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1.- INTRODUCCION

Se ha realizado un esfuerzo considerable parasaldo de variedades de plantas
con una elevada produccion o un valor nutriciomalzado. Aunque las principales
investigaciones se han dedicado a la mejora dedegrincipales cereales —maiz, trigo
y arroz— se han establecido también programas ¢an@ara otras plantas comestibles
y especies de horticultura. La tecnologia del Degombinante, ampliamente utilizada
con sistemas microbianos, es también una importartamienta para la manipulacion
genética directa de plantas, Existe un nimero deduog de transferencia de DNA y
vectores de expresion efectivos que se ocupan denphio rango de células vegetales.
Ademas, las células vegetales sotipotentes —se puede regenerar una planta entera a
partir de una sola célula— asi que se pueden proalaatas fértiles que porten gen(es)
foraneo(s) en todas sus células (i.e., plantassdeamcas) a partir de células
genéticamente modificadas. Si la planta transgéitocace y produce semillas viables,
el caracter deseado pasara a sucesivas generaciones

Existen tres principales motivaciones para el deBarde plantas transgénicas. En
primer lugar, la adicion del gen o genes generaenenejora el valor agricultor,
horticultor u ornamental de una planta. Segundoplantas transgénicas pueden actuar
como biorreactores para la produccion barata deteijp@s o metabolitos
econOmicamente relevantes. Y por ultimo, la tranegié de plantas proporciona
medios eficaces para el estudio de la accion desgdnrante el desarrollo y otros
procesos bioldgicos de las plantas.

Algunos de los caracteres genéticamente determsn@de pueden introducirse en
plantas mediante un dnico gen o0, potencialmentaliange un pequefnacluster de
genes, incluyen actividad insecticida, protecci@mte a la infeccion viral, resistencia a
herbicidas, proteccidon contra bacterias y hongtsgeaos, reduccion de la senescencia,
tolerancia a estrés ambiental, pigmentacion aleedsdlas flores, mejora de la calidad
nutricional de las semillas... Ademas, las plaritassgénicas pueden producir una
amplia variedad de compuestos utiles, incluyendenteg terapéuticos, polimeros, y
herramientas diagnésticas como fragmentos de @&npfios. De forma alternativa,
pueden disefarse para la sintesis de determinantegnicos virales que, tras la
ingestion, pueden usarse como vacunas comestiidesa la fecha, unas 140 especies
vegetales diferentes han sido genéticamente tnanaélas, incluidas muchas especies
de forestales y de cultivo a lo largo de 50 paispartidos por el mundo entero.

La transformacion de plantas se llevo a cabo pomeediante el uso delasmido
Ti de Agrobacterium tumefacienaun fitopatbgeno que en su ciclo vital normal
transforma genéticamente las plantas que infeei@asSlimitaciones en el mecanismo
natural condujeron al desarrollo de vectores geadiente disefiados basados en el
plasmido Ti:el vector binario y el vector cointegrada Pese a que estos sistemas eran
eficientes en varias especies vegetales, las plantanocotiledoneas, incluidas los
principales cereales de cultivo (trigo, arroz y zpaino podian ser transformadas
medianteA. tumefaciensCuando las dificultades para la transformaciénaliginas
especies vegetales resultaron evidentes, se dém@mo un cierto numero de
mecanismos alternativos a la transformacion medwmd#. tumefacienslos métodos
fisicos de transferencia del DNAMuchos de estos métodos requerian la eliminacion
de la pared celular de las células vegetales (@s dequerian el uso dwotoplastos).



Estos protoplastos pueden mantenerse en cultivooceélulas en crecimiento
independientes 0, mediante un medio de cultivo @8pe, pueden regenerarse las
paredes celulares y las plantas enteras. Ademéasasedesarrollado métodos de
transformacion para introducir genes clonados epaguefio nimero de células de un
tejido vegetal, a partir del cual se puede dedarrtd planta entera, evitando asi la
regeneracion a partir de protoplastos, en ocasicoepleja. En el presente, la mayor
parte de los investigadores usa los vectores dk$vdel plasmido Ti o el bombardeo
con microproyectiles (biolistica) para la transfagidn de células vegetales.

En este trabajo pretendemos realizar un comperadlasitécnicas que a lo largo de
la historia se han utilizado para la transgénesisplhntas, no todas con buenos
resultados. Los avances en las técnicas utilizgamsla Ingenieria Genética han
permitido la mejora de estos mecanismos, algudodeuales se han ido dejando atrés
por no corroborar los resultados auspiciados. &gabdntramos una muestra de ellos.



2.- Agrobacterium COMO METODO DE
TRANSFORMACION VEGETAL:

2.1.- Agrobacteriuntumefaciens

El método mas utilizado para introducir genes feodnen una planta es la
capacidad natural d&. tumefaciensPor ello, comenzaremos revisando los diferentes
estudios que permitieron descubrir como esta bacteinsformaba de forma natural
células vegetales con el plasmido Ti.

2.1.1.- Transformacion de la célula vegetal con plasmido
Ti de A. tumefaciens

La biologia molecular y la ingenieria genética danfas se inician con el
descubrimiento y el estudio detumefaciensEsta bacteria, Gram negativa, induce la
formacion de tumores, denominados agalla de laneprgeneralmente en la unién del
tallo con la raiz, en numerosas dicotiledoneas ynely pocas monocotiledoneas y
gimnospermas (De Cleene y De Ley, 1976). Esta bactel suelo infecta a
dicotiledoneas como parte de su ciclo vital inseltagenes foraneos en las mismas y
consiguiendo que se expresen en forma de proteinas.

En 1947, Armin C. Braun del instituto Rokefellex thvestigacion Médica, logro
cultivar tejido de la agalla libre de bacteria, lendlo observar como los tumores
crecianin vitro en un medio basico carente de auxinas y citogasnifnormonas
necesarias para el crecimiento de células vegetalgsales). Braun concluy6 que la
bacteria introducia en las células un “principimtuwigeno”.

En 1965, Menagué y Morel del instituto de investignes agrondémicas de
Versalles, observaron que las células tumorigeratiap sintetizar una serie de
derivados de intermediarios metabdlicos de la mayae los aminoacidos, cetoacidos y
azucares. Denominaron a estas sustancias quinpiceso

Fue en 1974 cuando Jeff Schell, Marc Van Montanguy colaboradores de la
Universidad de Gante, encontraron plasmidos mugrdgiados en las cepas virulentas
y observaron que eran transferidos desde estgsaa ne virulentas por conjugacion.

Luego el “principio tumorigeno” del que hablaba Bra responsable de la
formacion de la crown gall (en ausencia de la b@gteera la transferencia de un
fragmento de DNA llamado T-DNA que a su vez selleaba en un plasmido al que se
denominé Ti (de inductor de tumores). Tras la fienesicia el T-DNA se integraba en
el genoma nuclear de la planta y su expresion iadeldenotipo tumoral.
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Figura : Plamido Ti. EI T-DNA esta definido por lbsrdes derecho e izquierdo e incluye los geneslpar
biosintesis de auxina, citoquinina y opina; estrseg son transcritos y traducidos sélo en lasasetl# la planta.
Fuera de la region del T-DNA, hay alusterde genesir, un gen que codifica para un enzima(s) del caishol de
la opina, y un origen de replicacidori) que permite que el plasmido sea mantenido deaf@stable eA.
tumefaciens

GENESoO0p

Experimentos de conjugacion realizados en la Usigdad de Leiden por Rob A
Schiperoort y sus colegas evidenciaron que estamd® Ti le permitia a la bacteria
degradar octopina o nopalina (opinas) y creceresabp de esos compuestos, ademas
determinaba si el tumor sintetizaria una u otran®@pi era esa opina la que inducia,
especificamente, la transferencia del plasmido aeronjugacion. El gemop es el
responsable de la sintesis de opinas.

Basandose en el tipo de opinas codificadas pdashpdo Ti Dessaugt alen 1992
y Vudequin-Dransarét al en 1995 clasificaron a un amplio rango de agr@es en
distintas variedades segun indujeran la sintesisoctepina, nopalina, agropina,
succinamopina o0 crisopina. Las opinas formadas @&hn tumores pueden ser
metabolizadas por ehgrobacteriumque lo inicia pero no por la mayoria de las
bacterias del suelo (Tempe y Petit, 1982). Estasassirven como fuente de carbono y
de nitrégeno para ehgrobacteriumque indujo el tumor y para todos aquellos que
presenten los genes para el catabolismo de |la ppadlicida, estos genes que permiten
la degradacion se localizan en el plasmido Ti eeca del T-DNA.

Asi, mediante la modificacion genética de la @aAgrobacteriumcrea un nicho
favorable para si mismo, utilizando la maquinaiala célula vegetal para producir
sustancias que no va a utilizar esta pero que parmei crecimiento de la bacteria, el
plasmidoTi simbidtico es, por tanto, el elementotiad de una interrelacion ecoldgica
altamente evolucionada.

GENESonc

Algunos de los genes del plasmido T-DNA (gearg eran los responsables de la
sintesis anormal de hormonas de crecimiento pde pi&rla planta, los altos niveles de



estas auxinas y citoquininas eran los que permitf@ndiferenciacion anormal de las
células de la planta y provocaban un crecimientmpldsico. Existen principalmente
tres oncogenes de los cuales @dosM (codifica la triptofano monooxigenasg)iaaH
(codifica la iodoaceamida hidrolasa) codifican eras que inician la sintesis de una
nueva auxina biosintética. Actlan secuencialmeat@ gonvertir el trp en indol-3-
acetamida y luego en indol-3-acetico (IAA). El geipt (codifica Ia
isopenteniltransferasa) es el responsable detlesgrde citokininas.

Mientras que estos genes estan implicados en tesiirde auxinas y citoquininas
dos genes T-DNA modulan las actividades de las assi8e trata d&y 6b, el gen5
influye en las respuestas de la planta a las asiximaliante la sintesis autorregulada de
antagonistas (Korbeet al, 1991) y la funcion concreta del géb es desconocida,
algunos estudios sugieren que reduce la activigathsl citoquininas (Spaniet al
1989; Gaudiret al, 1994) mientras que otros parecen demostrar gne tin efecto
similar al de las auxinas (Tinlared al, 1989,1990). Los genes que regulan los niveles
hormonales en la célula infectada son muy impaggapuesto que niveles demasiado
altos, pueden provocar la muerte de la misma, gar lde la formacion del tumor.

Origen de replicacion

El ori permite que el plasmido Ti sea manteniddodma estable eA tumefaciens.

Existen tres elementos genéticos necesarios paransferencia del T-DNA a la
planta, estas regiones criticas estan presentegles los plasmidos d&grobacterium,
aungue su estructura y organizacién son muy distis¢gun la especie y la variedad:

Bordes flanqueantes del T-DNA:

A la izquierda y derecha del T-DNA existen do®direpeats de unos 24-25pb que
flanquean y definen el T-DNA (van Haarenal, 1998). Estos bordes son secuencias en
cis necesarias para la transferencia (Zambrgski, 1983) y normalmente todo el DNA
contenido entre los mismos es transferido a lataldParece que el borde derecho es
critico en la transferencia del DNA y en el procdamorigeno mientras que el
izquierdo no afecta a la formacion del tumor.

Genes vir.

Genes de virulencia o regi®ir codificada por el plasmido Ti en una region de 35
kb localizada fuera del T-DNA, existen 25 gergsreunidos en 7 operones. Recientes
investigaciones indican que la interaccion entsedenes vir y las secuencias de los
bordes inician el proceso de transferencia.

Genes codificados por el cromosoma bacteriano.

Estos genes son necesarios para la union de krisagtia célula vegetal dafiada.



GENES vir

Para que este proceso de transferencia tenga ésgaecesario que ademas de
practicarle una herida a la planta esta sintetizeserie de compuestos que induzcan la
expresion de los gengs (Boltonet al, 1986; Jansseret al 1986; Stachett all986).

Se trata de derivados de aminoéacidos, azUcarea garie de compuestos derivados del
metabolismo del fenilpropanoico (principal via pdaaproduccion de metabolitos
secundarios) y una serie de metabolitos secundgu®groducen las células dafiadas.

Stachelet al en 1986, trabajando cd¥icotiana tabacumdentificaron un grupo de
compuestos que inducian la expresion de los gemesl afiadirAgrobacteriuuma
exudados de heridas practicadas a esta planta.dgnias sustancias mas activas
identificadas fue la acetosiringona, pero ademaseegsario que se den una serie
condiciones para que la transferencia tenga ludglven utilizarse medios pobres en
azucares, de bajo pH y con niveles bajos de fog¥tnanset al, 1988; Ankenbauer y
Nester, 1990; Canguelost al, 1990).

Vir Ay vir Gson dos genes reguladores necesarios para lac@titeanscripcional
de los operonesir ( Stachel y Zambrynski, 1986a), mientras que edtssgenes son
expresados constitutivamente, los demas geingsermanecen silenciados en ausencia
de ciertos factores, producidos por la planta,apiizan su sintesis.

- Vir G, en base a la homologia de su secuencia de andosafue incluido en una
clase de genes reguladores positivos inducidofaptores externos (Nixoet al, 1986;
Winanset al, 1986).

- Vir A, pertenece a un segundo grupo de genes que ldiragtivacion de proteinas
reguladoras positivas de la expresion génica (Roasal, 1987; Winanst al, 1986).
Presenta una alta homologia con quimiorreceptoreteip kinasa transmenbrana
(Leroux et al, 1987) y se localizan en la membranaAdgobacterium(Winanset al,
1989).

La induccién de los genegir de Agrobacteriumimplica que el sistema de
reconocimiento de la bacteria detecte los compsdstalicos producidos por la planta
y transmita la informacion al interior de la céllacteiana. Este proceso es mediado
por el producto de los geneis A y vir G. El dominio periplasmico de la proteina Vir A
detecta el pH externo y la presencia de induct@awsque no tiene que unirse
necesariamente a los mismos (leteal 1992). Los inductores como la glucosa o la
acetosiringona son reconocidos por Vir A. En ebads la induccion por azlcares, es
necesario el producto del gen chv E, localizadeleoromosoma bacteriano, y que
codifica por una proteina de unién periplasmicaséfal percibida por Vir A provoca
su autofosforilacion en un residuo de histidispegifico y esta es transmitida
posteriormente a Vir G por la fosforilacién deldiaspértico 52 del dominio receptor
de este (Jiret al, 1990). La union de la proteina citoplasmatica Via@as llamadas
cajasvir en las regiones promotoras de los operomegrovoca la activacion de la
trascripcion de forma eventual (Steekal, 1988; Jinet al 1990; Powel y Kado, 1990;
Henfidoet al, 1994; Scheeren-Groet al, 1994).
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Figura : Activacion de los genes.

Han sido identificados muchos de los loci cromosdsique afectan a la expresion
de los genewir. Mutaciones enChvD, ros, miaA, ivr, chv@ chvl son algunos
ejemplos y su influencia en dicha expresion no éstiavia bien caracterizada, de
cualquier forma, la influencia cromosomica en laregidon y regulacién de los genes
vir y por tanto en la virulencia esta mas que demaetra

Una vez se ha producido el reconocimiento y la mn& la célula vegetal
susceptible, el siguiente paso en la tranforma@énla produccién de un T-DNA
intermediario denominado T-strand. La bacteria peeduna copia lineal de cadena
sencilla a partir del T-DNA (Stachet al 1986). Juntos VirD1 y VirD2 reconocen las
repeticiones directas de los bordes del T-DNA ydpoen dos cortes entre el tercer y
cuarto nucleétido final de cada secuencia repatidir los bordes (Yanofslky al, 1986;
Wanget al, 1987; Pansegraet al, 1993; Jaspeet al, 1994; Scheiffelest al, 1995).
Estos dos cortes marcan los sitios de inicio y ireanion de la formacion de la T-
strand.

VirD1 actia como una topoisomerasa relajando ldedoélice (Ghai y Das, 1989)
aungue esto no pudo ser confirmado utilizando VigRtificado (Scheiffeleet al,
1995). Tras el corte VirD2 permanece covalentemenia al extremo 5” final de la T-
strand (Herrera-Estrellat al 1988; Young y Nester, 1988; Ward y Barnes, 1988)
mediante el residuo de tirosina numero 29, de festaa protege a la T-strand de la
accion de exonucleasas (Durremberig al, 1989), a esta proteccion se suma la
proporcionada por VierE2 que también se une, pdodargo de toda la T-strand.

VirD2 actua como proteina piloto impidiendo la deién de este extremo que es
imprescindible para la transferencia ya que sucdila abole la transferencia mientras
que si se delecciona el borde izquierdo solo diggarla eficacia del proceso (Joets
al, 1983; Hermaret al, 1990). Esta polaridad observada esta en totalordancia con
el modo en el que se genera la T-strand, ya quargesis no puede iniciarse sin el



borde derecho mientras que la terminacion pueds tagar sin el izquierdo aunque la
frecuencia sea baja.

Las proteinas VirC estan implicadas en la formaaéh complejo de borde, al
menos en el caso de los plasmidos Ti para la a@dfioroet al, 1989). VirC1 se une a
la secuencia OD presente en el borde derechojgedit corte realizado por VirD2 en
dicho borde (Toroet al 1988), sin embargo, el modo en que VirCl media |
interaccion entre VirD2 y OD es desconocido.

Aunque todo el DNA localizado entre los bordes deoee izquierdo es transferido
la planta, en ocasiones, también se transfierarese@s que no estan entre los mismos
(Jooset al, 1983; Hermaret al, 1990; Martineawet al, 1994; Deniset al, 1995; Cluster
et al, 1995) seguramente debido a que el borde izquiepdes procesado (Ramanathan
y Veluthamby, 1995). En el 20-25% de las linearsim@nicas se detectan secuencias
gue no pertenecen al T-DNA y que se localizan eote abajo del borde izquierdo
(Martineauet al, 1994). Incluso se ha demostrado que secuen@asospmicas pueden
ser transferidas a la planta, aunque, con unadneia de 10 (Hermanet al, 1994).

Una vez producida la T-strand, es necesario qaesest transportada a través de la
membrana bacteriana, diversos estudios demuesimlosg productos del operéir B
estan implicados en este proceso (Tomptaa, 1988; Wardet al, 1988; Shiraset al,
1990). De hecho la mayoria de los 11 ORFs codifisggor este operdn codifican
proteinas que reunen las caracteristicas esendelaa sistema de transporte a traves
de membrana.

Recientemente se ha observado que tras la indudeidws genesir Agrobacterim
forma un pili, en ausencia del mismo no se prodaiteansferencia del T-DNA (Fullner
et al, 1996). Por tanto dicha transferencia se producaip@roceso de conjugacion en
el que estan implicados estos polipéptidos cuyeidumnconcreta se trata de dilucidar en
estos momentos.

Bordes derecho e izquierdo

Una vez trasladado el T-DNA a la planta este daberiarse en el genoma y para
ello son necesarias las unidades de repeticiomple @resentes en el borde derecho:

Derecho: 5-TGNCAGGATATATNNNNNNGTNANN — 3’
Izquierdo: 5-TGGAGGATATATNNNNNTGTAAANN — 3’

Durante la insercion del T-DNA en el DNA cromosomide la planta, éste a
menudo experimente cortas delecciones debido a@epoode empalme entre ambos
DNAs. La insercion del T-DNA es aleatoria mienttpage los bordes presentan cierta
homologia con aquellos lugares del DNA de la plantéos que se insertan.

Tras la insercion se produce la activacion de nasuer genes como lasicy op
gue ya hemos descrito.



2.1.2- Ingenieria genética de plantas usando T-DNA

El uso de T-DNA en la ingenieria genética de pkrga basa en cuatro grandes
descubrimientos y en el desarrollo de nuevas tasni€l primero fue la localizacion y
deleccion de los genes que gobernaban la formal&bitumor {pt, iaaM eiaaH). El
segundo el desarrollo de marcadores Utiles paext@detaquellas células vegetales que
habian sido transformadas pagrobacterium El tercero el desarrollo de vectores y
procedimientos genéticos que permitian introduemes foraneos en el T- DNA vy el
cuarto el desarrollo de varios sistemas de cuttevéejidos que permitieron la infeccion
eficiente y la regeneracion de plantas transgénamampletas a partir de células
vegetales transformadas con el inserto de interés.

El proceso basico de transformacion vegetal utitivaA. tumefaciensaparece
recogido en la figura adjunta:

@MJ

Figura : Transformacion mediamgrobacterium tumefaciens
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Limitaciones de los plasmidos Ti

Los genes T-DNA aunque se localizan en un plasrbacteriano, y tienen un
origen claramente procariético, estan flanqueadosspfiales 5" y 3" que permiten su
expresion y funcionamiento en células vegetalegig&het al, 1985).

El desarrollo de los vectores de transformacioreiagse basa en la idea de que,
excepto las secuencias de los bordes, ningun etmadgl T-DNA es necesario para la
transformacion y la integracién en la célula velgdRar lo que pueden ser sustituidos
por un DNA exdgeno, ya que cualquier DNA compreaditre dichos bordes sera
transferido al genoma de la planta.

Pero estos los plasmidos Ti presentan ciertos usnantes, que como ya
mencionamos, tuvieron que ir siendo solventados pquoco.

- Los gene®nctienen que ser eliminados, asi las células vesgetednsformadas no
proliferan en un tejido tumoral y pueden regenetantas normales. Pero esto acarrea
un inconveniente y es que al no formarse los tusydess células transformadas son
fenotipicamente indistinguibles de las células radesy por ello deben usarse
marcadores que permitan seleccionar las célulasftranadas.

- También deben eliminarse los genes que codifiaaropinas, ya que la planta
desvia parte de sus recursos para sintetizar estopuestos y la produccion final
obtenida es menor.

- Los plasmidos Ti son largos para lo experimemtesde recombinacion de
DNA (200,800kb), luego los segmentos de DNA ques@io necesarios para el clonage
se eliminan.

La eliminacion de estos segmentos de DNA es losgueonoce con el nhombre de
desarme del plasmido Ti.

SISTEMAS DE VECTORES DERIVADOS DEL PLASMIDO TI

Una vez superados los contratiempos sefialadospemt anterior, a tecnologia
del DNA recombinante se dedic6 a disefiar vectoessdos en plasmido Ti natural.
Estos vectores, tienen una organizaciéon similar onstan de los siguientes
componentes:

- Un gen marcador seleccionable, como la neomiosi@transferasa que confiere
resistencia a la kanamicina a las células vegetedesformadas. La mayoria de los
genes marcadores utilizados son de origen prouarjdior lo que deben ponerse bajo
el control de la planta, por ello se hace necesdraulir un promotor y una secuencia
de terminacion de poliadenilacion, que regulen gmitan la transcripcion de estos

genes en la planta bajo las sefales adecu@t@siaimente, ademas de un gen marcador
para seleccionar las células vegetales transforsnasta emplea un segundo marcador que puede



consistir en un gen seleccionable o mas cominmamten gen para la sintesis de opinas como la
nopalina. Este segundo marcador va a permitir gaa getectadas aquellas células transformadas que
escaparon del régimen de seleccién inicial)

- Un origen de replicacion que le permita al plakmieplicarse erk.coli. En
algunos vectores también se ha afiadido un origeregleEacion que funcione en
A.tumefaciens.

- La secuencia del borde derecho del T-DNA comoimun aunque algunos
vectores también incluyen la izquierda.

- Un polylinker que facilite la insercién del gelortado en la region del T-DNA
entre los dos bordes.

- Lugares unicos de reconocimento para endonudedesaestriccion, necesarios
para clonar el gen o fragmento de DNA de interésl @aDNA.

- Un gen marcador bacteriano para seleccionar kslas de E.coli y
Agrobacteriungue han incorporado el vector.

- El gen/genes que queremos introducir en la pldeleen ser también afiadidos, al
igual que los promotores necesarios para su expresi la planta.

La adicion de estos elementos es lo que se cormtelcnombre de armado del
nuevo plasmido.

Puesto que sin los genes estos vectores no pueden insertar por si mismas el
DNA en la célula vegetal, se han disefiado dos tijgosistemas de vectores derivados
del plasmido Ti, estos sistemas son los que seautien la actualidad:

- Sistema de vector cointegrado ( sistesigx se introducen nuevos genes en un
plasmido Ti no oncogénico mediante recombinacidmdioga (Zambriyskiet al,
1983; Deblaeret al, 1985).

- Sistema de vector binario (sistetnans): los nuevos genes son clonados en un
plasmido que contiene T-DNA no oncogénico, estesrpldo es posteriormente
introducido en una variedad degrobacteriumque posee un plasmido Ti con una
regionvir intacta pero que carece de T-DNA.

En cualquiera de los dos casos, el DNA de interiésepo se clona ekcherichia
coli y posteriormente se transfierédgrobacteriumpor conjugacion (Van Haukt al,
1983) o electroporacion (Merserestal, 1990).

Sistemas de vector binario:

El vector binario lleva:

- Origenes de replicacion tanto pdta coli como paraA. tumefacienso en su
defecto un origen de replicacién de amplio rango.



- Un gen marcador seleccionable tanto fali como parad. tumefaciensTanto
el gen marcador como los genes que se desea spegsalos por la planta van
insertados entre los bordes derecho e izquierdo.

El vector binario no lleva:

- Los genewir

Todos los pasos de clonaje se realizanEercoli antes de que el vector sea
introducido enA. tumefaciensA. tumefaciengresenta un plasmido Ti con el set
completo de genesdr pero no consta de T-DNA. Asi el plasmido Ti defecsintetiza
lo genesvir que permiten la transferencia del T-DNA del vetioario.

Se trataria de un vector binario que contiene &b ge interés y el gen
marcador seleccionable entre los bordes del T-DN plasmido Ti llamado ayudante
gue contiene los gen&g necesarios para que la transferencia al genonetaldgnga

lugar (de Framonet al, 1983; Hoeckemat al, 1983). Este es el sistema que mas se
utiliza actualmente.

Figura: Vector binario.
Sistemas de vector cointegrado
El vector cointegrado lleva:

- EL origen de replicacion de.coliy no puede existir autbnomamente en el interior
deA.tumefaciens

- Marcador seleccionable que puede ser utilizaddot@&n E. coli como enA.
tumefaciens

- Marcador seleccionable para las células vegetiarsformadas.
- Los genes diana (a insertar en | genoma de fdg)la

- El borde derecho del T-DNA.



- Una secuencia de DNA que presenta homologia caspge un segmento del
plasmido Ti desarmado.

El plasmido desarmado Ti lleva:
- El borde izquierdo del T-DNA
- El cluster de genesr

- Un origen de replicacion pafa tumefaciens

Figura : Vector cointegrado

Pero este plasmido Ti desarmado carece de: bomdehdedel T-DNA y de los
genesonc. El vector cointegrado tiene que integrarse en pitemido Ti desarmado
para formar un plasmido Ti recombinante.



Tanto el plasmido Ti desarmado como el vector egirstdo llevan secuencias de
DNA homologas que proporcionan un lugar para lamdsnacion homologan vivo,
normalmente esta secuencias se localizan dentrd@-@MA. Tras la recombinacion
homologa el vector cointegrado se integra en ednpido Ti y este proporciona los
genesvir, necesarios para la trasferencia del T-DNA a umplianrango de células
vegetales. La Unica forma de que estos vectoresrmaatenidos eA. tumefaciengs
como parte de una estructura cointegrada.

El problema a la hora de utilizar estos vectoreguessu gran tamafio (normalmente
mayor de 10 kb) dificulta su manipulacionvitro. Ademas los plasmidos tan grandes
tienden a tener menos sitios de restriccion Urpema el proceso de clonaje. Por ello se
suelen utilizar vectores binarios de pequeiio tan@$ados en la secuencia del vector
binario pBIN19. Este vector presenta la ventajgue sigue siendo funcional aunque la
mayor parte de su DNA sea deleccionada. Asi seepomubstruir un vector que, en lugar
de las 11,8 kb que presenta el original, solamiemiga 3-5 kb. Este vector mini binario
se denomina pCB301 y se muestra en la figura adi@ace

Figura : Vector Pcb301. AbreviaturasiV , parte del origen de replicaciémpt, gen de la neomicina
fosfotransferasdrfA, parte del origen de replicacion; RB, borde dered#loT-DNA; MCS, sitio de clonaje
multiple; LB, Borde izquierdo del T-DNA; £, promotor constitutivo del virus del mosaico deddiflor; TP,

secuencia de la proteina diangsTsecuencia de terminacién de la transcripciérgdrl35s del virus del mosaico de
la coliflor; bar, gen de la fosfinotricina acetiltransferasa. (iahal, 1999)

Dado que ciertas regiones necesarias para la @mifughan sido deleccionadas,
este vector no puede ser transferidd.aumefacienpor conjugacion por lo que tienen
gue usarse mecanismos alternativos como la electropn, de la que hablaremos mas
tarde.

Ventajas que ofrecen los vectores derivados de pCB3

- El genbar, se localiza adyacente a una regién promotora yaa region de
terminacién de la transcripion, codifica por eliem fosfinotricin acetiltransferasa que
es insertada en el sitio de clonacion multiple. psitas transformadas lo expresan y
son facilmente detectadas.

- Adyacente al gerbar pero en orientacion opuesta se localiza un cagete
incluye: un promotor 35S; una secuencia de DNAapgifica proteinas que se expresa
tanto en mitocondrias como en cloroplastos; un efgnde union transnacional que
incrementa el nivel de expresion de la proteinaficada por el gen anterior; una
porcion del sitio de clonacion multiple y una sewie de terminacion de la
transcripcion.



- Estos vectores derivados son flexibles, faciles wbar y contienen una
amplia gama de sitios de restriccion unicos.

2.2.- Agrobacteriunrhizogenes

Existe otra familia de plasmidos de Agrobacteriwne godria servir de vectores de
genes para la obtencién de plantas sanas, genétitmmmodificadas. Provocan una
proliferacion de las raices denominada “raiz erelbata”, en la plantas infectadas por
A. rhizogeney se llaman plasmidos Ri (deot inducing) Las raices, como el tejido de
la agalla, crecen rapidamente en un cultivo liledalcterias.

Jacques Tempé y sus colegas del Instituto nacibraicés de Investigaciones
Agrondémicas, demostraron que las células de lasgaiontienen opinas y T-DNA. Al
igual que los plasmidos Ti del mutances de la nopalinalos pldsmidos Ri dan
origen a células vegetales transformadas que puedenerar plantas fértiles intactas y
sanas.

Estos plasmidos Ri parecen ser vectores desarnsadosgolencia exterior y los
procedimientos para transformar plantas utilizaoslslon bastante similares a losAde
tumefaciengor lo que no nos extenderemos mas y daremosapaiso tipo de técnicas
que permiten la transferencia directa de DNA



3.- VECTORES VIRALES:

Los vectores virales no han satisfecho las expeatasobre su uso en Ingenieria
Genética de plantas, pero si tienen el potenciakaeplementar las tecnologias
existentes de transferencia directa de genes gftremacion mediantdgrobacterium
de manera efectiva. Se pueden infectar de formi@nsica plantas completas e
investigar asi la expresion génica en los difeeetggdos. La infeccion sistémica tiene
lugar de forma tipica en dias o semanas, no ensmgskas particulas virales se
acumulan en altos niveles conduciendo a la amatifim génica y a la posibilidad de
expresion a gran escala. Sin embargo, los virusuthesrtos hasta ahora no se integran
en el genoma huésped, y la transmision a través Iiieea germinal no ha sido posible.
También existen problemas con respecto a la existele un rango de hospedadores
limitado y problemas de empaquetamiento segun rehifta del inserto en vectores
virales.

Existen dos grupos diferenciados de virus vegetédssvirus DNA y los virus
RNA. En general, los virus de RNA tienen su ciclo egiteplasma mientras que los
virus de DNA pueden tener su replicacion asociddaieceo. De esta manera, los virus
de DNA presentan mecanismos de regulacién similaréss de la planta huésped,
mientras que los virus de RNA tienen mecanismosratgilacion generalmente
diferentes. Los virus DNA constituyen soélo el 1-2% los virus vegetales que se
conocen (Lebeurier, 1986). Pueden subdividirse @n gtupos: logaulimovirus de
doble cadena y logeminivirus de cadena sencilla. Debido a que es mas fabijaa
con virus DNA, la mayor parte del trabajo en deskrrde vectores virales se lleva a
cabo en estos virus.

1.- VIRUS DNA

Caulimovirus:

Figura : Vision al microscopio de particulas virales de caulimovirus infectando un tejido vegetal.

Existen al menos doce miembros de la Fan@aulimoviridae (Hull y Davies,
1983), y de ellos el mejor caracterizado egreils del mosaico de la coliflo(CaMV).



El CaMV posee un genoma con DNA de doble cadenapieximadamente 8
kilobases, y con un rango limitado de hospedadem®su mayoria cruciferas como la
coliflor y el nabo. Los &fidos son los vectorestagmsmision naturales; sin embargo,
también se puede producir infeccion mediante iramah mecanica y agroinfeccion
(uso de Agrobacterium como vector para facilitanfaccion viral de plantas).

El DNA viral se transcribe en el nucleo de lasulzd infectadas mediante la RNA
polimerasa Il codificada por el genoma vegetal. @educen dos transcritos
principalmente, un RNA 35s correspondiente al DNvdhcompleto con una repeticion
terminal de 180 pb, y un RNA mensajero subgenorg® que termina en el mismo
punto que el RNA 35s. Hay ocho pautas de lecturartabpotenciales (ORFs). El
transcrito 19s probablemente codifica el ORF I\spmnsable del desarrollo de los
sintomas (Baughmaet al, 1988). Se ha propuesto que los otros ORFs sdudidos
desde el transcrito 35s mediante un mecanismaag/nelce”) en el que los ribosomas
paran después de pasar el codon de terminacién tinscrito, y se reinician en el
siguiente coddn de iniciacion del transcrito. Tagnlse ha sugerido que los ORFs IV y
V podrian expresarse como una larga proteina merque seria posteriormente
modificada para producir dos proteinas funcionales.

El virus se replica mediante el priming del traiteci35s con un tRNA-met
codificado por el hospedador, seguida de la siidsila cadena menos (-) de DNA
catalizada por una reversotranscriptasa codifipada| virus.

El ORF Il es un factor de transmisién por afidosabertet al, 1983) y no es
esencial para la infectividad viral como un heclaural. Gronenborret al (1981)
clonaron con éxito DNA extrafio en el ORF Il y ericaron que mayor tamafo de
DNA gque se podia introducir de esta manera ergpaxenadamente 250 pb. Brisseh
al. (1984) remplazaron ORF Il con un pequeiio (234del)acteriano que codifica para
la dihidrofolato reductasallifr), el cual fue expresado y propagado de forma lestab
plantas de nabo. Este gen confiere resistenciaetitraxato, y las plantas de nabo que
fueron infectadas con CaMV que contenia estedignresultaron resistentes a dicho
compuesto. Se encontré que cuando alguna de lagreotiones tenia una extensa
region no codificante entre el final de ORF | y pIncipio de dhfr, entonces la
construccion era inestable para el transito a datply expresaba el gen en menor
medida. Esta sensibilidad al tamafio de las seagmngiergénicas hallada en CaMV
muestra lo cuidados que hay que ser en el diseBstddipo de vectores.

En el vector CaMV simple el tamafio limite de losseimos clonados es
probablemente de unas 800 pb (mediante deleccicedigion). Se sugirid otra
aproximacion diferente, que es la construccion deantes complementarios, tales que
el “vector” mutante transporte el DNA extrafio yasdihas pocas de las funciones de
CaMV, y el otro mutante porte todos los ORFs de €aldero es deficiente en los
ORFs gque portan el “vector”. Esta aproximacion ida sestada (Choet al, 1985); se
contruyeron pares de complementarios, mutantesfaotivos CaMV que se usaron en
una infeccion mixta. Se consiguid una infeccibn céxito, pero sucesos de
recombinacion eliminaron el DNA exdgeno. La altactrencia de recombinacion de
CaMV se habia observado ya con anterioridad (Wajddowell, 1982). Quizas, si los
mutantes defectivos complementarios pudiesen aorssrsin homologia, o0 con muy
poca, esta aproximacion del disefio del vector tasal fructifera. Pazkowsleat al
(1986) intentaron también usar la complementacainccuna ruta para la utilizacion de



CaMV como vector; remplazaron el ORF IV (traducilis transcrito 19s) con la region
codificadora de NPTIIl. Desafortunadamente, esteameatno fue infectivo tanto por si
mismo como cuando era complementado por la cepajealel virus. EI gen NPTII se
expresd a partir del promotor viral cuando el vimstante fue transferido a los
protoplastos de nabo mediante transferencia digetgenes, pero no hubo escape del
virus, y las secuencias virales se asociaron sofo BNA genomico de alto peso
molecular.

Otra aproximacion a la complementacién en los vest€aMV seria introducir un
genoma de un virus defectivo complementario detitayenoma de la planta mediante
agroinfeccion (transformacién mediada gagrobacteriun). Este podria constituir un
sistema equivalente al sistema de células COSlagmapagacion de vectores basados
en el virus SV40 defectivo de mamiferos (Gluzma&81). La validez de este método
en vectores basados en CaMV aun empieza a investigal trabajo de Pazkowséi
al. (1986) dio lugar a la demostracion de que loslpetos génicos de los genomas de
CaMV mutantes clonados en plantas pueden ser exjpesShewmakeat al (1985)
clonaron una copia entera de CaMV en una gran dedtigle especies vegetales, y
mostraron que tanto el transcrito 19s como elsgbsexpresados (a distintos niveles
segun la especie). Ademas, Walden ha conseguidtaplde tabaco (fuera del rango de
hospedadores normal de CaMV) que contienen dimd®o€aMV y muestra que el
homogenizado de la hoja de estas plantas es inf&ccuando se inocula en nabo; pero
aun no esta claro si el virus se replica en eldaba si la infeccion del nabo esta
mediada por los transcritos 19s y 35s. Quizas lmc@a que es mas susceptible a
transformacion genética, pueda usarse como modedogste sistema.

Recientemente nuevos estudios proponen el usotde @sus como vectores. El
mas prometedor, desarrollado por Hull et al. (2@@6pone un sistema de activacion de
transgén mediada por el virus CaMV. A pesar de, @lcsistema de transformacion
vegetal mediada por caulimovirus sigue, hoy en sifaconstituir un sistema eficaz y
con aplicabilidad en este terreno

Geminivirus:

Figura : Vision al microscopio de particulas virales de geminivirus infectando un tejido vegetal.



Los geminivirus (revisado por Davies al, 1987; Harrison, 1985; Stanley, 1985)
son virus DNA de cadena sencilla que se replicaal enicleo de las células mediante
un DNA intermediario de doble cadena. Copias clasade varios miembros de los
gemini virus son transmisibles a un amplio ranghalgpedadores, que incluyen tanto a
monocotiledéneas como a dicotiledoneas (Harris885)L

En la literatura se presentan evidencias de algemésrmedades causadas por
geminivirus desde hace varios siglos. Estas enfiaides se caracterizan por presentar
sintomas como enrollamiento de la hoja, rugosideakaicos amarillos, enanismo de la
planta, clorosis y generalmente una disminuciéele@endimiento. Sin embargo, fue en
la década de los afios 1970 cuando se determinél qgente causal de una enfermedad
que producia un mosaico dorado en yuca era un gooscaracteristicas Unicas que
incluian una morfologia geminada (dos icosahedrmidos por un lado) y un genoma
circular de DNA de cadena sencilla. A partir deoanes, el nUmero de geminivirus
registrados ha ido creciendo aceleradamente Hagt la ser una de las familias mas
numerosas. Los geminivirus son una familia de vpagdgenos de plantas que son
transmitidos por insectos vectores a una gran dadiele plantas monocotiledéneas y
dicotiledoneas. La distribucion geografica del atsevector es la responsable de la
distribucion paralela del geminivirus que transmita familia Geminiviridaese divide
en tres géneros segun su espectro de huésped#sdin mono o dicotiledoneas), a su
insecto vector (mosca blanca o chicharrita), y aestructura genémica (mono o
bipartita). Aquellos virus transmitidos por la diacrita tienen, por lo general, genomas
monopartitos, mientras que los transmitidos pommasca blanca tienen genomas
bipartitos. Los miembros de esta clase han sidemsnente propuestos como vectores
vegetales.

Ademas del interés que los geminivirus despertar@mo agentes causales de
muchas enfermedades de importancia economica, cbllohée tener umgenoma de
DNA atrajo la atencién de muchos grupos que se dedi@aexplorar la posibilidad de
usar los geminivirus como vectores para la introgucde material genético en plantas.
Una segunda razén poderosa era la perspectivaaddagsgeminivirus como modelos
de estudio de manera similar a los trabajos reigzaon bacteriéfagos a mediados del
siglo pasado o un poco mas tarde con algunos dieuBNA (SV40, adenovirus) en
sistemas animales. La posibilidad de usar los geimis como vectores para introducir
DNA fordneo en plantas ha ido perdiendo interésegficarse que estos virus presentan
restriccion al aumento de tamafio de su genomages, @duando se les introducen
genes foraneos que aumentan el tamafio del gen@maris quiméricos tienden a
eliminar ese DNA en un intento de recuperar su f@mmariginal. Por otro lado, los
geminivirus si estan respondiendo a las expectatieaser usados como modelos para
estudiar algunos procesos moleculares en plantas.

El genoma delirus latente de la yuca(Cassava Latent Viru€ELV) consiste en
dos componentes denominados DNA 1 y DNA 2. El DNAcddifica funciones
esenciales para la replicacion, pero no para é&canbn sistémica o la transmision célula
a célula (Townsendt al. 1986); también se ha descubierto que este DNédifica una
proteina de la cubierta que no es esencial panafdatividad (Stanley y Townsand,
1986). Ward et al. (1988) mostraron que, aunquizlaccion del gen que codifica para
la proteina de la cubierta suprime la infectividaddiante inoculacion manual con
moléculas lineales de DNA 1 y DNA 2, los mutantesles que se remplaza por
secuencias de tamafio similar son totalmente irdeosi Cuando el gen de esta proteina



se sustituye por el gen CAT bacteriano y el DNAiseidado se inocula ddicotiana
benthamianajunto con el tipo salvaje de DNA 2, las plantasateollan sintomas
normales de infeccion, y CAT se expresa sistenraticdée en altos niveles (80
unidades/mg de proteina soluble) 10 dias despudsa d®oculacién. Los mutantes
defectivos de complementacion de CLV sufren fretereente recombinacién para
originar el virus de tipo salvaje (Warmt al, 1988). Sin embargo, no se observo
inestabilidad en la expresion virica del den CAfiespmiblemente porque no existia
una presion selectiva para la deleccion del gen.

Hayeset al (1988) realizaron un trabajo similar corvelus del mosaico dorado
del tomate (TGMV ). El TGMV tiene un genoma bipartito de dos molésutirculares
de DNA de cadena sencilla, aproximadamente del2 KA A y DNA B). La Unica
homologia entre las dos cadenas es la llamadadtregimin” de unas 200 pb. Hayas
al. (1988) encontraron que, cuando las plantas dactalde tipo salvaje son
agroinfectadas con bacterias que contienen (deletranismo T-DNA) o dimeros de
DNA A y DNA B, o un dimero parcial de A y un dimedle B, o un dimero de B y un
dimero parcial de A con ausencia de una parte eelquie codifica la proteina de la
cubierta, la infeccion sistémica se consigue famita. La infeccidon sistémica se
consigue también cuando las plantas son agroinf@stacon una mezcla con una cepa
que contiene un dimero de A y otra cepa que cantiendimero de B. Se ha sugerido
que la particula A puede codifica las funcionesesadas para la replicacién, y que la
particula B codifica las funciones relacionados @transmision célula a célula y el
desarrollo de los sintomas.

Hayeset al (1988) construyeron vectores en los cuales l@megue codifica NPTII
sustituye a la region que codifica la proteinaadeubierta, y realizaron a partir de aqui
sistemas de agroinfeccién en plantas de tabacos Esttores contenian o 1,6 copias
repetidas en tandem de la region que codifica NRIEI DNA A del TGMV
(pBIN19A1.6ne0, o lo mismo méas dos copias de del DNA B de TGMBIN19A1.6
ned2) entre los bordes del T-DNA dgrobacterium Las plantas de tabaco de tipo
salvaje fueron agroinfectadas con pBIN19Ah&B2, y las plantas transgénicas B2
(que contenian el DNA B de TGMV integrado en elagena) fueron agroinfectadas con
pPBIN19A1.6nea Cuatro de las 20 plantas del primer tipo, y 18a3e20 del segundo
fueron infectadas sistematicamente tal y como sermdeé mediante un analisis dot
blot de DNA usando sondas especificas para DNADNA B de TGMV. Ningunas de
las plantasnecinfectadas mostraron sintomas. Las infeccionesofueonfirmadas
mediante Southern Blot; se encontraron formas déA diral superenrrolladas y en
circulo abierto del tamafio esperado. Cuando semugdantas del tipo salvaje sin neo
pBIN19A1.6B2 para infectar plantas de tabaco, fledcion fue més eficiente.

También se construyeron plantas que contenian n&t.Gntegrado en su
cromosoma. Mediante Southern blot reencontr6 eDMNA de la planta las formas
mononméricas del DNA Aeode TGMV (con la region codificante de NPTIl endng
del gen de la proteina de la cubierta. EI tamaBbNdPIl expresado en el DNA A de
TGMV es de 2708 pb, en comparacion con el DNA Aadeepa salvaje, que es de 2588
pb. El tamafio limite de este vector ha sido amgliagtdiante la introduccion de la
region codificante para la glucuronidasa (GUS) lesit® de NPTII; es un aumento de
600 pb.



Existen varias diferencias interesantes entreabajo con CMV y con TGMV. La
pérdida de infectividad observado en los mutanteg @or deleccion de gen para la
proteina de cubierta no se ha observado en losntestd GMV por deleccién del gen
para la proteina de cubierta, lo cual sugiere aueag el tamafio obligado en CMV es
mas reducido en CMV que en TGMV. Ademas, la constéun de TGMV produjo
plantas asintomaticas, a diferencia de CMV. Deb&daue el gen marcador, el
hospedador y el método de infeccién difieren endlos experimentos, no esta claro si
las diferencias observadas fueron debidas a lass vir a la forma en que los
experimentos fueron llevados a cabo.

Los vectores basados en geminivirus parecen coinstiha enorme promesa en
cuanto a aplicabilidad. Pueden proporcionar meoarsseficientes de amplificacion
génica en plantas, tanto por infeccidn sistémicpldetas con el vector proporcionando
un rapido ensayo de expresion génica, 0 por prodaantas transgénicas para un
dimero parcial del vector proporcionando amplifiGacgénica heredable. Alan no se ha
determinado el limite en cuanto al tamafio del DNRafieo que se puede replicar por
un vector de este tipo, pero no estd limitado pestricciones en cuanto a
encapsulamiento, como en el caso de los caulim@viddemas, el rango de
hospedadores de los geminivirus es muy elevado.

2.- VIRUS RNA

La utilidad potencial de los virus RNA es adn in@e No existen ensayos de
infecciones directas de las formas cDNA de logsyRNA. Asi, la infeccion mediante
transcritos RNA sintetizadds vitro es la Unica ruta obvia de disefiar virus de RNA
(Fraleyet al, 1986). También se ha sugerido que la elevagadaserror durante la
sintesis viral de RNA causaria inestabilidad enegeforaneos (van Vloten-Dotirgf
al., 1985). No existe presion selectiva a la horaateegir errores producidos en estos
genes foraneos, en contraste con las mutacionedu@das en los genes virales
endogenos, aunque es una cuestion bastante dacutid

Existen un par de investigaciones sobre genes dogamxpresados en vectores
virales de RNA. Frenclet al, 1986 informd de la expresién del gen bacteri@dd
mediado por transcritos de RNA de una proteinaud&i de la cubierta del virus del
mosaico de bromo en protoplastos de cebada. Comeasen protoplastos, es dificil
comparar los resultados con otros obtenidos cografifes vectores de origen viral.
Takamatsuet al (1987) también realizaron experimentos similazes el virus del
mosaico del tabaco, pero los resultados fueron pogsistentes

Todos estos resultados sugieren que la utilizasgwirus RNA como vectores para
la transformacion de plantas es poco factible emrasmento.



4.- VECTORES TRANSPOSONES:

Los transposones son fragmentos de DNA que pueddinar “saltos” de una zona
del DNA a otrain vivo. Un buen ejemplo lo constituye el elemeiin (McClintock,
1951), que crea una duplicacién de 8 pb en el d@imtegracion y puede escindirse a si
mismo de forma precisa de una parte del genomeegrarse en otra, en una posicion
distal. Este descubrimiento condujo a la posibdidl uso de los transposones como
vectores de transferencia génica.

El elementoAc del maiz se transfirio a plantas de tabaco poriondé una
transformacion mediada péigrobacterium En dichas plantas se observé su escision y
reintegracion en cualquier sitio tal y como ocuere el hospedador natural (maiz),
(Bakeret al., 1986).

Se han clonado varios genes de plantas usandgodssores. Un gen mutado
portando un inserto transposon se aisla primermdssain transposon previamente
clonado como sonda para encontrar el elemento PNA flanqueante; el DNA
flanqueante se usa posteriormente como sonda stea & gen desde la linea salvaje.
A pesar de ello, su aplicabilidad como vectoressta del todo definida.



5.- TECNICAS DE TRANSFERENCIA
GENICA DIRECTA

Ademas de las técnicas de transferencia génicaldssa el uso dégrobacterium,
existen otro tipo de técnicas basadas en la utibpade tratamientos quimicos, fisicos y
eléctricos para introducir DNA en las células. Estécnicas son denominadas
comunmente comtgcnicas de transferencia génica directéDGT).

Aunque la transferencia génica mediada pgrobacteriumresulta efectiva en
varias especies, las plantas monocotiledéneasiidiosl los principales cereales (arroz,
maiz y trigo) no son transformadas facilmente fpgrobacterium tumefacieng&stas
dificultades en la transformacién de determinad@e@es vegetales crean la necesidad
de desarrollar otros procedimientos alternativas pea transferencia génica. Comienza
asi el desarrollo de las técnicas de transfergy@iaca directa.

5.1.- TRANSFETERENCIA DE DNA A PROTOPLASTOS

La incorporacion y expresion de DNA mediante priasios fue el primer método
de transferencia génica que se demostré que fuadzéoan plantas. La técnica se basa
en el principio de que la pared celular es la peddbarrera para la captacion de DNA,
asi que esta puede ser temporalmente extraidaeripostente distintos métodos
simples pueden ser utilizados para la transferayémiaca.

Los protoplastos tiene un gran interés en lo quesfsere al proceso de extraccion
de la pared celular (mediante enzimas de restrncpues este va a aislar las células de
una en una a partir del tejido utilizado, por l@ das células diana para la transferencia
es una gran poblacion de unidades individuales.

Para la transformacion, las células son obtenidpartér de distintos tejidos, que
van a depender de la planta utilizada y del olpetlel estudio. Para los analisis de
expresion transitoria, no se necesitan células en division, solo sesitacecélulas
capaces de sobrevivir 24-72 horas tras el tratamigor lo que los protoplastos pueden
ser aislados a partir de casi cualquier tipo dddePara laransformacion establese
necesitan células en division, por lo que el numiEdejidos que van a servir como
fuente de protoplastos es mas restringido.

La subsiguiente captacion de DNA a los protoplasiskdos puede ser efectiva
mediante distintos métodos fisicos y quimicos care & crear poros en la membrana o
bien mediante mecanismos de endocitosis que vaermaitp el paso de moléculas
externas a través de la membrana. El método quimésoefectivo es el método que usa
polietilen glicol (PEG) en combinacién con cationes divalentes"(Ga Mg™). El
mecanismo de la captacion de DNA inducido por eGPl estd completamente
entendido, pero implica la contraccion del voluntet protoplasto debido a la alta
presién osmoética originada por el PEG, seguidaadedacion de vesiculas endociticas
que incorporan el complejo cation/DNA. Muchos faetovan a influir en la eficacia del
proceso de transformacion, principalmente la comaeidbn de PEG, el pH del tampon
de transformacion y la cantidad de cationes divatenLos protoplastos de distintas



especies muestran distinta sensibilidad al estréslupido por el tratamiento de
transformacion con PEG y en todos los casos uneptae de la poblacion de
protoplastos es dafiada. Con la optimizacion detqulimmiento se pueden llegar a
alcanzar frecuencias de transformacion estableld (Spangenberg & Potrykus,
1995).

La mayor alternativa al tratamiento con PEG parfadasformacion de protoplastos
es la electroporacion. En este método los prottgdason suspendidos en un tampoén
con gran conductividad que contiene el DNA. Secaplipulsos cortos de alto voltaje
que pasa a través de la solucidn, causando laié@patde poros de forma reversible en
la membrana, que van a permitir la entrada de cutdé externas. Se han hecho una
gran cantidad de trabajos con el fin de optimizaa é2cnica. Se utilizan pulsos de bajo
voltaje (300-500 V/cm) durante largos periodosidmpo (30-100 ms) o voltajes altos
(1000-10000 V/cm) con pulsos cortos. Los efectedod parametros eléctricos son
obviamente modificados por la conductividad del gdm de electroporacion, y a
cualquier conductividad dada, la composicion i6nica a influir también en la
captacion del DNA o en la supervivencia celularm@ces de esperar, las condiciones
optimas de transformacion varian segun la plantka dpie es obtenido el protoplasto.
Uno de los principales factores es el tamafio datbplasto, pues a mayor tamafio es
mas elevado es el campo eléctrico necesario patadaoporacion.

Las principales ventajas del método de transformacion de protoplastosysenen
los ensayos de expresion transitoria permiten dastormacién de un nimero muy
elevado de células individuales, facilitando losagis cuantitativos con buenos niveles
de replicacion. Este método también permite la ycon de muchas lineas
independientes, la seleccion de microcayos derg/ati protoplastos es eficiente y
mediante la inmovilizacion de los protoplastos estrstos como agarosa o alginato se
pueden manipular con facilidad un gran nimero d®<aEstos tributos permiten la
seleccién de eventos que ocurren a muy baja fre@eromo la recombinacion
homologa entre transgénes (Batal, 1990).

La principal limitacion del uso de estas técnicas es que en muchas dp&Eses
vegetales en las que se aplican estas técnicasmda fisual (i.e. aquellas especies
recalcitrantes a la transformacion mediakgeobacteriun la generacion de las plantas
a partir de cultivos de protoplastos no es efieieRbr esta razén, muchos laboratorios
han elegido el uso de bombardeo de particulas coéodo alterativo para la
transferencia génica, pues esta técnica permitsoetle explantos multicelulares a
partir de los cuales es mas facil de regeneratggan

5.2.- BOMBARDEO CON MICROPROYECTILES

El bombardeo con microproyectiles o biolistica, eds método alternativo al
plasmido Ti mas importante para transferir DNA @npds. La técnica consiste en bafiar
particulas esféricas de oro o tungsteno (aproximadse de 0,4-1,2 micrOmetros de
diametro, o del tamafio de algunas células bactsjacon DNA, el cual ha sido
precipitado con Caglespermidina o polietilen glicol. Las particulagiadas con DNA
son aceleradas a altas velocidades (300-600 mes@gundo) con un equipo especial
llamadopistola de particulas(o pistola de genes). La version original de psttola de



particulas utilizaba una pequefa cantidad de p&lpara acelerar las microparticulas.
Actualmente se usa helio a altas presiones comotefupara la propulsion. Los
proyectiles acelerados van a penetrar la paredacejula membrana de la célula,
aungue la densidad de particulas utilizadas no ses@tar significativamente dafiina
para la misma. El alcance de la penetracién dedasculas en las células vegetales
puede ser controlada variando la intensidad dellielst, alterando la distancia que las
particulas han de atravesar para alcanzar la célutdizando particulas de diferentes
tamafios.

Una vez dentro de la célula, el DNA se separa si@daticulas y, en algunos casos,
es integrado dentro del genoma de las plantasofblardeo con microproyectiles es
utilizado para transferir DNA exdgeno a suspensiargulares de plantas, a cultivos de
callos, a tejidos meristematicos, a embriones i@y a polen, todos ellos obtenidos
a partir de un amplio rango de plantas diferentesluidas monocotiledéneas y
confieras, plantas menos susceptibles de la infeqoor Agrobacterium Ademas, este
meétodo a sido utilizado para transferir DNA a cfastos y mitocondrias.

De forma convencional, los plasmidos de DNA disaglten tampon son
precipitados sobre la superficie de los micropoctles. Este procedimiento tiene
como objetivo aumentar la frecuencia de célulassttamadas al aumentar la cantidad
de plasmido de DNA; no obstante, una elevada cahtak plasmido puede resultar
inhibitoria. Se estima que aproximadamente 10,@ilas son transformadas con cada

bombardeo. Con esta técnica, las células transttamgque son detectadas por la
expresion de unge marcador, a veces solo exprs&NA transferido de forma
transitoria.

La configuracion de los vectores que son utilizadosbiolistica para introducir
genes foraneos a plantas influye tanto en la iatg@n como en la expresion de dichos
genes. De este modo, la transformacion resultaefidez cuando se usa DNA linear en
vez de circular. Ademas, los plasmidos de tamadpsriores a 10 Kb, a diferencia de
los pequefios, pueden ser fragmentados durantengbdvdeo con microproyectiles,
produciendo una tasa menor de células transformAdasasi, si el fragmento de DNA
que se va a incorporar en el genoma de la plan@eegran tamafo, este va a ser
introducido utilizando cromosomas artificiales devddura (YACs), queque estan
disefiados para contener marcadors de selecciém plarita, asi como marcadores de
seleccién de levaduras. Como un sistema para cariii la transformacion de las
células vegetales a tenido lugar, distintas cadéisale DNA obtenidas d&ochliobolus
heterostrophuson clonadas en el vector, de modo que la tallo&Y A€ sera de 80 a
550 kb. Posteriormente, el vector con el DNA dehdw sera transferido a las células
vegetales. Aquellas células transformadas resesteal antibiotico kinamicina seran
aisladas. Se confirmara posteriormente la presestiastas células del segundo gen
marcador, el cual va a conferir resistencia ab#dtico higromicina, y que se encuentra
localizado en el otro brazo del vector YAC. La presa de ambos genes marcadores en
las células transformadas indican que el vectorptetm, asi como el DNA foraneo
presente en el mismo, ha sido transferido de faincaz.

El método de bombardeo de microparticulas es udasdi&cnicas de transferencia
génica mas importante, ya que por su naturaleahrtente fisica, es independiente del
tipo de célula blanco y ha sido utilizado no s@ogpintroducir ADN exdgeno a células



vegetales, sino a células de una gran variedadgdmismos tales como bacterias, algas,
hongos, células animales, y ain animales y plantastas.

La biobalistica ha sido utilizada con éxito paradorcir plantas transgénicas a partir
de una gran variedad de tejidos vegetales, endrgue se incluyen hojas, meristemos,
embriones en desarrollo, embriones maduros, calobriogénicos, suspensiones
celulares, etc. Los principales logros en la obtande plantas transgénicas por medio
de este método, incluyen especies de gran inteoFgmico como son la soja, el maiz,
el arroz, el sorgo, la papaya, la cafia de azut#nge y el esparrago. También se ha
utilizado para transformar microorganismos comadewras, el mohdspergillusy el
algaChlamydomonas

Esta metodologia de transformacion tiene ciertastdciones. Algunos tejidos
oponen una resistencia natural a la penetraciélagigarticulas, dada por cuticulas
endurecidas, paredes celulares lignificadas o Bojesr vellosas. Sin embargo, los
principales limitantes del método contindan siefaldaja relacion entre el total de
células sometidas al bombardeo y el nUmero deasefile logran incorporar de manera
permanente la informacidn genética transferida.

5.3.- MICROINYECCION

La transformacion estable via inyeccion de DNA Entleleo celular (Jaenisch &
Mintz, 1974) es una técnica que ha sido aplicadaé&uas animales desde hace ya
veinte afos, convirtiéndose en el método de tregrstéa génica mas utilizado, sobre
todo en mamiferos. La microinyeccion ofrece la agntde que es uno de los dos
métodos, junto con la transformacion mediada pserlague permite la transferencia
génica a una célula concreta. La célula continuaté@sdesarrollo y es transgén
expresado lo hara también en su progenie. Estditoms una poderosa herramienta
para analizar la expresion génica diferencial estirdos tipos celulares y para el
marcaje de células en el estudio de morfogénegestake

En plantas la aplicacion de la microinyeccion resuhas dificultosa que en
animales y , aunque se han hecho importantes avamck aplicacion de esta técnica
en células vegetales, su uso continua resultandg ocmmplicado. Laprincipal
dificultad que se encuentran en plantas es la presenciarel@ gaular, la cual no es
solo una barrera fisica que hace necesario el @smpilares mucho mas gruesos para
llevar a cabo la microinyeccién, sino que tambiditulta mucho la visualizacion del
nacleo, lo que hace que la microinyeccion tengarduguchas veces en el citoplasma.
Otro problema es la presencia de grandes vacuolas @lgunas células vegetales, pues
si el DNA es transportado a su interior, este degtadado antes de alcanzar el nucleo.

En los primeros estudios, la dificultad de atravémapared celular para llevar a los
investigadores a utilizar sistemas de protoplagtosediados de los afios ochenta, se
consiguio llevar a cabo la transformacion de tabaaifalfa via microinyeccion de
protoplasto con el plasmido de DNA Agrobacterium(Cosswayet al, 1986; Reiclet
al., 1996). Un afo después, consiguio llevarse adaliorma exitosa la microinyeccion
de cromosomas aislados (Griesbathl, 1987; de Laat and Plaas, 1987).



Aunque en principio la transformacion de célulagliange microinyeccion ocurre
solo de manera transitoria, al menos en céluldatiss, se a observado que las células
de la linea germinal transformadas son capacesederay plantas (Simmonret al,
1992) y la inyeccion en polen funciona en la figith in vitro (Kranz & Loerz, 1990).

A pesar de que la microinyeccién es una de lasd@emle transferencia génica mas
precisa, pues permite introducir el DNA en compaetitos intracelulares especificos,
las dificultades de su aplicacién hacen que hoglianno se plantea la aplicacion de la
microinyeccibn como una técnica de transformaciatinaria, aunque si puede
utilizarse para la introduccion de DNA en deterrdasacélulas.

5.4.- MACROINYECCION

La trasformacion mediante la inyeccion de DNA éimnterior de cavidades que
contienen meristemos u érganos sexuales de laaptemece ser un paso obvio para la
introduccion de DNA en la planta. Esta técnica adréa oportunidad de un mayor y
mas intimo contacto entre el DNA y la linea gerrhina

La metodologia de esta técnica es sencilla: lacEpiuque contiene el plasmido de
DNA sera inyectado en la cavidad que rodea la reflcencia en desarrollo. El
inconveniente es que sera necesario utilizar usaa gaintidad de plasmido. La potencial
ventaja de esta técnica es por tanto su simplicigadjue puede ser utilizada en todas
las plantas sin necesidad de la preparacion deawsltisulares.

En los primeros estudios llevados a cabo, se atiiXIA gendmico de plantas que
contenia genes cuyo efecto podia ser valorado ragrfamente. Algunos estudios
afirmaron la transformacién, mientras otros diermsultados negativos, como
consecuencia de la dificil interpretacion de losuledos a causa de las
contaminaciones que pueden ocurrir cuando seartilienes marcadores naturales de la
planta.

El interés en esta técnica aumenté en 1987 cuamaorssiguio la transformacion
del centeno mediante la inyeccion de DNA efloral tiller (de la Pena&t al, 1987). En
este trabajo, se utilizd el gen de la neomicindofesnsferasa como marcador y la
evidencia de la transformacion se basaba en lacs@tecon kinamicina y el analisis por
Southern, aunque la transmision a la progenie do par confirmada.

Se realizaron también experimentos con cebada gnd se consiguié llevar a cabo
la transferencia del gen GUS (Rogers & Rogers, 198@nque no se encontraron
evidencias moleculares claras de la transformacion.

Aunqgue los distintos experimentos llevados a calbgiesen que no se puede
descartar esta técnica como un método de transt@ymduncional, lo cierto es que
actualmente no existen evidencias de que la mamodidn sea una técnica
reproducible para la transformacion de plantas.



5.5.- ELECTROPORACION

El principio de esta técnica de transformacionasalen el conocimiento de que la
aplicacion en la membrana celular de pulsos et&drcortos y de alto voltaje hace que
en esta aparezcan, de forma temporal, poros qua panmitir la entrada en el interior
de la célula de macromoléculas presentes en laiénlextracelular (Neumann &
Rosenheck, 1972). Los poros van a crearse en glamente lipidico de la membrana,
por lo que tras el tratamiento, la membrana volhaesu estado normal. Este proceso
permite a las células suspendidas en un tampdrmplésmidos de DNA incorporar al
interior celular el ADN tras la electroporacion,sutando en una trasformacion
transitoria o estable. Inicialmente, la aplicactfinla electroporacion como método de
transformacion fue desarrollado en bacterias, lgnesd y sistemas animales.
Posteriormente se aplicé a protoplastos de platta® una alternativa a los procesos
de captacion de DNA exdgeno inducidos quimicamente.

La electroporaciéon es un método relativamente Bepn@unque su aplicacion a
protoplastos es relativamente dificil, como coneacia de las limitaciones técnicas
que supone el cultivo y la regeneracion de prottpta No obstante, esta técnica
comenz6 a utilizarse ya a principios de los ocheagamiendo de forma general que la
pared celular no es permeable a macromoléculaamelio de los acidos nucleicos, por
lo que se requeria un tratamiento con pectinasas.

Electroporacion de polen y microsporas:

El polen y las microsporas son células que en ipimcesultan adecuadas para la
electoporacion, pues son células sencillas, taiges por definicion. Tras la
electroporacion, existen dos métodos para la olfterde las plantas transgénicas: la
induccién de la androgénesis vitro y la utilizacion del polen transgénico para la
fertilizacion normal de las plantas. En el casolalénduccion de la androgénesis
vitro, se a conseguido llevar a cabo la integracionsit@ia del transgén, pero de
momento no la integracién permanente del mismeaelEaso de la fertilizacién normal,
aungue se han conseguido la integracion del transgése ha conseguido evidencias
de la transmision de este a la progenie y la remibdidad del método resulta
complicada.

Electroporacion de tejidos:

Estudios de expresién transitoria:

Tras los estudios iniciales que demostraron lailidiaol de la transferencia génica
mediante electroporacion, Dereekal (1990) aplicaron esta técnica a tejidos obtenidos
a partir de las hojas de arroz, maiz, trigo y cab&tl estudio demostrd que era posible
la transferencia génica a células intactas orgdagzaen tejidos. Estos estudios
suscitaron el interés en el potencial de la elpottacion para la transformacion de
especies de cultivo no susceptibles a la transftdmacon Agrobacterium Los
siguientes estudios demostraron la transformacramsitoria de distintos tejidos



obtenidos de diversas especies de cultivodgXal, 1990; Akellaet al, 1993; Dillenet
al., 1995).

Estos estudios demostraron también la permeabitidaduchas paredes celulares al
DNA y otras macromoléculas, en contra de lo asunmdmalmente, estableciendo la
electroporacion como una técnica adecuada paransférencia génica.

Estudios de transformacion estable:

La obtencion de plantas transformadas de formalessgpartir de tejidos sometidos
a electroporacion se consiguid por primera vezremzgLi et al, 1992), a partir de
semillas maduras pre-cultivadas. Poco despuésrsggodd en maiz, aunque esta vez a
partir de embriones inmaduros. En cada caso, skaeph cultivos estandar y
procedimientos de seleccion mediante Kinamicina tia trasferencia génica. La
integracion fue ademés confirmada por analisis cutdees.

Posteriormente, se consiguieron plantas transgedieaafa de azicar mediante la
electroporacion de meristemos basales (Areneib#é., 1992) asi como plantas de maiz
transformadas a partir de suspensiones celulasesgéret al, 1994). Queda asi
demostrado que la electroporacion es una técnicdavdara la transformacion estable
de especies vegetales.

5.6.- ULTRASONIDOS

El tratamiento con ultrasonidos sonicacion es un método fisico para la
transferencia de plasmidos de DNA a protoplastaglylas intactas. Esta técnica se
basa en la aplicacion se ondas de ultrasonido guneavcrear, en primer lugar, la
formacion de burbujas, con la consecuente generaea®levada presion y temperatura.
En segundo lugar, los ultrasonidos van a provacgeheracion de corrientes alrededor
de las burbujas. La velocidad de estas corriersiesan relacionadas con el efecto que
va a producir el tratamiento con ultrasonidos; aleng general, el tratamiento fuerte
con ultrasonidos se asocia con la inhibicion dsiméesis de polisacaridos y proteinas,
asi como con la destruccion de algunas macromalg&cbDle hecho, antes de disponer de
los enzimas de restriccion, esta técnica era atiizpara el fraccionamiento de DNA
(Hagenet al, 1970). Los primeros experimentos realizados kmtgs y animales
mostraron los importantes efectos fisicos que hécacion tiene en las células;\étia
faba produce la rotura de la pared celular de las aglde la raiz (Miller et al., 1974)
mientras que en células animales produce alteresi@n la permeabilidad de la
membrana plasmética (Chapman, 1974). En base & @ssarvaciones, la sonicacion
comenzo a emplearse para la transferencia gérpoat@plastos, células en suspension
y pedazos intactos de tejidos.

El proceso utilizado para transferir DNA es el nasmdependientemente del tipo
de células de la planta con el que se vaya a &l plasmido de DNA es transferido
al medio de sonicacion , en el cual se encuentaresuspendidas previamente las de
interés. La mezcla es tratada con pulsos de uitide® de una intensidad que



previamente ha sido seleccionada y de una duragjge va a depender
fundamentalmente del tipo de célula. El factor mgsortante que afecta a la entrada de
DNA en la célula mediante sonicacién es la comp@sidel medio de sonicacion asi
como la cantidad de plasmido. Joersbo y Brunsté@9(Q) encontraron que los
experimentos llevados a cabo con elevadas cantiddeleONA (80-110 g/ml) y el
medio de sonicacidon suplementado con sacarosa geoduna mayor expresion
transitoria de los genes.

Una de lasprincipales ventajas que ofrece la sonicacion es la simplicidad y
velocidad de la técnica, asi como su bajo costemid, la sonicacion es un método de
transferencia génica muy versatil, que permiteodicir DNA exdgeno desde
protoplastos a células en suspension y tejidosoldante, esta técnica tiene también
algunalimitacién, como es el hecho de que las ondas de ultasopigeden causar
dafio en las células a causa de la elevada temgzecate produce, lo que limitan el uso
de esta técnica.

5.7.- TRANSFORMACION GENICA MEDIANTE LASER

La transformacion de las células vegetales medianteadiacion con laser se basa
en llevar a través del objetivo pulsos de luz da ahergia a las regiones del tejido
diana de menos de In de didmetro. Esta técnica resulta muy util pasmipular
componentes celulares y organulos, porque el raygole ser dirigido directamente a
esta area seleccionada. El hecho de que con el éggeros de dimensiones definidas
pueden ser creados en la pared y membrana cgbelanitiendo la entrada pasiva de
DNA a través de los al interior de la célula, hdeessta herramienta una posible forma
de vencer la barrera para introducir DNA en la legliste proceso puede ser ayudado
por la creacion de un gradiente osmaético entreélala y el tampdn hipoténico que
favorezca la entrada de DNA a favor de gradiente.

El experimento tipico comienza introduciendo agdes de cultivos en suspension
o explantos de tejidos en un medio hipertonico mherd -3 horas. Este medio va a
inducir que las células situadas en la zona extdddos agregados se plasmolicen hasta
el 80-90% de su volumen total. Después, los cudtson filtrados y trasladados a una
camara de cultivo. EI DNA, disuelto en medio liquids afiadido a las células, las
cuales son inmediatamente irradiadas con el ldsa#s. células pre-plasmolizadas,
cuando son introducidas en el medio hipotonico qometiene el DNA, introducen
rapidamente el DNA a través de las perforacionetdgpor el laser. Este hecho s ve
maximizado porque las células plasmolizadas captyores cantidades de liquido que
las células no tratadas previamente. El dafio causédas células por el tratamiento con
laser es minimo debido al hecho de que las perras hechas con el laser son muy
pequefias y pueden ser rapidamente cerradas trasaghiento. La forma en la que el
tratamiento con laser es llevado a cabo es enfocahdayo en la superficie de las
células elegidas y posteriormente desplazandolananiinea fina para perforar células
sucesivas.



Una de las principales ventajas de la transforomagor laser es la elevada
precision del método. Como el laser es dirigido nanmicroscopio se pueden ver y
elegir exactamente las células que van a ser &mt#d®i, esta técnica resulta aplicable
para la transformacion de células de los meristerqoe son competentes para la
regeneracion. La microinyeccion que tiene en esspgectos caracteristicas similares,
aungque esta ha de ser llevada a cabo en las célelaforma individual. La
transformacién con laser es una técnica que pumdidesada a cabo en un numero de
células mucho mayor, aunque la subsiguiente texsfea de ADN esté mucho menos
controlada.

No obstante, esta técnica tiene también una imperianitacion, el gran coste del
equipo necesario para llevarla a cabo y la grailitiath necesaria para manejar el laser.

5.8.- TRANSFORMACION MEDIADA POR POLEN

Dado que la funcién del polen es transmitir DNA, lmoque siempre ha existido un
gran interés en la transformacion mediada por gasnélo obstante, hasta la llegada de
los marcadores heterogéneos y de las técnicas mnles de analisis, la obtencién de
evidencias de la transformacion resultaban dificitke interpretar, dado que los
marcadores clasicos como un resultado de la conéandn del polen en vez de como
resultado de la transformacion. En 1986, se corsightener la transformacion de maiz
por polinizacion con una mezcla de polen y de DNXD&h@, 1986). Esto incrementd
notablemente el interés en este tipo de técnicaseste experimento, el plasmido de
DNA con el gemptll fue aplicado a las flores tras la polinizacidwa transformacion
fue confirmada por existencia a antibidticos o Sentblot. El objetivo del método es
gue el DNA sea transportado durante la fecundagidnterior de los 6vulos, pues en
este estado el DNA tiene mas posibilidades densegriado.

Esta publicacion generd un gran interés, aunquepgrimentos que después se
llevaron a cabo en arroz y otras plantas obtuviezenltados generalmente negativos.

5.9.- TRANSFERENCIA GENICA POR INBIBICION

La introduccion de DNA durante la imbibicién deideg de plantas deshidratados
es un método que ha sido estudiado desde los afenta. Durante la deshidratacion
ocurren cambios fisicos y quimicos como la expansipida de la célula, la rotura de
la pared, los cambios estructurales en la membreteg, que sugieren que en estas
condiciones el DNA puede ser captado.

En 1989, Toepfeet al consiguieron la incorporacion y expresion tramgit del
plasmido de DNA con el gemptll, mediante la imbibicidon de cereales en una sohuc
con DNA. Seis afios mas tarde, en 1995, se cond@ti@ansformacion estable de arroz
expresando el gen GUS mediante la imbibicion deriemés.



La gran ventaja de esta técnica es su simplicidggeyno requiera un equipamiento
especializado. Sin embargo, esta técnica solo psedeaplicada a determinados
organos.



6.- GENES MARCADORES:

Los genes marcadores desempefian un papel crucifdseprocedimientos de
transformacion, pues estos pueden ser utilizad@sdeterminar si el DNA introducido
en las células de la planta mediante distintoanrentos se ha integrado en el genoma
de la misma de manera efectiva. Los genes marcades@ a ser utilizados
generalmente para la transformacion estable. gstioss van a permitir a células vivas,
tejidos o plantas completas crecer bajo condiciguesno previenen el crecimiento de
los tejidos no transformados o confieren un femotigue permite diferenciar
inequivocamente los tejidos transformados de lesnguio estan.

Visualizacion de la expresion del gen:

Los genes marcadores que pueden ser detectadossetgjidos de la planta
directamente constituyen una herramienta muy iraptet En los estudios de expresion
transitoria, algunos marcadores pueden indicadmlano y la localizacion de las células
transfectadas, ambos parametros resultan impostapia llevar a cabo la
transformacion estable. En los transformantes lestabs posible determinar si un gen
introducido se expresa en todas las células deejisiotdeterminado o en elevados
niveles en algunas células o tipos celulares ctogré&sta informacion frecuentemente
proporciona una mayor percepcion del papel funtideaun gen durante el desarrollo
vegetal. El sistema de gen marcador de-B@-glucuronidasa (GUS) se ha probado que
resulta muy versatil en numerosas investigaciodeffefson, 1989). Una limitacion
tipica de este sistema, sin embargo, es que ekgirn@nto histoquimico para la
deteccion de la expresion de GUS requiere genendénsacrificar el tejido. Por ello
también se han desarrollado marcadores usadosvigaadizar la expresion génica en
tejidos vegetales vivas. Alguno de estos ya secoastituido como marcadores muy
utiles para la transformacion de la planta enttayéret al., 1987; Herman & Marks,
1989) o para determinar el destino de las célwastormadas en tejidos quiméricos.

Criterios para la eleccion de marcadores de selénci

Los marcadores de seleccion confieren un fenotipmimante en las células
transformadas porque invariablemente causan laidéadide un nuevo caracter no
asociado normalmente con las células sin transforbws caracteres que pueden ser
usados para seleccionar células transformadadulascao transformadas se dividen en
dos clases: aquellos que confieren o viabilidaétalidad celular en presencia de un
agente selectivo; y aquellos que confieren a lasilage transformadas algunas
caracteristica fisica distinguible. Las frecuendadransformacion de células vegetales
son generalmente bajas, asi que muchos sistemgiangéormacion usan marcadores
gue aseguren la supervivencia de las células tnanaflas en presencia de un agente
selectivo.

Cuando se desarrolla un procedimiento de seleam@nun gen marcador deben
considerarse también la naturaleza del tejido diamd sistema de introduccién del
DNA. Por ejemplo, los tejidos verdes pueden ser seaisibles a agentes que afecten a
procesos localizados en plastos que las célulasltie Ademas, la exposicion de las



células del callo a elevados niveles de estos egahirante el proceso de seleccidon
pueden afectar a la regeneracion de las plantalever al desarrollo plastidico. Con
otros agentes selectivos, la supervivencia de altransformadas bajo condiciones
selectivas puede verse afectada por la liberacgnodnpuestos téxicos (por ejemplo
compuestos fendlicos) por las células no transfdasaircundantes.

Los marcadores de seleccidén que requieren un ageldgetivo pueden no se muy
Utiles en los procedimientos de seleccion comoeshdollo de quimeras a elevada
frecuencia. Esto es debido a que los sectoresfaramsdos de las plantas quiméricas
frecuentemente dependen delas células no translesmaara el aporte de nutrientes.
Por ello se han usado marcadores visibles paracsg@b@s plantas quimeras generadas
por biolistica en meristemos apicales.

6.1.- MARCADORES QUE CONFIEREN VIABILIDAD O
LETALIDAD BAJO CONDICIONES DE SELECCION:

6.1.1- Marcadores de resistencia a herbicidas dbadiicos

El repertorio de marcadores de seleccibn que essudin la resistencia a
antibioticos, herbicidas u otras fitotoxinas esiakthente muy extenso. La resistencia a
estos agentes es conferida por uno d estos treanmews: detoxificacion por
modificacion enzimatica o secuestro; reduccioradafinidad por el agente de seleccion
y sobreexpresion de una molécula diana de tip@galn general, los marcadores que
operan por los dos primeros mecanismos, son méasvele y, en consecuencia, Su uso
esta mas extendido.

6.1.2.- Marcadores auxotroficos.

Las mutaciones auxotréficas que requieren suplevaamitricionales son raras
en plantas. En consecuencia, son escasas lasigaogstes en la que se documenta la
complementacion del mutante auxotrofico mediantdardasformacion vegetal. Por
ejemplo, la enzima treonina dehidratasa es defiean mutantes délicotiana
plumbaginifoliala cual requiere isoleucina. El gen de levadus apdifica esta enzima
ILV1, fue introducido en secuencias reguladorakgs#anta e introducido en las células
mutantes mediantAgrobacterium(Colauet al, 1987). Otro ejemplo es el caso en el
que el gen de la nitrato reductasa de tabaco lesadt para complementar mutantes de
nicotina tabacumdeficientes para esta enzima (Vauchetetl., 1990). Las plantas
transformadas van a poder crecer en presenciatdgonmientras que los mutantes
originales no.

6.1.3.- Marcadores letales.

Los marcadores letales para las células pueddersar diferentes aplicaciones.
Por ejemplo, estos marcadores pueden ser usadasselccionar mutaciones que
suprimen la expresion de un gen. Ademas, los agente seleccionan para la pérdida
del marcador pueden también ser Utiles para evelgoseleccion positiva / negativa
(Capecchi, 1989)



Algunos marcadores codifican proteinas extremadtaéricas para la planta,
las cuales bajo el control de un promotor deterdonsdlo se expresaran en ciertos
tejidos o en respuesta a estimulos externos.

6.2.- MARCADORES VISIBLES:

6.2.1.- Marcadores histologicos.

Los marcadores histolégicos confieren fenotiposirdjgibles en presencia de
un sustrato que es suplementado de manera exdgenagentes histologicos clasicos
incluyen sustratos cromogénicos que reaccionancoostituyentes celulares (Gahan,
1984; Vaughn, 1987). Los anticuerpos también puesien usados para detectar
proteinas en un procedimiento conocido como inmistmiuimica (Harlow y Lane,
1988; Harris y Outlaw, 1990). De forma similarghgpresion génica en cuanto a niveles
de mRNA puede ser visualizada por hibridadiositu (Raikhelet al, 1989).

6.2.2.- Marcadores morfolégicos.

El uso de marcadores morfol6gicos en la transféaegénica a plantas se ve
incrementado a medida que el control de los geeéscionados con caracteres
morfolégicos se va haciendo posible. Las plantasstyénicas que sobreexpresan
peroxidasa extracelular son susceptibles de marshit y la sobreexpresion de
fitocromos tiene numerosos efectos pleiotropicas. nhorfologia de las plantas que
selectivamente expresan un producto téxico de anegeun tejido especifico también
puede ser detectada.

6.2.3.- Marcadores de pigmentacion

Las plantas son organismos vistosamente coloreddss. mutaciones que
afectan a la sintesis de pigmentos son raramerjtelfpiales y se han usado de manera
destacable como marcadores en plantas durante adeckn afios. Muchos de los
pigmentos mas universales (y coloridos) Unicos lantgs son las antocianinas o los
compuestos similares relacionados con flavonoitkese unos afios se clonaron un
cierto nimero de genes asociados a la producciGntieianinas (Mokt al, 1988;
Ludwig y Wessler, 1990). Algunos de ellos son geassucturales que codifican
enzimas involucrados en la biosintesis de las @tioas, mientras que otras codifican
factores entrans que regulan la expresion de los genes estructuralenivel
trasncripcional.

Se han llevado a cabo tres aproximaciones gengualesla utilizacion de los
genes clonados de antocianinas como marcadoresaaoi®s en los tejidos de plantas
transformadas.

- Supresion de los alelos salvajes endégenos nteddimuso RNA antisentido,
la adicion de copias extra del gen o proteinas damés inhibidoras negativas.

- Complementacion de alelos mutantes.

- Transactivacion de alelos silentes,



