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Europea de Patentes a la patente concedida. La oposición deberá formularse por escrito y estar
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DESCRIPCION

Método de creación de una planta de arroz
transformada.
Antecedentes de la invención

La presente invención se refiere al campo de
la bioloǵıa molecular de las plantas. En particu-
lar, se refiere a la creación de plantas de arroz
transformadas mediante part́ıculas aceleradas.
Antecedentes

El arroz, Oryza sativa, es un importante cul-
tivo alimentario que proporciona más caloŕıas por
hectárea que cualquier otro cereal y ocupa el se-
gundo lugar después del trigo en el área cosechada
del mundo entero. Existe un gran interés en las
nuevas variedades de arroz, pero los métodos con-
vencionales de reproducción tienen varias limita-
ciones inherentes a los mismos. Se requieren va-
rias generaciones de autofecundación para la ho-
mocigosis, por lo cual los programas de crianza
para nuevas variedades de arroz pueden durar va-
rios años. Los rasgos genéticos de las variedades
de arroz silvestre son potencialmente útiles para
aumentar la resistencia del arroz contra las pla-
gas, enfermedades, y ambiente adverso, pero las
variedades de arroz silvestre no se cruzan bien con
el arroz doméstico.

Debido a los ĺımites de la reproducción de
la planta convencional, el arroz ha sido tratado
por ingenieŕıa genética. Luo y Wu, Plant Molec.
Biol. Rep. 6 [3]: 165-174 (1988) y Plant Molec.
Biol. Rep. 7 [1]: 69-77 (1989), han dado a co-
nocer un método para transferir ADN externo a
los flósculos de un arroz recientemente polinizado,
que ellos denominan transformación por la “ruta
del tubo de polen”. El proceso de la ruta del tubo
de polen comprende el cortado de la punta del
flósculo del arroz de forma que el estigma quede
cortado y el estilo tenga un final agudo. Una gota
de una solución que contiene el ADN se coloca en
el extremo cortado del flósculo y se deja que fluya
hacia abajo por el tubo de polen. Eventualmente,
se recogen las semillas y se germinan. Sin em-
bargo, la transformación por la ruta del tubo de
polen, no ha sido repetida por otros y no parece
ser reproducible.

Los protoplastos del arroz, las células de la
planta de arroz aisladas de la pared celular, han
sido un objetivo popular de la ingenieŕıa genética.
Un método corriente de transformación consiste
en incubar los protoplastos con ADN y polietilen-
glicol (PEG) y a continuación cultivar los proto-
plastos en plantas en presencia de un agente selec-
tivo. Por ejemplo, Uchimiya y col., Mol Gen Ge-
net: 204-207 (1986), describe la transformación
inducida por PEG de protoplastos de arroz para
producir la expresión de genes foráneos en callos
transformados. Otros ejemplos de transformación
de protoplastos inducida por PEG se encuentran
en Hayashimoto y col., Plant Physiol. 93: 857-863
(1990) y Peng y col., Plan Cell Reports 9: 168-172
(1990).

Los protoplastos de arroz han sido también
transformados mediante electroporación. En la
mayoŕıa de métodos de electroporación, los pro-
toplastos de arroz se mezclan con una solución de
ADN y se someten a un impulso eléctrico. De
manera similar a la transformación inducida por
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PEG, las moléculas de ADN atraviesan la mem-
brana celular y se integran en el genoma celu-
lar. Recientemente, Terada y Shimamoto, Mol.
Gen. Genet. 2201 389-392 (1990), han descrito
la transformación de los protoplastos del arroz
v́ıa electroporación para producir plantas de arroz
maduras que expresan el gen foráneo. Tada y
col., Theor. Appl. Genet. 80: 475-480 (1990), y
Battraw y Hall, Plant Molec. Biol. 15: 527-538
(1990), han informado recientemente también, la
transformación del arroz v́ıa electroporación. Shi-
mamoto y col., Nature 338: 274-276 (1989), elec-
troporaron un gen de resistencia a la higromicina
en protoplastos y detectaron el gen foráneo en la
descendencia de las plantas.

El arroz ha sido transformado con una mezcla
de PEG y electroporación en Yang y col., Plant
Cell Reports 7: 421-425 (1988). La transforma-
ción se confirmó mediante ensayos enzimáticos
en clones resistentes a la canamicina escogidos al
azar.

Los métodos de transformación basados bien
sobre el PEG o bien sobre la electroporación, son
también limitados debido a que dependen de la re-
generación del total de plantas de arroz transfor-
madas a partir de los protoplastos de arroz trans-
formados. Hay muchos problemas y limitaciones
inherentes al proceso de regeneración del cultivo
de los protoplastos. Los procesos corrientes de
regeneración de los protoplastos dan como resul-
tado una alta frecuencia de variaciones somaclo-
nales, albinismo y esterilidad. Además, y esto es
muy importante, no todas las variedades de arroz
pueden ser regeneradas a partir de los protoplas-
tos. El arroz se divide en dos grandes grupos de
variedades, que reciben los nombres de Japonica
e Indica. Las variedades Japonica e Indica difie-
ren por su distribución geográfica y los elementos
morfológicos y fisiológicos. Las variedades Japo-
nica e Indica difieren también en cuanto a la faci-
lidad del cultivo de tejidos y métodos de regene-
ración. En general las variedades Japonica tienen
un gran rendimiento en callos y una alta capaci-
dad de regeneración, y en cambio, las variedades
Indica tienen un pobre crecimiento de los callos
y un pobre potencial de regeneración. Las varie-
dades de Indica son en general las mas deseables,
comercialmente.

Las plantas de arroz transformadas produci-
das por los procedimientos descritos más arriba
fueron de la variedad Japonica. Luo y Wu, Plant
Molec. Biol. 7 [1]: 69-77 (1989), incluyeron una
variedad Indica en sus experimentos de la ruta del
tubo de polen. Sin embargo, los resultado publi-
cados de una transformación positiva, no han sido
repetidos y no pueden ser confirmados. Datta y
col., en Biotechnology (“Biotecnoloǵıa”) 8: 736-
740 (1990), han establecido un protocolo de trans-
formación inducida con PEG para regeneración
de plantas a partir de protoplastos del tipo Indica.
Los análisis Southern y ensayos enzimáticos han
demostrado que los genes foráneos estaban esta-
blemente integrados y transmitidos a la descen-
dencia. Este método, sin embargo, sólo funciona
en una variedad Indica espećıfica no comercial.
Este es el único método perfeccionado informado
hasta la fecha en variedades de arroz Indica, que
da como resultado plantas transformadas. En ge-
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neral, aunque se ha dedicado mucho esfuerzo en el
desarrollo de un sistema reproducible para rege-
nerar variedades Indica, no se ha publicado hasta
la fecha ningún procedimiento.

El arroz ha sido transformado mediante la in-
fección con Agrobacterium de embriones madu-
ros. La primera técnica de ingenieŕıa genética
de plantas ampliamente empleada, se basó en la
capacidad natural del microorganismo Agrobac-
terium tumefaciens, que vive en el suelo, de in-
troducir una porción de su ADN en la célula de
una planta, como una parte de su normal proceso
patogénico. Si un gen foráneo se inserta en la
bacteria mediante determinados procedimientos,
el Agrobacterium puede emplearse para transfe-
rir el gen foráneo en una planta. Las técnicas de
transformación del Agrobacterium han sido desa-
rrolladas para un número de plantas, la mayor
parte dicotiledóneas, pero la utilidad de la técnica
ha variado de unas especies de plantas a otras es-
pecies. Los sistemas de transformación basados
en el Agrobacterium son limitados, debido a que
requieren cultivos celulares o de tejidos y técnicas
de regeneración de plantas. Las ĺıneas de plantas
vaŕıan en su facilidad a los cultivos de tejidos y
métodos de regeneración. Las monocotiledóneas,
como el arroz, son especialmente pobres candida-
tas para la transformación inducida con el Agro-
bacterium. Sin embargo, Raineri y col., Biotech-
nology 8: 33-38 (1990), informa la transforma-
ción inducida por el Agrobacterium de tejidos de
arroz, como confirma por análisis de hibridación
del ADN. Los embriones inoculados formaron te-
jido de callo tumoŕıgeno. No se informó de nin-
guna planta y parece que es imposible regenerar
plantas a partir de estos tejidos.

Una nueva técnica de transformación trata
de conseguir la creación de plantas transforma-
das, por bombardeo de células o tejidos vegetales
con part́ıculas aceleradas que transportan mate-
rial genético. La primera indicación de la utili-
dad de esta técnica fue una demostración de que
las construcciones de ADN pod́ıan aplicarse como
recubrimiento sobre part́ıculas de tungsteno y ser
aceleradas en el interior de una piel de cebolla,
en donde los genes fueron temporalmente expre-
sados. Patente U.S. n◦ 4.945.050. Un problema
en el desarrollo de un procedimiento de transfor-
mación por part́ıculas aceleradas es la dificultad
de obtener la transformación de la ĺınea germi-
nal de la planta. Con el término “transformación
de la ĺınea germinal” se quiere decir que se han
transformado las células germinales de la planta,
de forma que la descendencia de la planta here-
dará la construcción del ácido nucleico foráneo,
que se ha insertado junto con las part́ıculas, en el
tejido de la planta parental. La transformación
genética de la planta ha sido lograda mediante el
método de part́ıculas aceleradas. La patente U.S.
n◦ 5.015.580 describe la transformación de la ĺınea
germinal de plantas de soja y ĺıneas de plantas.
Un método describe que la solicitud de la patente
publicada es la aceleración de part́ıculas recubier-
tas por ADN dentro de ejes embriónicos cortados
de plantas de soja. Si los ejes embriónicos de
soja bombardeados se tratan con medio alto de
citoquinina, se inducen retoños de los ejes em-
briónicos tratados. Cuando los retoños se culti-
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van para dar plantas de soja completas, un tanto
por ciento significativo de las plantas tendrán las
ĺıneas germinales transformadas. De manera si-
milar al bombardeo de part́ıculas, la transforma-
ción del arroz ha sido intentada con un aparato
de cañón de aire. Oard y col., Plant Physiol. 92:
334-339 (1990) informan sobre la expresión tem-
poral de genes cuando se bombardea un callo em-
briogénico de arroz. Sin embargo, para los inten-
tos de transformación inducidos con part́ıculas,
es mucho más fácil obtener una actividad tem-
poral en el callo que obtener plantas con la ĺınea
germinal transformada.

La técnica de la bioloǵıa molecular vege-
tal necesita un método eficiente de creación de
una planta de arroz Indica transformada. Este
método no dependeŕıa óptimamente del cultivo y
regeneración del protoplasto, seŕıa independiente
del genotipo, y creaŕıa fácilmente plantas con la
ĺınea germinal transformada que produciŕıan des-
cendencia transgénica. Seŕıa también deseable
que el mismo procedimiento estuviera disponible
igualmente para las variedades Japonica.
Resumen de la invención

La presente invención es tanto un método de
creación de plantas de arroz transformadas como
de plantas de arroz Indica transformadas. El mé-
todo empieza con la preparación de copias de una
construcción de ácido nucleico. Con estas copias
se recubren part́ıculas de carga biológicamente
inerte. En una versión de la presente invención,
las part́ıculas de carga recubiertas de ácido nu-
cleico se aceleran f́ısicamente contra embriones
inmaduros de arroz. En otra versión, se cortan
discos del meristema de un plantón de arroz. Es-
tos discos son bombardeados con part́ıculas de
carga recubiertas de un ácido nucleico. Tanto los
embriones bombardeados como los discos, se cul-
tivan hasta obtener los retoños, y el tanto por
ciento de retoños transformados recuperados, se
enriquece exponiendo los retoños a un agente de
selección. Estos retoños se cultivan hasta obtener
plantas completas sexualmente maduras. La pre-
sencia de la construcción de ácido nucleico se com-
prueba bien en los retoños o bien en las plantas se-
xualmente maduras. Además, se verifica también
la transmisión por herencia de la construcción de
ácido nucleico.

Un objeto de la presente invención es la pro-
ducción de una planta de arroz Indica transfor-
mada.

Otro objeto de la presente invención es la pro-
ducción de una planta de arroz Indica con descen-
dencia transformada.

Una ventaja del método de la presente in-
vención es que tiene éxito en todas las variedades
de arroz.

Otra ventaja del método de la presente in-
vención es que no depende del cultivo del pro-
toplasto, o del cultivo de la suspensión em-
briogénica, siendo los protocolos de regeneración
para los mismos, mucho más dependientes del ge-
notipo.

Otros objetos, ventajas y caracteŕısticas de la
presente invención resultarán evidentes a partir
de la siguiente especificación, cuando se describe
conjuntamente con los dibujos que se acompañan.
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Descripción de las figuras
La figura 1 es una vista esquemática despieza-

da, de un dispositivo de aceleración de part́ıculas,
de utilidad para la presente invención.

La figura 2 es una vista en planta del disposi-
tivo de la figura 1.

La figura 3 es una ilustración del plásmido
pCMC2114 empleado en el ejemplo.
Descripción de las versiones preferidas

La presente invención es un método para la
obtención de plantas de arroz transformadas. El
método general es el bombardeo de tejidos de me-
ristema para lograr una transformación de la ĺınea
germinal. Los tejidos de meristema son tejidos en
los cuales las células de la planta se dividen. Las
hierbas y las monocotiledóneas afines, tales como
el arroz, tienen tejidos meristemáticos en la pro-
ximidad de los nodos, que son las áreas de unión
de las hojas. Los embriones de arroz contienen
también células meristemáticas.

En los procedimientos para la transformación
genética inducida con part́ıculas, nos encontra-
mos con que solamente se ha transformado un
pequeño porcentaje de las células tratadas. Una
parte dif́ıcil del procedimiento es la identificación
de, o la selección para, las células o plantas trans-
formadas. Este problema ha conducido a algunos
investigadores a trabajar con sistemas de células
individuales tales como los protoplastos, o culti-
vos en suspensión, sobre la teoŕıa de que cual-
quier planta regenerada que surgiera a partir de
las células individuales, lo haŕıa evitando la apa-
rición de plantas quiméricas. Sin embargo, el em-
pleo de estos sistemas de células individuales tiene
una grave desventaja, a saber, que solamente cier-
tos genotipos de arroz pueden ser regenerados a
partir de dichos cultivos.

Otro método consiste en acelerar part́ıculas de
carga cargadas con ADN, al interior de un tejido
diferenciado, y éste es el método que se ha em-
pleado aqúı. Este método no depende de los cul-
tivos de células individuales y es por lo tanto inde-
pendiente del genotipo. Un teórico inconveniente
de seguir este método es que podŕıan predomi-
nar acontecimientos quiméricos, haciendo dif́ıcil
la identificación o detección de cualquier aconte-
cimiento transformante de la ĺınea germinal. Sor-
prendentemente se ha descubierto que los retoños
clonales con la ĺınea germinal transformada, pue-
den recuperarse con una frecuencia práctica, a
partir del bombardeo de tejido meristemático de
arroz.

En una versión de la presente invención, los
embriones inmaduros de arroz son los tejidos
diana. Los embriones son bombardeados con par-
t́ıculas recubiertas con ácido nucleico, inducidos
a formar callos embriogénicos u organogénicos, y
las plantas transformadas se regeneran a partir
de los callos. A partir de las plantas producidas
a través de la embriogénesis, se encuentran plan-
tas clonales con la ĺınea germinal transformada,
con una frecuencia razonable. En una segunda
versión de la versión, se cortan discos de la región
del meristema de un plantón de arroz. Estos dis-
cos de meristema se cultivan y a continuación se
bombardean con part́ıculas recubiertas con ácido
nucleico. En ambas versiones, los embriones o
discos bombardeados se cultivan a continuación
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para producir retoños, y el porcentaje de retoños
transformados recuperados se enriquece mediante
la exposición de los retoños a un agente de se-
lección. Estos retoños son regenerados en plantas
completas, sexualmente maduras. La presencia
de la construcción del ácido nucleico puede veri-
ficarse bien en los retoños o bien en la planta se-
xualmente madura. Además, se verifica también
la transmisión por herencia de la construcción de
ácido nucleico.
A. Preparación de embriones de arroz y discos del
meristema

1. Preparación de los embriones
En la primera versión de la invención, deben

aislarse embriones inmaduros de arroz. La semi-
lla de arroz se aisla a partir de la pańıcula de una
planta madura de arroz, y se esteriliza. El em-
brión de arroz, el cual se compone del scutellum
(el cotiledón) y el eje retoño/ráız, se separa de la
cubierta de la semilla, eliminando el endosperma.
De preferencia, se separan los embriones inmadu-
ros. Por “inmaduro” se entiende los embriones
que tengan aproximadamente de 0,5 mm a 1,5
mm de longitud y aproximadamente 10-18 d́ıas
a partir de la antesis. Los embriones maduros
pueden emplearse en la presente invención pero
es más dif́ıcil cultivar estos embriones. Los em-
briones muy inmaduros pueden emplearse pero el
tamaño de los embriones puede hacer muy dif́ıcil
su manipulación, los embriones pueden dañarse
con más facilidad por rotura, y estos embrio-
nes tan pequeños tienen también poca eficacia de
transformación en los experimentos de expresión
temporal.

Después de la separación, los embriones de
arroz se acondicionan previamente para la trans-
formación. Por “pre-acondicionamiento” se en-
tiende que el tejido cortado se coloca en un me-
dio adecuado para el cultivo del embrión inme-
diatamente antes de la transformación. Por razo-
nes que permanecen todav́ıa oscuras, el procedi-
miento de preacondicionamiento parece aumentar
la eficiencia del procedimiento de transformación,
dando como resultado un mayor número de trans-
formados que los que se obtienen sin él. Para
variedades de Indica, un medio de cultivo ade-
cuado es el medio CC definido por Potrykus y
col., Theor. Appl. Genet. 54: 209-214 (1979), y
detallado en la tabla 1. Este medio contiene sales,
azúcares y la auxina 2,4-D. En nuestro caso, he-
mos suplementado t́ıpicamente el medio CC con
una cantidad adicional de 2,4-D y un hidrolizado
de caséına. Para las variedades de Japonica un
medio adecuado es el medio MS conteniendo 0,5
mg/litro de 2,4-D. El medio MS está definido por
Murashige y Skoog, Physiol. Plant 15: 473-497,
1962.

T́ıpicamente, los embriones separados perma-
necen en el medio de preacondicionamiento du-
rante 24-48 horas a 25◦C en la oscuridad. El eje
del embrión debe tocar el medio, y el scutellum
debe estar al descubierto. Después del preacon-
dicionamiento, los embriones se bombardean con
part́ıculas recubiertas con un ácido nucleico como
se describe más adelante. Cuando se prefiere este
preacondicionamiento, no es absolutamente ne-
cesario para una correcta transformación que el
preacondicionamiento se efectúe con un determi-
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nado medio en particular.
En general, parece como si fuera una ventaja

la separación de este explante de tejido 24-48 ho-
ras antes del bombardeo con part́ıculas. Aunque
el medio particular no parece ser cŕıtico, los em-
briones separados y envejecidos (24-48 horas) dan
como resultado un significativo aumento en la ac-
tividad de la expresión temporal de los genes in-
sertados cuando se comparan con embriones de
comparación que han sido bombardeados ense-
guida.

TABLA 1

Medio CC

KNO3 1212,0 mg/litro
NH4NO3 640,0 mg/litro
CaCl2.2H2O 588,0 mg/litro
MgSO4.7H2O 247,0 mg/litro
KH2PO4 136,0 mg/litro
FeSO4.7H2O 27,8 mg/litro
Na2EDTA 37,3 mg/litro
H3BO3 3,1 mg/litro
MnSO4.4H2O 11,15 mg/litro
ZnSO4.7H2O 5,76 mg/litro
KI 0,83 mg/litro
Na2MoO4.2H2O 0,24 mg/litro
CuSO4.5H2O 0,025 mg/litro
CoSO4.7H2O 0,028 mg/litro
Acido nicot́ınico 6,0 mg/litro
Tiamina.HCl 8,5 mg/litro
Piridoxina.HCl 1,0 mg/litro
Glicina 2,0 mg/litro
m-inositol 90,0 mg/litro
Agua de coco∗ 100,0 ml/litro
Sucrosa 20,0 g/litro
Manitol 36,43 g/litro
pH (KOH) 5,8 g/litro
2,4-D 2,0 mg/litro
Filtro esterilizado

∗Gibco n◦ 570-5180 sin diluir

2. Preparación de discos de meristema
Otra versión de la invención comprende la

transformación de plantas de arroz a partir de
tejidos de un disco de meristema. No existen di-
ferencias entre nuestros métodos de preparación
y regeneración de discos de meristema, bien pro-
cedan de la variedad Japonica de arroz o bien de
la variedad Indica, aunque las variedades Indica
parece ser que responden algo más. Para obtener
discos de meristema, la semilla de arroz madura
y seca, se trata con arena para eliminar el pe-
ricarpo y se esteriliza. Las semillas se tratan a
continuación para inducir la germinación. Las se-
millas se plaquean en un medio y en condiciones
de luz y temperatura que proporcionan las condi-
ciones necesarias para el crecimiento de los plan-
tones. T́ıpicamente consiste en un fotopeŕıodo de
dieciseis horas a 26◦C. Un medio adecuado para
el crecimiento es el medio 1/2 MS suplementado
con sucrosa, Carbencillin, Cefotaxime y Benlate.
Después de 5-7 d́ıas se habrán formado pequeños
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plantones de aproximadamente tres pulgadas.
Se corta un disco de meristema de estos plan-

tones practicando pequeños cortes horizontales
en la unión de la rizosfera y el ápice del retoño.
Puede cortarse un disco de aproximadamente 0,5
a 1,5 mm de grueso, de esta unión. Los discos se
preacondicionan en un medio adecuado al cultivo
celular, tal como un medio CC con suplemento
de 2,4-D e hidrolizado de caséına. T́ıpicamente,
los discos se preacondicionan durante 24 horas a
25◦C en la oscuridad en condiciones pobres en
ox́ıgeno, logradas burbujeando nitrógeno puro a
través de los recipientes en los cuales están co-
locados los tejidos. Después del preacondiciona-
miento, los discos se bombardean con part́ıculas
recubiertas de ácido nucleico.
B. Preparación de las part́ıculas recubiertas con
ácido nucleico

Se preparan múltiples copias de la construc-
ción de ácido nucleico, bien sea ARN o bien ADN,
mediante técnicas de bioloǵıa molecular ya co-
nocidas. Por “construcciones de ácido nucleico”
se entiende comprendida cualquier molécula de
ARN ó ADN capaz de funcionar dentro de una
célula de arroz. Una construcción adecuada de
ácido nucleico podŕıa ser un gen aislado o cons-
truido con acompañamiento de señales regulado-
ras, o podŕıa ser una población de moléculas de
ARN ó ADN. El ácido nucleico podŕıa tener como
origen el propio arroz o cualquier otra especie.

Para ser de utilidad en un procedimiento de
transformación inducido por part́ıculas, la cons-
trucción de ácido nucleico debe ser capaz de rea-
lizar alguna función útil en las células de los teji-
dos de la planta diana. La construcción genética
de transformación, será normalmente una cons-
trucción quimérica en el sentido de que su mate-
rial genético se origina a partir de más de una
clase de organismos. La construcción genética
puede ser tal que sea capaz de expresar un pro-
ducto génico en los tejidos diana. Estos productos
génicos serán t́ıpicamente una protéına foránea,
pero podŕıan ser también otros productos génicos,
como por ejemplo una construcción de ARN anti-
sentido, con la que se pretende inhibir un sistema
endógeno de la planta.

Las construcciones genéticas foráneas están a
menudo incorporadas en vectores cassette de ex-
presión para células de plantas, muchos de los
cuales ya se conocen en la especialidad. T́ıpi-
camente un sistema vector de expresión de una
planta de este tipo, incluye la secuencia codifica-
dora para el gen foráneo deseado y las secuencias
reguladoras apropiadas. Las secuencias regula-
doras apropiadas podŕıan incluir una secuencia
promotora capaz de iniciar la transcripción, y un
terminador de la traducción. Algunos promoto-
res y terminadores de la transcripción los cuales
son efectivos en otras plantas, son también efecti-
vos en el arroz. Un potenciador de la traducción
o un potenciador transcripcional puede también
incorporarse entre el promotor y la región de co-
dificación de la secuencia genética.

La construcción de ácido nucleico transforma-
dora, puede incluir un gen marcador que puede
proporcionar una capacidad de selección ó de in-
vestigación de los tejidos tratados de la planta.
Los marcadores para seleccionar se prefieren ge-
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neralmente para los casos de transformación de
plantas, pero no existen para todas las especies
de plantas. Unas condiciones de marcador selec-
cionables para un rasgo en las células de la planta
transformada, pueden ser seleccionadas mediante
la exposición de los tejidos de la planta a un
agente selectivo. Los marcadores adecuados para
seleccionar pueden ser genes resistentes a un an-
tibiótico o herbicida, los cuales una vez insertados
en algunas células de una planta en cultivo, co-
municaŕıan a aquellas células particulares la ca-
pacidad de resistir la exposición al antibiótico o
al herbicida.

Otro tipo de gen marcador es uno que puede
ser seleccionado mediante un ensayo histoqúımico
o bioqúımico. Un gen marcador adecuado que
se ha encontrado de utilidad en la experiencia
de transformación de una planta es el gen GUS.
Jefferson y col., EMBO J., 6: 3901-3907 (1987),
describe el protocolo general para un ensayo GUS.
El gen GUS codifica una enzima que cataliza la es-
cisión del 5-bromo-4-cloro-3-indolil glucurónido,
un substrato que tiene un color azul después de la
escisión. De esta forma, el empleo de un gen GUS
proporciona un ensayo adecuado para la detección
de la expresión del ADN introducido en los tejidos
de la planta mediante un análisis histoqúımico de
los tejidos de la planta. En un t́ıpico procedi-
miento de transformación, el gen que pretend́ıa
ser expresado en la planta podŕıa ser acoplado
formando un tándem con el gen GUS. La cons-
trucción tándem podŕıa ser transformada dentro
de los tejidos de la planta, y los tejidos resultantes
de la planta podŕıan ser analizados para detectar
la expresión de la enzima GUS.

En nuestros ejemplos, hemos utilizado el plás-
mido pCMC2114, descrito en la figura 3. Este
plásmido contiene el gen codificador GUS y el
gen Bar. El gen Bar codifica la resistencia a de-
terminados herbicidas, tales como el Bialaphos, y
proporciona un agente de selección puesto que las
plantas transformadas pueden crecer en presencia
del herbicida.

El procedimiento de transformación requiere
part́ıculas de carga de un material duradero,
denso, biológicamente inerte. El oro es un ma-
terial adecuado para emplear como part́ıcula de
carga. Las part́ıculas de carga son de un tamaño
extremadamente pequeño, t́ıpicamente en el mar-
gen de una a tres micras, de forma que son pe-
queñas en relación al tamaño de las células de
arroz diana. Los inventores y sus colaboradores
han empleado dos formas f́ısicas de part́ıculas de
carga de oro. Una forma consiste en pequeñas
part́ıculas esféricas de oro que se encuentran en
el comercio en un margen de tamaño nominal
(en micras) y que vaŕıan t́ıpicamente ± 50 % en
tamaño con cada partida. La otra forma consiste
en oro microcristalino u oro en polvo en el cual el
metal tiene el aspecto, por examen microscópico,
de copos o cristales aplanados de forma irregular
los cuales vaŕıan muy ampliamente de tamaño.
De preferencia, se utilizan como part́ıculas de
carga las part́ıculas de oro microcristalinas. Una
fuente preferida de part́ıculas de oro microcris-
talinas es el “Polvo de oro A1570” de Engelhart
Corporation de East Brunswick, Nueva Jersey. Se
ha descubierto que las part́ıculas microcristalinas
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de carga de tamaño irregular alcanzan una mayor
eficiencia de transformación que la alcanzada por
part́ıculas esféricas de oro.

El material genético que hay que insertar den-
tro de las células, se aplica como recubrimiento
sobre las part́ıculas de carga. Esto puede lo-
grarse fácilmente precipitando soluciones de ADN
o ARN sobre las propias part́ıculas de carga. Pue-
den añadirse estabilizadores adecuados a la mez-
cla para contribuir a la longevidad del material
genético sobre las part́ıculas de carga.

Un método t́ıpico de aplicar las construccio-
nes de ácido nucleico sobre perlas de oro es como
sigue: 10 mg de oro cristalino amorfo se mide en
el fondo de un tubo de microfuga Eppendorf de
1,5 ml. Debe tenerse cuidado de asegurar que
el oro no se derrame por los lados del tubo, dado
que seŕıa dif́ıcil resuspender el oro en los pequeños
volúmenes empleados en el procedimiento de pre-
paración. Se añade 100 µl de un tampón, y el
tubo se agita suavemente con el Vortex, estando
compuesto el tampón de 150 mM de NaCl, 10 mM
de Tris.HCl, pH 8,0. Se añaden 20,0 microgramos
de ADN de plásmido al tubo de microfuga, y el
tubo se agita suavemente con el Vortex durante
5-10 segundos. Se añaden 100 µl de solución 0,1
M de espermidina (base libre) a este tubo de mi-
crofuga, y se agita con el Vortex dicho tubo de
microfuga. Se añaden 100 µl de solución 25 % de
PEG (p.m. 1300-1600), y se vuelve a agitar bien
con el Vortex. Mientras la mezcla ADN/part́ıcula
de carga/PEG se agita con el Vortex, se añade al
tubo gota a gota, 100 µl de CaCl2 2,5 M. Se para
el Vortex, y el tubo se incuba a temperatura am-
biente durante 10 minutos. En este momento, el
ácido nucleico habrá precipitado sobre el oro, se-
parándose de la solución.

La mezcla de ADN y part́ıculas de carga
se centrifuga brevemente en una microfuga. El
sobrenadante transparente se elimina completa-
mente. El precipitado, el cual consiste en el ADN
y part́ıculas de carga, se resuspende en 10 ml de
etanol 100 %. El ADN resuspendido y la mezcla
de part́ıculas de carga se trata con ultrasonidos
dos a tres veces durante un segundo en un baño
de agua de ultrasonidos. Esta preparación puede
ser almacenada durante algún tiempo. A conti-
nuación, la suspensión resultante se aplica como
recubrimiento sobre una hoja de carga de 18 x
18 mm en una proporción de 163 µl por hoja de
carga, o una proporción calculada de 0,05 mili-
gramos por cent́ımetro cuadrado de la hoja de
carga. En resumen, las part́ıculas de oro se recu-
bren con ADN a un nivel de aproximadamente 2
µg de ADN/1 mg de part́ıculas, y las part́ıculas
se resuspenden a una concentración de 0,5 - 1,0
mg de part́ıculas / 1 ml de etanol.
C. Bombardeo de los embriones cultivados y de
los discos de meristema

El aparato utilizado en la presente invención
debe ser capaz de introducir las part́ıculas recu-
biertas de ácido nucleico dentro de las células de
la planta de tal manera que puedan transformarse
un número adecuado de células. A una determi-
nada frecuencia las part́ıculas de carga se introdu-
cen dentro de las células de arroz, y a través de un
proceso muy poco conocido, el material genético
abandona las part́ıculas de carga y se integra en
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el ADN de las células de arroz anfitrionas. Mu-
chos tipos de sistemas mecánicos pueden acelerar
las part́ıculas de carga en el interior de las células
de la planta. Los mecanismos posibles incluyen la
aceleración explosiva baĺıstica de part́ıculas, ace-
leración centŕıfuga de part́ıculas, aceleración elec-
trostática de part́ıculas u otros sistemas análogos
capaces de proporcionar momento y velocidad a
part́ıculas pequeñas.

El mecanismo que hemos empleado en el ejem-
plo se basa en la aceleración de part́ıculas a través
de un dispositivo de descarga de chispas de vol-
taje eléctrico regulable, el cual es capaz de acele-
rar una hoja plana de carga contra una superficie
diana. Este aparato será descrito más adelante
con referencia a las figuras 1 y 2.

El aparato de aceleración de part́ıculas está
indicado de manera general con el n◦ 10 de la
figura 1. El aparato consiste en una cámara de
descarga de chispas 12, dentro de la cual se han
insertado dos electrodos 14 separados uno de otro
por una distancia de aproximadamente uno a dos
miĺımetros. La cámara de descarga de chispas 12
es un rectángulo que se extiende horizontalmente,
y tiene dos aberturas, 16 y 18 las cuales se ex-
tienden hacia el exterior de su cara superior. La
abertura 16 está tapada por una placa de acceso
20. La abertura 18, situada sobre el lateral del
rectángulo de la cámara de descarga de chispas,
opuesto al electrodo 14, se cubre finalmente con
una hoja de carga 22.

El electrodo 14 se conecta a una fuente ade-
cuada de voltaje de descargas eléctricas (no mos-
trada). Una fuente adecuada de voltaje de des-
cargas eléctricas comprende un condensador eléc-
trico del tamaño de uno a dos microfaradios. El
voltaje de la carga introducida dentro del conden-
sador debe poderse ajustar. Un voltaje ajustable
puede introducirse fácilmente en un condensador
de este tipo a través de un autotransformador el
cual puede ajustarse en un margen de uno a cin-
cuenta mil voltios. De preferencia, va provisto de
un interruptor de alto voltaje eléctrico de forma
que el condensador pueda descargarse con seguri-
dad a través de los electrodos 14 sin peligro para
el operador.

Se coloca una hoja de soporte 22 sobre la
abertura 18 de la cámara de descarga de chis-
pas 12. La hoja de soporte 22 es una hoja plana
de un material relativamente ŕıgido que es capaz
de llevar pequeñas part́ıculas inertes de carga que
se encuentran sobre la misma contra la superfi-
cie diana. De preferencia la hoja de soporte 22
es una delgada hoja de Mylar aluminizado, re-
cubierto de Saran. Es de preveer que puedan
utilizarse otros materiales planos, relativamente
ŕıgidos, para la hoja de soporte 22. La función de
la hoja de soporte 22 es la de convertir una fuerza
aparentemente extraordinaria producida por los
electrodos, en una fuerza horizontal ampliamente
distribuida capaz de acelerar un gran número de
part́ıculas de carga en paralelo con una fuerza uni-
forme. Pueden emplearse otras clases de fuerza
distintas de la descarga eléctrica para propulsar
la hoja de soporte hacia 22 arriba. La fuerza debe
poder ajustarse de forma que la fuerza del reco-
rrido de la hoja de soporte 22 puede ser ajustada.

Con referencia nuevamente al aparato de las
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figuras 1 y 2, una pantalla de retención 24 se en-
cuentra aproximadamente 15 miĺımetros encima
de la abertura 18 y la cámara de descarga 12.
Una superficie diana 26 está situada encima de la
pantalla de retención 24 a una distancia entre 5 y
25 miĺımetros. La superficie diana 26 es cualquier
superficie de cultivo adecuada sobre la cual puede
colocarse fácilmente el tejido de arroz que se va
a transformar. Hemos encontrado que puede em-
plearse una cápsula de Petri vuelta al revés para
la transformación de tejidos de una planta. Em-
pleando un medio con una base de agar sólido
en el fondo de una cápsula de Petri, es posible
colocar tejidos de arroz sobre el agar en donde
quedarán retenidos. La misma cápsula de Petri
puede servir como superficie diana al retener los
tejidos de arroz sobre el agar.

Las part́ıculas recubiertas con el ADN se dis-
ponen en forma de una capa sobre la parte supe-
rior de la hoja soporte 22. La aplicación en forma
de capa se hace para distribuir un modelo relati-
vamente plano de part́ıculas de carga, a través de
toda la superficie superior de la hoja de soporte
22. De preferencia las part́ıculas de carga recu-
biertas, se aplican a la hoja soporte en una pro-
porción de 0,025 a 0,050 miligramos de part́ıculas
de carga recubiertas, por cent́ımetro cuadrado de
hoja soporte. La hoja soporte 22 se coloca encima
de la abertura 18. La superficie diana 26 con el
tejido de arroz en la misma, se coloca en su po-
sición encima de la pantalla de retención 24. Una
pequeña gota de agua, de preferencia 10 microli-
tros, se coloca en la cámara formando un puente
entre los extremos de los dos electrodos 14. La
cubierta de acceso 20 se coloca en su posición so-
bre la parte superior de la cámara de descarga de
chispas 12.

En este momento, se encierra todo el aparato
dentro de una cámara de vaćıo y se aplica un vaćıo
del orden de aproximadamente 500 miĺımetros de
mercurio. Cuando el vaćıo está hecho se absorbe
una cantidad de helio en la cámara de vaćıo. De
esta forma, la cámara de vaćıo tiene un relativo
vaćıo comparado con la atmósfera, y la atmósfera
dentro del vaćıo contiene helio. La más baja den-
sidad del helio, combinada con la presión redu-
cida disminuye la resistencia tanto sobre la hoja
soporte 22 como sobre las part́ıculas de carga. Al
mismo tiempo, dado que la placa de acceso 20
y la hoja soporte 22 están colocadas tapando la
cámara de descarga 12 desde antes de aplicar el
vaćıo, dentro de la cámara de descarga 12 perma-
nece una alta presión de aire puro que todav́ıa no
ha sido desplazado por el helio.

El procedimiento de transformación median-
te part́ıculas aceleradas se inicia en este punto.
El voltaje del condensador se descarga eléctrica-
mente a los electrodos 14. Los voltajes emplea-
dos en el presente procedimiento han sido del or-
den de 10-25 kV. Se prefiere un valor de 10-16
kV. El voltaje se descarga mediante el empleo de
un interruptor eléctrico apropiado, descrito más
arriba. La fuerza de la descarga eléctrica ori-
gina una chispa la cual salta en el hueco entre
los electrodos 14 y vaporiza la pequeña gota de
agua que se hab́ıa colocado entre los electrodos.
La fuerza de vaporización crea una onda de cho-
que atmosférica violenta dentro de la cámara de
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descarga de chispas 12. La onda de choque irra-
dia hacia fuera a partir de los electrodos en to-
das las direcciones. Debido a los lados fijos de
la cámara, el impacto de la onda de choque ra-
diante sobre el interior de la cámara de descarga
12 se enfoca hacia la hoja de soporte 22, la cual a
continuación es propulsada hacia arriba con gran
velocidad. La hoja de soporte 22 que se desplaza
hacia arriba, acelera hacia arriba con gran fuerza
hasta que choca con la pantalla de retención 24.
El desplazamiento de la atmósfera residual en la
cámara con helio ayuda en el desplazamiento de
la hoja de soporte 22, dado que el helio propor-
ciona menos resistencia al desplazamiento de la
hoja de soporte, aśı como también sobre las pro-
pias part́ıculas de carga. En la pantalla de re-
tención 24, la hoja de soporte 22 impacta contra
la pantalla de retención 24 y es retenida. Las
part́ıculas recubiertas de ácido nucleico en cam-
bio, salen disparadas fuera de la hoja soporte y
se desplazan libremente hacia los tejidos de arroz
diana. A continuación, las pequeñas part́ıculas
de carga, impactan contra el tejido de arroz so-
bre la superficie diana y siguen su camino hasta
el interior de las células del tejido.
D. Regeneración de las plantas de arroz

Deben crearse las plantas a partir de los te-
jidos bombardeados de los embriones y de los
discos de meristema. Bien a nivel celular o a
nivel de la planta, las plantas deben ser inves-
tigadas o seleccionadas para separar los tejidos
y plantas transformados, de los tejidos y plan-
tas no transformados, debido a que en la ma-
yoŕıa de casos de transformación de plantas in-
ducida mediante part́ıculas, las plantas no trans-
formadas serán la mayoŕıa de las plantas recupe-
radas. En los métodos de la invención se utili-
zan técnicas de selección. Por ejemplo, los em-
briones de arroz y discos de meristema bombar-
deados con pCMC2114 pueden hacerse crecer en
presencia del herbicida Bialaphos, y una vez cre-
cidas se seleccionan las plantas transformadas de
las plantas no transformadas. Para realizar la se-
lección, puede emplearse o bien una exposición
continuada al agente selectivo o bien tiene lugar
un breve contacto con el agente. Para determi-
nar si la planta tiene una ĺınea germinal trans-
formada, debe ensayarse la descendencia de la
planta para detectar la presencia del gen o ge-
nes foráneos. El protocolo de selección no se ha
demostrado como totalmente eficaz, debido a un
número importante de fallos no transformados.
Sin embargo, el empleo de una selección es de
utilidad, puesto que enriquece el grupo de plan-
tas potencialmente transformadas, el cual debe
seleccionarse en el sentido de que se obtendrá un
tanto por ciento mayor de plantas seleccionadas
que se habrán transformado, comparado con el
tanto por ciento recuperado de plantas sin selec-
cionar.

1. Regeneración a partir de embriones de In-
dica

En primer lugar, deben inducirse los callos a
partir de las células transformadas. Los métodos
de inducción de callos son ya bien conocidos en
la técnica de la bioloǵıa vegetal. Por ejemplo,
Hartke y Lorz, J. Genet. & Breeding 43: 205-214
(1989), han descrito la embriogénesis somática y
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regeneración vegetal de varios genotipos de In-
dica. Puede también emplearse un medio MS
con adición de 2,4-D, pero parece dar resulta-
dos menos óptimos. Los embriones bombardea-
dos se transfieren a un medio que promueve el
crecimiento de los callos. Un medio adecuado es
el medio CC suplementado con 1 g/litro de hi-
drolizado de caséına y 2 mg/litro de 2,4-D. Una
condición adecuada para el crecimiento es la de
25◦C en la oscuridad. Después de aproximada-
mente cuatro semanas, se forma el callo.

Los retoños deben inducirse a partir de los
callos transformados. Un medio adecuado de in-
ducción de los retoños, es el medio CC que con-
tiene 0,05 mg/litro de zeatina y 1 mg/litro de IAA
(esta combinación recibe el nombre de “CCIZ1”).
Condiciones de crecimiento adecuadas son 16 ho-
ras de fotopeŕıodo a 26◦C. Los retoños apare-
cen t́ıpicamente después de 10-20 d́ıas. A conti-
nuación, se separan los retoños para un subcultivo
sobre CCIZ1. Estos retoños o cualquier otro te-
jido bombardeado o transformado, puede ser en-
sayado para detectar la presencia del gen foráneo.
Los retoños se enráızan en un medio adecuado tal
como el medio 1/2 MS con 20 g/litro de sucrosa
y 0,5 mg/litro de IBA, y se desarrollan en plantas
maduras de arroz. Las plantas maduras de arroz
pueden ser ensayadas para detectar la presencia
del gen foráneo.

A continuación, se verifica la capacidad de que
el gen foráneo sea heredado.

2. Regeneración de embriones de Japonica
mediante la embriogénesis

La regeneración de los embriones de Japonica
es muy similar a la de los embriones de Indica.
Sin embargo, se prefiere generalmente el medio
MS sobre el medio CC para Japonica. Después de
los bombardeos, se coloca el embrión de Japonica
en medio MS que contenga 0,5 mg/litro de 2,4-D
para inducir el crecimiento de los callos. Después
de aproximadamente dos semanas, los callos se
transfieren a un medio para el desarrollo de los
retoños, como por ejemplo el medio MS conte-
niendo 50 g/litro de sucrosa, 2 mg/litro de qui-
netina, 1 mg/litro de NAA, 0,8 % de agar lavado
y 300 mg/litro de hidrolizado de caséına. (esta
combinación recibe el nombre de “MS+”). Las
condiciones adecuadas para el crecimiento son 16
horas de fotopeŕıodo a 26◦C. Los retoños se desa-
rrollan después de 7-14 d́ıas y se pasan a un medio
que promociona un desarrollo posterior, como por
ejemplo el medio MS conteniendo 1 mg/litro de
IAA y 1 mg/litro de zeatina. Se colocan retoños
individuales sobre un medio acondicionador para
enraizamiento, como por ejemplo medio 1/2 MS
con 20 g/litro de sucrosa y 0,5 mg/litro de IBA, y
se desarrollan en plantas maduras. Como con las
Indicas, se investiga o bien el tejido transformado
o bien las plantas maduras, para detectar el gen
foráneo. A continuación, se verifica la capacidad
de herencia del gen foráneo.

Independientemente de la variedad, Japonica
o Indica o de la mezcla, la regeneración de las
plantas puede hacerse más fácilmente por embrio-
génesis, pero puede abarcar también retoños or-
ganogénicos. La embriogénesis se refiere al pro-
cedimiento mediante el cual un embrión somático
se desarrolla a través de un modelo de desarrollo
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similar a una embriogénesis zigótica y forma una
planta completa. Los retoños embriogénicos pre-
dominan en los protocolos de regeneración descri-
tos más arriba. Los retoños embriogénicos parece
como si se originasen a partir de células individua-
les principales ya que los mismos son clonales, o
no quiméricos. Los procedimientos organogénicos
abarcan el desarrollo de la estructura orgánica
(a saber, retoños ó ráıces) de estructuras de te-
jido diferenciado y darán normalmente origen a
plantas quiméricas. Sorprendentemente en estos
cultivos de callos, predomina la regeneración em-
briogénica y los embriones transformados clónicos
se recuperan a frecuencias relativamente altas.

3. Regeneración de discos de meristema em-
pleando la organogénesis

Después que los discos de meristema han sido
bombardeados, los discos deben transferirse inme-
diatamente a un medio que promueve la aparición
de retoños. Un medio adecuado es el medio MSR
(medio MS con BAP a 0,38 mg/litro e IBA a 0,4
mg/litro con un fotopeŕıodo de 16 horas a 26◦C.
Después de que estos discos empiezan a formar
retoños, el disco debe transferirse al medio MS+
(descrito más arriba). T́ıpicamente se formarán
múltiples retoños y ráıces. Estos retoños deben
transferirse a un medio promotor de ráıces como
por ejemplo medio 1/2 MS con 0,5 mg/litro de
IBA para una posterior aparición de ráıces para
desarrollar plantas maduras. Como ocurre con
los embriones regenerados, o bien los retoños o las
plantas maduras, pueden ensayarse para detectar
la presencia del gen foráneo. A continuación, se
verifica la capacidad de transmitir el gen foráneo
por herencia.
Ejemplos
A. transformación de embriones de arroz em-
pleando el procedimiento Japonica

Se recogieron semillas de un arroz Gulfmont
cultivado en invernadero, una variedad popular
en los U.S. Cuando se realizó este experimento,
se créıa que el Gulfmont era una variedad Ja-
ponica pura. La posterior información detallada
del pedigree indicó que éste no es el caso y que
el Gulf- mont puede incluir tanto una heren-
cia Indica como una herencia Japonica. Las se-
millas inmaduras se esterilizaron sumergiéndolas
en solución de hipoclorito durante cinco minu-
tos y a continuación se enjuagó intensivamente
en una solución de SDW (agua destilada estéril)
y CCB (carbencillin a 400 mg/litro, cefotaxime
a 100 mg/litro, y benomyl a 50 mg/litro). Las
brácteas que rodeaban las semillas se eliminaron
microscópicamente y las semillas se colocaron de
nuevo en una mezcla de SDW y CCB. Las semillas
inmaduras se esterilizaron de nuevo en hipoclorito
al 50 % durante un minuto y se enjuagaron cuatro
veces en una mezcla de SDW y CCB.

Los embriones inmaduros se cortaron de las
semillas esterilizadas. Estos embriones eran de
un tamaño entre 0,5 y 1,5 mm. Los embriones
cortados se plaquearon con el scutellum en me-
dio CC conteniendo adicionalmente 2,0 mg/litro
de 2,4-D y 1 g/litro de hidrolizado de caséına y
se guardaron en la oscuridad a 25◦C durante 24
horas.

Después de 24 horas de preacondicionado, los
embriones se bombardearon con part́ıculas de
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carga recubiertas con el plásmido pCMC2114 (fi-
gura 3). En este ejemplo, se bombardearon apro-
ximadamente 100 embriones a 10-16 kV. A los dos
d́ıas después del bombardeo, los explantes se pla-
quearon sobre medio MS al cual se hab́ıa añadido
2,4-D a 0,5 mg/litro y Bialaphos a 10 mg/litro.
La selección con Bialaphos se mantuvo a través
del cultivo sobre el medio MS+. A continuación,
los embriones se mantuvieron dos semanas sobre
el medio de inducción de callos.

Después de la inducción de los callos, los callos
se transfirieron al medio MS+ y se expusieron
durante dieciseis horas a un fotopeŕıodo a 26◦C.
Los retoños se desarrollaron a partir de este callo.
Una vez los retoños se hubieron desarrollado, se
retiraron para un cultivo posterior sobre medio
MS conteniendo adicionalmente 1 mg/litro de
IAA y 1 mg/litro de zeatina. Los retoños indi-
viduales enraizaron sobre un medio 1/2 MS que
conteńıa 20 g/litro de sucrosa y 0,5 mg/litro de
IBA.

De cada 100 explantes, se recuperaron die-
ciocho retoños. Cuando se sometieron a un en-
sayo histoqúımico del gen GUS, resultaron por
lo menos tres retoños parcialmente positivos.
Un retoño se ensayó destructivamente y resultó
completamente azul. Otro retoño mostró una
reacción positiva en un ensayo de la reacción en
cadena de la polimerasa, PCR, pero pareció ser un
transformado no de la ĺınea germinal. Otro retoño
que hab́ıa dado un ensayo PCR positivo para una
sección pequeña del retoño, se pasó al inverna-
dero y se plantó en una mezcla para arroz (partes
iguales de arena, turba, perlita, y tierra). Esta
planta ha madurado ahora y tiene descendencia.
La propia planta (RO) se encontró que expresaba
tanto los genes GUS como los genes BAR en to-
das las hojas de la planta. Un análisis Southern
blot del ADN de la planta verificó la presencia del
ADN para ambos genes. Estos resultados indican
que esta planta de arroz tiene una ĺınea germinal
transformada. La descendencia de la planta se
encontró que expresaba los productos de los ge-
nes codificados por pCMC2114. La segregación
de los transgenes en la primera generación de la
progenie (R1) fue en la proporción esperada de
3:1.

Varios cientos de la progenie R1 de la planta
se cultivan ahora hasta la madurez. El análisis
Southern blot ha confirmado una integración es-
table y la transmisión por herencia del ADN in-
sertado. Las plantas son también muy resisten-
tes a la aplicación del herbicida inhibidor de la
glutamina sintasa. La aplicación del herbicida
BASTA (un nombre comercial del Bialaphos) a
una proporción de 500 ppm en aplicación foliar
no ha lesionado visiblemente las plantas, las cua-
les continúan creciendo y mantienen su vigor. En
ensayos destructivos (para el GUS), los embrio-
nes clonales transformados pudieron recuperarse
en una proporción entre 10 % y 50 % de los em-
briones recuperados, con o sin selección.
B. transformación de embriones de arroz Indica

El método de transformación del arroz Indica
practicado aqúı es muy similar al del arroz Japo-
nica. Los embriones de Indica bombardeados han
sido cultivados en un medio más óptimo para su
crecimiento.

9
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Las semillas fueron recogidas de los pańıculos
del arroz IR54 de invernadero, una variedad de
Indica. Las semillas inmaduras se esterilizaron
sumergiéndolas en hipoclorito al 50 % durante 5
minutos y se enjuagaron a fondo en una mezcla de
SDW y CCB. Se eliminaron microscópicamente
las brácteas que rodeaban la semilla, y la semi-
lla se colocó en una mezcla de SDW y CCB. La
semilla inmadura se esterilizó de nuevo con hipo-
clorito al 50 % durante un minuto y se enjuagó
cuatro veces en SDW y CCB.

Se cortó la cubierta de la semilla de los em-
briones inmaduros de 0,5 mm a 1,5 mm, y se
preacondicionaron para la transformación en un
medio CC (tabla 1) suplementado con 1 g/litro
de hidrolizado de caséına y 2 mg/litro de 2,4-
D. Los embriones se colocaron en la oscuridad
a 25◦C. Después de 24 horas en este medio los
embriones fueron bombardeados con part́ıculas
de carga recubiertas de ácido nucleico, como se
ha descrito más arriba. En este ejemplo, fueron
bombardeados aproximadamente 100 embriones a
10 kV con part́ıculas recubiertas con el plásmido
pCMC1515. El plásmido pCMC1515 es similar al
pCMC2114 excepto que en lugar de una secuen-
cia que codifica el gen BAR, incluye un secuencia
que codifica la resistencia a la higromicina.

Después del bombardeo, los embriones se co-
locaron en un medio CC con 1 g/litro de hidro-
lizado de caséına y 2 mg/litro de 2,4-D y per-
manecieron en la oscuridad a 25◦C durante cua-
tro semanas. Dos d́ıas después del bombardeo, se
efectuó la selección con higromicina durante dos
semanas. Después de cuatro semanas, los callos
fueron transferidos a un medio CC conteniendo
0,05 mg/litro de zeatina y un mg/litro de IAA con
un fotopeŕıodo de 16 horas a 26◦C. Los retoños
aparecieron y se separaron para subcultivar en
CCIZ1. Los retoños separados se enraizaron en
medio 1/2 MS con 20 g/litro de sucrosa y 0,5
mg/litro de IBA.

Hemos ensayado un gran número de retoños
para detectar la actividad GUS por medio del en-
sayo histoqúımico estándar. Han sido recupera-
das regularmente plantas transformadas pero no
en la ĺınea germinal. Ha sido identificada también
una planta transformada en la ĺınea germinal, la
cual es PCR positiva para ambos transgenes, y la
cual expresa el GUS en todos sus tejidos.
C. transformación de discos de meristema, y re-
generación mediante organogénesis

La transformación mediante discos de me-
ristema es independiente del genotipo de arroz.
Aunque la planta de arroz de la cual se tomaron
los discos del ejemplo que sigue fue un arroz In-
dica, el arroz Japonica puede ser transformado
de una forma casi idéntica. Las semillas secas
se eliminaron de plantas de arroz crecidas en un
invernadero y se trataron con arena para elimi-
nar el pericarpo. Las semillas tratadas con arena
se esterilizaron enjuagando una vez en etanol al
95 %. A continuación, las semillas se enjuagaron
en SDW con Carbencillin (400 mg/litro), Cefota-
xime (100 mg/litro), y Benlate (0,05 g/litro).

Las semillas esterilizadas se empaparon a con-
tinuación en una mezcla de SDW y CCB (descri-
tos más arriba) más 1 % de “Antilife”. El Antilife
es una mezcla de Bravo (WP 75 %) 10,0 g/litro,
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Benomyl (DF 50 %) 10 g/litro, y Captan (WP
50 %) 10,0 g/litro. Las semillas se empaparon a
28◦C en la oscuridad durante 24 horas. Después
de empaparse, las semillas se sumergieron en hi-
poclorito al 50 % durante diez minutos. Las se-
millas esterilizadas se enjuagaron cinco veces en
una mezcla de SDW y CCB.

Las semillas esterilizadas se plaquearon con
el lado del embrión hacia arriba, en medio 1/2
MS con 20 mg/litro de sucrosa, 400 mg/litro de
Carbencillin, 100 mg/litro de Cefotaxime y 0,05
g/litro de Benlate a 26◦C con un fotopeŕıodo de
16 horas. Durante este tiempo aparecieron pe-
queños plantones de arroz. Después de aproxi-
madamente 5-7 d́ıas, se cortaron los discos de los
plantones en la región de unión de la rizosfera y el
ápice del retoño. Esta es la región del meristema
del retoño. Estos discos se cortaron haciendo dos
cortes horizontales en esta unión. Se obtuvo un
disco de 0,5 a 1,5 mm de grueso.

Los discos de meristema se preacondicionaron
durante veinticuatro horas en la oscuridad en me-
dio CC suplementado con 2 mg/litro de 2,4-D en
condiciones pobres de ox́ıgeno. Después de veinti-
cuatro horas de preacondicionamiento, los discos
de meristema estaban preparados para ser bom-
bardeados. En este ejemplo, se bombardearon 50
discos de meristema a 12-18 kV con part́ıculas
recubiertas con plásmido pCMC2114 (figura 3).
Las condiciones del bombardeo fueron las mismas
que se han descrito más arriba.

Después del bombardeo los discos fueron
transferidos inmediatamente al medio MSR. Los
discos bombardeados se plaquearon con el ex-
tremo basal hacia abajo, en medio MSR con un
fotopeŕıodo de dieciseis horas a 26◦C. Después de
aproximadamente 2 semanas los discos empeza-
ron a formar retoños. Cuando los retoños alcan-
zaron de 5 a 10 mm, después de aproximadamente
3-5 d́ıas, el complejo disco/retoño completo se
transfirió a un medio MS+ durante una a dos se-
manas. En este momento, se formaron múltiples
retoños y ráıces. A continuación se transfirió todo
el complejo a un cultivo en medio MS al 50 %, al
cual se hab́ıan añadido 20 g/litro de sucrosa y
0,5 mg/litro de IBA, y se cultivó durante una se-
mana antes de la división. El complejo se dividió
en retoños individuales y se transfirió a un medio
1/2 MS con 0,5 mg/litro de IBA para un posterior
enraizado.

Hasta el momento actual no ha sido obte-
nida por este método ninguna planta transfor-
mada en la ĺınea germinal. Sin embargo, hay
que esperar transformados de la ĺınea germinal en
base al número de plantas quiméricas que hemos
visto hasta la fecha. De los 50 discos bombar-
deados, se encontraron 9 retoños que fueron po-
sitivos cuando se ensayaron mediante PCR. Los
retoños que dieron un PCR positivo se transfi-
rieron a un invernadero para un posterior cre-
cimiento. En otras especies y sistemas, la re-
cuperación de plantas quiméricas con esta efica-
cia ha conducido también a la recuperación, con
una baja eficacia, de casos de transformados de
la ĺınea germinal.
D. Selección de los transformados

En los sistemas de recuperación de embriones
para Japonica e Indica, descritos más arriba, la
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selección y/o enriquecimiento de posibles trans-
formados mediante estrés herbicida o antibiótico,
parece ser funcional. Se transfirieron varios cul-
tivos de callos a un medio de inducción em-
briónica al cual se hab́ıa añadido Bialaphos a 10
mg/litro. En experimentos repetidos terminados
por un ensayo terminal (para detectar la presencia
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de GUS), los callos suministraron grandes can-
tidades de retoños, de los cuales muchos resul-
taron por análisis como clonalmente transforma-
dos. De esta forma, aunque la selección puede no
ser completa, el enriquecimiento de la población
de retoños recuperados parece justificar dicha se-
lección.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de creación de una planta de
arroz transformado, que comprende los siguientes
pasos:

(a) Preparación de copias de una construcción
de ácido nucleico;

(b) Recubrimiento con las copias de la cons-
trucción de ácido nucleico, de part́ıculas de carga
biológicamente inertes;

(c) Aislamiento de los embriones inmaduros
de arroz;

(d) Colocación de los embriones cultivados so-
bre una superficie diana;

(e) Bombardeo de los embriones cultivados
con las part́ıculas de carga recubiertas con ácido
nucleico, en donde las part́ıculas se aceleran
f́ısicamente contra la superficie diana de tal ma-
nera que algunas part́ıculas se introducen en el
interior de por lo menos algunas de las células de
los embriones;

(f) Cultivo de los embriones bombardeados
de forma que los retoños surgen de los embrio-
nes bombardeados y se enriquece el porcentaje
de retoños recuperados que han sido transforma-
dos, mediante la exposición de los retoños a un
agente de selección;

(g) Cultivo de los retoños formados en el paso
(f), en plantas maduras sexualmente completas;

(h) Verificación de la presencia de la cons-
trucción de ácido nucleico en los retoños formados
en el paso (f) ó en las plantas formadas en el paso
(g); y

(i) Verificación de la capacidad de transmisión
por herencia, de la construcción de ácido nucleico.

2. El método de la reivindicación 1, en donde
los embriones se preacondicionan antes del paso
(e).

3. El método de la reivindicación 1, en donde
el preacondicionamiento incluye el cultivo de los
embriones en presencia de una auxina.

4. El método de la reivindicación 1, en donde
la longitud del embrión cortado es aproximada-
mente de 0,5 a 1,5 mm.

5. El método de la reivindicación 1, en donde
el embrión cortado es una variedad de Indica.

6. El método de la reivindicación 1, en donde
el embrión cortado es una variedad de Japonica.

7. El método de la reivindicación 1, en donde
el paso (f) incluye la inducción de un cultivo em-
briogénico de los callos de cada embrión y cultivo
de los embriones de los callos embriogénicos en
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retoños.
8. El método de la reivindicación 1, en donde

el agente de selección es el herbicida Bialaphos.
9. Un método de creación de una planta de

arroz transformada que comprende los pasos si-
guientes:

(a) Preparación de copias de una construcción
de ácido nucleico;

(b) Recubrimiento con las copias de la cons-
trucción de ácido nucleico, de part́ıculas de carga
biológicamente inertes;

(c) Aislamiento de un disco de meristema a
partir de una semilla de arroz;

(d) Colocación del disco de meristema sobre
una superficie diana;

(e) Bombardeo del disco de meristema con las
part́ıculas de carga recubiertas con ácido nucleico,
en donde las part́ıculas se aceleran f́ısicamente
contra la superficie diana de tal manera que algu-
nas part́ıculas se introducen en el interior de por
lo menos algunas de las células del meristema;

(f) Cultivo de los discos de meristema bom-
bardeados, de tal manera que aparecen retoños
de por lo menos algunos de los discos bombar-
deados, y enriqueciendo el porcentaje de retoños
recuperados que se han transformado, mediante
exposición de los retoños a un agente de selección;

(g) Cultivo de los retoños formados en el
paso (f) obteniendo plantas completas sexual-
mente maduras;

(h) Verificación de la presencia de la cons-
trucción de ácido nucleico en los retoños formados
en el paso (f) ó en las plantas formadas en el paso
(g); y

(i) Verificación de la capacidad de transmisión
por herencia de la construcción de ácido nucleico.

10. El método de la reivindicación 9, en donde
el disco de meristema cortado se preacondiciona
antes del paso (e).

11. El método de la reivindicación 9, en donde
el preacondicionamiento incluye el tratamiento
con una auxina.

12. El método de la reivindicación 9, en el
cual el grueso del disco de meristema cortado es
aproximadamente de 0,5 a 1,5 mm.

13. El método de la reivindicación 9, en donde
el disco de meristemo cortado es de una variedad
Indica.

14. El método de la reivindicación 9, en donde
el disco de meristemo cortado es de una variedad
Japonica.

NOTA INFORMATIVA: Conforme a la reserva
del art. 167.2 del Convenio de Patentes Euro-
peas (CPE) y a la Disposición Transitoria del RD
2424/1986, de 10 de octubre, relativo a la aplicación
del Convenio de Patente Europea, las patentes euro-
peas que designen a España y solicitadas antes del
7-10-1992, no producirán ningún efecto en España
en la medida en que confieran protección a produc-
tos qúımicos y farmacéuticos como tales.

Esta información no prejuzga que la patente esté o
no inclúıda en la mencionada reserva.
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