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1.- INTRODUCCIÓN
Se ha realizado un esfuerzo considerable para el desarrollo de variedades de plantas

con una elevada producción o un valor nutricional realzado. Aunque las principales
investigaciones se han dedicado a la mejora de los tres principales cereales –maíz, trigo
y arroz– se han establecido también programas de mejora para otras plantas comestibles
y especies de horticultura. La tecnología del DNA recombinante, ampliamente utilizada
con sistemas microbianos, es también una importante herramienta para la manipulación
genética directa de plantas, Existe un número de métodos de transferencia de DNA y
vectores de expresión efectivos que se ocupan de un amplio rango de células vegetales.
Además, las células vegetales son totipotentes –se puede regenerar una planta entera a
partir de una sola célula– así que se pueden producir plantas fértiles que porten gen(es)
foráneo(s) en todas sus células (i.e., plantas transgénicas) a partir de células
genéticamente modificadas. Si la planta transgénica florece y produce semillas viables,
el carácter deseado pasará a sucesivas generaciones.

Existen tres principales motivaciones para el desarrollo de plantas transgénicas. En
primer lugar, la adición del gen o genes generalmente mejora el valor agricultor,
horticultor u ornamental de una planta. Segundo, las plantas transgénicas pueden actuar
como biorreactores para la producción barata de proteínas o metabolitos
económicamente relevantes. Y por último, la transgénesis de plantas proporciona
medios eficaces para el estudio de la acción de genes durante el desarrollo y otros
procesos biológicos de las plantas.

Algunos de los caracteres genéticamente determinados que pueden introducirse en
plantas mediante un único gen o, potencialmente, mediante un pequeño cluster de
genes, incluyen actividad insecticida, protección frente a la infección viral, resistencia a
herbicidas, protección contra bacterias y hongos patógenos, reducción de la senescencia,
tolerancia a estrés ambiental, pigmentación alterada de las flores, mejora de la calidad
nutricional de las semillas... Además, las plantas transgénicas pueden producir una
amplia variedad de compuestos útiles, incluyendo agentes terapéuticos, polímeros, y
herramientas diagnósticas como fragmentos de anticuerpos. De forma alternativa,
pueden diseñarse para la síntesis de determinantes antigénicos virales que, tras la
ingestión, pueden usarse como vacunas comestibles. Hasta la fecha, unas 140 especies
vegetales diferentes han sido genéticamente transformadas, incluidas muchas especies
de forestales y de cultivo a lo largo de 50 países repartidos por el mundo entero.

La transformación de plantas se llevó a cabo primero mediante el uso del plásmido
Ti  de Agrobacterium tumefaciens, un fitopatógeno que en su ciclo vital normal
transforma genéticamente las plantas que infecta. Serias limitaciones en el mecanismo
natural condujeron al desarrollo de vectores genéticamente diseñados basados en el
plásmido Ti: el vector binario y el vector cointegrado. Pese a que estos sistemas eran
eficientes en varias especies vegetales, las plantas monocotiledóneas, incluidas los
principales cereales de cultivo (trigo, arroz y maíz), no podían ser transformadas
mediante A. tumefaciens. Cuando las dificultades para la transformación de algunas
especies vegetales resultaron evidentes, se desarrollaron un cierto número de
mecanismos alternativos a la transformación mediada por A. tumefaciens: los métodos
físicos de transferencia del DNA. Muchos de estos métodos requerían la eliminación
de la pared celular de las células vegetales (es decir, requerían el uso de protoplastos).



Estos protoplastos pueden mantenerse en cultivo como células en crecimiento
independientes o, mediante un medio de cultivo específico, pueden regenerarse las
paredes celulares y las plantas enteras. Además, se han desarrollado métodos de
transformación para introducir genes clonados en un pequeño número de células de un
tejido vegetal, a partir del cual se puede desarrollar la planta entera, evitando así la
regeneración a partir de protoplastos, en ocasiones compleja. En el presente, la mayor
parte de los investigadores usa los vectores derivados del plásmido Ti o el bombardeo
con microproyectiles (biolística) para la transformación de células vegetales.

En este trabajo pretendemos realizar un compendio de las técnicas que a lo largo de
la historia se han utilizado para la transgénesis de plantas, no todas con buenos
resultados. Los avances en las técnicas utilizadas por la Ingeniería Genética han
permitido la mejora de estos mecanismos, alguno de los cuales se han ido dejando atrás
por no corroborar los resultados auspiciados. Aquí encontramos una muestra de ellos.



2.- Agrobacterium COMO MÉTODO DE
TRANSFORMACIÓN VEGETAL:

2.1.- Agrobacterium tumefaciens

El método mas utilizado para introducir genes foráneos en una planta es la
capacidad natural de A. tumefaciens. Por ello, comenzaremos revisando los diferentes
estudios que permitieron descubrir como esta bacteria transformaba de forma natural
células vegetales con el plásmido Ti.

2.1.1.- Transformación de la célula vegetal con el plásmido
Ti de A. tumefaciens

La biología molecular y la ingeniería genética en plantas se inician con el
descubrimiento y el estudio de A tumefaciens. Esta bacteria, Gram negativa, induce la
formación de tumores, denominados agalla de la corona, generalmente en la unión del
tallo con la raíz, en numerosas dicotiledóneas y en muy pocas monocotiledóneas y
gimnospermas (De Cleene y De Ley, 1976). Esta bacteria del suelo infecta a
dicotiledóneas como parte de su ciclo vital insertando genes foráneos en las mismas y
consiguiendo que se expresen en forma de proteínas.

 En 1947, Armin C. Braun del instituto Rokefeller de Investigación Médica, logró
cultivar tejido de la agalla libre de bacteria, pudiendo observar como los tumores
crecían in vitro en un medio básico carente de auxinas y citoquininas (hormonas
necesarias para el crecimiento de células vegetales normales). Braun concluyó que la
bacteria introducía en las células un “principio tumorígeno”.

En 1965,  Menagué y Morel del instituto de investigaciones agronómicas de
Versalles, observaron que las células tumorígenas podían sintetizar una serie de
derivados de intermediarios metabólicos de la mayoría de los aminoácidos, cetoácidos y
azúcares. Denominaron a estas sustancias químicas opinas.

Fue en 1974 cuando Jeff Schell, Marc Van Montangu y sus colaboradores de la
Universidad de Gante, encontraron plásmidos muy desarrollados en las cepas virulentas
y observaron que eran transferidos desde estas a cepas no virulentas por conjugación.

Luego el “principio tumorígeno” del que hablaba Braun, responsable de la
formación de la crown gall (en ausencia de la bacteria) era la transferencia de un
fragmento de DNA llamado T-DNA que a su vez se localizaba en un plásmido al que se
denominó Ti (de inductor de tumores). Tras la transferencia el T-DNA se integraba en
el genoma nuclear de la planta y su expresión inducía el fenotipo tumoral.



Figura : Plámido Ti. El T-DNA está definido por los bordes derecho e izquierdo e incluye los genes para la
biosíntesis de auxina, citoquinina y opina; estos genes son transcritos y traducidos sólo en las células de la planta.

Fuera de la región del T-DNA, hay un cluster de genes vir, un gen que codifica para un enzima(s) del catabolismo de
la opina, y un origen de replicación (ori) que permite que el plásmido sea mantenido de forma estable en A.

tumefaciens

GENES op

 Experimentos de conjugación realizados en la Universidad de Leiden por Rob A
Schiperoort y sus colegas evidenciaron que este plásmido Ti le permitía a la bacteria
degradar octopina o nopalina (opinas) y crecer sobre uno de esos compuestos, además
determinaba si el tumor sintetizaría una u otra opina y era esa opina la que inducía,
específicamente, la transferencia del plásmido en la conjugación. El gen op es el
responsable de la síntesis de opinas.

Basándose en el tipo de opinas codificadas por el plásmido Ti Dessaux et al en 1992
y Vudequin-Dransart et al en 1995 clasificaron a un amplio rango de agrobacterias en
distintas variedades según indujeran la síntesis de octopina, nopalina, agropina,
succinamopina o crisopina. Las opinas formadas en los tumores pueden ser
metabolizadas por el Agrobacterium que lo inicia pero no por la mayoría de las
bacterias del suelo (Tempe y Petit, 1982). Estas opinas sirven como fuente de carbono y
de nitrógeno para el Agrobacterium que indujo el tumor y para todos aquellos que
presenten los genes para el catabolismo de la opina producida, estos genes que permiten
la degradación se localizan en el plásmido Ti pero fuera del T-DNA.

 Así, mediante la modificación genética de la planta, Agrobacterium crea un nicho
favorable para sí mismo, utilizando la maquinaria de la célula vegetal para producir
sustancias que no va a utilizar esta pero que permiten el crecimiento de la bacteria, el
plásmidoTi simbiótico es, por tanto, el elemento central de una interrelación ecológica
altamente evolucionada.

GENES onc

Algunos de los genes del plásmido T-DNA (genes onc) eran los responsables de la
síntesis anormal de hormonas de crecimiento por parte de la planta, los altos niveles de



estas auxinas y citoquininas eran los que permitían una diferenciación anormal de las
células de la planta y provocaban un crecimiento neoplásico. Existen principalmente
tres oncogenes de los cuales dos iamM (codifica la triptofano monooxigenasa) y iaaH
(codifica la iodoaceamida hidrolasa) codifican enzimas que inician la síntesis de una
nueva auxina biosintética. Actúan secuencialmente para convertir el trp en indol-3-
acetamida y luego en indol-3-acetico (IAA). El gen ipt (codifica la
isopenteniltransferasa) es el responsable de la síntesis de citokininas.

Mientras que estos genes están implicados en la síntesis de auxinas y citoquininas
dos genes T-DNA modulan las actividades de las mismas. Se trata de 5 y 6b, el gen 5
influye en las respuestas de la planta a las auxinas mediante la síntesis autorregulada de
antagonistas (Körber et al, 1991) y la función concreta del gen 6b es desconocida,
algunos estudios sugieren que reduce la actividad de las citoquininas (Spanier et al,
1989; Gaudin et al, 1994) mientras que otros parecen demostrar que tiene un efecto
similar al de las auxinas (Tinland et al, 1989,1990). Los genes que regulan los niveles
hormonales en la célula infectada son muy importantes puesto que niveles demasiado
altos, pueden provocar la muerte de la misma, en lugar de la formación del tumor.

Origen de replicación

El ori permite que el plásmido Ti sea mantenido de forma estable en A tumefaciens.

Existen tres elementos genéticos necesarios para la transferencia del T-DNA a la
planta, estas regiones críticas están presentes en todos los plásmidos de Agrobacterium,
aunque su estructura y organización son muy distintas según la especie y la variedad:

Bordes flanqueantes del T-DNA:

 A la izquierda y derecha del T-DNA existen dos direct repeats de unos 24-25pb que
flanquean y definen el T-DNA (van Haaren et al, 1998). Estos bordes son secuencias en
cis necesarias para la transferencia (Zambryski et al, 1983) y normalmente todo el DNA
contenido entre los mismos es transferido a la planta. Parece que el borde derecho es
crítico en la transferencia del DNA y en el proceso tumorígeno mientras que el
izquierdo no afecta a la   formación del tumor.

Genes vir.

Genes de virulencia o región vir codificada por el plásmido Ti en una región de 35
kb localizada fuera del T-DNA, existen 25 genes vir reunidos en 7 operones. Recientes
investigaciones indican que la interacción entre los genes vir y las secuencias de los
bordes inician el proceso de transferencia.

Genes codificados por el cromosoma bacteriano.

Estos genes son necesarios para la unión de la bacteria a la célula vegetal dañada.



GENES vir

Para que este proceso de transferencia tenga lugar es necesario que además de
practicarle una herida a la planta esta sintetice una serie de compuestos que induzcan la
expresión de los genes vir (Bolton et al, 1986; Janssens et al, 1986; Stachel et al1986).
Se trata de derivados de aminoácidos, azúcares y una serie de compuestos derivados del
metabolismo del fenílpropanoico (principal vía para la producción de metabolitos
secundarios) y una serie de metabolitos secundarios que producen las células dañadas.

Stachel et al en 1986, trabajando con Nicotiana tabacum identificaron un grupo de
compuestos que inducían la expresión de los genes vir al añadir Agrobacteriuum a
exudados de heridas practicadas a esta planta. Una de las sustancias más activas
identificadas fue la acetosiringona, pero además es necesario que se den una serie
condiciones para que la transferencia tenga lugar: deben utilizarse medios pobres en
azúcares, de bajo pH y con niveles bajos de fosfato (Winans et al, 1988; Ankenbauer y
Nester, 1990; Canguelosi et al, 1990).

Vir A y vir G son dos genes reguladores necesarios para la activación transcripcional
de los operones vir ( Stachel y Zambrynski, 1986a), mientras que estos dos genes son
expresados constitutivamente, los demás genes vir permanecen silenciados en ausencia
de ciertos factores, producidos por la planta, que activan su síntesis.

- Vir G, en base a la homología de su secuencia de aminoácidos, fue incluido en una
clase de genes reguladores positivos inducidos por factores externos (Nixon et al, 1986;
Winans et al, 1986).

- Vir A , pertenece a un segundo grupo de genes que dirige la activación de proteínas
reguladoras positivas de la expresión génica (Ronson et al, 1987; Winans et al, 1986).
Presenta una alta homología con quimiorreceptores proteín kinasa transmenbrana
(Leroux et al, 1987) y se localizan en la membrana de Agrobacterium (Winans et al,
1989).

La inducción de los genes vir de Agrobacterium implica que el sistema de
reconocimiento de la bacteria detecte los compuestos fenólicos producidos por la planta
y transmita la información al interior de la célula bacteiana. Este proceso es mediado
por el producto de los genes vir A y vir G. El dominio periplásmico de la proteína Vir A
detecta el pH externo y la presencia de inductores aunque no tiene que unirse
necesariamente a los mismos (Lee et al, 1992). Los inductores como la glucosa o la
acetosiringona son reconocidos por Vir A. En el caso de la inducción por azúcares, es
necesario el producto del gen chv E, localizado en el cromosoma bacteriano, y que
codifica por una proteína de unión periplásmica. La señal percibida por Vir A provoca
su  autofosforilación  en un residuo de histidina específico  y esta es transmitida
posteriormente a Vir G por la fosforilación del ácido aspártico 52 del dominio receptor
de este (Jin et al, 1990). La unión de la proteína citoplasmática Vir G a las llamadas
cajas vir en las regiones promotoras de los operones vir provoca la activación de la
trascripción de forma eventual (Steck et al, 1988; Jin et al 1990; Powel y Kado, 1990;
Heñido et al, 1994; Scheeren-Groot et al, 1994).



Figura : Activación de los genes vir.

Han sido identificados muchos de los loci cromosómicos que afectan a la expresión
de los genes vir. Mutaciones en ChvD, ros, miaA, ivr, chvG y chvI  son algunos
ejemplos y su influencia en dicha expresión no está todavía bien caracterizada, de
cualquier forma, la influencia cromosómica en la expresión y regulación de los genes
vir y por tanto en la virulencia está mas que demostrada.

Una vez se ha producido el reconocimiento y la unión a la célula vegetal
susceptible, el siguiente paso en la tranformación es la producción de un T-DNA
intermediario denominado T-strand. La bacteria produce una copia lineal de cadena
sencilla a partir del T-DNA (Stachel et al, 1986). Juntos VirD1 y VirD2 reconocen las
repeticiones directas de los bordes del T-DNA y producen dos cortes entre el tercer y
cuarto nucleótido final de cada secuencia repetitiva de los bordes (Yanofsky et al, 1986;
Wang et al, 1987; Pansegrau et al, 1993; Jasper et al, 1994; Scheiffele et al, 1995).
Estos dos cortes marcan los sitios de inicio y terminación de la formación de la T-
strand.

VirD1 actúa como una topoisomerasa relajando la doble hélice (Ghai y Das, 1989)
aunque esto no pudo ser confirmado utilizando VirD1 purificado (Scheiffele et al,
1995). Tras el corte VirD2 permanece covalentemente unida al extremo 5´ final de la T-
strand (Herrera-Estrella et al 1988; Young y Nester, 1988; Ward y Barnes, 1988)
mediante el residuo de tirosina número 29, de esta forma protege a la T-strand de la
acción de exonucleasas (Dürremberg et al, 1989), a esta protección se suma la
proporcionada por VierE2 que  también se une, pero a lo largo de toda la T-strand.

VirD2 actúa como proteína piloto impidiendo la delección de este extremo que es
imprescindible para la transferencia ya que su delección abole la transferencia mientras
que si se delecciona el borde izquierdo solo disminuye la eficacia del proceso (Joos et
al, 1983; Herman et al, 1990). Esta polaridad observada está en total concordancia con
el modo en el que se genera la T-strand, ya que su síntesis no puede iniciarse sin el



borde derecho mientras que la terminación puede tener lugar sin el izquierdo aunque la
frecuencia sea baja.

Las proteínas VirC están implicadas en la formación del complejo de borde, al
menos en el caso de los plásmidos Ti para la octopina (Toro et al, 1989). VirC1 se une a
la secuencia OD presente en el borde derecho, y dirige el corte realizado por VirD2 en
dicho borde (Toro et al, 1988), sin embargo, el modo en que  VirC1 media la
interacción entre VirD2 y OD es desconocido.

Aunque todo el DNA localizado entre los bordes derecho e izquierdo es transferido
la planta, en ocasiones, también se transfieren secuencias que no están  entre los mismos
(Joos et al, 1983; Herman et al, 1990; Martineau et al, 1994; Denis et al, 1995; Cluster
et al, 1995) seguramente debido a que el borde izquierdo no es procesado (Ramanathan
y Veluthamby, 1995). En el 20-25% de las líneas transgénicas se detectan secuencias
que no pertenecen al T-DNA y que se localizan corriente abajo del borde izquierdo
(Martineau et al, 1994). Incluso se ha demostrado que secuencias cromosómicas pueden
ser transferidas a la planta, aunque, con una frecuencia de 10-4 (Herman et al, 1994).

Una vez producida la T-strand, es necesario que esta sea transportada a través de la
membrana bacteriana, diversos estudios demuestran que los productos del operón vir B
están implicados en este proceso (Tompson et al, 1988; Ward et al, 1988; Shirasu et al,
1990). De hecho la mayoría de los 11 ORFs codificados por este operón codifican
proteínas que reúnen las características esenciales de un sistema de transporte a través
de membrana.

Recientemente se ha observado que tras la inducción de los genes vir Agrobacterim
forma un pili, en ausencia del mismo no se produce la transferencia del T-DNA (Fullner
et al, 1996). Por tanto dicha transferencia se produce por un proceso de conjugación en
el que están implicados estos polipéptidos cuya función concreta se trata de dilucidar en
estos momentos.

Bordes derecho e izquierdo

Una vez trasladado el T-DNA a la planta este debe insertarse en el genoma y para
ello son necesarias las unidades de repetición de 25pb presentes en el borde derecho:

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

Durante la inserción del T-DNA en el DNA cromosómico de la planta, éste a
menudo experimente cortas delecciones debido al proceso de empalme entre ambos
DNAs. La inserción del T-DNA es aleatoria mientras que los bordes presentan cierta
homología con aquellos lugares del DNA de la planta en los que se insertan.

Tras la inserción se produce la activación de numerosos genes como los onc y op
que ya hemos descrito.



2.1.2- Ingeniería genética de plantas usando T-DNA

El uso de T-DNA en la ingeniería genética de plantas se basa en cuatro grandes
descubrimientos y en el desarrollo de nuevas técnicas. El primero fue la localización y
delección de los genes que gobernaban la formación del tumor (ipt, iaaM  e iaaH). El
segundo el desarrollo de marcadores útiles para detectar aquellas células vegetales que
habían sido transformadas por Agrobacterium. El tercero el desarrollo de vectores y
procedimientos genéticos que permitían introducir genes foráneos en el T- DNA y el
cuarto el desarrollo de varios sistemas de cultivo de tejidos que permitieron la infección
eficiente y la regeneración de plantas transgénicas completas a partir de células
vegetales transformadas con el inserto de interés.

El proceso básico de transformación vegetal utilizando A. tumefaciens aparece
recogido en la figura adjunta:

Figura : Transformación mediante Agrobacterium tumefaciens.



Limitaciones de los plásmidos Ti

Los genes T-DNA aunque se localizan en un plásmido bacteriano, y tienen un
origen claramente procariótico, están flanqueados por señales 5´ y 3´ que permiten su
expresión y funcionamiento en células vegetales (Gheisen et al, 1985).

El desarrollo de los vectores de transformación vegetal se basa en la idea de que,
excepto las secuencias de los bordes, ningún otro gen del T-DNA es necesario para la
transformación y la integración en la célula vegetal. Por lo que pueden ser sustituidos
por un DNA exógeno, ya que cualquier DNA comprendido entre dichos bordes será
transferido al genoma de la planta.

Pero estos los plásmidos Ti presentan ciertos inconvenientes, que como ya
mencionamos, tuvieron que ir siendo solventados poco a poco.

- Los genes onc tienen que ser eliminados, así las células vegetales transformadas no
proliferan en un tejido tumoral y pueden regenerar plantas normales. Pero esto acarrea
un inconveniente y es que al no formarse los tumores, las células transformadas son
fenotípicamente indistinguibles de las células normales, por ello deben usarse
marcadores que permitan seleccionar las células transformadas.

- También deben eliminarse los genes que codifican las opinas, ya que la planta
desvía parte de sus recursos para sintetizar estos compuestos y la producción final
obtenida es menor.

- Los plásmidos Ti son largos para lo experimentos de de recombinación de
DNA (200,800kb), luego los segmentos de DNA que no son necesarios para el clonage
se eliminan.

La eliminación de estos segmentos de DNA es lo que se conoce con el nombre de
desarme del plásmido Ti.

SISTEMAS DE VECTORES DERIVADOS DEL PLÁSMIDO TI

Una vez superados los contratiempos señalados en el punto anterior, a tecnología
del DNA recombinante se dedicó a diseñar vectores basados en plásmido Ti natural.
Estos vectores, tienen una organización similar y constan de los siguientes
componentes:

- Un gen marcador seleccionable, como la neomicina fosfotransferasa que confiere
resistencia a la kanamicina a las células vegetales transformadas. La mayoría de los
genes marcadores utilizados son de origen procariótico, por lo que deben ponerse bajo
el control de la planta, por ello se hace necesario añadir un promotor y una secuencia
de terminación de poliadenilación, que regulen y permitan la transcripción de estos
genes en la planta bajo las señales adecuadas. (Normalmente, además de un gen marcador
para seleccionar las células vegetales transformadas, se emplea un segundo marcador que puede



consistir en un gen seleccionable o mas comúnmente en un gen para la síntesis de opinas como la
nopalina. Este segundo marcador va a permitir que sean detectadas aquellas células transformadas que
escaparon del régimen de selección inicial)

- Un origen de replicación que le permita al plásmido replicarse en E.coli. En
algunos vectores también se ha añadido un origen de replicación que funcione en
A.tumefaciens.

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

- Un polylinker que facilite la inserción del gen clonado en la región del T-DNA
entre los dos bordes.

- Lugares únicos de reconocimento para endonucleasas de restricción, necesarios
para clonar el gen o fragmento de DNA de interés en el T-DNA.

- Un gen marcador bacteriano para seleccionar las células de E.coli y
Agrobacterium que han incorporado el vector.

- El gen/genes que queremos introducir en la planta deben ser también añadidos, al
igual que los promotores necesarios para su expresión en la planta.

La adición de estos elementos es lo que se conoce con el nombre de armado del
nuevo plásmido.

Puesto que sin los genes vir estos vectores no pueden insertar por sí mismos el T-
DNA en la célula vegetal, se han diseñado dos tipos de sistemas de vectores derivados
del plásmido Ti, estos sistemas son los que se utilizan en la actualidad:

- Sistema de vector cointegrado ( sistema cis): se introducen nuevos genes en un
plásmido Ti no oncogénico mediante recombinación homóloga (Zambriyski et al,
1983; Deblaere et al, 1985).

- Sistema de vector binario (sistema trans): los nuevos genes son clonados en un
plásmido que contiene T-DNA no oncogénico, este plásmido es posteriormente
introducido en una variedad de Agrobacterium que posee un plásmido Ti con una
región vir intacta pero que carece de T-DNA.

En cualquiera de los dos casos, el DNA de interés primero se clona en Echerichia
coli y posteriormente se transfiere a Agrobacterium por conjugación (Van Haute et al,
1983) o electroporación (Mersereau et al, 1990).

Sistemas de vector binario:

El vector binario lleva:

- Orígenes de replicación tanto para E. coli como para A. tumefaciens, o en su
defecto un origen de replicación de amplio rango.



- Un gen marcador seleccionable tanto para E.coli como para A. tumefaciens. Tanto
el gen marcador como los genes que se desea sean expresados por la planta van
insertados entre los bordes derecho e izquierdo.

El vector binario no lleva:

- Los genes vir

Todos los pasos de clonaje se realizan en E. coli antes de que el vector sea
introducido en A. tumefaciens. A. tumefaciens presenta un plásmido Ti con el set
completo de genes vir pero no consta de T-DNA. Así el plásmido Ti defectivo sintetiza
lo genes vir que permiten la transferencia del T-DNA del vector binario.

 Se trataría de un vector binario que contiene el gen de interés y el gen
marcador seleccionable entre los bordes del T-DNA y un plásmido Ti llamado ayudante
que contiene los genes vir necesarios para que la transferencia al genoma vegetal tenga
lugar (de Framond et al, 1983; Hoeckema et 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 replicación de E.coli y no puede existir autónomamente en el interior
de A.tumefaciens.

- Marcador seleccionable que puede ser utilizado tanto en E. coli como en A.
tumefaciens.

- Marcador seleccionable para las células vegetales transformadas.

- Los genes diana (a insertar en l genoma de la planta).

- El borde derecho del T-DNA.



- Una secuencia de DNA que presenta homología respecto a un segmento del
plásmido Ti desarmado.

El plásmido desarmado Ti lleva:

- El borde izquierdo del T-DNA

- El cluster de genes vir

- Un origen de replicación para A. tumefaciens.

Figura : Vector cointegrado

Pero este plásmido Ti desarmado carece de: borde derecho del T-DNA y de los
genes onc. El vector cointegrado tiene que integrarse en este plásmido Ti desarmado
para formar un plásmido Ti recombinante.



Tanto el plásmido Ti desarmado como el vector cointegrado llevan secuencias de
DNA homólogas que proporcionan un lugar para la recombinación homóloga in vivo,
normalmente esta secuencias se localizan dentro del T-DNA. Tras la recombinación
homóloga el vector cointegrado se integra en el plásmido Ti y este proporciona los
genes vir, necesarios para la trasferencia del T-DNA a un amplio rango de células
vegetales. La única forma de que estos vectores sean mantenidos en A. tumefaciens es
como parte de una estructura cointegrada.

El problema a la hora de utilizar estos vectores es que su gran tamaño (normalmente
mayor de 10 kb) dificulta su manipulación in vitro. Además los plásmidos tan grandes
tienden a tener menos sitios de restricción únicos para el proceso de clonaje. Por ello se
suelen utilizar vectores binarios de pequeño tamaño basados en la secuencia del vector
binario pBIN19. Este vector presenta la ventaja de que sigue siendo funcional aunque la
mayor parte de su DNA sea deleccionada. Así se puede construir un vector que, en lugar
de las 11,8 kb que presenta el  original, solamente tenga 3-5 kb. Este vector mini binario
se denomina pCB301 y se muestra en la figura adyacente.

Figura : Vector Pcb301. Abreviaturas: oriV , parte del origen de replicación; npt, gen de la neomicina
fosfotransferasa; trfA, parte del origen de replicación; RB, borde derecho del T-DNA; MCS,  sitio de clonaje

múltiple; LB, Borde izquierdo del T-DNA; P35s, promotor constitutivo del virus del mosaico de la coliflor; TP,
secuencia de la proteína diana; T35s, secuencia de terminación de la transcripción del gen 35s del virus del mosaico de

la coliflor; bar, gen de la fosfinotricina acetiltransferasa. (Xiang et al., 1999)

Dado que ciertas regiones necesarias para la conjugación han sido deleccionadas,
este vector no puede ser transferido a  A. tumefaciens por conjugación por lo que tienen
que usarse mecanismos alternativos como la electroporación, de la que hablaremos mas
tarde.

Ventajas que ofrecen los vectores derivados de pCB301:

- El gen bar, se localiza adyacente a una región promotora y a una región de
terminación de la transcripión, codifica por el enzima fosfinotricín acetíltransferasa que
es insertada en el sitio de clonación múltiple. Las plantas transformadas lo expresan y
son fácilmente detectadas.

- Adyacente al gen bar pero en orientación opuesta se localiza un casete que
incluye: un promotor 35S; una secuencia de DNA que codifica proteínas que se expresa
tanto en mitocondrias como en cloroplastos; un elemento de unión transnacional que
incrementa el nivel de expresión de la proteína codificada por el gen anterior; una
porción del sitio de clonación múltiple y una secuencia de terminación de la
transcripción.



- Estos vectores derivados son flexibles, fáciles de usar y contienen una
amplia gama de sitios de restricción únicos.

2.2.- Agrobacterium rhizogenes

Existe otra familia de plásmidos de Agrobacterium que podría servir de vectores de
genes para la obtención de plantas sanas, genéticamente modificadas. Provocan una
proliferación de las raíces denominada “raíz en cabellera”, en la plantas infectadas por
A. rhizogenes y se llaman plásmidos Ri (de root inducing). Las raíces, como el tejido de
la agalla, crecen rápidamente en un cultivo libre de bacterias.

Jacques Tempé y sus colegas del Instituto nacional Francés de Investigaciones
Agronómicas, demostraron que las células de las raíces contienen opinas y T-DNA. Al
igual que los plásmidos Ti del mutante raíces de la nopalina, los plásmidos Ri dan
origen a células vegetales transformadas que pueden regenerar plantas fértiles intactas y
sanas.

Estos plásmidos Ri parecen ser vectores desarmados sin violencia exterior y los
procedimientos para transformar plantas utilizándolos son bastante similares a los de A.
tumefaciens por lo que no nos extenderemos mas y daremos paso a otro tipo de técnicas
que permiten la transferencia directa de DNA



3.- VECTORES VIRALES:
Los vectores virales no han satisfecho las expectativas sobre su uso en Ingeniería

Genética de plantas, pero sí tienen el potencial de complementar las tecnologías
existentes de transferencia directa de genes y transformación mediante Agrobacterium
de manera efectiva. Se pueden infectar de forma sistémica plantas completas e
investigar así la expresión génica en los diferentes tejidos. La infección sistémica tiene
lugar de forma típica en días o semanas, no en meses, y las partículas virales se
acumulan en altos niveles conduciendo a la amplificación génica y a la posibilidad de
expresión a gran escala. Sin embargo, los virus descubiertos hasta ahora no se integran
en el genoma huésped, y la transmisión a través de la línea germinal no ha sido posible.
También existen problemas con respecto a la existencia de un rango de hospedadores
limitado y problemas de empaquetamiento según el tamaño del inserto en vectores
virales.

Existen dos grupos diferenciados de virus vegetales, los virus DNA y los virus
RNA. En general, los virus de RNA tienen su ciclo en el citoplasma mientras que los
virus de DNA pueden tener su replicación asociada al núcleo. De esta manera, los virus
de DNA presentan mecanismos de regulación similares a los de la planta huésped,
mientras que los virus de RNA tienen mecanismos de regulación generalmente
diferentes. Los virus DNA constituyen sólo el 1-2% de los virus vegetales que se
conocen (Lebeurier, 1986). Pueden subdividirse en dos grupos: los caulimovirus de
doble cadena y los geminivirus  de cadena sencilla. Debido a que es más fácil trabajar
con virus DNA, la mayor parte del trabajo en desarrollo de vectores virales se lleva a
cabo en estos virus.

1.- VIRUS DNA

Caulimovirus:

Figura : Visión al microscopio de partículas virales de caulimovirus infectando un tejido vegetal.

Existen al menos doce miembros de la Familia Caulimoviridae (Hull y Davies,
1983), y de ellos el mejor caracterizado es el virus del mosaico de la coliflor (CaMV).



El CaMV posee un genoma con DNA de doble cadena de aproximadamente 8
kilobases,  y con un rango limitado de hospedadores, en su mayoría crucíferas como la
coliflor y el nabo. Los áfidos son los vectores de transmisión naturales; sin embargo,
también se puede producir infección mediante inoculación mecánica y agroinfección
(uso de Agrobacterium como vector para facilitar la infección viral de plantas).

 El DNA viral se transcribe en el núcleo de las células infectadas mediante la RNA
polimerasa II codificada por el genoma vegetal. Se producen dos transcritos
principalmente, un RNA 35s correspondiente al DNA viral completo con una repetición
terminal de 180 pb, y un RNA mensajero subgenómico 19s que termina en el mismo
punto que el RNA 35s. Hay ocho pautas de lectura abierta potenciales (ORFs). El
transcrito 19s probablemente codifica el ORF IV, responsable del desarrollo de los
síntomas (Baughman et al., 1988). Se ha propuesto que los otros ORFs son traducidos
desde el transcrito 35s mediante un mecanismo (“relay race”) en el que los ribosomas
paran después de pasar el codón de terminación de un transcrito, y se reinician  en el
siguiente codón de iniciación del transcrito. También se ha sugerido que los ORFs IV y
V podrían expresarse como una larga proteína precursora que sería posteriormente
modificada para producir dos proteínas funcionales.

El virus se replica mediante el priming del transcrito 35s con un tRNA-met
codificado por el hospedador, seguida de la síntesis de la cadena menos (-) de DNA
catalizada por una reversotranscriptasa codificada por el virus.

El ORF II es un factor de transmisión por áfidos (Daubert et al., 1983) y no es
esencial para la infectividad viral como un hecho natural. Gronenborn et al. (1981)
clonaron con éxito DNA extraño en el ORF II y encontraron que mayor tamaño de
DNA que se podía introducir de esta manera era de aproximadamente 250 pb. Brisson et
al. (1984) remplazaron ORF II con un pequeño (234 pb) de bacteriano que codifica para
la dihidrofolato reductasa (dhfr), el cual fue expresado y propagado de forma estable en
plantas de nabo. Este gen confiere resistencia al metotrexato, y las plantas de nabo que
fueron infectadas con CaMV que contenía este gen dhfr resultaron resistentes a dicho
compuesto. Se encontró que cuando alguna de las construcciones tenía una extensa
región no codificante entre el final de ORF I y el principio de dhfr, entonces la
construcción era inestable para el tránsito a la planta y expresaba el gen en menor
medida. Esta sensibilidad al tamaño de las secuencias intergénicas hallada en CaMV
muestra lo cuidados que hay que ser en el diseño de este tipo de vectores.

En el vector CaMV simple el tamaño límite de los insertos clonados es
probablemente de unas 800 pb (mediante delección y adición). Se sugirió otra
aproximación diferente, que es la construcción de mutantes complementarios, tales que
el “vector” mutante transporte el DNA extraño y sólo unas pocas de las funciones de
CaMV, y el otro mutante porte todos los ORFs de CaMV (pero es deficiente en los
ORFs que portan el “vector”. Esta aproximación ha sido testada (Choe et al., 1985); se
contruyeron pares de complementarios, mutantes no infectivos CaMV que se usaron en
una infección mixta. Se consiguió una infección con éxito, pero sucesos de
recombinación eliminaron el DNA exógeno. La alta frecuencia de recombinación de
CaMV se había observado ya con anterioridad (Walden y Howell, 1982). Quizás, si los
mutantes defectivos complementarios pudiesen construirse sin homología, o con muy
poca, esta aproximación del diseño del vector resultaría fructífera. Pazkowski et al.
(1986) intentaron también usar la complementación como una ruta para la utilización de



CaMV como vector; remplazaron el ORF IV (traducido del transcrito 19s) con la región
codificadora de NPTII. Desafortunadamente, este mutante no fue infectivo tanto por sí
mismo como cuando era complementado por la cepa salvaje del virus. El gen NPTII se
expresó a partir del promotor viral cuando el virus mutante fue transferido a los
protoplastos de nabo mediante transferencia directa de genes, pero no hubo escape del
virus, y las secuencias virales se asociaron sólo con DNA genómico de alto peso
molecular.

Otra aproximación a la complementación en los vectores CaMV sería introducir un
genoma de un virus defectivo complementario dentro del genoma de la planta mediante
agroinfección (transformación mediada por Agrobacterium). Éste podría constituir un
sistema equivalente al sistema de células COS para la propagación de vectores basados
en el virus SV40 defectivo de mamíferos (Gluzman, 1981). La validez de este método
en vectores basados en CaMV aún empieza a investigarse. El trabajo de Pazkowski et
al. (1986) dio lugar a la demostración de que los productos génicos de los genomas de
CaMV mutantes clonados en plantas pueden ser expresados. Shewmaker et al. (1985)
clonaron una copia entera de CaMV en una gran variedad de especies vegetales, y
mostraron que  tanto el transcrito 19s como el 35s son expresados (a distintos niveles
según la especie). Además, Walden ha conseguido plantas de tabaco (fuera del rango de
hospedadores normal de CaMV) que contienen dímeros de CaMV y muestra que el
homogenizado de la hoja de estas plantas es infeccioso cuando se inocula en nabo; pero
aún no está claro si el virus se replica en el tabaco, o sí la infección del nabo está
mediada por los transcritos 19s y 35s. Quizás el tabaco, que es más susceptible a
transformación genética, pueda usarse como modelo para este sistema.

Recientemente nuevos estudios proponen el uso de estos virus como vectores. El
más prometedor, desarrollado por Hull et al. (2005) propone un sistema de activación de
transgén mediada por el virus CaMV. A pesar de ello, el sistema de transformación
vegetal mediada por caulimovirus sigue, hoy en día, sin constituir un sistema eficaz y
con aplicabilidad en este terreno

Geminivirus:

Figura : Visión al microscopio de partículas virales de geminivirus infectando un tejido vegetal.



Los geminivirus (revisado por Davies et al., 1987; Harrison, 1985; Stanley, 1985)
son virus DNA de cadena sencilla que se replican en el núcleo de las células mediante
un DNA intermediario de doble cadena. Copias clonadas de varios miembros de los
gemini virus son transmisibles a un amplio rango de hospedadores, que incluyen tanto a
monocotiledóneas como a dicotiledóneas (Harrison, 1985).

En la literatura se presentan evidencias de algunas enfermedades causadas por
geminivirus desde hace varios siglos. Estas enfermedades se caracterizan por presentar
síntomas como enrollamiento de la hoja, rugosidad, mosaicos amarillos, enanismo de la
planta, clorosis y generalmente una disminución en el rendimiento. Sin embargo, fue en
la década de los años 1970 cuando se determinó que el agente causal de una enfermedad
que producía un mosaico dorado en yuca era un virus con características únicas que
incluían una morfología geminada (dos icosahedros unidos por un lado) y un genoma
circular de DNA de cadena sencilla. A partir de entonces, el número de geminivirus
registrados ha ido creciendo aceleradamente hasta llegar a ser una de las familias más
numerosas. Los geminivirus son una familia de virus patógenos de plantas que son
transmitidos por insectos vectores a una gran variedad de plantas monocotiledóneas y
dicotiledóneas. La distribución geográfica del insecto vector es la responsable de la
distribución paralela del geminivirus que transmite. La familia Geminiviridae se divide
en tres géneros según su espectro de huéspedes (si infectan mono o dicotiledóneas), a su
insecto vector (mosca blanca o chicharrita), y a su estructura genómica (mono o
bipartita). Aquellos virus transmitidos por la chicharrita tienen, por lo general, genomas
monopartitos, mientras que los transmitidos por la mosca blanca tienen genomas
bipartitos. Los miembros de esta clase han sido recientemente propuestos como vectores
vegetales.

Además del interés que los geminivirus despertaron como agentes causales de
muchas enfermedades de importancia económica, el hecho de tener un genoma de
DNA atrajo la atención de muchos grupos que se dedicaron a explorar la  posibilidad de
usar los geminivirus como vectores para la introducción de material genético en plantas.
Una segunda razón poderosa era la perspectiva de usar los geminivirus como modelos
de estudio de manera similar a los trabajos realizados con bacteriófagos a mediados del
siglo pasado o un poco más tarde con algunos virus de DNA (SV40, adenovirus) en
sistemas animales. La posibilidad de usar los geminivirus como vectores para introducir
DNA foráneo en plantas ha ido perdiendo interés al verificarse que estos virus presentan
restricción al aumento de tamaño de su genoma, es decir, cuando se les introducen
genes foráneos que aumentan el tamaño del genoma los virus quiméricos tienden a
eliminar ese DNA en un intento de recuperar su tamaño original. Por otro lado, los
geminivirus sí están respondiendo a las expectativas de ser usados como modelos para
estudiar algunos procesos moleculares en plantas.

El genoma del virus latente de la yuca (Cassava Latent Virus CLV ) consiste en
dos componentes denominados DNA 1 y DNA 2. El DNA 1 codifica funciones
esenciales para la replicación, pero no para la infección sistémica o la transmisión célula
a célula (Townsend et al. 1986); también se ha descubierto que este DNA 1 codifica una
proteína de la cubierta que no es esencial para la infectividad (Stanley y Townsand,
1986). Ward et al. (1988) mostraron que, aunque la delección del gen que codifica para
la proteína de la cubierta suprime la infectividad mediante inoculación manual con
moléculas lineales de DNA 1 y DNA 2, los mutantes en los que se remplaza por
secuencias de tamaño similar son totalmente infecciosos. Cuando el gen de esta proteína



se sustituye por el gen CAT bacteriano y el DNA 1 diseñado se inocula en Nicotiana
benthamiana junto con el tipo salvaje de DNA 2, las plantas desarrollan síntomas
normales de infección, y CAT se expresa sistemáticamente en altos niveles (80
unidades/mg de proteína soluble) 10 días después de la inoculación. Los mutantes
defectivos de complementación de CLV sufren frecuentemente recombinación para
originar el virus de tipo salvaje (Ward et al., 1988). Sin embargo, no se observó
inestabilidad en la expresión vírica del den CAT, presumiblemente porque no existía
una presión selectiva para la delección del gen.

 Hayes et al. (1988) realizaron un trabajo similar con el virus del mosaico dorado
del tomate (TGMV ). El TGMV tiene un genoma bipartito de dos moléculas circulares
de DNA de cadena sencilla, aproximadamente de 2,5 kb (DNA A y DNA B). La única
homología entre las dos cadenas es la llamada “región común” de unas 200 pb. Hayes et
al. (1988) encontraron que, cuando las plantas de tabaco de tipo salvaje son
agroinfectadas con bacterias que contienen (dentro del mismo T-DNA) o dímeros de
DNA A y DNA B, o un dímero parcial de A y un dímero de B, o un dímero de B y un
dímero parcial de A con ausencia de una parte del gen que codifica la proteína de la
cubierta, la infección sistémica se consigue fácilmente. La infección sistémica se
consigue también cuando las plantas son agroinfectadas  con una mezcla con una cepa
que contiene un dímero de A y otra cepa que contiene un dímero de B. Se ha sugerido
que la partícula A puede codifica las funciones necesarias para la replicación, y que la
partícula B codifica las funciones relacionados con la transmisión célula a célula y el
desarrollo de los síntomas.

Hayes et al. (1988) construyeron vectores en los cuales la región que codifica NPTII
sustituye a la región que codifica la proteína de la cubierta, y realizaron a partir de aquí
sistemas de agroinfección en plantas de tabaco. Estos vectores contenían o 1,6 copias
repetidas en tándem de la región que codifica NPTII del DNA A del TGMV
(pBIN19A1.6 neo), o lo mismo más dos copias de del DNA B de TGMV (pBIN19A1.6
neoB2) entre los bordes del T-DNA de Agrobacterium. Las plantas de tabaco de tipo
salvaje fueron agroinfectadas con pBIN19A1.6 neoB2, y las plantas transgénicas B2
(que contenían el DNA B de TGMV integrado en el genoma) fueron agroinfectadas con
pBIN19A1.6 neo. Cuatro de las 20 plantas del primer tipo, y 18 de las 20 del segundo
fueron infectadas sistemáticamente tal y como se determinó mediante un análisis dot
blot de DNA usando sondas específicas para DNA A y DNA B de TGMV. Ningunas de
las plantas neo-infectadas mostraron síntomas. Las infecciones fueron confirmadas
mediante Southern Blot; se encontraron formas del DNA viral superenrrolladas y en
círculo abierto del tamaño esperado. Cuando se usaron plantas del tipo salvaje sin neo
pBIN19A1.6B2 para infectar plantas de tabaco, la infección fue más eficiente.

También se construyeron plantas que contenían A1.6neo integrado en su
cromosoma. Mediante Southern blot reencontró en el DNA de la planta las formas
mononméricas del DNA A neo de TGMV (con la región codificante de NPTII en lugar
del gen de la proteína de la cubierta. El tamaño  del NTPII expresado en el DNA A de
TGMV es de 2708 pb, en comparación con el DNA A de la cepa salvaje, que es de 2588
pb. El tamaño límite de este vector ha sido ampliado mediante la introducción de la
región codificante para la glucuronidasa (GUS) en el sitio de NPTII; es un aumento de
600 pb.



Existen varias diferencias interesantes entre el trabajo con CMV y con TGMV. La
pérdida de infectividad observado en los mutantes CLV por delección de gen para la
proteína de cubierta no se ha observado en los mutantes TGMV por delección del gen
para la proteína de cubierta, lo cual sugiere que quizás el tamaño obligado en CMV es
más reducido en CMV que en TGMV. Además, la construcción de TGMV produjo
plantas asintomáticas, a diferencia de CMV. Debido a que el gen marcador, el
hospedador y el método de infección difieren en los dos experimentos, no está claro si
las diferencias observadas fueron debidas a los virus o a la forma en que los
experimentos fueron llevados a cabo.

Los vectores basados en geminivirus parecen constituir una enorme promesa en
cuanto a aplicabilidad. Pueden proporcionar mecanismos eficientes de amplificación
génica en plantas, tanto por infección sistémica de plantas con el vector proporcionando
un rápido ensayo de expresión génica, o por producir plantas transgénicas para un
dímero parcial del vector proporcionando amplificación génica heredable. Aún no se ha
determinado el límite en cuanto al tamaño del DNA foráneo que se puede replicar por
un vector de este tipo, pero no está limitado por restricciones en cuanto a
encapsulamiento, como en el caso de los caulimovirus. Además, el rango de
hospedadores de los geminivirus es muy elevado.

2.- VIRUS RNA

La utilidad potencial de los virus RNA es aún incierta. No existen ensayos de
infecciones directas de las formas cDNA  de los virus RNA. Así, la infección mediante
transcritos RNA sintetizados in vitro es la única ruta obvia de diseñar virus de RNA
(Fraley et al., 1986). También se ha sugerido que la elevada tasa de error durante la
síntesis viral de RNA causaría inestabilidad en genes foráneos (van Vloten-Doting et
al., 1985). No existe presión selectiva a la hora de corregir errores producidos en estos
genes foráneos, en contraste con las mutaciones producidas en los genes virales
endógenos, aunque es una cuestión bastante discutida.

Existen un par de investigaciones sobre genes foráneos expresados en vectores
virales de RNA. French et al., 1986 informó de la expresión del gen bacteriano CAT
mediado por transcritos de RNA de una proteína de fusión de la cubierta del virus del
mosaico de bromo en protoplastos de cebada. Como se usaron protoplastos, es difícil
comparar los resultados con otros obtenidos con diferentes vectores de origen viral.
Takamatsu et al. (1987) también realizaron experimentos similares con el virus del
mosaico del tabaco, pero los resultados fueron poco consistentes

Todos estos resultados sugieren que la utilización de virus RNA como vectores para
la transformación de plantas es poco factible en este momento.



4.- VECTORES TRANSPOSONES:
Los transposones son fragmentos de DNA que pueden realizar “saltos” de una zona

del DNA a otra in vivo. Un buen ejemplo lo constituye el elemento Ac (McClintock,
1951), que crea una duplicación de 8 pb en el sitio de integración y puede escindirse a sí
mismo de forma precisa de una parte del genoma e integrarse en otra, en una posición
distal. Este descubrimiento condujo a la posibilidad del uso de los transposones como
vectores de transferencia génica.

El elemento Ac del maíz se transfirió a plantas de tabaco por medio de una
transformación mediada por Agrobacterium. En dichas plantas se observó su escisión y
reintegración en cualquier sitio tal y como ocurre en el hospedador natural (maíz),
(Baker et al., 1986).

Se han clonado varios genes de plantas usando transposones. Un gen mutado
portando un inserto transposón se aisla primero usando un transposón previamente
clonado como sonda para encontrar el elemento y el DNA flanqueante; el DNA
flanqueante se usa posteriormente como sonda para aislar el gen desde la línea salvaje.
A pesar de ello, su aplicabilidad como vectores no está del todo definida.



5.- TÉCNICAS  DE TRANSFERENCIA
GÉNICA DIRECTA

Además de las técnicas de transferencia génica basadas en el uso de Agrobacterium,
existen otro tipo de técnicas basadas en la utilización de tratamientos químicos, físicos y
eléctricos para introducir DNA en las células. Estas técnicas son denominadas
comúnmente como técnicas de transferencia génica directa (DGT).

Aunque la transferencia génica mediada por Agrobacterium resulta efectiva en
varias especies, las plantas monocotiledóneas, incluidos los principales cereales (arroz,
maíz y trigo) no son transformadas fácilmente por Agrobacterium tumefaciens. Estas
dificultades en la transformación de determinadas especies vegetales crean la necesidad
de desarrollar otros procedimientos alternativos para la transferencia génica. Comienza
así el desarrollo de las técnicas de transferencia génica directa.

5.1.- TRANSFETERENCIA DE DNA A PROTOPLASTOS

La incorporación y expresión de DNA mediante protoplastos fue el primer método
de transferencia génica que se demostró que funcionaba en plantas. La técnica se basa
en el principio de que la pared celular es la principal barrera para la captación de DNA,
así que esta puede ser temporalmente extraída; posteriormente distintos métodos
simples pueden ser utilizados para la transferencia génica.

Los protoplastos tiene un gran interés en lo que se refiere al proceso de extracción
de la pared celular (mediante enzimas de restricción), pues este va a aislar las células de
una en una a partir del tejido utilizado, por lo que las células diana para la transferencia
es una gran población de unidades individuales.

Para la transformación, las células son obtenidos a partir de distintos tejidos, que
van a depender de la planta utilizada y del objetivo del estudio. Para los análisis de
expresión transitoria, no se necesitan células en división, solo se necesitan células
capaces de sobrevivir 24-72 horas tras el tratamiento, por lo que los protoplastos pueden
ser aislados a partir de casi cualquier tipo de tejido. Para la transformación estable se
necesitan células en división, por lo que el número de tejidos que van a servir como
fuente de protoplastos es más restringido.

La subsiguiente captación de DNA a los protoplastos aislados puede ser efectiva
mediante distintos métodos físicos y químicos que van a crear poros en la membrana o
bien mediante mecanismos de endocitosis que van a permitir el paso de moléculas
externas a través de la membrana. El método químico más efectivo es el método que usa
polietilen glicol (PEG) en combinación con cationes divalentes (Ca++ o Mg++). El
mecanismo de la captación de DNA inducido por el PEG no está completamente
entendido, pero implica la contracción del volumen del protoplasto debido a la alta
presión osmótica originada por el PEG, seguido de la creación de vesículas endocíticas
que incorporan el complejo catión/DNA. Muchos factores van a influir en la eficacia del
proceso de transformación, principalmente la concentración de PEG, el pH del tampón
de transformación y la cantidad de cationes divalentes. Los protoplastos de distintas



especies muestran distinta sensibilidad al estrés producido por el tratamiento de
transformación con PEG y en todos los casos un porcentaje de la población de
protoplastos es dañada. Con la optimización del procedimiento se pueden llegar a
alcanzar frecuencias de transformación estable del 1-5% (Spangenberg & Potrykus,
1995).

La mayor alternativa al tratamiento con PEG para la transformación de protoplastos
es la electroporación. En este método los protoplastos son suspendidos en un tampón
con gran conductividad que contiene el DNA. Se aplican pulsos cortos de alto voltaje
que pasa a través  de la solución, causando la aparición de poros de forma reversible en
la membrana, que van  a permitir la entrada de moléculas externas. Se han hecho una
gran cantidad de trabajos con el fin de optimizar esta técnica. Se utilizan pulsos de bajo
voltaje (300-500 V/cm) durante largos periodos de tiempo (30-100 ms) o voltajes altos
(1000-10000 V/cm)  con pulsos cortos. Los efectos de los parámetros eléctricos son
obviamente modificados por la conductividad del tampón de electroporación, y a
cualquier conductividad dada, la composición iónica  va a influir también en la
captación del DNA o en la supervivencia celular. Como es de esperar, las condiciones
optimas de transformación varían según la planta de la que es obtenido el protoplasto.
Uno de los principales factores es el tamaño del protoplasto, pues a mayor tamaño es
más elevado es el campo eléctrico necesario para la electroporación.

Las principales ventajas del método de transformación de protoplastos son que en
los ensayos de expresión transitoria permiten la transformación de un número muy
elevado de células individuales, facilitando los ensayos cuantitativos con buenos niveles
de replicación. Este método también permite la producción de muchas líneas
independientes, la selección de microcayos derivados de protoplastos es eficiente y
mediante la inmovilización de los protoplastos en sustratos como agarosa o alginato se
pueden manipular con facilidad un gran número de cayos. Estos tributos permiten la
selección de eventos que ocurren a muy baja frecuencia como la recombinación
homóloga entre transgénes (Baur et al., 1990).

La principal limitación del uso de estas técnicas es que en muchas de las especies
vegetales en las que se aplican estas técnicas de forma usual (i.e. aquellas especies
recalcitrantes a la transformación mediante Agrobacterium) la generación de las plantas
a partir de cultivos de protoplastos no es eficiente. Por esta razón, muchos laboratorios
han elegido el uso de bombardeo de partículas como método alterativo para la
transferencia génica, pues esta técnica permite el uso de explantos multicelulares a
partir de los cuales es más fácil de regenerar plantas.

5.2.- BOMBARDEO CON MICROPROYECTILES

El bombardeo con microproyectiles o biolística, es el método alternativo al
plásmido Ti más importante para transferir DNA a plantas. La técnica consiste en bañar
partículas esféricas de oro o tungsteno (aproximadamente de 0,4-1,2 micrómetros de
diámetro, o del tamaño de algunas células bacterianas) con DNA, el cual ha sido
precipitado con CaCl2, espermidina o polietilen glicol. Las partículas bañadas con DNA
son aceleradas a altas velocidades (300-600 metros / segundo) con un equipo especial
llamado pistola de partículas (o pistola de genes). La versión original de esta pistola de



partículas utilizaba una pequeña cantidad de pólvora para acelerar las micropartículas.
Actualmente se usa helio a altas presiones como fuente para la propulsión. Los
proyectiles acelerados van a penetrar la pared celular y la membrana de la célula,
aunque la densidad de partículas utilizadas no va a resultar significativamente dañina
para la misma.  El alcance de la penetración de las partículas en las células vegetales
puede ser controlada variando la intensidad del estallido, alterando la distancia que las
partículas han de atravesar para alcanzar la célula o utilizando partículas de diferentes
tamaños.

Una vez dentro de la célula, el DNA se separa de las partículas y, en algunos casos,
es integrado dentro del genoma de las plantas. El bombardeo con microproyectiles es
utilizado para transferir DNA exógeno a suspensiones celulares de plantas, a cultivos de
callos, a tejidos meristemáticos, a embriones inmaduros y a polen, todos ellos obtenidos
a partir de un amplio rango de plantas diferentes, incluidas monocotiledóneas y
confieras, plantas menos susceptibles de la infección por Agrobacterium. Además, este
método a sido utilizado para transferir DNA a cloroplastos y mitocondrias.

De forma convencional, los plásmidos de DNA disueltos en tampón son
precipitados sobre la superficie de los microporoyectiles. Este procedimiento tiene
como objetivo aumentar la frecuencia de células transformadas al aumentar la cantidad
de plásmido de DNA; no obstante, una elevada cantidad de plásmido puede resultar
inhibitoria. Se estima que aproximadamente 10,000 células son transformadas con cada

bombardeo. Con esta técnica, las células transformada, que son detectadas por la
expresión de unge marcador,  a veces solo expresan el DNA transferido de forma
transitoria.

La configuración de los vectores que son utilizados en biolística para introducir
genes foráneos a plantas influye tanto en la integración como en la expresión de dichos
genes. De este modo, la transformación resulta más eficaz cuando se usa DNA linear en
vez de circular. Además, los plásmidos de tamaños superiores a 10 Kb, a diferencia de
los pequeños, pueden ser fragmentados durante el bombardeo con microproyectiles,
produciendo una tasa menor de células transformadas. Aun así, si el fragmento de DNA
que se va a incorporar en el genoma de la planta es de gran tamaño, este va a ser
introducido utilizando cromosomas artificiales de levadura (YACs), queque están
diseñados para contener marcadors de selección de la planta, así como marcadores de
selección de levaduras. Como un sistema para verificar si la transformación de las
células vegetales a tenido lugar, distintas cantidades de DNA obtenidas de Cochliobolus
heterostrophus son clonadas en el vector, de modo que la talla del YAC será de 80 a
550 kb. Posteriormente, el vector con el DNA del hongo será transferido a las células
vegetales. Aquellas células transformadas resistentes al antibiótico kinamicina serán
aisladas. Se confirmará posteriormente la presencia en estas células del segundo gen
marcador, el cual va a conferir resistencia al antibiótico higromicina, y que se encuentra
localizado en el otro brazo del vector YAC. La presencia de ambos genes marcadores en
las células transformadas indican que el vector completo, así como el DNA foráneo
presente en el mismo, ha sido transferido de forma eficaz.

El método de bombardeo de micropartículas es una de las técnicas de transferencia
génica más importante, ya que por su naturaleza totalmente física, es independiente del
tipo de célula blanco y ha sido utilizado no sólo para introducir ADN exógeno a células



vegetales, sino a células de una gran variedad de organismos tales como bacterias, algas,
hongos, células animales, y aún animales y plantas intactas.

La biobalística ha sido utilizada con éxito para producir plantas transgénicas a partir
de una gran variedad de tejidos vegetales, entre los que se incluyen hojas, meristemos,
embriones en desarrollo, embriones maduros, callos embriogénicos, suspensiones
celulares, etc. Los principales logros en la obtención de plantas transgénicas por medio
de este método, incluyen especies de gran interés económico como son la soja, el maíz,
el arroz, el sorgo, la papaya, la caña de azúcar, el trigo y el espárrago. También se ha
utilizado para transformar microorganismos como levaduras, el moho Aspergillus y el
alga Chlamydomonas.

Esta metodología de transformación tiene ciertas limitaciones. Algunos tejidos
oponen una resistencia natural a la penetración de las partículas, dada por cutículas
endurecidas, paredes celulares lignificadas o superficies vellosas. Sin embargo, los
principales limitantes del método continúan siendo la baja relación entre el total de
células sometidas al bombardeo y el número de células que logran incorporar de manera
permanente la información genética transferida.

5.3.- MICROINYECCIÓN

La transformación estable vía inyección de DNA en el núcleo celular (Jaenisch &
Mintz, 1974) es una técnica que ha sido aplicada en células animales desde hace ya
veinte años, convirtiéndose en el método de transferencia génica más utilizado, sobre
todo en mamíferos. La microinyección ofrece la ventaja de que es uno de los dos
métodos, junto con la transformación mediada por láser, que permite la transferencia
génica a una célula concreta. La célula continuarás su desarrollo y es transgén
expresado lo hará también en su progenie. Esto constituye una poderosa herramienta
para analizar la expresión génica diferencial en distintos tipos celulares y para el
marcaje de células en el estudio de morfogénesis vegetal.

En plantas la aplicación de la microinyección resulta más dificultosa que en
animales y , aunque se han hecho importantes avances en la aplicación de esta técnica
en células vegetales, su uso continua resultando muy complicado. La principal
dificultad  que se encuentran en plantas es la presencia de pared celular, la cual no es
solo una barrera física que hace necesario el uso de capilares mucho más gruesos para
llevar a cabo la microinyección, sino que también dificulta mucho la visualización del
núcleo, lo que hace que la microinyección tenga lugar muchas veces en el citoplasma.
Otro problema es la presencia de grandes vacuolas en las algunas células vegetales, pues
si el DNA es transportado a su interior, este será degradado antes de alcanzar el núcleo.

En los primeros estudios, la dificultad de atravesar la pared celular para llevar a los
investigadores a utilizar sistemas de protoplastos. A mediados de los años ochenta, se
consiguió llevar a cabo la transformación de tabaco y alfalfa vía microinyección de
protoplasto con el plásmido de DNA de Agrobacterium (Cossway et al., 1986; Reich et
al., 1996). Un año después, consiguió llevarse acabo de forma exitosa la microinyección
de cromosomas aislados (Griesbach et al., 1987; de Laat and Plaas, 1987).



Aunque en principio la transformación de células mediante microinyección ocurre
solo de manera transitoria, al menos en célula tisulares, se a observado que las células
de la línea germinal transformadas son capaces de generar plantas (Simmond et al.,
1992) y la inyección en polen funciona en la fertilición in vitro (Kranz & Loerz, 1990).

A pesar de que la microinyección es una de las técnicas de transferencia génica más
precisa, pues permite introducir el DNA en compartimentos intracelulares específicos,
las dificultades de su aplicación hacen que hoy en día, no se plantea la aplicación de la
microinyección como una técnica de transformación rutinaria, aunque si puede
utilizarse para la introducción de DNA en determinadas células.

5.4.- MACROINYECCIÓN

La trasformación  mediante la inyección de DNA en el interior de cavidades que
contienen meristemos u órganos sexuales de la planta parece ser un paso obvio para la
introducción de DNA en la planta. Esta técnica ofrece la oportunidad de un mayor y
más íntimo contacto entre el DNA y la línea germinal.

La metodología de esta técnica es sencilla: la solución que contiene el plásmido de
DNA será inyectado en la cavidad que rodea la inflorescencia en desarrollo. El
inconveniente es que será necesario utilizar una gran cantidad de plásmido. La potencial
ventaja de esta técnica es por tanto su simplicidad, ya que puede ser utilizada en todas
las plantas sin necesidad de la preparación de cultivos tisulares.

En los primeros estudios llevados a cabo, se utilizó DNA genómico de plantas que
contenía genes cuyo efecto podía ser valorado morfológicamente. Algunos estudios
afirmaron la transformación, mientras otros dieron resultados negativos, como
consecuencia de la difícil interpretación de los resultados a causa de las
contaminaciones que pueden ocurrir cuando se utilizan genes marcadores naturales de la
planta.

El interés en esta técnica aumentó en 1987 cuando se consiguió la transformación
del centeno mediante la inyección de DNA en el floral tiller (de la Pena et al., 1987). En
este trabajo, se utilizó el gen de la neomicina fosfotransferasa como marcador y la
evidencia de la transformación se basaba en la selección con kinamicina y el análisis por
Southern, aunque la transmisión a la progenie no pudo ser confirmada.

Se realizaron también experimentos con cebada, en la que se consiguió llevar a cabo
la transferencia del gen GUS (Rogers & Rogers, 1992), aunque no se encontraron
evidencias moleculares claras de la transformación.

Aunque los distintos experimentos llevados a cabo sugieren que no se puede
descartar esta técnica como un método de transformación funcional, lo cierto es que
actualmente no existen evidencias de que la macroinyección sea una técnica
reproducible para la transformación de plantas.



5.5.- ELECTROPORACIÓN

El principio de esta técnica de transformación se basa en el conocimiento de que la
aplicación en la membrana celular de pulsos eléctricos cortos y de alto voltaje hace que
en esta aparezcan, de forma temporal, poros que van a permitir la entrada en el interior
de la célula de macromoléculas presentes en la solución extracelular (Neumann &
Rosenheck, 1972). Los poros van a crearse en el componente lipídico de la membrana,
por lo que tras el tratamiento, la membrana volverá a su estado normal. Este proceso
permite a las células suspendidas en un tampón con plásmidos de DNA incorporar al
interior celular el ADN tras la electroporación, resultando en una trasformación
transitoria o estable. Inicialmente, la aplicación de la electroporación como método de
transformación fue desarrollado en bacterias, levaduras y sistemas animales.
Posteriormente se aplicó a protoplastos de plantas como una alternativa a los procesos
de captación de DNA exógeno inducidos químicamente.

La electroporación es un método relativamente sencillo, aunque su aplicación a
protoplastos es relativamente difícil, como consecuencia de las limitaciones técnicas
que supone el cultivo y la regeneración de protoplastos. No obstante, está técnica
comenzó a utilizarse ya a principios de los ochenta, asumiendo de forma general que la
pared celular no es permeable a macromoléculas del tamaño de los ácidos nucleicos, por
lo que se requería un tratamiento con pectinasas.

Electroporación de polen y microsporas:

El polen y las microsporas son células que en principio resultan adecuadas para la
electoporación, pues son células sencillas, totipotentes por definición. Tras la
electroporación, existen dos métodos para la obtención de las plantas transgénicas: la
inducción de la androgénesis in vitro y la utilización del polen transgénico para la
fertilización normal de las plantas. En el caso de la inducción de la androgénesis in
vitro, se a conseguido llevar a cabo la integración transitoria del transgén, pero de
momento no la integración permanente del mismo. En el caso de la fertilización normal,
aunque se han conseguido la integración del transgén, no se ha conseguido evidencias
de la transmisión de este a la progenie y la reproducibilidad del método resulta
complicada.

Electroporación de tejidos:

Estudios de expresión transitoria:

Tras los estudios iniciales que demostraron la viabilidad de la transferencia génica
mediante electroporación, Dereck et al (1990) aplicaron esta técnica  a tejidos obtenidos
a partir de las hojas de arroz, maíz, trigo y cebada. El estudio demostró que era posible
la transferencia génica a células intactas organizadas en tejidos. Estos estudios
suscitaron el interés en el potencial de la electroporación para la transformación de
especies de cultivo no susceptibles a la transformación con Agrobacterium. Los
siguientes estudios demostraron la transformación transitoria de distintos tejidos



obtenidos de diversas especies de cultivo (Xu et al., 1990; Akella et al., 1993; Dillen et
al., 1995).

Estos estudios demostraron también la permeabilidad de muchas paredes celulares al
DNA y otras macromoléculas, en contra de lo asumido inicialmente, estableciendo la
electroporación como una técnica adecuada para la transferencia génica.

Estudios de transformación estable:

La obtención de plantas transformadas de forma estable a partir de tejidos sometidos
a electroporación se consiguió por primera vez en arroz (Li et al., 1992), a partir de
semillas maduras pre-cultivadas. Poco después se consiguió en maíz, aunque esta vez a
partir de embriones inmaduros. En cada caso, se aplicaron cultivos estándar y
procedimientos de selección mediante Kinamicina tras la trasferencia génica. La
integración fue además confirmada por análisis moleculares.

Posteriormente, se consiguieron plantas transgénicas de caña de azúcar mediante la
electroporación de meristemos basales (Arencibia et al., 1992) así como plantas de maíz
transformadas a partir de suspensiones celulares (Laursen et al., 1994). Queda así
demostrado que la electroporación es una técnica válida para la transformación estable
de especies vegetales.

5.6.- ULTRASONIDOS

El tratamiento con ultrasonidos o sonicación es un método físico para la
transferencia de plásmidos de DNA a protoplastos y células intactas. Esta técnica se
basa en la aplicación se ondas de ultrasonido que van a crear, en primer lugar, la
formación de burbujas, con la consecuente generación de elevada presión y temperatura.
En segundo lugar, los ultrasonidos van a provocar la generación de corrientes alrededor
de las burbujas. La velocidad de estas corrientes estarán relacionadas con el efecto que
va a producir el tratamiento con ultrasonidos; de forma general, el tratamiento fuerte
con ultrasonidos se asocia con la inhibición de la síntesis de polisacáridos y proteínas,
así como con la destrucción de algunas macromoléculas. De hecho, antes de disponer de
los enzimas de restricción, esta técnica era utilizada para el fraccionamiento de DNA
(Hagen et al., 1970). Los primeros experimentos realizados en plantas y animales
mostraron los importantes efectos físicos que la sonicación tiene en las células; el Vicia
faba produce la rotura de la pared celular de las células de la raíz (Miller et al., 1974)
mientras que en células animales produce alteraciones en la permeabilidad de la
membrana plasmática (Chapman, 1974). En base a estas observaciones, la sonicación
comenzó a emplearse para la transferencia génica a protoplastos, células en suspensión
y pedazos intactos de tejidos.

El proceso utilizado para transferir DNA es el mismo independientemente del tipo
de células de la planta con el que se vaya a trabajar. El plásmido de DNA es transferido
al medio de sonicación , en el cual se encuentran ya resuspendidas previamente las de
interés. La mezcla es tratada con pulsos de ultrasonidos de una intensidad que



previamente ha sido seleccionada y de una duración que va a depender
fundamentalmente del tipo de célula. El factor más importante que afecta a la entrada de
DNA en la célula mediante sonicación es la composición del medio de sonicación así
como la cantidad de plásmido. Joersbo y Brunstedt (1990) encontraron que los
experimentos llevados a cabo con elevadas cantidades de DNA (80-110 � g/ml) y el
medio de sonicación suplementado con sacarosa producen una mayor expresión
transitoria de los genes.

Una de las principales ventajas que ofrece la sonicación es la simplicidad y
velocidad de la técnica, así como su bajo coste. Además, la sonicación es un método de
transferencia génica muy versátil, que permite introducir DNA exógeno desde
protoplastos a células en suspensión y tejidos. No obstante, esta técnica tiene también
alguna limitación, como es el hecho de que las ondas de ultasonidos pueden causar
daño en las células a causa de la elevada temperatura que produce, lo que limitan el uso
de esta técnica.

5.7.- TRANSFORMACIÓN GÉNICA MEDIANTE LÁSER

La transformación de las células vegetales mediante la irradiación con láser se basa
en llevar a través del objetivo pulsos de luz de alta energía a las regiones del tejido
diana de menos de 1� m de diámetro. Esta técnica resulta muy útil para manipular
componentes celulares y orgánulos, porque el rayo puede ser dirigido directamente a
esta área seleccionada. El hecho de que con el láser, agujeros de dimensiones definidas
pueden ser creados en la pared y membrana celular, permitiendo la entrada pasiva de
DNA a través de los al interior de la célula, hace de esta herramienta una posible forma
de vencer la barrera para introducir DNA en la célula. Este proceso puede ser ayudado
por la creación de un gradiente osmótico entre la célula y el tampón hipotónico que
favorezca la entrada de DNA a favor de gradiente.

El experimento típico comienza  introduciendo agregados de cultivos en suspensión
o explantos de tejidos en un medio hipertónico durante 1-3 horas. Este medio va a
inducir que las células situadas en la zona exterior de los agregados se plasmolicen hasta
el 80-90% de su volumen total. Después, los cultivos son filtrados y trasladados a una
cámara de cultivo. El DNA, disuelto en medio líquido es añadido a las células, las
cuales son inmediatamente irradiadas con el láser. Las células pre-plasmolizadas,
cuando son introducidas en el medio hipotónico que contiene el DNA, introducen
rápidamente el DNA a través de las perforaciones hechos por el láser. Este hecho s ve
maximizado porque las células plasmolizadas captan mayores cantidades de líquido que
las células no tratadas previamente. El daño causado a las células por el tratamiento con
láser es mínimo debido al hecho de que las perforaciones hechas con el láser son muy
pequeñas y pueden ser rápidamente cerradas tras el tratamiento. La forma en la que el
tratamiento con láser es llevado a cabo es enfocando el rayo en la superficie de las
células elegidas y posteriormente desplazándolo en una línea fina para perforar células
sucesivas.



 Una de las principales ventajas de la transformación por láser es la elevada
precisión del método. Como el láser es dirigido con un microscopio se pueden ver y
elegir exactamente las células que van a ser tratadas. Así, esta técnica resulta aplicable
para la transformación de células de los meristemos, que son competentes para la
regeneración. La microinyección que tiene en estos aspectos características similares,
aunque esta ha de ser llevada a cabo en las células de forma individual. La
transformación con láser es una técnica que puede ser llevada a cabo en un número de
células mucho mayor, aunque la subsiguiente trasferencia de ADN esté mucho menos
controlada.

No obstante, esta técnica tiene también una importante limitación, el gran coste del
equipo necesario para llevarla a cabo y la gran habilidad necesaria para manejar el láser.

5.8.- TRANSFORMACIÓN MEDIADA POR POLEN

Dado que la función del polen es transmitir DNA, por lo que siempre ha existido un
gran interés en la transformación mediada por gametos. No obstante, hasta la llegada de
los marcadores heterogéneos y de las técnicas moleculares de análisis, la obtención de
evidencias de la transformación resultaban difíciles de interpretar, dado que los
marcadores clásicos como un resultado de la contaminación del polen en vez de cómo
resultado de la transformación. En 1986, se consiguió obtener la transformación de maíz
por polinización con una mezcla de polen y de DNA (Otha, 1986). Esto incrementó
notablemente el interés en este tipo de técnicas. En este experimento, el plásmido de
DNA con el gen nptII fue aplicado a las flores tras la polinización. La transformación
fue confirmada por existencia a antibióticos o Southen blot. El objetivo del método es
que el DNA sea transportado durante la fecundación al interior de los óvulos, pues en
este estado el DNA tiene más posibilidades de ser integrado.

Esta publicación generó un gran interés, aunque los experimentos que después se
llevaron a cabo en arroz y otras plantas obtuvieron resultados generalmente negativos.

5.9.- TRANSFERENCIA GÉNICA POR INBIBICIÓN

La introducción de DNA durante la imbibición de tejidos de plantas deshidratados
es un método que ha sido estudiado desde los años sesenta. Durante la deshidratación
ocurren cambios físicos y químicos como la expansión rápida de la célula, la rotura de
la pared, los cambios estructurales en la membrana, etc., que sugieren que en estas
condiciones el DNA puede ser captado.

En 1989, Toepfer et al. consiguieron la incorporación y expresión transitoria del
plásmido de DNA con el gen nptII, mediante la imbibición de cereales en una solución
con DNA. Seis años más tarde, en 1995, se consiguió la transformación estable de arroz
expresando el gen GUS mediante la imbibición de embriones.



La gran ventaja de esta técnica es su simplicidad y que no requiera un equipamiento
especializado. Sin embargo, esta técnica solo puede ser aplicada a determinados
órganos.



6.- GENES MARCADORES:
Los genes marcadores desempeñan un papel crucial en los procedimientos de

transformación, pues estos pueden ser utilizados para determinar si el DNA introducido
en las células de la planta mediante distintos tratamientos se ha integrado en el genoma
de la misma de manera efectiva. Los genes marcadores van a ser utilizados
generalmente para la transformación estable. Estos genes van a permitir a células vivas,
tejidos o plantas completas crecer bajo condiciones que no previenen el crecimiento de
los tejidos no transformados o confieren un fenotipo que permite diferenciar
inequívocamente los tejidos transformados de los que no lo están.

Visualización de la expresión del gen:

Los genes marcadores que pueden ser detectados en los tejidos de la planta
directamente constituyen una herramienta muy importante. En los estudios de expresión
transitoria, algunos marcadores pueden indicar el número y la localización de las células
transfectadas, ambos parámetros resultan importantes para llevar a cabo la
transformación estable. En los transformantes estables, es posible determinar si un gen
introducido se expresa en todas las células de un tejido determinado o en elevados
niveles en algunas células o tipos celulares concretos. Esta información frecuentemente
proporciona una mayor percepción del papel funcional de un gen durante el desarrollo
vegetal. El sistema de gen marcador de la � -D-glucuronidasa (GUS) se ha probado que
resulta muy versátil en numerosas investigaciones (Jefferson, 1989). Una limitación
típica de este sistema, sin embargo, es que el procedimiento histoquímico para la
detección de la expresión de GUS requiere generalmente sacrificar el tejido. Por ello
también se han desarrollado marcadores usados para visualizar la expresión génica en
tejidos vegetales vivas. Alguno de estos ya se han constituido como marcadores muy
útiles para la transformación de la planta entera (Meyer et al., 1987; Herman & Marks,
1989) o para determinar el destino de las células transformadas en tejidos quiméricos.

Criterios para la elección de marcadores de selección:

Los marcadores de selección confieren un fenotipo dominante en las células
transformadas porque invariablemente causan la adición de un nuevo carácter no
asociado normalmente con las células sin transformar. Los caracteres que pueden ser
usados para seleccionar células transformadas de células no transformadas se dividen en
dos clases: aquellos que confieren o viabilidad o letalidad celular en presencia de un
agente selectivo; y aquellos que confieren a las células transformadas algunas
característica física distinguible. Las frecuencias de transformación de células vegetales
son generalmente bajas, así que muchos sistemas de transformación usan marcadores
que aseguren la supervivencia de las células transformadas en presencia de un agente
selectivo.

Cuando se desarrolla un procedimiento de selección con un gen marcador deben
considerarse también la naturaleza del tejido diana y el sistema de introducción del
DNA. Por ejemplo, los tejidos verdes pueden ser más sensibles a agentes que afecten a
procesos localizados en plastos que las células de callo. Además, la exposición de las



células del callo a elevados niveles de estos agentes durante el proceso de selección
pueden afectar a la regeneración de las plantas verdes o al desarrollo plastídico. Con
otros agentes selectivos, la supervivencia de células transformadas bajo condiciones
selectivas puede verse afectada por la liberación de compuestos tóxicos (por ejemplo
compuestos fenólicos) por las células no transformadas circundantes.

Los marcadores de selección que requieren un agente selectivo pueden no se muy
útiles en los procedimientos de selección como el desarrollo de quimeras a elevada
frecuencia. Esto es debido a que los sectores transformados de las plantas quiméricas
frecuentemente dependen delas células no transformadas para el aporte de nutrientes.
Por ello se han usado marcadores visibles para seleccionas plantas quimeras generadas
por biolística en meristemos apicales.

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

6.1.1- Marcadores de resistencia a herbicidas o antibióticos.

El repertorio de marcadores de selección que resultan en la resistencia a
antibióticos, herbicidas u otras fitotoxinas es actualmente muy extenso. La resistencia a
estos agentes es conferida por uno d estos tres mecanismos: detoxificación por
modificación enzimática o secuestro; reducción de la afinidad por el agente de selección
y sobreexpresión de una molécula diana de tipo salvaje. En general, los marcadores que
operan por los dos primeros mecanismos, son más efectivos y, en consecuencia, su uso
está más extendido.

6.1.2.- Marcadores auxotróficos.

Las mutaciones auxotróficas que requieren suplementos nutricionales son raras
en plantas. En consecuencia, son escasas las investigaciones en la que se documenta la
complementación del mutante auxotrófico mediante la transformación vegetal. Por
ejemplo, la enzima treonina dehidratasa es deficiente en mutantes de Nicotiana
plumbaginifolia la cual requiere isoleucina. El gen de levadura que codifica esta enzima
ILV1, fue introducido en secuencias reguladoras de la planta e introducido en las células
mutantes mediante Agrobacterium (Colau et al., 1987). Otro ejemplo es el caso en el
que el gen de la nitrato reductasa de tabaco es utilizado para complementar mutantes de
nicotina tabacum deficientes para esta enzima (Vaucheret et al., 1990). Las plantas
transformadas van a poder crecer en presencia de nitrato mientras que los mutantes
originales no.

6.1.3.- Marcadores letales.

Los marcadores letales para las células pueden ser tener diferentes aplicaciones.
Por ejemplo, estos marcadores pueden ser usados para seleccionar mutaciones que
suprimen la expresión de un gen. Además, los agentes que seleccionan para la pérdida
del marcador pueden también ser útiles para eventos de selección positiva / negativa
(Capecchi, 1989)



Algunos marcadores codifican proteínas extremadamente tóxicas para la planta,
las cuales bajo el control de un promotor determinado sólo se expresarán en ciertos
tejidos o en respuesta a estímulos externos.

6.2.- MARCADORES VISIBLES:

6.2.1.- Marcadores histológicos.

Los marcadores histológicos confieren fenotipos distinguibles en presencia de
un sustrato que es suplementado de manera exógena. Los agentes histológicos clásicos
incluyen sustratos cromogénicos que reaccionan con constituyentes celulares (Gahan,
1984; Vaughn, 1987). Los anticuerpos también pueden ser usados para detectar
proteínas en un procedimiento conocido como inmunohistoquímica (Harlow y Lane,
1988; Harris y Outlaw, 1990). De forma similar, la expresión génica en cuanto a niveles
de mRNA puede ser visualizada por hibridación in situ (Raikhel et al., 1989).

6.2.2.- Marcadores morfológicos.

El uso de marcadores morfológicos en la transferencia génica a plantas se ve
incrementado a medida que el control de los genes relacionados con caracteres
morfológicos se va haciendo posible. Las plantas transgénicas que sobreexpresan
peroxidasa extracelular son susceptibles de marchitarse, y la sobreexpresión de
fitocromos tiene numerosos efectos pleiotrópicos. La morfología de las plantas que
selectivamente expresan un producto tóxico de un gen en un tejido específico también
puede ser detectada.

6.2.3.- Marcadores de pigmentación.

Las plantas son organismos vistosamente coloreados. Las mutaciones que
afectan a la síntesis de pigmentos son raramente perjudiciales y se han usado de manera
destacable como marcadores en plantas durante decenas de años. Muchos de los
pigmentos más universales (y coloridos) únicos en plantas son las antocianinas o los
compuestos similares relacionados con flavonoides. Hace unos años se clonaron un
cierto número de genes asociados a la producción de antocianinas (Mol et al., 1988;
Ludwig y Wessler, 1990). Algunos de ellos son genes estructurales que codifican
enzimas involucrados en la biosíntesis de las antocianinas, mientras que otras codifican
factores en trans que regulan la expresión de los genes estructurales a nivel
trasncripcional.

Se han llevado a cabo tres aproximaciones generales para la utilización de los
genes clonados de antocianinas como marcadores dominantes en los tejidos de plantas
transformadas.

- Supresión de los alelos salvajes endógenos mediante el uso RNA antisentido,
la adición de copias extra del gen o proteínas dominantes inhibidoras negativas.

- Complementación de alelos mutantes.
- Transactivación de alelos silentes,


