d
después de la {ecundacidn (en este
estadio, los embriones alcanzan un
tamanho aproxirnado de 5 mm, 1o que
facilita su extraccion). A partir de
éstos, se obtienen embriones soma-
ticos mediante el cultivo en medio
con 2,4-D. En el trabajo se emples-
ron tante embriones recién extraf-
dos, como cultivados por una sera-
na en presencia de 2.4-D con ¢l obje-
tive de inducir la formacién de log
sornaticos.

Se evalué la influencia del tama-
fo de las particulas portadoras de
ADN en la eficiencia de transforma-
cién. En este momentoes importan-
te tener en cuenta el tama#io de las
células a transformar. Un criterio ya
generalizado es disparar particulas
de alrededor de 1/10 de! tamatio de
las células.”” No se observaron dife-
rencias significativas en cuanto al
numero de puntos de transforma-
¢idn pordisparo, para el intervalo de ta-
mano de particwda entre 06 ¥ 1.9 um

(Tabla 1), aunque se debe senalar que
sobre este aspecto puede haber in-
fluido la heterogeneidad de talla de
las particulas , asi como la del maie-
rial vegetal utilizado, debida funda-
moentalmente a difcrentes grados de
inadurez de los embriones.

La observacion al microscopio
elecironico de los embriones bom-
bardeados permitid apreciar que
para este proceso con particulas de
menor tamanc (6.6 y 0.8 uo lus pun-
tos azules que indicaban actividad
transciente se situaban casi excelusi-
vamente en la epidermis del escute-
lo. mientras que para ias de mayor
taranoc y a su vez, mas heterogé-
nieas, esos puntos aparceian tanteen
ia capa de células epidérmicas como
en las subepidérmicas. indicando
probablemente que la fraccidn de
particutas mas pequenas se detenia
ent la superficie. mientras la fraceidn
de las mas grandes alcanzaba la
subepidermis. Si se pretendiers ob-
tener regeneracion de plantas pasan-
do por un estadio de calle, comn en
este caso, esta diferencia no ¢s fun-
damental. ya que los callos se formna-
rian a partir de células de los dos -
pos, pero si se pretendiera obtener
plantas a partir de una organogine-
sis directa, seria importanle teney ¢
cuenta esta distribucion de los -
tos de transformacién transciente
Jya gue cn este ¢aso, las plantas s¢
formarian a partir de las células
subepidétmicas solamente’” corres-
pondiendo con una fraceién del 1o-
tal de puntos azules. En este caso,
seria mejor utilizar particuias mave
resde 0,8 um .

El aumento de la concentracion
de microparticulas en las condicio-
nes analizadas provoed una dismi-
nucidn en el nimero de puntos azu
les {Tabla 1) Probablementc esta dis-
minucion se deba a su agregacion,
Seobservd un aumentaen los danos
causados al tejide que afectaban
drésticamente al tejido vegetal oca-
sionando la aparicién de dreas
necrosadas y liberacién de compues-
tos fendlicos. Es posible ademés, que
particularrnente las células impacta-
das sufneran danoes severos gue im-
pidieran 1a expresion transicnle.
Considerando los dafios ocasionados
al igjido ¥ el ntimero de cventos de
actividad transitiva, la concentra-
cidn Optima estuvo en el intervalo de
0,25 2 9,5 - 14° particulas/iul .

Para el estudio de la influencia
del tarnanio de las particulas, se bom-
bardearon tres placas, ¢n el caso de
la concentracion de particulas se uti-
tizaron cinco placas, para la presion




10

Revista CENIC Ciencias Biolégicas, Vel. 30, No. 1, 1989,

Tahia 1. Influencia de las condiciones evaluadas sobre la eficiencia de transformacidn transienty.

Condhciomes evaluadas Tamanc Concentration Proesion [Drstinein L. Pt
de las particulas de fas particulas ri gas helio e vl e Trasforma e,
(pm) (particulas/ uba (Pa} L) [EERETADEIT
06 0.5 . Uy 5.1 7.5 JLIR] T
0.8 ng o 5 7.5 0.0 15
1M & 10T L 1 Y 10 I
1L i .oatr I v [ iy bl
Tamano de las particulas 12 05 10 PR <5 10.0 4
10T
14 @n .10 oo T i) sl
1.6 .5 it 5. 10° T YR ot
1.4 L% ) i
1.2 0,25 . 10° 5 16 i
C(Jn(:#nlra(:lrm’ 1.2 05 . 10° 5 1g 4 100 h
de las particulas
{particuiasiuly 12 1510 5 1 75 10.0 e
1.2 2010 5 10 7.3 10,0 5
e &5 . 10° 1o 73 10,0 e
N e 1.4 0.5 . 10 5.10 ] mnn YN
Fresion Joe gas el
P 1 05 10 610 5 0.0 o
1.2 05 . 10° it T3 1040 4
1.2 G5 .10 7 AF 3.0 b e
33|.~;'..';m‘|:1 de vusle 15 0.5 10¢ 5. 10 TS 0.0 1o
e
1.2 n5 . 1 GME 1.0 P i

La eficientia de translormacidn se expresa como promedio de purtos de transformacion por embeion.
Los supraindices en los valores de eficiencia de transformacidn se refieren a las diferencias signilicativas dentro de cids ur e

1as condiciones evaluadas.

de hello v la distancia de vuelo se
realizaron tres experimentos inde-
pendientes con sets placas cada uno.

La presidn de gas helio y 1a dis-
wandla total de vuelo son factores que
afectan la velocidad de Tos micropro-
veoliles. A mavor oresién del gas,
mayor velocidad de las particuias,
aungue os importante tener en cuen-
ta que larnbién aumenta el lujo de
hebio el intenor de la cdmara que no
puede ser evacuado de inmediate
por el conducto de vacio. Las parti-
culas pierden velocidad debido a la
friccion con el are dentro de fa ca-
mara de bombardeo, por lo que a
mayor distancia de vuele menor ve-
lncidad de impacto. La distancia de
vuelo también aumenta la disper-
sion de las particulas sobre las célu-
las blanco ¥’

El estudio de la influencia de la
presidn de gas helio sobre ia eficien-
cia del digparc mostrd que entre 5 - 1{#
y 7 - 10° Pa no hay diferencias signi-
ficativas en cuanto al ntmero de ¢é-
lulas que expresan actividad transiti-
va, pero a 4 - 1{F Pa hay una reduccitn
significativa {Tabla 1). Cuando se em-
plearon presiones de § 10°y 7- 10 Pa,
aparecieron dafios en el tejido, que
finalmente ocasionaban la aparicion
de fencles guce imitaban el desarro-
1l del embrion y propiciaban la apa-

ricién de zonas necrosadas. Los
mejores resultados se obtuvieron con
una presion de bombardeo ded 10°Pa.

La distancia de vuelo de las mi-
cropart{culas influyé notablemente
en la eficiencia de {ransformacion.
La distancia éptima resultd 30 om
A mayor distancia, disminuia la efi-
ciencia, debido probablemente a la
disminucidn de la velocidad de las
particulas. A distancias menoves de
10 em se obtuvoigualmente una dis-
minucién en la eficiencia de trans-
formacién que pudiera ser conse-
cuencia del dano causado, ya sea por
el impactio de aquellas a altas veloci-
dades o por el filujo de gases. 1o que
ge corresponderia con los resultados
obtenidos a altas presiones de helio.

El choque acdstico que se gene-
ra durante la aceleracién de las par-
ticulas a velocidades supersonicas,
puede dafiar, incluso matar a las cé-
lulas vegetales expuestas al disparo.
especialmente cuando estan trauma-
tizadas como resultado de la pene-
tracion de los microproyectiles y mas
aun, cuando en estas condiciones
son cultivadas en medio selectivo. El
einpleo de la malla dispersora ubica-
da entre el soporte de las particulas
a disparar ¥ las células blanco, redu-
ce los dafios gue se le produucen al
tejido en el momento del disparo.”

Las mallas reducen el impacto sobre
el tepda, con o que se observa nna
alta eficiencia de translormacion,

asi como el lamuaho do Jos arnficios
de la malla Al vsar mallas de 500
v 100G um. se obseivo oy aunente
del nimero de eventos doe activicdicl
transitiva €n comparaciii con |
efectividad logradys on los disparos
sin malla.

Los efectos de las condiciones
osmoticas han sido evaluados Linte
para la expresifin transwenic como
para la transformacion estable on
diferentes cultivos. incorporaiido al-
tas concentraciones de sacaiosy,
manitol v {o) sorbilol a lox metws si-
lidos empleados provia y postenor
mente sl bombardeo, El muste de la
presion osmaoticn en ¢l bombardeo
de las microparticulas uce descre
por Sanford v su grupo en 1961°F
para ia transformacion de eloroplas-
tosy en 1982 por Perly col ™ enevens-
tos de transformacion estable en co-
lles originados del escutelo de trigo,
Al bormbardear embriones parcial-
Inenle plasmoligados en moedio
MSE2-15 % antes del dispare, sc ob-
Servd un meremento signiticitive
del nimero de células que expresu-
ban actividad GUS con respecto al
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control en el que Ins embriones fue-
ren mantenidos en el mismo medio
con un 3 % de sacarosa (Tabla 2). Este
resultado pudicra deberse a que la
plasmdlisis del embrién antes del
bombardeo y una lenta recuperacion
de la turgencia celular posterior a €},
contribuyan a la supervivencia de
las células™® o que el tratamiento
disminuya el dafo fisico a ella. La
recuperacién paulatina de la presién
normal por decrecirmiento de la con-
centracion de sacarosa puede indu-
cir ta divisién de las células® jo que
podria favorecer la muitiplicacién de
las transformadas. Es posible tam-
bién que este procedimiento facilite
la penetraciaon de lag microparticu-
ias a la célula o que disminuya la can-
tidad de ADN que las particulas pier-
den antes de entrar en aquella. La
postbilidad de que este tratamilento
influya en la estabilidad del ADN
plasmidico dentro de la célula pare-
ce paco probable.

La permanencia prolongada de
los embriones en medios con altas
concentraciones de sacarosa provoe-
ca dafos que afectan iz formacién de
callos con alio poder de regenera-
cidn,® por lo que a las 24 h de bom-
bardeados, los embricnes se transfi-
rieron a medio MSEZ2-3 %._ La in-
fluencia del tiempo de permanencia
eneste medio, luego del bombardeo,
no fue estudiada por o gque pudiera
serchjeio de estudio y optimizacién.

En los experimentos realizados
en este trabajo, los mejores resulta-
dos del bombardeo al escutele de em-
briones se obtuvieron utilizando los
somaticos bombardeados bajo las
condiciones siguientes: presidén de
heliode 5. (P Pa, distancia de vuelo de
10 ern, tarnaneo de particula de 1.2 um,
cencentracién de particulas por
microlitro de 0,25, 10° v uso de ma-
ila dispersora de 1 000 zm . Por ofira
parte, la plasmédlisis parcial de los
embriones aumentd la eficiencia de
ta transformacion. La combinacién
de estos factores debe permitir ia
cbhtencidn de eficiencia aqn supe-
riores.

Las pruebas de actividad GUS
practicadas a los escutelos que fue-
ron cultivados por 6 semanas des-
pués del disparo rmostraron embrio-
ries totalmente coloreados de azul, lo
que sugiere la presencia de integra-
cién estable del gen uid4.

Estos resuliados indican la po-
tencialidad del método de transfor-
macion por bombardeo de micropay-
ticulas para la obtencion de plantas

Tabla 2. Efecto del tratamiento osmdético antes del bombardeo en la expresion

transitiva GUS.

. L P sulespmbion .
Tratamiento osmotico nlos azules/ernliion Embiriones
o i3 LoD
S 82 100

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