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Resumen

En biotecnología de arroz se han logrado avances en transformación genética, con importantes resultados en el mejoramiento genético de variedades elite de las subespecies japónica e índica. Con el propósito de revisar los métodos y los usos agrícolas de la ingeniería genética aplicada al cultivo del arroz, se usaron varias palabras claves en idioma inglés en algunas de las bases de datos de revistas científicas indexadas, disponibles en el Sistema Nacional de Bibliotecas de la Universidad Nacional de Colombia (SINAB), seleccionando documentos publicados entre 2000 y 2011. La base de esta revisión inicial, se complementó con artículos publicados en fechas anteriores, que se consideraron relevantes, debido a que implicaban cambios metodológicos importantes. Desde que se logró producir la primera planta transgénica de arroz a finales de los 80´s, varios protocolos para la transferencia de genes se han empleado con éxito logrando la modificación genética de más de 60 cultivares de arroz. Para ello se han empleado sistemas de transformación tanto directos como indirectos.  Se han realizado modificaciones de rasgos importantes en el cultivo, tales como la resistencia a factores bióticos (insectos, hongos, bacterias, virus, nematodos), tolerancia a factores abióticos (salinidad, sequía, altas y bajas temperaturas, inmersión), y mejoramiento de características agronómicas (calidad nutricional, rendimiento, uso de nutrientes, tolerancia a herbicidas). 

Palabras Claves: Arroz, cultivos transgénicos, factores bióticos, factores abióticos. 

Summary

In rice biotechnology advances have been made in genetic transformation, with significant results in breeding elite varieties of japonica and indica subspecies. In order to review the methods and agricultural uses of genetic engineering applied to rice, calves were used several words in English in some of the databases of scientific journals available in the National Libraries National University of Colombia (SINAB), selecting papers published between 2000 and 2011. Based on this initial review, it addition to some articles published at earlier dates, which were considered relevant because they involved significant methodological changes. Since it was able to produce the first transgenic rice plant in the late 80's, several protocols for gene transfer have been used successfully achieving the genetic modification of more than 60 rice cultivars. For this transformation systems have been used both direct and indirect. There have been significant changes in the crop traits such as resistance to biotic (insects, fungi, bacteria, viruses, nematodes), tolerance to abiotic (salinity, drought, high and low temperatures, immersion), improved features agronomic (nutritional quality, yield, nutrient use, herbicide tolerance).
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Introducción

El arroz (Oryza sativa) es cultivado en 113 países y en todos los continentes, está profundamente integrado en el patrimonio cultural de muchas sociedades. Es considerado como uno de los cultivos de mayor importancia para la alimentación mundial, ya que es el alimento básico de más de la mitad de la población mundial y el 40% depende de éste para el 80% de su dieta. Los sistemas basados en el arroz apoyan enormes reservas de agrobiodiversidad, que sirven para salvaguardar el medio ambiente, aumentar los medios de subsistencia y enriquecer la alimentación de la población (FAO, 2004; SMIA, 2006).

Existen más de 2000 variedades de arroz cultivadas en el mundo. Las diferencias se refieren a la morfología de la planta y del grano, la calidad del grano, la resistencia al volcamiento, la precocidad, la ramificación, la resistencia y tolerancia a los factores bióticos (malezas, insectos y enfermedades) y abióticos (frío, sequía, acidez del suelo, carencias en elementos minerales primordiales, etc.) y la productividad física (FAO,2002; Nene, 2005)

La declaración del 2004 como año internacional del arroz por las Naciones Unidas refleja el papel primordial que el cultivo ha adquirido. Además el arroz ha sido seleccionado como especie modelo para la investigación dentro del grupo de los cereales debido a sus características genéticas únicas. Como resultado se han obtenido mapas genéticos, físicos y comparativos, la caracterización de varios genes y la secuencia completa de su genoma. Con estas herramientas se espera apoyar y optimizar conjuntamente con otras tecnologías los procesos de mejoramiento de la especie y de otras relacionadas (Shimamoto & Kyozuka, 2002; Bajaj & Mohanty, 2005). 

El mejoramiento genético de plantas a través de la ingeniería genética ha resultado en la siembra de 160 millones de hectáreas de variedades vegetales genéticamente modificadas en el 2011, con características de resistencia a herbicidas e insectos principalmente, sembradas en 29 países por 16.7 millones de agricultores (James, 2011). La ingeniería genética juega un papel fundamental en el mejoramiento de las especies vegetales permitiendo la introducción de genes de interés, además de ampliar el pool genético existente.

Las modificaciones genéticas producidas en el arroz han tenido diversos fines. Muchas de ellas fueron realizadas solo como ensayos para posteriores manipulaciones. Entre las características introducidas al arroz transgénico encontramos principalmente tolerancia a diferentes condiciones ambientales de estrés, resistencia a patógenos o plagas y tolerancia a herbicidas (Roy & Wu, 2001; Agrawal et al, 2003). Entre los grandes avances logrados en la biotecnología del arroz esta la implementación del uso del sistema de Agrobacterium que hasta hace poco estaba limitado a dicotiledóneas (Bajaj & Mohanty, 2005) y las diversas modificaciones en el grano, como el arroz dorado con beta caroteno (Al-Babili & Beyyer, 2005; Li, 2006). 

Existe una gran cantidad de información relacionada con la transformación genética de arroz. Organizar esta información es una tarea gigantesca, pues día a día se encuentran nuevos trabajos relacionados, no solo con propósitos académicos, sino también comerciales.  Para la realización de este documento se consultaron varia bases de datos, como  “Science Direct”, “Medline”, “Pubmed”, “Annual reviews” y “Springerlink” disponibles en el portal del sistema nacional de bibliotecas (SINAB) de la Universidad Nacional de Colombia (http://www.sinab.unal.edu.co/).  Se emplearon palabras claves en ingles como por ejemplo: “transgenic rice”, “herbicide tolerance”, “insect resistence”, “drought tolerance”, solas o en combinación, limitando la búsqueda a solo titulo, resumen y palabras claves, y a partir del año 2000. La cantidad de entradas era enorme, por ejemplo el mayor número de entradas se encontró en la base de datos “Springerlink” con 13.677.  Por ello, se seleccionaron los documentos que se consideraban relevantes, bien sea como hitos en la historia de la tecnología del DNA recombinante aplicada en el arroz, o que describían cambios importantes en la aplicación de las técnicas y en las aproximaciones experimentales. Se seleccionaron algunos documentos anteriores al año 2000, sobre la base de las anteriores consideraciones.  Algo importante de resaltar es que cuando se usaban las palabras “transgenic indica rice” el número de entradas se disminuía drásticamente, para la misma base de datos “Springerlink”  el número disminuyó a 29. Esto confirma lo planteado por Delteil y colaboradores (2010), que la mayoría de  la información y trabajos realizados en arroz se ha desarrollado en la subespecie  japónica, esto puede deberse a que la respuesta al cultivo de tejidos y transformación genética es muy buena en esta subespecie, que además es la más cultivaba en el mundo.  Mientras que la subespecie indica es considerada como recalcitrante y de difícil manejo, en cuanto  a la  ingeniería genética de plantas.

Análisis crítico 


Generalidades del cultivo de arroz. 

El arroz (Oryza sativa) es una planta monocotiledónea, que en los trópicos puede  completan su ciclo de vida en un período de 110 a 210 días. Esta planta anual, posee tallos redondos y huecos compuestos de nudos y entrenudos muy ramificados, puede medir entre 0,6 y 1,8 metros de altura, con hojas de lámina plana unidas al tallo por la vaina. Los tallos terminan en una "inflorescencia" o panícula de 20 a 30 cm de largo. Cada panícula se compone entre 50 y 300 flores o "espiguillas", a partir de las cuales se formarán los granos. El fruto obtenido es un "cariópsis". Los granos de arroz pueden clasificarse según su longitud en: Extralargo (EL) 7,6 mm o más; Largo (L) 7,5 mm a ,6 mm; Medio (M) 6,5 mm a 5,6 mm; Corto (C) 5,5 mm o menos (CIAT, 2005; Degiovanni et al, 2010). Los compuestos que constituyen el arroz son esencialmente: almidón, proteínas, grasas,  ligninas y cenizas, con indicios de numerosos metales y vitaminas. Con excepción del almidón, todos los demás compuestos se encuentran en las capas externas de la cariópside y en el germen (Xu et al, 2008; Degiovanni et al, 2010).

El arroz es una gramínea autógama, que crece con mayor facilidad en los climas tropicales. Originariamente era una planta cultivada en seco pero con las mutaciones se convirtió en semi-acuática, aunque puede crecer en medios bastante diversos, crece más rápidamente y con mayor vigor en un medio caliente y húmedo (Degiovanni et al, 2010).

Inicialmente se planteo que el género Oryza se originó hace cerca de 130 de años en el megacontinente Gondwana y tras su fragmentación las especies de la época se distribuyeron en distintos continentes. Actualmente esto se ha replanteado de acuerdo a la nueva evidencia que se tiene sobre el origen de las monocotiledóneas y los pastos, donde se plantea que los ancestros del arroz se separaron hace 50 millones de años, y que el origen del género Oryza es de unos 14 a 9 millos de años (Khush, 1997; Vaughan et al ,2003; Tang et al, 2010).  

El complejo genético del arroz está constituido por veinticuatro especies del género Oryza, donde se incluyen perennes, anuales, diploides y tetraploides. Con diez genomas distintos, conocidos como: AA, BB, CC, EE, FF, GG, CCDD, BBCC, HHJJ y HHKK. De estas veintidós son silvestres y solo dos son cultivadas (Rana, 2004). De acuerdo al tipo de genoma y afinidad genética, las distintas especies de Oryza, se han agrupado en  cuatro complejos (Vaughan et al,2003; Londo et al, 2006;Kumar et al, 2008), estos son: 
(1) Complejo O. sativa: Incluye las especies O. sativa, O longistaminata, O. barthii, O. glaberrima, O. rufipogon, O. meridionales, O. nivara  y  O. glumaepatula. Su  genoma es del tipo AA. (2) Complejo O. officinalis: Comprende especies con genomas BB, BBCC, CC, CCDD y EE. Hacen parte de este Oryza officinalis, O. minuta, O. eichingeri O. punctata O. latifolia O. alta  O. grandiglumis O. australiensis y O. rhizomatis. (3) Complejo O. granulata  y O. brachyantha: Además de estas dos especiesse  incluye a O. meyeriana. Algunos también consideran la especie O. neocaledonica. Las especies que corresponden a este grupo presentan genomas FF y GG.  (4) Complejo O. ridleyi  y O. schlechteri: Comprende estas dos especies más la especie O. longiglumis. El genoma de las especies de este grupo es de tipo HHJJ y HHKK.

La diversidad genómica y de especies del complejo Oryza se centra en las islas del sureste de Asia en el océano Pacífico, de las 22 especies silvestres 9 están en Indonesia y 7 de los 10 tipos de genomas se encuentran en las islas del Pacífico Asiático.  Algunos grupos distintivos de especies también están asociados con el Sur de Asia, África y las Américas (Toriyama et al, 2005; Johns & Mao, 2007; Ikehashi, 2009). 

Las dos especies cultivadas Oryza sativa y Oryza glaberrima son diploides con genoma AA (Rana, 2004; Purugganan, 2010). Según varios estudios se considera que los ancestros de O. sativa pueden ser  O. nivara o O. rufipogon, especies  que se encuentran en varias partes de la India y en áreas adyacentes; mientras que Oryza glaberrima probablemente se originó de O. longistaminata o O. barthii especies que se encuentran exclusivamente en África (Khush, 1997; Vaughan et al ,2003; Sang & Ge, 2007). El arroz africano cultivado pudo haberse originado en el oriente africano y domesticado en el delta del Río Níger, y su  cultivo está prácticamente confinado a la región de origen (Rana, 2004; Ikehashi, 2009). Mientras que por la amplia dispersión de O. sativa, esta es cultivada en regiones que abarcan latitudes entre 5ºN  y  36ºS; y por su capacidad de adaptación a diferentes condiciones agroclimáticas y por la selección humana, se ha obtenido numerosos cultivares. Se estima que existen alrededor de 120.000 variedades en el mundo (Rana, 2004; Londo et al, 2006)

Los  centros de origen de O. sativa se ubican en el Sur y Este de Asía, desde allí se extendió hacia otros lugares, hasta cubrir prácticamente todos los continentes a excepción de la Antártica, y su aparición data en más de 9000 años. En el proceso de dispersión y adaptación a nuevos ambientes, surgieron formas diferentes clasificadas en dos grupos Indica y Japónica, considerados por algunos como subespecies y por otros como tipos. Se considera que probablemente estos dos grupos se domesticaron independientemente (Vaughan et al ,2003; Johns & Mao, 2007; Ikehashi, 2009; Purugganan, 2010) . 

Las formas indicas de O. sativa, probablemente se domesticaron en las partes bajas de los Himalayas y oriente de la India, dispersándose por las regiones tropicales y subtropicales de India, y posteriormente a otras áreas del mundo. Las formas japónicas se domesticaron en alguna parte del Sur de China, dispersándose hacia el norte conformando las formas de tipo templado, y otras se extendieron  hacia el Sur de Asia y al oeste de África generando los tipos tropicales, también llamados arroces jabanicos (Vaughan et al ,2003; Toriyama et al,2005; Garris et al, 2005; Ikehashi, 2009; Purugganan, 2010)

El genoma de la subespecie Indica posee entre 45.000 y 55.000 genes, mientras que el genoma de la subespecie Japónica contiene entre 43.000 y 50.000 genes (Yu et al, 2005). Los centros primarios de diversidad de O. sativa se relacionan directamente con los centros de origen, sin embargo se considera un centro adicional que es el sur de Asia y las islas cercanas, el cual esta asociado al entrecruzamiento de las formas indica y japónica (Vaughan et al ,2003; Toriyama et al, 2005; Purugganan, 2010). Con la llegada de la especie a otras áreas, hace 2000 años aproximadamente, se dio el surgimiento de centros secundarios de diversidad con formas distintivas, los cuales son: Océano Indico, oriente asiático y Europa. Actualmente se  han considerado centros más recientes en África y Suramérica (Londo et al, 2006; Ikehashi, 2009; Purugganan, 2010)

Importancia del cultivo de arroz. 

El arroz (Oryza sativa L.), es cultivado en 113 países y en todos los continentes, está profundamente integrado en el patrimonio cultural de muchas sociedades. Muchos consideran el cultivo de arroz el más importante del mundo, principalmente si se toma en cuenta la extensión cultivada y la cantidad de gente que depende de su cosecha. Es el alimento básico de más de la mitad de la población mundial, ya que más del 40% depende de este para el 80% de su dieta y proporciona el 20% del consumo de calorías per cápita en todo el mundo.  El arroz es el alimento básico en 17 países de Asia y el Pacífico, 8 países de África, 7 países de América Latina y el Caribe, y 1 país del Cercano Oriente. Si se consideran en conjunto todos los países en desarrollo, el arroz proporciona el 27% de la energía alimentaría y el 20% de la ingesta de proteína alimentaría (FAO, 2002; FAO, 2004; SMIA, 2006; IDEAS, 2007; Degiovanni et al, 2010). 

Los sistemas basados en el arroz apoyan enormes reservas de agrobiodiversidad, que sirven para salvaguardar el medio ambiente, aumentar los medios de subsistencia y enriquecer la alimentación de la población. Es un cultivo rico en diversidad genética y sus dos especies cultivables, Oryza sativa L. (originaria de Asia) y O. glaberrima (originaria del África occidental), han producido miles de variedades diferentes con gran variedad de propiedades nutritiva (IDEAS, 2007; Degiovanni et al, 2010). Los sistemas de producción basados en el arroz y las operaciones conexas poscosecha emplean casi mil millones de personas en las zonas rurales de los países en desarrollo. Alrededor de las cuatro quintas partes del arroz del mundo es cultivada por pequeños agricultores en países en desarrollo de bajos ingresos (FAO, 2002; SMIA, 2006)

El arroz es producido fundamentalmente por los países para satisfacer su propio consumo. Los países asiáticos son los que más consumen, 90% del consumo mundial de arroz elaborado es realizado por ellos. China e India son los principales consumidores, el país no asiático con mayor consumo de arroz es Brasil (FAO, 2002; FAO, 2004; Benavides & Segura, 2005)

Cultivo del arroz

Existen más de 2.000 variedades de arroz cultivadas en el mundo. Las diferencias se refieren a la morfología de la planta y del grano, la calidad del grano, la resistencia al volcamiento, la precocidad, la ramificación, la resistencia y tolerancia a los factores bióticos (malezas, insectos y enfermedades) y abióticos (frío, sequía, acidez del suelo, carencias en elementos minerales primordiales, etc.) y la productividad física (UNO,2002; Nene, 2005; IDEAS, 2007)

Para obtener cosechas optimas, el arroz requiere una combinación de varios factores como: temperaturas suaves, para la subespecie japónica una temperatura mínima de 12°C y de 13°C para la subespecie indica; disponibilidad suficiente de agua y trabajo minucioso (Lozano, 2002; Diago, 2002). La importancia del calor no es un obstáculo mayor, las temperaturas elevadas son realmente necesarias solamente durante el periodo de maduración (al menos 20°C durante 25 a 40 días). En las regiones mediterráneas donde el invierno puede ser fresco, el arroz soporta las variaciones estacionales de temperatura siempre y cuando el aporte de agua sea regular y abundante durante el crecimiento. En altitud, las variedades adaptadas soportan bajas temperaturas nocturnas (12 °C) (Nene, 2005; IDEAS, 2007)

Dependiendo del clima y del ciclo de las variedades, se obtienen entre 1 y 4 cosechas de arroz al año. En climas tropicales se obtienen generalmente dos cosechas al año, a veces tres como en Vietnam en el Delta del Mekong. En China se llegó a realizar hasta cuatro ciclos por año. En climas templados (en altitud), se obtiene una sola cosecha al año, durante los meses de septiembre y octubre en el hemisferio Norte y durante los meses de marzo y abril en el hemisferio Sur (Nene, 2005; IDEAS, 2007)

[bookmark: 4]Hay dos sistemas principales de cultivo del arroz: el sistema de sequía o de secano  en el cual el cultivo es crecido sobre tierra seca, al igual que otros cereales, y el sistema de riego o de inundación, en el que los arrozales son irrigados, alimentados por la lluvia o por la corriente de un estanque local de recepción, y por gravitación de un arrozal a otro (Lozano, 2002).

El arroz de secano es a menudo cultivado en áreas montañosas con precipitación pluvial natural y sin bordos o diques para embalsar el agua. Un período de lluvia asegurado de 3 a 4 meses es necesario si el cultivo es abastecido por la lluvia y el suministro de agua  no es controlado (Diago, 2002). El segundo sistema es el húmedo o inundado, en el cual el arrozal es inundado y el cultivo es crecido en agua estancada desde la plantación hasta cerca de la cosecha, en campos rodeados de pequeños diques que pueden retener el agua hasta una profundidad que puede variar entre 0-25 cm (agua poco profunda) y 25-50 cm (profundidad media). Este arroz pluvial de bajo fondo se cultiva también en aguas profundas (50-100 cm). Los sistemas de producción del arroz se clasifican más específicamente de acuerdo a la ecología en términos de agua: (1) de altiplanicie o secano (2) regados, (3) de bajío de temporal o abastecido por la lluvia, y (4) de aguas profundas o anegado (Nene, 2005; IDEAS, 2007)

El cultivo de arroz puede ser atacado por diversos agentes como insectos, los cuales pueden llegar a tener poblaciones muy altas. Pero estás se regulan entre sí por la acción de sus enemigos naturales, el clima, y por las labores propias del cultivo. Hay que tener especial cuidado de no afectar el equilibrio en que se encuentran estas poblaciones para evitar que los insectos fitófagos se conviertan en plagas y afecten el cultivo (Pérez et al, 2002; IDEAS, 2007). Entre los agentes también se encuentran las malezas las cuales forman parte del ecosistema propio, y deben ser controladas para evitar su competencia con el cultivo (Cuevas et al, 2003). 

Finalmente se encuentran las enfermedades que pueden ser de origen infeccioso como las causadas por hongos, bacterias, virus y nematodos; y las no infecciosas o desordenes nutricionales causadas por deficiencias o exceso de algún nutrimento. Para que se presente en las plantas cualquier tipo de enfermedad deben darse las condiciones adecuadas, además es de gran importancia tener en cuenta la susceptibilidad que puede tener el cultivo a cualquiera de estas enfermedades (Olmos, 2000).

Todos estos agentes que afectan el rendimiento del cultivo de arroz son denominados plagas. El manejo de plagas en el cultivo del arroz es una de las principales limitantes en la producción arrocera. A nivel mundial las plagas del arroz destruyen el 35% de la producción, distribuyéndose las pérdidas de las siguiente manera: 12% insectos dañinos, 12% patógenos, 10% malezas, y 1% vertebrados que se alimentan del grano (FAO, 2002; Nene, 2005; IDEAS, 2007)

Transformación de arroz

Se han logrado rápidos avances en la transformación genética del arroz, con importantes resultados en el mejoramiento genético de variedades elite especialmente de las subespecies japónica e indica (O. sativa), sin embargo también se ha trabajado más recientemente en la transformación de arroces africanos (O. glaberrima). Desde que se logro producir la primera planta transgénica de arroz a finales de los 80´s, varios protocolos para la transferencia de genes se han empleado con éxito para la introducción de genes foráneos al arroz, más de 60 cultivares de arroz pertenecientes a japónica, indica, javanica y cultivares africanos han sido transformados exitosamente (Cocking,  2000; Ignacimuthu et al, 2000; Vasil, 2005).

Para la transformación genética del arroz se ha empleado sistemas de transformación tanto directos como indirectos. Inicialmente se trabajo fuertemente con métodos directos como PEG, Electroporación y Biobalística, luego se comenzó a trabajar en la implantación del método indirecto en el cual se emplea a Agrobacterium tumefaciens. Entre los avances logrados en la biotecnología del arroz esta la implementación del uso del sistema de Agrobacterium que hasta hace poco estaba limitado a dicotiledóneas. Así el sistema Agrobacterium y Biobalística son los dos sistemas de transformación de plantas más empleados en la transformación de arroz (Nadolska-Orczk et al, 2000; Repellin et al, 2001; Bajaj & Mohanty, 2005).

Se ha logrado un enorme progreso en el desarrollo de protocolos de transformación reproducibles, se ha implementado el uso de promotores constitutivos y de promotores   tejido-específico, el uso de marcadores de selección negativa y positiva, así como la producción de plantas libres de marcadores de selección. También se ha incursionado en la transformación empleando varios genes a la vez. Sin dejar de mencionar el uso de genes reporteros que ha sido de gran ayuda para el desarrollo de protocolos eficientes (Tyagi &  Mohanty, 2000; Ignacimuthu et al, 2000; Vasil, 2005).


Las modificaciones producidas en el arroz han tenido diversos fines. Se han realizado modificaciones de tipo agronómico con el fin de modificar rasgos importantes en la planta como: aumentar el valor nutricional del arroz, reducción de pérdidas en el rendimiento causadas por diferentes factores abióticos y bióticos, tolerancia a herbicidas, y tolerancia a condiciones ambientales extremas (Giri & Laxm, 2000; Tyagi &  Mohanty, 2000; Ignacimuthu et al, 2000).  En tolerancia a herbicidas, lo mas trabajado en plantas transgénicas de arroz ha sido la tolerancia al glufosinato de amonio y al glifosato (Roy & Wu ,2001)

Entre las modificaciones genéticas realizadas al grano de arroz se encuentran como ejemplos, el arroz dorado que presenta contenidos altos de  beta caroteno, el arroz fortificado con un gen de la ferritina para aumentar la concentración  de hierro, y el arroz con aminoácidos esenciales y con lactoferrina.
 (Al-Babili & Beyyer, 2005; Li, 2006). También se han trabajado en arroces con altos niveles de tolerancia a diferentes condiciones ambientales de estrés: bajas temperaturas, sequía, acidez, salinidad (Roy & Wu, 2001; Agrawal et al,2003). En el caso de genes de resistencia a patógenos o plagas de arroz se han buscado en especial genes de resistencias a Pyricularia, Rhizoctonia y algunos virus de importancia económica. Los arroces modificados de interés sanitario principalmente se han obtenido para resistencia a insectos lepidópteros con genes de Bacillus thurigiensis (BT)  (Bajaj & Mohanty,2005;Riaz, 2006). 

Breve historia de la transformación genética de arroz. 
 
Los primeros trabajos desarrollados en arroz fueron destinados al cultivo de tejidos y a establecer protocolos para la regeneración de este a partir de diferentes explantes. Entre 1976 y 1986 se publicaron seis artículos que reportaban la producción de callo a partir de protoplastos de arroz, y entre 1985 y 1990 se dieron 13 publicaciones relacionadas con la regeneración de las plantas de arroz a partir de protoplastos. Inicialmente la mayoría de los trabajos se realizaron con variedades japónica, y posteriormente se dio con variedades indicas, esto debido a que desde un principio los cultivares  pertenecientes a esta subespecie mostraron ser de difícil manejo y poca respuesta al cultivo de tejidos, hasta el punto de ser llamados recalcitrantes (Tyagi &  Mohanty, 2000; Cocking,  2000)

Una vez se contaba con trabajos previos en esta área se comenzó a trabajar en la transformación genética de arroz,  ya que la regeneración de plantas fértiles de arroz a partir de protoplastos le abrió las posibilidades a la ingeniería genética de arroz. Los métodos escogidos para la transformación de arroz fueron la electroporación y el PEG, usando protoplastos (Tyagi &  Mohanty, 2000; Bajaj & Mohanty,2005)

En 1988, Toriyama y colaboradores, así como Zhang y Wu, recuperaron los primeras plantas transgénicas de arroz empleando PEG. En ese mismo año Zhang y colaboradores, lograron la recuperación de plantas de arroz transgénicas usando electroporación. Estos trabajos solo tuvieron aplicación en la subespecie japónica. Los primeros en recuperar plantas transgénicas de arroz fértiles fueron Shimamoto y colaboradores en 1989 usando electroporación en la subespecie japónica y Datta et al, un año después en 1990 empleando PEG en arroz indica. En 1994, Biswas y colaboradores, obtuvieron por primera vez plantas transgénicas de arroz indica usando electroporación (Tyagi & Mohanty, 2000; Ignacimuthu et al, 2000; Bajaj & Mohanty,2005).

También se emplearon otros métodos de transformación para la transformación de arroz como el método del tubo polínico empleado por lou & wu en 1988, microinyección por Potrikus y colaboradores, en 1995 y la imbibición de semillas en una suspensión de DNA por Aryon et al, en 1991(Vasil , 2005). 

Posterior a estos avances, estos métodos fueron ampliamente empleados para la transformación de arroz por varios grupos. Sin embargo, la regeneración de plantas fértiles a partir de protoplastos es lenta, laborioso y  genotipo-dependiente. Existen otros problemas tales como variación somaclonal, integración de múltiples copias y regeneración de plantas albinas. Por lo tanto el uso de estos dos métodos
decayó casi por completo y se comenzó a explorar otras posibilidades (Tyagi &  Mohanty, 2000; Vasil, 2005).

El método de transformación directa de plantas llamado Biobalística, desarrollado por  Sanford  y colaboradores en 1987 (Sanford, 2000), se convirtió en el  método de transformación de arroz más empleado. Debido a que era considerado un mecanismo universal por que permite introducir DNA sin necesidad de vectores especializados, en cualquier tipo de tejido o célula alcanzando capas profundas (Altpeter et al, 2005). 

Christou y colaboradores en 1991 obtuvieron a partir de embriones inmaduros de cultivares de japónica, indica y javanica, las primeras plantas transgénicas de arroz desarrolladas mediante Biobalística. En 1996 Siamavni y colaboradores, reportaron la transformación de variedades elite de arroz indica, mediante el bombardeo de callos embriogénicos. Un avance significativo fue la transformación realizada por Chen y colaboradores en 1998 en arroz japónica con múltiples genes utilizando Biobalística; Bombardearon tejido de arroz con 14 plásmidos diferentes. Posteriormente Tang y colaboradores en el año 1999, transfirieron cuatro genes al genoma del arroz, mediante co-transformación empleando  Biobalística. Dos de los cuatro genes utilizados eran de importancia económica, ya que proporcionaron resistencia contra el tizón bacteriano e insectos chupadores (Christou, 1997; Repellin et al, 2001; Chen et al, 2009).

El método indirecto de transformación de plantas que comenzó a ser estudiado para ser empleado en la transformación de plantas de arroz fue el sistema Agrobacterium. Este  sistema se basa en la capacidad única que posee Agrobacterium tumefaciens para transferir e integrar en el genoma de las células vegetales DNA (T-DNA) proveniente de un plásmido de la misma bacteria. Agrobacterium tumefaciens naturalmente infecta plantas dicotiledóneas, razón por la cual este método no se había intentado emplear para la transformación de monocotiledóneas, consideradas como fuera del espectro de hospederos naturales de Agrobacterium, además de ser consideradas como recalcitrantes a esta tecnología (Pitzschke & Hirt, 2010; Ignacimuthu & Raveendar, 2011; Pacurar et al, 2011)

Por lo anterior las plantas monocotiledóneas permanecieron por muchos años inaccesibles a la manipulación genética mediada por Agrobacterium, sin embargo entre 1987 y 1992 varios laboratorios en todo el mundo hicieron un esfuerzo enorme para  lograr transformar plantas de arroz. Pero el éxito era limitado y controvertido principalmente porque no se obtuvo un número significativo de plantas transgénicas y no se había comprobado completamente la integración del transgen. Pero aun así se puede afirmar que la primera planta transgénica de arroz obtenida por el sistema Agrobacterium fue en 1992 por Chan y colaboradores en la subespecie japónica (Roy et al, 2000; Shrawat & Lörz, 2006; Chen et al, 2009).

En 1994 Hiei y colaboradores, lograron resolver la controversia al obtener plantas transgénica de arroz japónica, empleando callos embriogénicos de tres semanas de edad derivados del escutelo y usando la cepa de Agrobacterium tumefaciens LBA4404.  Solo hasta 1996 Rashid y colaboradores, lograron la transformación mediante Agrobacterium de cultivares de arroz índica y en este mismo año Dong y colaboradores, obtuvieron plantas transgénicas de arroz javanica (Repellin et al, 2001; Vasil , 2005; Chen et al, 2009). 

Ahora se entiende que una serie de factores son de vital importancia para la transformación de arroz mediada por Agrobacterium, y son estos requisitos técnicos los que explican por qué inicialmente fue tan difícil de aplicar esta técnica a plantas monocotiledóneas. En los últimos años la transformación de plantas de arroz mediada por Agrobacterium se ha convertido en una técnica confiable y altamente reproducible para la transferencia de genes de interés al genoma en el arroz, además de ser el sistema preferido por las ventajas que presenta frente a las otras técnicas de transformación empleadas (Tyagi &  Mohanty, 2000; Ignacimuthu et al, 2000; Bajaj & Mohanty,2005).

En la siguiente tabla se resumen los desarrollos más sobresalientes en la historia de la transformación de plantas de arroz (Tabla 1).

Tabla 1. Desarrollos sobresalientes en la transformación de arroz.

	Año
	Desarrollo

	1988
	Obtención de la primera planta  transgénica de arroz de la spp japónica empleando electroporación y PEG.

	1989
	Primera planta  transgénica de arroz fértil de la spp japónica por electroporación.

	1990
	Primera planta  transgénica de arroz fértil de la spp indica por PEG.

	1991
	Producción de la primera planta transgénica empleando Biobalística de la spp japónica, indica y javanica.

	1992
	 Primera planta transgénica de arroz obtenida por el sistema  Agrobacterium de la spp japónica.

	1994
	Primera planta  transgénica de arroz fértil de la spp indica por electroporación.
Primer reporte concluyente de transformación mediada por  Agrobacterium en la spp japónica.

	1996
	Primera planta  transgénica de arroz fértil de la spp indica por Biobalística.
Primera planta  transgénica de arroz de la spp indica por Agrobacterium.

	1998
	Transformación con múltiples genes utilizando Biobalística en arroz japónica.

	1999
	co-transformación de arroz japónica con cuatro genes por Biobalística.



Es importante anotar que el arroz  fue seleccionado como modelo para la investigación del genoma en los cereales debido al tamaño pequeño de su genoma y la importancia mundial que tiene como alimento. Es la primera planta cultivable que todo su genoma ha sido secuenciado, al ser secuenciado el genoma de las dos principales subespecies cultivables japónica e indica. En la actualidad, sirve como un genoma de referencia para estudios biológicos, moleculares,  y  para entender la biología de las plantas, y en especial para proporcionar una mejor visión  y entendimiento de las monocotiledóneas (Shimamoto & Kyozuka, 2002; Gowda et al, 2003; Xu et al, 2005; Jiang et al, 2011)

Introducción de genes de importancia agronómica. 

Una vez que se logró la transformación de las dos especies cultivadas de arroz Oryza sativa y Oryza glaberrima, ya sea empleando biobalística o Agrobacterium,  se dio un auge en la transformación de diferentes cultivares de arroz, y en especial de variedades elite empleando genes de interés que permiten mejoras sustanciales en el cultivo, sin  dejar de lado el uso de genes reporteros y transformaciones puramente académicas. 

Debido a que la producción del cultivo del arroz se tiene que estar incrementando para satisfacer la demanda de la creciente población mundial, los esfuerzos en el mejoramiento genético del arroz mediante la biotecnología se han centrado en aumentar la producción mediante la reducción de pérdidas en las cosechas causadas por factores bióticos y abióticos. Asimismo, se ha trabajado en el aumento de la producción a través de mejoras en el rendimiento (Repellin et al, 2001; Lu & Yang, 2009).

También se ha trabajado en aumento en la calidad nutricional del grano, ya que al ser el arroz el alimento básico de la mayoría de la población mundial, se puede ayudar a reducir la desnutrición.  Se ha intentado la producción de compuestos recombinantes para diferentes usos especialmente nutracéuticos. En la tabla 2 se enumeran los diferentes factores biótico y abióticos así como otras características importantes que se han buscado modificar o mejorar a través de la ingeniería genética de plantas en el cultivo de arroz (Datta, 2004; Bajaj & Mohanty,2005).

Tabla 2. Características que se han modificado o mejorado en el arroz a través de transformación genética.

	FACTORES BIÓTICOS
	FACTORES  ABIÓTICOS
	OTROS

	Resistencia a insectos
	Tolerancia a salinidad
	Calidad Nutricional

	Resistencia a enfermedades
	Tolerancia sequia
	Compuesto recombinantes

	Resistencia a nematodos
	Tolerancia altas temperaturas 
	Aumento en el rendimiento

	
	Tolerancia bajas temperaturas
	Eficiencia fotosintética

	
	Tolerancia a inmersión
	Alteraciones morfológicas

	
	
	Uso eficiente de nutrientes

	
	
	Tolerancia a herbicidas



Factores bióticos

Las interacciones que se presentan en un cultivo con los factores bióticos (insectos, hongos, bacterias, virus, animales) pueden resultar ser los elementos más limitantes para la producción, ya que estos pueden ocasionar grandes pérdidas que pueden llevar  hasta el detrimento total del cultivo. En el cultivo del arroz los factores bióticos más limitantes son los insectos y los organismos causantes de enfermedades,  razón por la cual la búsqueda de resistencia a estos ha sido foco central para el mejoramiento convencional y para la ingeniería genética de plantas. 

Resistencia a insectos
Se ha establecido que entre el 10 y 13 % son las pérdidas anuales en el cultivo del arroz causadas por insectos, y que el empleo de insecticidas químicos son la principal herramienta empleada para combatir el ataque de insectos a los cultivos. Sin embargo el uso indiscriminado de insecticidas ha generado aumento en los costos de producción, riesgos para la salud, contaminación ambiental y hasta preocupación por la seguridad alimentaria (Babu et al, 2003; Chen et al, 2009; Deka & Barthakur, 2010).

Se ha buscado entre el genoma del arroz genes que permita resistencias estables, duraderas y contra diversas clases de insectos, pero no se han encontrado. Además usar las técnicas de mejoramiento convencional para este propósito toma mucho tiempo. Por lo anterior se ha implementado el uso de la ingeniería genética de plantas con el fin de buscar algunas soluciones a este problema (Tyagi &  Mohanty, 2000; Babu et al, 2003; Deka & Barthakur, 2010).

En el arroz se han introducidos varios genes con el fin de lograr resistencia a los insectos plaga. Los genes más empleados con este propósito son los genes Bt o genes cry provenientes Bacillus thuringiensis, que codifican para una δ-endotoxina. La importancia de estos genes radica en la toxicidad de la proteína codificada contra larvas de insectos-plaga de los ordenes lepidóptero, coleóptero, díptero, himenóptero, homóptero, ortóptero, malófago, y contra organismos como ácaros, platelmintos y nematodos. Existen más de 500 genes cry descritos y clasificados en 67 grupos. Los genes cry más empleados en transformación de arroz para generar resistencia contra las principales plagas del cultivo son: Cry1A, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1C y Cry2A. (Soberon et al, 2007; Sauka &  Benintende,  2008; Deka & Barthakur, 2010; Bravo et al, 2011)

En el arroz se han empleado los genes cry especialmente en contra de insectos lepidópteros. Se pueden contar más de 50 variedades de arroz que han sido transformadas con estos, principalmente japónicas, y unas pocas indicas. La primera planta transgénica de arroz japónica con genes Bt que se obtuvo fue en 1993 por Fujimito y colaboradores.  En 1996 se obtuvo la primera planta con genes Bt de la subespecie indica por Wunn y colaboradores. Se han reportado evaluaciones de campo de arroz Bt desde el año 2000, y fue Irán el primer país en autorizar siembras y sembrar arroz Bt con fines comerciales en el año 2004 (James, 2005). Actualmente China e India adelantan evaluaciones de campo de arroz Bt. Hasta ahora, ningún país cultiva con fines comérciales arroz transgénico (Tyagi &  Mohanty, 2000;  Babu et al, 2003; High et al, 2004; Deka & Barthakur, 2010). 

También se han empleado otros genes de origen vegetal para generar resistencia a insectos en el cultivo del arroz, entre estos genes están los inhibidores de proteasas y las lectinas. En general los productos de estos genes actúan interfiriendo en los procesos digestivos del insecto. En la tabla 3 están listados los genes de origen vegetal con propiedades insecticidas que se han empleado en la transformación de arroz. Adicionalmente se ha transformado una variedad japónica con un gen de origen animal proveniente de araña con características insecticidas, el gen SpI (Babu et al, 2003; Chen et al, 2009; Lu & Yang, 2009; Deka & Barthakur, 2010).

Tabla 3. Listado de genes de origen vegetal que han sido empleados en trasformación de arroz resistente a insectos (Babu et al, 2003; Chen et al, 2009; Deka & Barthakur, 2010).

	Gen
	Origen
	Producto
	ssp de arroz

	Pin II
	papa
	Inhibidor de proteasas
	Japónica

	CpTi
	Caupí
	Inhibidor de tripsina
	Japónica

	CC
	Maíz
	cistatina
	Japónica

	Oc
	arroz
	cistatina
	Japónica

	GNA
	Campanilla de febrero
	Lectina
	Japónica 
Indica

	OC-IDD86
	
	Inhibidor de proteasas
	Indica

	ASAL
	Ajo
	Lectina
	Japónica

	Sbti
	Soya
	Inhibidor de proteasas
	Japónica

	SKTI
	Soya
	Inhibidor de tripsina
	Japónica

	BTI-Cme
	Cebada
	Inhibidor de tripsina
	Japónica



Resistencia a enfermedades
Los ataques de agentes patógenos causan entre el 10 al 40 por ciento de
reducción en el rendimiento de los cultivos, dependiendo de la ubicación geográfica de estos. De ahí la importancia de desarrollar cultivos resistentes a enfermedades, esperando que aumenten los rendimientos de los cultivos, así como reducir la cantidad de agroquímicos utilizados disminuyendo costos para los agricultores (Babu et al, 2003; Chen et al, 2009; Ahmab etal, 2011)

En el arroz existen varias familias de genes que son responsables de la resistencia o tolerancia a diferentes enfermedades que atacan el cultivo. Para las principales enfermedades del arroz se han identificado varios genes. Más de 30 genes de resistencia al tizón bacteriano se han identificado en el genoma del arroz, entre ellos, seis han sido clonados (XA1, XA3 / Xa26, xa5, xa13, Xa21 y Xa27), y más de 60 genes de resistencia al añublo del arroz han sido identificados, de los cuales 10 han sido clonados (Pib, Pi-d2, Pikm, Pi-ta, Pizt, Pi 2, PI5, Pi9, Pi36,y Pi37) (Giri & Laxm, 2000; Babu et al,2003; Chen et al, 2009; Delteil et al, 2010). 

Cuando se habla de transformación genética empleando genes de resistencia hay que tener mucho cuidado, debido a que se está trabajando con familias de múltiples genes que están muy asociadas entre sí. Por consiguiente es muy importante  la conservación de las vías de resistencia, no solo para que pueda funcionar la resistencia, si no para que se permita la transferencia de genes, ya que la  transferencia de un gen de una especie a otra puede dar lugar a efectos inesperados (Tyagi &  Mohanty, 2000; Giri & Laxm, 2000; Leung et al, 2003; Delteil et al, 2010).

Hay más de 60 genes de diferente procedencia que han sido sobre-expresados ​​o mutados en el arroz, que han demostrado efectos beneficiosos con respecto a la resistencia a enfermedades. 41 de estos genes pertenecen al arroz, 5 a otras especies vegetales y 9 de origen no vegetal, los demás casos son piramidación de genes o genes sintéticos. En la tabla 4 se muestran los principales genes que se han empleado en transformación de arroz con resistencia a enfermedades. Un 75% de los casos de plantas transgénicas se hicieron en la subespecie japónica, y en la mayoría de las plantas transformadas la resistencia fue obtenida por la sobre-expresión de genes (Repellin et al, 200; Leung et al, 2003; Chen et al, 2009; Delteil et al, 2010). 

Tabla 4. Listado de los genes más importantes que han sido empleados en trasformación de arroz resistente a enfermedades (Bacterias, virus y hongos) (Repellin et al, 200; Datta, 2004; Bajaj & Mohanty, 2005; Lu & Yang, 2009; Delteil et al, 2010). 

	Gen
	Origen
	Producto
	Característica
	ssp de arroz

	Cecropina
	Bombyx mori
	Cecropin B
	Resistencia al tizón bacteriano
	Japónica

	CHt-2 CHt-3
	Arroz
	Quitinasa
	Resistencia al añublo de la vaina y al añublo del arroz
	Japónica

	Pib
	Arroz
	NBS-LRR
	Resistencia al añublo del arroz
	Japónica

	Pi-ta
	Arroz
	NBS
	Resistencia al añublo del arroz
	Japónica

	Xa21
	Oryza longistaminata
	Receptor kinasa
	Resistencia al tizón bacteriano
	Japónica
Indica

	IrR72, IR51500
	Arroz

	 D34 (tlp)
proteína tipo taumatina
	Resistencia al añublo del arroz
	Japónica

	Defensina
	Wasabi
	Defensina
	Resistencia al tizón bacteriano
	Japónica

	S5
	Rice dwarf virus (RDV)
	Nucleo menor de proteínas S5
	Reistencia a RDV
	Japónica

	NPR1
	Arabidopsis
	Resistencia sistémica
	Resistencia al tizón bacteriano
	Japónica
Indica

	AFP
	Aspergillus giganteus
	Antihongos
	Resistencia al añublo de la vaina y al añublo del arroz
	Japónica

	Ch42
	Trichodermavirens
	Endoquitinasa
	Resistencia al añublo de la vaina
	Indica

	avrXa27
	X. oryzae pv. oryzae
	Factor de transcripción
	Resistencia al tizón bacteriano
	Japónica

	OsBRRI
	Arroz
	LRR-RLK
	Resistencia al añublo del arroz
	Japónica

	OsWAK1
	Arroz
	Receptor kinasa
	Resistencia al añublo del arroz
	Japónica

	OsSp111
	Arroz
	U-bOX
	Resistencia al añublo del arroz y al tizón bacteriano
	Indica

	OsWRKY
	Arroz
	WRKY-TF
	Resistencia al añublo del arroz y al tizón bacteriano
	Japónica
Indica



Entre las estrategias empleadas para la producción de plantas transgénicas resistente a enfermedades aparte de la introducción de genes de resistencia, también está la sobreexpresión de las proteínas relacionadas con patogenicidad como las quitinasa,  las β-1,3-glucanasas, proteínas tipo taumatina, además de proteínas de anti-fúngicas de origen vegetal o bacteriano. Para generar resistencia a virus se han empleado genes que codifican para proteínas del mismo virus (Bajaj & Mohanty, 2005; Chen et al, 2009;Delteil et al, 2010;Ahmab et al, 2011).

Se han logrado importantes avances en la producción de arroz transgénico resistente a las diferentes plagas del arroz, sin embargo ahora el principal interés está en la producción de plantas resistentes contra múltiples patógenos, que muestren una alta y duradera resistencia (Giri & Laxm, 2000; Babu et al, 2003; Chen et al, 2009; Delteil et al, 2010).  

Factores abióticos

Presiones ambientales tales como sequía, salinidad y temperaturas extremas son factores limitantes en la productividad de las plantas. Las plantas han desarrollado diferentes estrategias fisiológicas y bioquímicas para adaptarse a condiciones de estrés en respuesta a varios entornos. Con el propósito de buscar niveles más altos de producción, ampliar las posibilidades de terrenos productivos y estar un paso a delante en cuanto al cambio climático, la tolerancia a factores abióticos se ha convertido en el principal tema de investigación y estudio de los últimos años (Tyagi &  Mohanty, 2000; Sreenivasulu et al, 2007; Chen et al, 2009).

En cuanto al cultivo del arroz la introducción de tolerancias a estreses abióticos ha sido el blanco principal en las transformaciones genéticas que se han venido desarrollando en los últimos años. Aunque los trabajos se han enfocado en tolerancia a sequia y salinidad, también se está trabajando en otros estreses como las bajas temperaturas y los golpes de calor.

Tolerancia a sequia y salinidad
La productividad de las plantas está fuertemente influenciada por los factores ambientales. En el cultivo del arroz factores como déficit hídrico y las altas concentraciones de sal en los suelos, son los factores más importantes y que mayor incidencia tiene en la reducción del rendimiento de la producción de los cultivos de arroz (Cattivelli et al, 2008; Dolferus et al, 2011;).

El déficit hídrico puede ser el factor que más afecta el cultivo del arroz, ya que consume grandes cantidades de agua, este ha comenzado a ser un factor limitante en la producción, más aún con el efecto del cambio climático. El desarrollo de variedades de arroz tolerantes a sequía es crucial para incrementar los rendimientos, reducir el consumo de agua en el cultivo, y contribuir a garantizar la seguridad alimentaria (Bajaj & Mohanty, 2005; Chen et al, 2009; Ahmab etal, 2011).

En los últimos años se ha venido trabajando para entender cómo funcionan los mecanismos de resistencia a los diferentes estreses ambientales que desarrollan las plantas. Se ha logrado identificar varios genes que están relacionados con las diferentes estrategias que las plantas utilizan con este fin. En la aclimatación al déficit hídrico y a la alta salinidad las plantas emplean como estrategia la acumulación de solutos compatibles u osmolitos, como glicina, betaina, prolina y trealosa. A nivel fisiológico la adaptación de las plantas a la alta salinidad proviene de proteínas implicadas en el transporte de iones y agua. Cabe anotar que las estrategias empleadas por las plantas no solo son eficaces para un estrés determinado, se ha visto que pueden influir contra varios estreses ambientales (Roy et al, 2000; Ignacimuthu et al, 2000; Cattivelli et al, 2008; Lu & Yang, 2009; Chen et al, 2009; Dolferus et al, 2011)

Para el desarrollo de plantas transgénicas de arroz que presenten toleración a sequia y/o  a salinidad, se han empleado estrategias como la introducción de genes y/o la expresión inducible de proteínas, que estén relacionadas con las estrategias que emplean las plantas para enfrentar los diferentes estreses abióticos. Sin embargo, cabe señalar que la expresión constitutiva de estos factores puede causar un fenotipo aberrante por lo que estos genes tienen que expresarse bajo regulación de promotores inducibles (Bajaj & Mohanty, 2005; Chen et al, 2009; Ahmab et al, 2011).

También se ha sugerido que el efecto que tiene cada gen en la adquisición de tolerancia al estrés abiótico es más bien pequeña, por lo tanto se ha propuesto un enfoque multigénico que puede conferir tolerancia mucho mayor. Actualmente se han identificado más de 70 genes relacionados con tolerancia a estreses abióticos. En la Tabla 5 se  muestran los principales genes que se han empleado en transformación de arroz con tolerancia a sequia y salinidad (Roy et al, 2000; Bajaj & Mohanty, 2005; Chen et al, 2009; Ahmab et al, 2011). 

Tabla 5. Listado de los genes más importantes que han sido empleados en trasformación de arroz tolerante a sequia y a salinidad. (Roy et al, 2000; Bajaj & Mohanty, 2005; Lu & Yang, 2009; Chen et al, 2009)

	Gen
	Origen
	Producto
	Característica
	ssp de arroz

	LEA3
	Cebada
	Proteínas LEA
	Tolerancia a sequia y salinidad
	Japónica

	BADH
	Remolacha
	Deshidrogenasa
	Tolerancia salinidad
	Japónica

	mtID
	Escherichia coli
	Deshidrogenasa
	Tolerancia salinidad
	Japónica

	gutD
	Escherichia coli
	Deshidrogenasa
	Tolerancia salinidad
	Japónica

	SsNHX1
	Suaeda salsa
	Transporte 
	Tolerancia salinidad
	Japónica

	CMO
	Espinaca
	Oxigenasa
	Tolerancia salinidad
	Japónica

	SNAC1
	Arroz
	
	Tolerancia a sequia
	Japónica

	MnSOD
	Arveja
	Dismutasa
	Tolerancia a sequia
	Japónica

	codA
	Arthrobacter globiformis
	Oxidasa
	Tolerancia a sequia
	Japónica

	COD
	Arthrobacter globiformis
	Oxidasa
	Tolerancia salinidad
	Japónica
Indica

	ADC
	Avena
	Descarboxilasa
	Tolerancia a sequia y salinidad
	Japónica

	SAMDC
	Arroz
	Descarboxilasa
	Tolerancia a sequia y salinidad
	Japónica

	HVA1
	Cebada
	Proteínas LEA
	Tolerancia a sequia y salinidad
	Japónica
Indica

	OsCDPK7
	Arroz
	Kinasa
	Tolerancia a sequia y salinidad
	Japónica

	OsNHX1, AgNHX1
	Arroz
	Kinasa
	Tolerancia salinidad
	Japónica

	Na+/H+
	Cebada
	Acuaporinas
	Tolerancia salinidad
	Japónica

	OsLEA3-1  
	Arroz
	Proteínas LEA
	Tolerancia a sequia
	Japónica

	Sod1
	Avicennia marina  
	Dismutasa
	Tolerancia a sequia y salinidad
	Indica

	P5CS
	Vigna aconitifolia L
	Síntesis de prolina
	Tolerancia a sequia y salinidad
	Japónica

	PMA80 PMA1959  
	Trigo
	Proteínas LEA
	Tolerancia a sequia y salinidad
	Japónica

	ZFP25
	Arroz
	Factor de transcripción
	Tolerancia a sequia y salinidad
	Japónica



Otras características

Cabe mencionar que han sido muchas las características que se han buscado mejorar, modificar e introducir al cultivo del arroz, y por lo tanto la lista de transformaciones en arroz es larga. Entre este grupo se puede señalar como los más sobresalientes: las mejoras en la calidad nutricional del grano de arroz y la tolerancia a herbicidas.

Calidad nutricional
El arroz es la principal fuente de hidratos de carbono y proteínas, su consumo puede ser suficiente para sobrevivir, pero es una fuente pobre para muchos de los micronutrientes esenciales en la nutrición humana. Una dieta poco variada y la dependencia en el arroz como principal fuente de alimento, son  causa de malnutrición en gran parte del mundo en desarrollo principalmente en las regiones donde hay un alto consumo de arroz (Asia, India, África y Latinoamérica) (Dawe et al,  2002; Stein et al, 2008; Ahmab et al, 2011). Estas deficiencias reducen la productividad en el trabajo, generan disminución de la capacidad mental, retraso en el crecimiento, ceguera, aumento de la mortalidad infantil, afectada la integridad epitelial contra las infecciones, y la reducción de la respuesta inmune, entre otros efectos (Welch & Gram, 2004; WHO & FAO, 2004).

Por lo tanto, un aumento en la calidad nutricional del arroz seria de gran importancia y una solución parcial para  los problemas de salud de gran parte de la población mundial. Varias estrategias se han planteado con este fin, y es aquí donde la producción de plantas transgénicas de arroz con mejoras en la calidad nutricional del grano comienza a ganar importancia. Los blancos principales para la mejora genética del arroz son los componentes del grano como los minerales, las vitaminas y las proteínas. Específicamente se ha buscado aumentar los niveles de aminoácidos esenciales como la lisina, de micronutrientres como el hierro, el zinc y el β caroteno, precursor de la provitamina A (Roy et al, 2000;  Giri & Laxm, 2000; Tyagi &  Mohanty, 2000; Bajaj & Mohanty, 2005; Chen et al, 2009). En la tabla 6 se resumen los principales genes que han sido empleados para la transformación genética de arroz con mejoras en la calidad nutricional. 

Tabla 6. Listado de los genes que han sido empleados en trasformación de arroz con mejoras en la calidad nutricional. (Repellin et al, 2000; Datta, 2004; Bajaj & Mohanty, 2005; Lu & Yang, 2009; Chen et al, 2009)

	Gen
	Origen
	Producto
	ssp de arroz

	Lys
	Frijol
	Proteína rica en lisina
	Japónica

	Sb401
	Papa
	Proteína rica en lisina
	Japónica - Indica

	Psy
	Narciso
	Síntesis de β-carotenos
	Japónica - Indica

	crt1
	Erwinia
	Síntesis de β-carotenos
	Japónica - Indica

	Β- faseolina
	Frijol
	Proteína rica en lisina
	Japónica 

	Glisina
	Soya
	Proteína de almacenamiento
	Japónica

	Legumin
	Arveja
	Proteína de almacenamiento
	Japónica

	AmA1
	Amaranto
	Proteína rica en aminoácidos
	Japónica

	Lactoferrina
	Hombre
	Proteína de leche
	Japónica

	Ferritina
	Soya
	Proteína rica en hierro
	Japónica - Indica



No se puede dejar de mencionar el más importante desarrollo de la ingeniería genética de plantas, el Arroz Dorado. Este es un arroz modificado genéticamente para acumular en su embrión el precursor de la vitamina A, llamado provitamina A o beta-caroteno, además de otros carotenos de importancia nutricional. Este ß-caroteno es el que le otorga un característico y peculiar color dorado dándole su nombre (Al-Babili & Beyer, 2005; Schaub et al, 2005; Bajaj & Mohanty, 2005).

El Arroz Dorado se produjo por la introducción del gen que codifica para la fitoeno- sintasa de Narcissus, y del gen que codifica para la fitoeno-deshidrogenasa de Erwinia (Al-Babili & Beyer, 2005; Mayer, 2007); con el fin de modificar la ruta metabólica de producción de β carotenos en el endospermo del arroz. Consiguiéndose completar la única ruta metabólica entera que se haya insertado en una planta por medio de métodos  de ingeniería genética, demostrando que era posible diseñar la ruta bioquímica completa. Inicialmente se desarrollo en cultivares de la subespecie japónica y más recientemente se ha trabajado en cultivares de la subespecie indica. (Ye et al, 2000; Potrykus, 2001; Ahmab et al, 2011).

[bookmark: _GoBack]Se han producido tres generaciones de Arroz dorado, la primera en 1999 llamada prototipo o GR (Golden Rice) (Ye et al, 2000; Mayer, 2007).  La segunda se obtuvo en el 2003, que fue la primera línea mejorada de arroz dorado (SGR1) la cual presentaba niveles más altos de provitamina A, y además los genes estaban bajo el control del promotor tejido específico para endospermo de la glutelina (Potrykus,  2001; Mayer, 2007). En 2005 se presentó la tercera generación de arroz dorado o SGR2, la cual produce 23 veces más de provitamina A que la versión inicial, es decir 37 μg/g de provitamina A. Esta versión se diferencia de las anteriores por la utilización de genes de gramíneas como arroz o maíz para reemplazar el  gen de la fitoeno sintasa de Narcissus pseudonercissus (Al-Babili & Beyer, 2005; Paine et al, 2005). 

El Arroz Dorado busca ser una fuente de vitamina A para que las poblaciones que no consumen la suficiente cantidad de esta vitamina imprescindible en su dieta diaria, y de este modo contribuir a disminuir la avitaminosis en los países en vías de desarrollo. La investigación fue financiada por la Fundación Rockefeller, el Instituto Federal Suizo de Tecnología (Zurich), el programa Biotech de la Comunidad Europea y la Oficina Federal Suiza de Educación y Ciencia (Potrykus, 2001; Mayer, 2007).

Tolerancia a herbicidas
Las malezas compiten con los cultivos por los nutrientes disponibles y la energía lumínica, reduciendo el rendimiento de los cultivos entre el 10 y 15%. 
En algunos cultivos las malezas pueden ser controladas de manera eficiente mediante el empleo de herbicidas, pero en  la mayoría de los cultivos esta posibilidad está restringida por la incapacidad de los herbicidas para distinguir entre las plantas de cultivo y las malezas (Repellin et al, 2000; Bajaj & Mohanty, 2005; Lu & Yang, 2009; Chen et al, 2009; Ahmab et al, 2011)
 
A través de la biotecnología, mediante la producción de plantas transgénicas ha sido posible la manipulación genética de la tolerancia a herbicidas, lo que permite la eliminación selectiva de las malezas en los campos cultivados. Convirtiéndose la tolerancia a los herbicidas en el  rasgo más empleado en los cultivos transgénicos, con la mayor área cultiva a nivel mundial y de mayor crecimiento anual. Para la transformación genética de plantas tolerante a herbicidas se han empleado tres estrategias: 1) introducir genes de la enzima diana con reducida afinidad por el herbicida; 2) alterar el lugar de acción de herbicida, y 3) incorporar un gen que detoxifique al herbicida (Ignacimuthu et al, 2000; Villalba, 2009; Chen et al, 2009).

Los trabajos en transformación de plantas tolerantes herbicidas se ha centrado en herbicidas con alta actividad, baja toxicidad, escasa movilidad en los suelos, biodegradación rápida y amplio rango de acción. La principal fuente de genes de resistencia a herbicidas se encuentra en las bacterias (Ignacimuthu et al, 2000; Bajaj & Mohanty, 2005; Villalba, 2009; Chen et al, 2009).

Desde 1991 cuando Christou y colaboradores produjeron plantas transgénicas de arroz resistentes a herbicidas de las subespecies indica y japónica, se ha venido produciendo un gran número de cultivares de arroz con resistencia herbicida. Sin embargo, por percepción pública y legislación no han salido al mercado. En la Tabla 7 se listan los principales genes de resistencia a herbicidas que se han empleado en transformación genética de arroz (Giri & Laxm, 2000; Tyagi & Mohanty, 2000; Bajaj & Mohanty,2005; Chen et al, 2009).

Tabla 7. Listado de los genes que han sido empleados en trasformación de arroz con resistencia a herbicidas. (Repellin et al, 2000; Ignacimuthu et al, 2000; Bajaj & Mohanty, 2005; Lu & Yang, 2009; Chen et al, 2009)

	Gen
	Origen
	Producto
	carcteristica
	ssp de arroz

	Bar
	S. higroscopocus
	Acetiltransferasa (PAT)
	Resistencia a fosfinotripsina (PPT)
	Japónica - Indica

	CS
	Bacteriano
	Citrato sintasa
	Resistencia al glifosato
	Japónica - Indica

	P450
	Humano
	Monooxigenasa
	Resistencia a herbicidas
	Japónica

	EPSPS
	Agrobacterium CP4
	Fosfato sintasa
	Resistencia al glifosato
	Japónica - Indica

	Protox
	B. subtilis
	Oxidasa
	Resistencia al oxyfluorfen
	Japónica 



Conclusiones 

La importancia del arroz, se puede medir con las siguientes cifras: cultivado en 113 países, es el alimento básico para la mitad de la población humana, emplea casi mil millones de personas, y se han desarrollado más de 2000 diferentes variedades. Se siembran dos especies O. sativa y O. glaberrima. De la primera, se reconocen dos subespecies, japónica e indica. Los dos principales sistemas de producción son el de arroz secano, y el arroz de riego. Por efecto del ataque de las plagas se pierde cerca del 35% de la producción (12% por insectos, 12% por patógenos, 10% por animales, 1 % por animales vertebrados). Para enfrentar estos problemas desde finales de la década de los 80´s del pasado siglo XX, se viene trabajando en el desarrollo de sistemas de ingeniería genética para la transferencia de genes foráneos al genoma del arroz. Los principales hitos de esta historia son los siguientes: 1988, primera planta transgénica; 1989, primera planta transgénica fértil de japónica usando electroporación; 1990, primera planta transgénica fértil de indica usando PEG; 1991, implementación de la biobalística para japónica e indica; 1992, implementación de Agrobacterium tumefaciens en japónica; 1999, co-transformación de una variedad japónica con 4 genes diferentes mediante biobalística. El progreso en la apropiación de la tecnología del DNA recombinante para el cultivo del arroz, ha incluido el desarrollo de protocolos reproducibles, el uso de genes reporteros, el uso de marcadores de selección positiva y de selección negativa, la implementación del uso de promotores constitutivos y de promotores tejido-especifico, la producción de plantas transgénicas libres de marcadores de selección, y la piramidación de genes. Se han realizado modificaciones para incrementar el valor nutricional, para reducir las pérdidas en el rendimiento causada por diferentes agentes bióticos y abióticos, la tolerancia a herbicidas, y la tolerancia a condiciones ambientales extremas. La integración de diversas aproximaciones de las “omicas” con la ingeniería genética, en el contexto del denominado “Smart Breeding”, augura una profundización del uso del conocimiento, para la solución de los problemas del cultivo del arroz y de la agricultura en general. 
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