
Biológicas, Diciembre 2010, 12(2): 116 – 121

Revista de la DES Ciencias Biológico Agropecuarias, Universidad Michoacana de San Nicolás de Hidalgo

Biológicas

Introducción 
El arroz es parte importante de la alimentación de cerca 

de 3 mil millones de personas tan sólo en Asia, por lo que es 
la planta comestible más importante para el hombre. El arroz 
ocupa el tercer lugar después del maíz y el trigo entre los cereales 
que se utilizan para la alimentación humana en México, tanto 
en producción como en consumo. De la superficie sembrada, 
más del 50% se realiza bajo condiciones de temporal, de ahí la 
importancia que representa esta modalidad (INIFAP-CIRNO,  
2003). En México el programa de mejoramiento genético de 
arroz emprendido por el Instituto Nacional de Investigaciones 
Forestales y Agropecuarias (INIFAP) ha tenido buenos 
resultados, se han liberado variedades importantes de arroz Indica 
cultivadas en condiciones de riego con un  alto rendimiento y 
calidad culinaria para las diferentes zonas con potencial para la 
producción de arroz. Para la variedad Morelos A-92 se reporta un 
rendimiento entre 8 y 11 toneladas por hectárea dependiendo de 
las condiciones, presenta excelente calidad molinera, aceptable 

calidad culinaria y resistencia al hongo Pyricularia oryzae Cav  
(Salcedo-Aceves, 1993).

Para la transformación genética de cualquier especie de 
planta, es imprescindible contar con un protocolo optimizado 
para la regeneración a partir del tejido previamente transformado, 
por lo que es de suma importancia ajustar adecuadamente las 
condiciones de manejo in vitro de acuerdo a cada especie y 
variedad. En México, las variedades cultivadas son en su mayoría 
del tipo Indica, las cuales son más recalcitrantes a la trasformación 
genética con respecto a las variedades de la subespecie Japonica. 

El éxito temprano en la producción de plantas de arroz 
transgénicas fue divulgado en 1988 para las variedades de 
Japonica (Zhang y Wu, 1988) y en 1990 para una variedad 
Indica (Peng et al., 1990). Se ha utilizado callo embriogénico 
y la transformación por biobalística en variedades Indica  que 
son difíciles de regenerar obteniendo un porcentaje entre 1 y 
5% (Fauquet et al., 1995). Sivamani et al. (1996) reportan la 
transformación de callos embriogénicos utilizando medios 
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Resumen
Se transformaron plantas de arroz de la variedad Morelos A-92 
con el gen de la Sacarosa Fosfato Sintasa de Synechocystis. Para 
la transformación se utilizó el sistema de producción de callos 
embriogénicos, biobalística, generación de brotes y finalmente 
plantas, con el propósito de optimizar algunas de las condiciones 
del proceso. Se colocaron semillas de arroz de la variedad Morelos 
A-92 previamente desinfectadas en medio MS adicionado con 2,4-
D y al término  de 7 días se obtuvieron callos embriogénicos, los 
cuales fueron utilizados para ensayos de selección en diferentes 
concentraciones de higromicina y también para ensayos de 
regeneración utilizando diferentes concentraciones de ANA y BAP. 
Los callos embriogénicos se transformaron mediante biobalística, 
utilizando los plásmidos pCAMBIA 1301, el cual confiere resistencia 
a higromicina,  y  pUISPSSy, el cual contiene el gen de la SPS de 
Synechocystis fusionado al promotor CaMV 35S. Se encontró que 
una concentración de 50 mg/L de higromicina es suficiente para 
seleccionar de manera eficiente a los callos embriogénicos. En el 
ensayo de regeneración sólo se obtuvieron brotes de buen tamaño en 
el medio adicionado con  2 mg/L de BAP y 0.5 mg/L de ANA, a los 
25 días. El análisis molecular por PCR confirmó la integración del 
gen reportero uidA y del gen SPS de Synechocystis. 
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líquidos, de  una variedad Indica, TN1, mediante bombardeo 
con partículas, obteniendo el 3% de eficiencia de transformación. 
Sin embargo, el utilizar medios líquidos aumenta la probabilidad 
de contaminación, por lo que posteriormente se utilizaron callos 
embriogénicos  derivados de semillas pero sin pasar por un cultivo 
en medio líquido previo al bombardeo con el ADN (Valdez et al., 
1998). Este procedimiento fue utilizado en la variedad Morelos 
A-92  por Martínez-Trujillo et al. (2003) para el estudio de la 
expresión de un promotor fusionado al gen reportero uidA. 
Recientemente, la  transformación mediada por Agrobacterium 
tumefaciens ha sido utilizada con éxito (Hiei et al., 1994; Toki, 
1997), sin embargo, no se ha superado la limitante de la baja 
eficiencia de transformación en la subespecie Indica mediante 
este sistema (Kumar et al., 2005).

Una de las estrategias en el mejoramiento de plantas por 
transformación genética se enfoca a incrementar la producción 
de sacarosa y su eventual incremento en la producción de grano. 
La sacarosa puede ser  utilizada directamente por la glucólisis 
o desplazarse dentro de la planta como carbohidrato soluble a 
través del floema. Cuando la sacarosa es exportada a los tejidos 
heterotróficos, se utiliza para el mantenimiento del metabolismo,  
la biosíntesis de pared celular,  la respiración celular o se convierte 
a almidón para almacenarse como reserva. (Sturm, 1999; 
Kutschera y Heiderich,  2002). La sacarosa fosfato sintasa  (SPS, 
EC 2.4.1.14) cataliza la penúltima reacción en el camino de la 
biosíntesis de la sacarosa, a partir de UDP-glucosa (UDPGlc) 
y de fructosa-6-fosfato (Fru6P)  obteniendo sacarosa-6-fosfato 
(Suc6P) (Lunn y Rees, 1990).

La SPS es una enzima altamente regulada en plantas. Además 
de la regulación alostérica por la Glc6P y el ortofosfato (pi), en  
la espinaca (Spinacia oleracea L.), la  SPS de la hoja se activa 
por luz y es desactivada en la oscuridad por desfosforilación y 
fosforilación, respectivamente (Siegl et al., 1990; Huber y Huber, 
1996). La fosforilación de la SPS en plantas, se ha reportado en 
diferentes sitios de serina: 158 en espinaca (Siegl et al. 1990; 
Huber y Huber, 1996)  y 162 en el maíz. (Huber y Huber, 1996).  

Con el propósito de evadir la regulación de la sacarosa fosfato 
sintasa, se han aislado diferentes genes que codifican para estas 
enzimas y se han introducido en otras especies. Se reportó la 
expresión de la SPS de maíz en plantas transgenicas del tomate 
(Lycopersicon esculentum Mill), con un aumento en la actividad de 
la enzima en las hojas y cambio en el balance de fotoasimilables, 
de almidón hacia la sacarosa (Worrell et al., 1991). Se ha 
reportado que el gen de la  SPS de Arabidopsis thaliana mejora el 
funcionamiento fotosintético en bajas temperaturas y aumenta la 
tolerancia a las heladas (Strand et al., 2001; Signora et al., 1998). 
En plantas de algodón transformadas (Gossypium hirsutum L.), 
con alta actividad de la SPS se mejoró tanto la calidad como el 
tamaño de la fibra, mostrando con ello un alto rendimiento con 
respecto a las plantas no transformadas (Haigler et al.,  2001). En 
árboles híbridos del álamo (Populus tremulata) con aumento en la 
actividad de la SPS, se demostró un aumento en la  fotosíntesis y 
altas tasas de crecimiento (Mouillon y Hurry,  2001). 

La  SPS de Synechocystis sp. PCC 6803 difiere de la enzima 
de las plantas en ser insensible a Glc6P  y en ser  inhibida 
débilmente por Pi (Lunn y Furnbank, 1999). Sin embargo, una 
característica aún más interesante es que la  SPS de Synechocystis 

carece de todos los sitios conocidos de fosforilación encontrados 
en las SPS de plantas (Lunn et al., 1999). Estas observaciones 
sugieren que la SPS de cianobacteria no está sujeta a la regulación 
por la fosforilación de la proteína. Para investigar los efectos de 
expresar la SPS de cianobacterias en plantas, el gen de la SPS de 
Synechocystis se ha introducido en tabaco y tomate bajo el control 
del promotor CaMV 35S, y en el arroz subespecie Japonica, bajo 
el control del promotor del maíz Ubi1. En ambos casos no hubo 
un incremento significativo en la síntesis de sacarosa por razones 
no conocidas (Lunn et al., 2003).  En este trabajo se reporta la 
transformación de plantas de arroz Indica, con el gen de la SPS 
de Synechocystis,  en una variedad de importancia en México 
(Morelos A92).

Materiales y métodos

Material vegetal
Se utilizaron semillas de arroz Indica, de la variedad Morelos A-92 
obsequiadas por el INIFAP, Campo Experimental Zacatepec, 
Morelos.

Plásmidos 
Se utilizaron los siguientes vectores: a) pUISPSSy, que contiene 
el gen de la Sacarosa Fosfato Sintasa (SPS) de Synechocystis 
fusionado al promotor 35S del Virus del Mosaico de la Coliflor. 
b) pCAMBIA 1301, vector con expresión del gen reportero uidA 
(GUS), para dar seguimiento a la expresión transitoria en callos 
embriogénicos y que también confiere resistencia a higromicina 
para la selección de callos embriogénicos transformados. 

Inducción de callos embriogénicos
Para la desinfección de semillas, se hizo un lavado inicial con 
agua destilada, enseguida se trataron con  etanol al 70% por 5 
minutos y después con hipoclorito de sodio al 6% (Cloralex®) 
por 40 minutos;  por último se lavaron 3 veces con agua destilada 
estéril. Para la generación de callos embriogénicos derivados de 
semillas se utilizó el medio MS (Phytotechnology Laboratories 
M519)(Murashige y Skoog, 1962) suplementado con sacarosa 
al 3%, gelrite (Merck) y  2,4-D (2.5 mg/L); este medio se 
conoce como de inducción. La incubación se llevó a cabo en la 
oscuridad a 280C durante 7 días.  Los callos embriogénicos de 
tamaño aproximado a 5 mm de diámetro se seleccionaron para 
los diferentes tratamientos. 

Optimización de la selección de callos embriogénicos en 
higromicina
Los callos embriogénicos se colocaron en el medio de inducción 
adicionado con diferentes concentraciones de higromicina, 
tomando como referencia  30, 40, 50, 60 70 y 80 mg/L.  La 
selección se llevó a cabo en la oscuridad a 280C, durante 6 
semanas. 

Optimización de la regeneración de callos embriogénicos
Se probaran diferentes relaciones de ANA y BAP en medio 
de regeneración (MS, sacarosa 3%, gelrite 0.25% (Merck), 
bencilaminopurina y ácido naftalenacético), para la regeneración 
de los callos embriogénicos a brotes. Se cultivaron a 280C con un 
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fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. 

Condiciones de bombardeo 
Los callos embriogénicos de aproximadamente 5 milímetros, se 
colocaron en medio MS adicionado con  2.5 mg/L de  2,4-D,  
durante 24 horas. Se bombardearon los callos embriogénicos 
siguiendo las condiciones reportadas por Valdez et al. (1998), 
usando el equipo BioRad Helium PDS-1000/He a 900 psi. 
Después del bombardeo los callos se mantuvieron durante 3 
días en el mismo medio. Posteriormente se les realizó la prueba 
histoquímica de GUS para verificar la expresión transitoria de 
acuerdo a Stomp (1992). 

Detección de transgenes 
La extracción de ADN de plantas se realizó mediante el DNeasy 
Plant Maxi Kit (QIAGEN) siguiendo las indicaciones del 
fabricante. Para la amplificación por PCR del gen uidA (GUS) 
se utilizaran los oligonucleótidos específicos OP-36 y OP-37 
(Martínez-Trujillo et al., 2003). Para la amplificación del gen 
SPS de Synechocystis se diseñaron oligonucleótidos específicos 
hacia ambos extremos del gen. Se utilizó la enzima Taq de la 
empresa Fermentas, siguiendo las instrucciones del fabricante. 
Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador 

Eppendorf modelo 2510 con las siguientes condiciones: un ciclo 
de 95°C durante 4 minutos, 30 ciclos (95°C durante 1 minuto, 
60°C durante 45 segundos, 72°C durante 90 segundos) y un 
ciclo de 7 minutos a 72°C. 

Resultados

Ensayo de regeneración 
Las semillas de arroz previamente desinfectadas fueron puestas 
en medio MS adicionado con 2.5 mg/l de 2,4-D, se mantuvieron 
en este medio hasta que los callos embriogénicos  alcanzaron 
aproximadamente 5 milímetros (a los 6 días), después fueron 
transferidos a medio MS adicionado con 0.5 mg/L de ANA 
y diferentes concentraciones de BAP. Al final de los 25 días se 
encontró que los callos embriogénicos que fueron sometidos 
a la concentración de 2 mg/L de BAP el 12.5% de los callos 
generaron brotes (Tabla 1, figura 1). En los siguientes ensayos 
se utilizó la concentración de hormonas anterior para regenerar 
las plantas.

Ensayos de resistencia a higromicina en callos 
embriogénicos de arroz
Se obtuvieron callos embriogénicos de arroz de 8 días y se 

Figura 1.  
Regeneración de 
callos embriogénicos 
con resistencia a 
higromicina. a) 
Callo resistente a 
higromicina en medio 
de regeneración. b)  
Callo embriogénico 
generando brotes. c) 
Plantas enraizadas en 
medio MS. d) Plantas 
transformadas en 
aclimatación en suelo. 
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sometieron a diferentes concentraciones de higromicina (0, 
25, 50, 75 y 100 mg/L) donde fueron subcultivados cada dos 
semanas, durante seis semanas. En este ensayo se encontró 
que a una concentración de 50 mg/L de higromicina los callos 
embriogénicos se morían de una manera eficiente y uniforme. 
En concentraciones menores, los callos embriogénicos todavía 
presentaban crecimiento y a concentraciones mayores presentaban 
una muerte rápida y un aspecto mucilaginoso. Para los ensayos 
de transformación posteriores se utilizó la concentración de 50 
mg/L (Figura 1).

Obtención de callos embriogénicos con resistencia a 
higromicina, co-bombardeados con pCAMBIA1301 y pUISPSSy

Se bombardearon 64 callos embriogénicos derivados de 
semillas de arroz, con el ADN de los vectores pCAMBIA1301 
y pUISPSSy. Los lotes de callos bombardeados fueron sometidos 
a selección en medio MS con higromicina 50 mg/L. Los callos 
se subcultivaron cada 2 semanas durante 6 semanas. Los callos 
resistentes a higromicina se trasfirieron a  medio de regeneración, 
en el cual permanecieron por  25 días y se obtuvieron brotes 
de aproximadamente 3 cm. Los brotes  se pasaron a medio de 
enraizamiento y después a recipientes con tierra dentro del 
laboratorio, para su aclimatación. Los resultados obtenidos se 
presentan en la tabla 2.

Análisis de la presencia de los genes uidA y SPS de 
Synechocystis (spssy) en plantas co-transformadas con los 
plásmidos pCAMBIA1301 y pUISPSSy
El ADN de dos plantas potencialmente transformadas fue extraido 
y se analizó la presencia de los genes uidA y spssy. Se amplificaron 
los fragmentos esperados de 1100 pb y 2200 pb, para los genes 
mencionados, respectivamente. Se utilizó la reacción en cadena 
de la polimerasa con las condiciones reportadas en materiales y 
métodos  (Figura 2).

Discusión
Una de las estrategias para modificar la síntesis de sacarosa ha 
sido la de sobre expresar genes que codifican para las enzimas 

sacarosa fosfato sintasas (SPS), de una especie en otra especie 
diferente, para evadir las respuestas de regulación. En el arroz 
fue reportado primeramente un gen de sacarosa fosfato sintasa 
por Valdez-Alarcón (1996), el cual fue denominado como sps1, 
del cual ha sido estudiada su región reguladora, determinando 
que hay expresión en el escutelo de semillas en germinación y en 
el parénquima fotosintético de las hojas; asimismo, hay una tasa 
baja de transcripción y existen mecanismos de regulación post-
transcripcionales que potencian la traducción (Martínez-Trujillo 
et al. 2003, Martínez-Trujillo et al., 2004). Con la secuenciación 
del genoma del arroz, tanto en la subespecie Japonica como 
Indica, se encontró que existen 5 genes que codifican para SPS, 
entre ellos sps1, sin embargo, sólo se conoce información sobre la 
expresión para este último, por lo que pudiera haber diferentes 
actividades de SPS para diferentes propósitos específicos.  

La enzima SPS de Synechocystis sp. PCC 6803 difiere de las 
enzimas de las plantas en ser insensible a Glc6P  y en ser  inhibida 
débilmente por Pi (Lunn et al., 1999). Además, carece de todos 
los sitios conocidos de fosforilación encontrados en las SPS de 
plantas, lo que hace que no esté sujeta a la regulación o a la 
inactivación alostérica por la fosforilación de la proteína, lo que 
supuestamente permitiría incrementar la síntesis de sacarosa, que 
se canalizaría para la síntesis de otros carbohidratos complejos, 
entre ellos el almacenamiento de almidón en las semillas.  El 
gen de esta cianobacteria ya ha sido utilizado para transformar 
plantas de tabaco, tomate y una variedad de arroz de la subespecie 
Japonica, sin un incremento significativo en la síntesis de sacarosa  
(Lunn et al., 2003).  No obstante lo anterior, es conocido que la 
integración de los genes es al azar y es posible que la expresión 
obtenida no sea la adecuada, por lo que es conveniente realizar 
nuevas pruebas al respecto y utilizar incluso nuevas variedades. 

En este trabajo fue posible transformar plantas de arroz de 
la variedad Morelos A92 con el gen de la SPS de Synechocystis,. 
La selección de callos bombardeados en medios con higromicina 
fue posible a una concentración de 50 mg/L. La eficiencia de 
transformación obtenida (3.1%) se encuentra dentro del rango 
reportado por  Valdez et al. (1998) que mencionan eficiencias 

Combinación de hormonas
Número de 

callos

Número de callos 
que iniciaron la 
diferenciación 

Número de brotes en 
buen estado

ANA 0.5 mg/L + 0 mg/L BAP 40 0 0

ANA 0.5 mg/L + 2.0 mg/L BAP 40 24 5

ANA 0.5 mg/L + 5.0 mg/L BAP 40 24 2

ANA 0.5 mg/L + 7.5 mg/L BAP 40 28 1

ANA 0.5 mg/L + 10 mg/L BAP 40 20 1

Tabla 1. Efecto de 
la combinación de 
hormonas sobre la 
producción de brotes 
a partir  de callos 
embriogénicos  de 
arroz

Callos 
bombardeados

Callos resistentes a 
higromicina

Plantas obtenidas
Plantas positivas para la detección 

de los genes uidA y SPS
Eficiencia de transformación 

(%)

64 8 2 2 3.1

Tabla 2.  Producción de callos, selección en higromicina y transformación con los plásmidos pCAMBIA 1301 y pUISPSSy
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entre 1.7 al 14%. El principal problema que se tuvo en la 
producción de plantas co-transformadas con el gen uidA y el 
gen SPS de Synechocystis consistió en la generación de brotes 
a partir de callos, ya que sólo 2 de los 8 callos embriogénicos 
con resistencia a higromicina generaron brote, por lo que se 
debe hacer más eficiente este paso o bien partir de un número 
mayor de callos embriogénicos. La integración del gen spssy  en 
las plantas de arroz fue posible detectarla mediante la técnica 
de PCR, sin implicar técnicas de hibridación, lo que permitió 
evaluar de manera más rápida las líneas obtenidas. 

La transformación de plantas de arroz Morelos A-92 con el 
gen SPS de Synechocystis permitió determinar que las condiciones 
utilizadas son adecuadas y que esto permitirá con la obtención de 
más líneas de plantas, iniciar una etapa de análisis de éstas para 
evaluar sus características agronómicas
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