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RESUMEN

Con el propésito de hacer mas eficiente la transferencia
de ADN hacia células vegetales, se han desarrollado
diferentes métodos de transformacién genética en plantas.
Los métodos indirectos son basados en la utilizacién de
vectores biolégicos y los métodos indirectos son basados en
elementos fisicos y quimicos. Esta es una revisién actualizada
de los métodos de transformacién genética de plantas,
dirigida a los interesados en el mejoramiento genético de
cultivos. Para ello, se revisaron las bases de datos “Science
Direct”, “Hinari” y “Medline”, disponibles en el portal del
sistema nacional de bibliotecas (SINAB), de la Universidad
Nacional de Colombia. Se usaron las palabras claves
en inglés “plant transformation”, “genetic engineering”,
“transgenic plants”, “genetically modified crops”, para la
blsqueda de documentos generales. Posteriormente, se
refiné la busqueda con el uso de palabras claves especificas,
como “particle bombardment”, “biolistic”, “Agrobacterium”,
“sonication” y otras. También, se realizaron algunas
pesquisas de complementacién en idioma espanol, usando
el buscador “google”, para las palabras claves “cultivos
genéticamente modificados” y “cultivos transgénicos”. Se
examinaron articulos cientificos y revisiones publicadas,
entre 1997 y 2010. Existe una larga lista de procesos usados
en la transferencia de genes fordneos a los genomas de
especies vegetales, que incluye: vectores virales, liposomas,
electroporacién, sonicacién, transferencia mediada por
compuestos quimicos, fibras de carburo de silicona,
microinyeccién y microlaser; sin embargo, los cultivos
transgénicos que se han liberado comercialmente, se han
producido mediante el uso de dos tecnologias: biobalistica
y transformacién, mediada por Agrobacterium tumefaciens.

Palabras clave: Plantas transgénicas, cultivos genéticamente
modificados, transformacién genética.

SUMMARY

In order to streamline the transfer of DNA into plant cells
have developed different methods for genetic transformation
in plants. These methods can be divided into two classes:
indirect methods based on biological vectors known as, and
direct methods based on physical and chemical elements.
This work presents an updated review of the methods used
for genetic transformation of plants, aimed at those interested
in crops breeding. To do this we reviewed databases “Science
Direct”, “Hinari” and “Medline” available on the website of
the national library system (SINAB) of the Universidad
Nacional de Colombia. Keywords used in English were:
“plant transformation”, “genetic engineering”, “transgenic
plants”, “genetically modified crops”, to search for general
documents. Search was further refined by using more
specific keywords, like “particle bombardment”, “biolistic”,
“Agrobacterium”, “sonication”, etc. Also conducted some
research complementation in Spanish, using the search
“google” for the key words “cultivos genéticamente
modificados” and “ cultivos transgénicos”. Were reviewed
scientific articles and reviews between 1997 and 2010. There
is a long list of processes used in the transfer of foreign genes
into the genomes of plant species, including: viral vectors,
liposomes, electroporation, sonication, chemical-mediated
transfer, silicon carbide fibers, microinjection and microlaser.
However, GM crops are released commercially, have been
produced through the use of two technologies: biolistic and
Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation.

Key words: Transgenic plants, GM crops, genetic transforma-
tion.

INTRODUCCION

La ingenieria genética de plantas esté dirigida a la produc-
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cién de genotipos que expresen caracteristicas de interés,
mediante la integracién en el genoma vegetal, de segmentos
de DNA foréneo, proveniente de cualquier origen. Este DNA
altera las caracteristicas de la planta, mediante la modifica-
cién dirigida y controlada de su genoma, al afadir, al elimi-
nar o al modificar alguno o algunos de sus genes (Danilova,
2007; Karimi et al. 2007). No hay limitacién para la transfe-
rencia de genes entre plantas de la misma especie y especies
cercanamente emparentadas, ya que genes de especies no
relacionadas evolutivamente, pueden ser introducidos. Ello
permite usar genes de diferentes especies, géneros y reinos,
eliminando las barreras de incompatibilidad sexual y fertili-
dad (Vasil, 2007).

La principal ventaja de la ingenieria genética es que no implica
la transferencia de cientos de miles de genes, algunos con
caracteristicas no deseadas, sino que involucra el traspaso
de uno o pocos dgenes que confieren la caracteristica de
interés (Danilova, 2007). Es un instrumento valioso que
permite acelerar procesos que, lentos y laboriosos, ofrece
la posibilidad de introducir en una planta una caracteristica
deseada, mediante transformacién genética, en un solo
paso. La ingenieria genética de plantas comprende una
serie de técnicas complementarias con los procedimientos
del mejoramiento genético convencional (Jauhar, 2006;
Livermore, 2002).

La transformacién de plantas usa una amplia gama de he-
rramientas, mediante, las cuales, es posible la introduccion
de informacién genética foranea, sin afectar las cualidades
agronémicas y de mercadeo de los cultivos. La transforma-
cién de plantas se ha definido como la incorporacién esta-
ble de genes foréneos y la expresion de estos en las plantas
transformadas (Sharma et al. 2002; Rommens, 2004).

Desde 1983, cuando se reporto por primera vez la produccién
de una planta transgénica, se ha logrado la transformacién
de més de 120 especies y 35 diferentes familias vegetales,
tanto de dicotiledéneas como de monocotiledéneas (Bhat &
Srinivasan, 2002; Jauhar, 2006). Esto no significa que sea un
proceso sencillo, por lo contrario, es un proceso complicado
que involucra varias etapas: identificacién y aislamiento
del gen de interés, desarrollo del casete de expresién o
construcciéon quimérica, vectores apropiados que permitan
el clonaje o transferencia de la construccién quimérica,
método para la introduccion del DNA de manera estable en
el genoma de la célula vegetal (protocolo de transformacion),
sistema de cultivo de tejidos que permita regenerar plantas
completas, procedimiento para la distincién de los individuos
transformados de aquellos no transgénicos (seleccién de
transformantes) y métodos analiticos para detectar el gene
foraneo y sus productos en la planta transformada (Diaz et
al. 2004; Larik et al. 2004; Jauhar, 2006).

Segun Diaz et al. (2004), para obtener una planta transgénica
deben ocurrir tres procesos indispensables en la misma
célula: el casete de expresion debe ser transferido al interior
de la célula; el casete de expresion se debe integrar al DNA
celular y se debe regenerar una planta, a partir de la célula en
la que han ocurrido los dos procesos anteriores.

Para todas las técnicas de transformacion vegetal es necesario
disponer de un gen de interés, que puede ser endégeno
modificado o un gen foraneo aislado de grupos filogenéticos
variados (Karimi et al. 2007). Este debe ir flanqueado por
los elementos reguladores necesarios para su expresioén: una
regién promotora, cuya funcién general es el reconocimiento
del sitio de unién de la DNA polimerasa con el consecuente
inicio de la transcripciéon del gen en RNA mensajero y una
regiéon terminadora que da la sefal de finalizacién de la
transcripcién, y es la encargada del mantenimiento de la
estabilidad del mRNA y su transporte al citoplasma para
su posterior traduccién en una molécula proteica. Esta
construcciéon Regién promotora - Regién codificante o gen
de interés — Regiéon terminadora, es conocida como casete
de expresion (Sharma et al. 2002; Chaparro et al. 2005).

La fuente de los segmentos génicos que componen el casete
de expresion puede corresponder a origenes biolégicos di-
ferentes, caso en que se denomina construccién quimérica.
Este casete de expresion debe ir en un vector que permita su
clonacién o transferencia, mediante los métodos de transfor-
macién. Los vectores mas utilizados en la transformacién de
plantas son plasmidos, donde fueron clonados los genes que
serén introducidos en el genoma vegetal (Larik et al. 2004;
Job, 2002; Karimi et al. 2007). La construccién quimérica,
usualmente, se encuentra acompanada con otra construccion
funcional, que corresponde a un gen marcador de seleccion.
La introduccién de este gen responde a la necesidad de iden-
tificar las pléantulas que hayan sido regeneradas, a partir de
células que insertaron el transgen dentro del conjunto del ma-
terial vegetal sometido al proceso de transformacion (Bhat &
Srinivasan, 2002; Martinez et al. 2004; Karimi et al. 2007).

Los métodos de transformacién utilizados, en la actualidad,
se basan en la obtencién de células transgénicas y posterior
recuperacion de plantas completas y fértiles, a través del
cultivo de tejidos y seleccién in vitro. En la mayoria de
especies, se observa una importante influencia del genotipo
en la respuesta al cultivo in vitro. Por ello, cuando se usa
esta tecnologia, con fines de mejoramiento genético es
muy importante conocer la respuesta morfogenética de
los distintos genotipos (Eapen, 2008; Gutiérrez et al. 2002;
Filipecki & Malepszy, 2006). Una vez se logra la regeneracién
de las plantas transgénicas a partir de células transformadas,
se debe realizar la verificacion del estatus transgénico de
estas plantas, mediante el uso de técnicas moleculares,
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como PCR o “Southern blot”, para determinar la insercién
del transgen, RT-PCR o “Northern blot”, para verificar su
transcripcion y “Western Blot” o ELISA, para detectar la
produccion de la proteina (Diaz et al. 2004; Danilova, 2007).

Se denominan plantas transgénicas a aquellas plantas que
fueron modificadas genéticamente por la introduccién de
uno o varios genes (con sus respectivas secuencias regu-
ladoras), por técnicas moleculares, que les confieren una(s)
nueva(s) caracteristica (Martinez et al. 2004; Vain, 2007). Las
plantas transgénicas fueron desarrolladas por primera vez a
comienzos de los 80, por cuatro grupos que trabajaban de
manera independiente. Se produjeron células de plantas de
tabaco y plantas de petunia resistentes a kanamicina; tam-
bién, por primera vez, se inserté un gen del frijol en una plan-
ta de girasol (Birch, 1997; Nielsen et al. 2001; Vasil, 2007).

La obtencién de plantas transgénicas ha permitido desarrollar
nuevas variedades de plantas, cultivadas con caracteristicas
deinterés, como sonresistencia a factores bidticos y abiéticos,
aumento en la calidad y rendimientos més altos. También, se
ha demostrado la utilidad de las plantas transgénicas para
producir vacunas u otras sustancias terapéuticas y para la
produccién de materias primas de interés industrial, como
plasticos biodegradables. De acuerdo a lo anterior es claro
el alto potencial y la amplia aplicabilidad de las plantas
transgénicas, no solo en la agricultura sino en la industria en
general (Job, 2002; Sharma et al. 2002; Vain, 2007).

La disponibilidad de esta tecnologia permitié importantes
avances en el mejoramiento genético de plantas. El gran
esfuerzo realizado, en este sentido, tuvo como consecuencia
la llegada al mercado, a partir de 1995, de los primeros
cultivos transgénicos (James, 2005; 2008; Vain, 2007). En
el 2010, se sembraron 148 millones de hectéreas de cultivos
GM, por 15,4 millones de agricultores, en 29 paises (James,
2010). Segun Agrobio (2011), para el 2010, se sembraron en
cultivos transgénicos en Colombia, 37.657ha del algodonero,
38.896ha de maiz y 4ha de clavel y de rosas.

El presente trabajo tiene como propdsito ofrecer una
visién actualizada de los diferentes métodos usados para
la transferencia de genes hacia los genomas de especies
vegetales, para los especialistas y los interesados en el
mejoramiento genético de plantas. No existe este tipo de
documentos enidioma espanoly esto dificultala comprensién
de esta importante aplicacién de la biotecnologia vegetal,
asunto de interés para paises megadiversos, como Colombia,
en el que se utilizan los cultivos transgénicos en la agricultura.

MATERIALES Y METODOS

Se hizo unabusquedainicial, procurandorevisiones generales,

usando las bases de datos “Science Direct”, “Hinari” 'y
“Medline”, disponibles en el portal del sistema nacional de
bibliotecas (SINAB), de la Universidad Nacional de Colombia.
Para esta primera fase, se emplearon las palabras claves en
idioma inglés “plant transformation”, “genetic engineering”,
“transgenic plants”, “genetically modified crops”. Con
base en los hallazgos de la primera fase, se organizé una
segunda fase, refinando la pesquisa, de acuerdo con
palabras clave relacionadas con los métodos especificos:
“particle bombardment”, “biolistic”, “Agrobacterium”,
“sonication”, “viral vectors”, “electroporation”, “microlaser”,
“microinyection”, “chemical-mediated transfer”, “silicon
carbide fibers”, “liposomes”. Finalmente, se hicieron algunas
indagaciones complementarias en idioma esparol, usando
el buscador google, para las palabras claves “cultivos
genéticamente modificados” y “cultivos transgénicos”. Se
examinaron articulos cientificos y revisiones entre 1997 y
2010, que cubrieron las publicaciones mundiales en revistas
indexadas y paginas web de organizaciones reconocidas, por
su dedicacién al tema de los cultivos transgénicos, como
Agrobio (Asociacién de Biotecnologia Vegetal Agricola) e
ISAAA (International Service for the Acquisition of Agri-
biotech Applications).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se han desarrollado diferentes métodos de transformacion
genética, con el propdsito de hacer més eficiente la
transferencia de ADN hacia células o tejidos vegetales. Se
busca transformar una variedad més amplia de plantas con
mejores resultados. Los sistemas de transformacién con los
que se cuenta en la actualidad, se clasifican en métodos
indirectos y métodos directos, de acuerdo con el mecanismo
utilizado para la transferencia del material genético hacia la
célula vegetal (Mohan Babua et al. 2003; Rao et al. 2009).
La cisgenesis que es la introduccién de genes con sus
promotores nativos aislados desde la planta cultivada en si
misma o desde especies hibridar, con las cuales, la planta
cultivada se puede natural (Jacobsen & Schouten, 2007), no
es considerada un método de transformacién genética en
esta revision, sino una de los formas de ingenieria genética
de plantas. Ello, debido a que para desarrollar la cisgenesis
se puede utilizar cualquiera de los métodos descritos.

METODOS INDIRECTOS

Son métodos basados en la utilizacién de vectores biolégi-
cos, empleando sus caracteristica naturales de patogenicidad
en plantas, para la introduccién de los genes de interés al ge-
noma vegetal (Veluthambi et al. 2003; Rao et al. 2009). Entre
estos sistemas de transformacion se han descrito el uso de la
bacteria Agrobacterium tumefaciens y el uso de virus.
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Sistema Agrobacterium

Debido a la capacidad y a la eficiencia de este género en
infectar diversos organismos vegetales surgié la idea de
utilizar Agrobacterium como mediador para la introduccién
de genes de interés en plantas (Hellens & Mullineaux,
2000; Tzfira et al. 2004). La transformacion mediada por
Agrobacterium fue el primer sistema de transferencia de
genes en producir una planta modificada genéticamente
en 1983, cuando reportaron la transferencia de genes
bacterianos a plantas y de una especie vegetal a otra
(Valentine, 2003; Vasil, 2007).

La infeccién por Agrobacterium en una planta es el resultado
de un proceso de evolucién altamente especializado: la
transferencia horizontal de genes desde bacterias hacia
plantas (Gelvin, 2000; Zupan et al. 2000; Gelvin, 2003a;
Tzfira & Citovsky, 2002). El segmento de DNA transferido
es conocido como la regién T-DNA (DNA de transferencia) y
se encuentra en el plasmido residente de la bacteria llamado
plasmido Ti (inductor de tumores). Esta regién contiene
genes que codifican para la biosintesis de fitohormonas y
opinas (carbohidratos Unicamente metabolizables por la
bacteria). Para que se dé una transferencia efectiva de esta
region es necesaria la expresion de los “genes Vir” contenidos
en la regién Vir (regién de virulencia), la cual, se encuentra
en el plasmido TI (Gelvin, 2000; Hellens & Mullineaux, 2000;
Gelvin, 2010).

Este proceso inicia cuando se producen heridas en las células
de la planta, se liberan al medio compuestos fendlicos y
monosacéaridos, que son reconocidos por Agrobacterium,
induciendo una unién entre la bacteria y las células vegetales.
Este proceso de anclaje no ha sido dilucidado claramente
(Citovsky et al. 2007; Escobar & Dandekar, 2003; Karami
et al. 2009). Los compuestos fendlicos, monosacéridos y
condiciones de pH que presenta el medio circundante son
importantes para la activacién del sistema de regulacién de
dos componentes VirA/VirB, que activa la transcripcién del
regulon Vir (Valentine, 2003; Tzfira et al. 2004; Pitzschke &
Hirt, 2010). Posteriormente, por la accién cooperativa de
las proteinas VirD1 y VirD2 permite la sintesis del T-DNA;
la proteina VirD2 se une covalentemente al extremo 5’ del
T-DNA, mientras que la proteina VirE2 cubre a toda la hebra
de T-DNA. Finalmente, este complejo es translocado a las
células vegetales, mediante un sistema de secrecién tipo
IV, que esté constituido por un Pili y un canal de secrecion,
formados por las proteinas VirB y VirD4. Una vez el T-DNA
ha llegado a la célula vegetal, las proteinas VirE2 y VirD2
contribuyen al direccionamiento del T-DNA hacia el ntcleo y
posterior integracién en el genoma vegetal (Tzfira & Citosky,
2002; Tzfira et al. 2004; Citovsky et al. 2007; Escobar &
Dandekar, 2003). Cabe anotar que durante todo el proceso de
infeccién de Agrobacterium, se da una continua interaccién

con las proteinas y sistemas propios de la célula vegetal a ser
infectada (Gelvin, 2003b; Gelvin, 2010).

Para utilizar el sistema de transformacién mediado por
Agrobacterium, se requiere de cepas desarmadas, que
son aquellas, en las que el T-DNA ha sido eliminado. Para
obtenerlas, el plasmido residente Ti debe ser modificado
mediante un proceso de recombinacién, que permite eliminar
los genes responsables de la formacién de tumores en la
planta, denominados ONC (oncogenes) y los genes OPS
para la sintesis de opinas, que se encuentran en la regién del
T-DNA. Para esto es introducido a la cepa de Agrobacterium
a desarmar, un plasmido foraneo con regiones de homologia
con el T-DNAy un gen para resistencia a antibiéticos. Dado el
proceso de recombinacién entre el plasmido Tl y el plasmido
fordneo, se elimina el T-DNA y se introduce en el plasmido
Tl el gen para resistencia a antibiéticos que, posteriormente,
va permitir identificar la bacteria desarmada, mientras que
plasmido foraneo con la regién T-DNA es eliminado (Gelvin,
2003b; Jacobs, 2003; Gelvin, 2010; Pitzschke & Hirt, 2010).

En la transferencia de genes, a través del sistema A.
tumefaciens, se emplean dos tipos de vectores: los de co-
integracion (sistemas en cis) y los binarios. Los vectores
co-integrados resultan de la integracién de un plasmido
fordneo pequeno al pldsmido TI de la cepa desarmada de
Agrobacterium, mediante un proceso de recombinacion.
Estos vectores, se obtienen a partir de un plasmido Ti
desarmado, que contiene el borde izquierdo y el plasmido
fordneo, que contiene el gen de interés flanqueado
por el borde derecho y una regién homodloga al borde
izquierdo; la recombinacién se lleva a cabo por un evento
de entrecruzamiento de regiones homodlogas de los dos
pldsmidos, dando como resultado un solo pladsmido (Gelvin,
2000; Gelvin, 2003a; Gelvin, 2010).

Los vectores binarios (sistemas en trans) es la estrategia
mas empleada. Estos vectores, se derivan de plasmidos
que se replican en E. coli y en A. tumefaciens, no necesitan
integrarse al pldsmido Ti y se mantienen como pldsmidos
independientes, dentro de la célula bacteriana. Esta estrategia
consiste en el uso de dos plasmidos en la bacteria, uno de
ellos, el vector binario, contiene los bordes del T-DNA en el
que se incluye el casete de expresion o genes de interés y, el
otro, el plasmido residente es el que contiene los genes “Vir”,
que son los encargados de mediar la transferencia efectiva
del casette de expresién hacia las células vegetales (Hellens &
Mullineaux, 2000; Komori et al. 2007). Una versién mejorada
de los vectores binarios son los vectores superbinarios, los
cuales, son los responsables de la supervirulencia de las
cepas de Agrobacterium, debido a que portan un segmento
de DNA con los genes de virulencia VirB, VirC y VirG. Estos
vectores, se obtienen a partir de la recombinacién homologa
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entre un plasmido pequeno que porta el T-DNA con los genes
de interés y un plasmido de mayor tamano que posee la
region de supervirulencia, formando un vector co-integrado,
que se introduciré a una cepa de Agrobacterium desarmada,
como vector binario (Komori et al. 2007).

La transformacién, mediada por Agrobacterium, requiere de
un periodo de co-cultivo, en el cual, la cepa de Agrobacte-
rium, que contiene el vector con los genes de interés, es pues-
ta en contacto con el tejido vegetal a transformar, para que
se realice la transferencia de T-DNA a algunas de las células
vegetales expuestas a la infeccion. El uso de diferentes tipos
de tejido vegetal estéa dado por las caracteristicas de éstos, en
cuanto a su capacidad de regeneracién y facil manipulacion.
El co-cultivo, se debe dar en un medio apropiado que favorez-
ca el proceso de transformacién, como la presencia de mo-
léculas sefal, como la acetosiringona y las heridas en el tejido
vegetal que activa el sistema de virulencia de Agrobacterium
(Vasil, 2007; Sharma et al. 2002; Hansen & Wright, 1999).

Después del co-cultivo, el tejido vegetal es transferido
a un medio de cultivo de tejidos vegetales que propicie la
regeneracién, que consiste en la obtencién de una planta
completa a partir de una célula vegetal. Para la regeneracién
de plantas completas es necesaria la adicion de hormonas
vegetales o reguladores de crecimiento al medio de cultivo.
Estos reguladores son del tipo citoquininas, que promueven
la divisién celular en el cultivo de tejidos no meristematicos
e inducen la formacién de érganos en una gran variedad
de cultivo de tejidos o auxinas, que promueven la divisién
y crecimiento celular, y las giberilinas involucradas en la
regulacion de la elongacion celular especificamente auxinas
y citoquininas (Arias et al. 2006; Eapen, 2008; Pitzschke &
Hirt, 2010). El factor més importante para la regeneracién
es el balance adecuado de los reguladores de crecimiento.
Entre los factores que pueden afectar de manera
considerable la regeneracién estan la fuente del explante
y su estado fisioldgico, al igual que las condiciones de luz
y de temperatura a que sean sometidos. Adicionalmente,
estos medios deben contener antibiéticos, que permita la
eliminacién de Agrobacterium, debido a que no es requerido
mas, puesto que el proceso de transformacién se llevé a cabo
en el periodo de co-cultivo y agentes selectivos, que permitan
la seleccién de las posible plantas transgénicas, que debe
estar de acuerdo con los genes de seleccién presentes en
el casete de expresion empleado (Bhat & Srinivasan, 2002;
Filipecki & Malepszy, 2006).

El sistema Agrobacterium es el mas empleado en la
produccién de plantas transgénicas, debido a que posee
varias ventajas frente a los otros sistemas de transformacion.
Entre estas estén: simplicidad técnica de los protocolos; no
requiere de equipos sofisticados; pueden ser empleados

diferentes tipos de tejidos vegetales; la integracién del T-DNA
es un proceso relativamente preciso; la regiéon de DNA a
ser transferido es definida; baja probabilidad de rearreglos;
permite la introduccién de segmentos largos de DNA; bajo
numero de copias del T-DNA transferido. La gran mayoria
de las ventajas que presenta este sistema, se explican por el
proceso de infeccién de las células vegetales por la bacteria
y la posterior integracién del el T-DNA en el genoma vegetal
(Hansen & Wright, 1999; Veluthambi et al. 2003; Filipecki &
Malepszy, 2006).

Entre las desventajas del sistema de Agrobacterirum, se han
reportado: el tejido a infectar debe presentar dano fisico;
los vectores estan disenado solo para infectar el nacleo; se
requiere la eliminacién de la bacteria de los tejidos infectados
mediante el uso de antibidtico; el rango de hospederos esta
limitado a que estos sean susceptibles a la infeccién; sin
embargo, muchas de estas deficiencias han sido superadas
con la implementacién de nuevas técnicas y procedimientos
(Hansen & Wright, 1999; Pitzschke & Hirt, 2010).

Con el propésito de mejorar el sistema Agrobacterium,
algunos investigadores proponen combinarlo con
otras técnicas de transformacién. Es asi como surge la
Agroinfiltracién, que combina el sistema Agrobacterium
con la aplicaciéon de vacio. Se emplea tejido floral joven o
en desarrollo, sobre el cual, se aplica vacio, mientras se
encuentra sumergido en una solucién concentrada de
Agrobacterium. Esto permite que se produzcan heridas en
el tejido, facilitando e incrementando la infeccién, ademaés
como se realiza en plantas ya desarrolladas, no es necesaria
la utilizacién de cultivo de tejidos. Finalmente, lo que se logra
es la infeccién del tejido floral femenino, partir del cual, se
van a obtener semillas potencialmente transgénicas (Sharma
et al. 2002; Grabowska & Filipecki, 2004; Rao et al. 2009).

Otro método en el que se combina el sistema Agrobacterium
con ultra sonido es llamado “transformacién mediada por
Agrobacterium asistida con sonicacion” o SAAT, por sus siglas
en idioma inglés. En este sistema, el tejido a transformar es
sometido a periodos cortos de ultrasonido, ocasionandole
pequenas fisuras o heridas en el tejido vegetal, lo que facilita
la infeccién por Agrobacterium (Beranova et al. 2008; Liu et
al. 2006).

Un sistema de transformacién basado en las caracteristica
propias del sistema Agrobacterium es el sistema
TransBacter™, que emplea otros géneros bacterianos, como
Rhizobium sp., Sinorhizobium meliloti y Mesorhizobium
loti, para transferir material genético a células vegetales. Estas
bacterias, se pueden volver competentes para integrar genes
en las plantas si se les introduce un pladsmido Ti desarmado
y un vector binario. Este sistema de transformacién se
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encuentra disponible para la comunidad internacional de
investigacion y desarrollo, como una “tecnologia comun
protegida”, bajo una licencia BIOS, que es licencia para
innovaciones en biotecnologia basada en el concepto de
cédigo abierto (Broothaerts et al. 2005; BiOS, 2008).

Vectores virales

Algunos virus que afectan especies vegetales han sido
empleados como vectores para la transformacién de
plantas, con el objetivo de producir proteinas de interés,
por la expresion transitoria de genes foraneos, mediante la
replicacién de los virus en las plantas. Los virus deben ser
modificados para que sean capaces de transportar el gen
de interés al interior de la célula vegetal. Se han desarrolla
dos estrategias para la construccién de vectores virales. En
la méas empleada, el gen fordneo, es introducido dentro del
virus completo, por lo general, precedido por el promotor
duplicado de la proteina de la capside del virus (promotor
fuerte) o fusionado a ésta, para que el gen de interés sea
expresado como un RNA subgenémico separado. La segunda
estrategia y las mas recientemente desarrollada, el virus es
completamente reconstruido eliminando o sustituyendo
regiones virales, ademas de la insercién del gen de interés.
Finalmente, estos vectores virales pueden ser empleados en
la transfeccién de la planta, como una particula viral madura
o como copias del vector viral (Gleba et al. 2004; Gleba et
al. 2007).

Los mayores avances se han logrado con Geminivirus y
Caulimovirus, debido a que estos son virus DNA y se pueden
clonar directamente; dentro de estos ha sido especialmente
utilizado el virus del mosaico de coliflor, con el cual, se ha
logrado transferir genes con resistencia a antibiéticos.
También los virus RNA que son muy abundantes en el reino
vegetal, se han empleado como vectores virales aunque
estos debe ser clonados como cDNA, los més empleados
son los del mosaico de la cebada y el virus del mosaico del
tabaco (Sattar et al. 2006).

Entre las ventajas que presentan los vectores virales, se
reportan: facilidad en la infeccién; rango de hospedadores
més amplio; produccién de altos niveles de proteina; los
genes transmitidos no se limitan a una célula se esparcen
por toda la planta; mayor velocidad en la expresion; sin
embargdo, existen varias limitaciones importantes: el tamafno
del gen de interés debe ser limitado para que no afecte
la infectividad; pueden provocar sintomas especificos
de enfermedad o ser letales para la planta huésped; alta
frecuencia de errores durante la sintesis del ARN virica puede
dar lugar a la expresién incorrecta del gen introducido; el
gen de interés no se integra en el genoma vegetal y no se
transfiere necesariamente a la descendencia (Sattar et al.
2006; Gleba et al. 2004). Es importante anotar que la mayor

y principal aplicaciéon de este sistema esté en la produccién
de proteinas heterélogas, como biofarmacos (Sattar et al.
2006).

Otro sistema de transformacién que ha surgido a partir de
la combinacién de las caracteristicas de los vectores viricos
y del sistema Agrobacterium es la Agroinfecciéon. En esta
metodologia, se emplea el sistema de transferencia del
DNA de Agrobacterium para infectar células vegetales con
vectores virales. El vector viral es introducido en el T-DNA,
el cual, es transferido a las células por el proceso normal
de infeccién, mediada por Agrobacterium. Este sistema es
empleado cuando los vectores virales provienen de virus que
no son transmisibles mecanicamente (Larik et al. 2004; De
Oliveira et al. 2008).

METODOS DIRECTOS

Debido a la dificultad de transformar monotiledéneas
por medio de Agrobacterium, se desarrollan sistemas de
transferencia de genes, en los que se emplea procedimientos
de naturaleza quimica, fisicoquimica y mecénica. El
desarrollo de estos métodos, se basd en las técnicas fisicas
usadas en la transformacién de células animales en cultivo
(Diaz et al. 2004; Gutiérrez et al. 2002; Danilova, 2007; Rao
et al. 2009).

Liposomas
Los liposomas o vesiculas lipidicas estan conformadas

por varias bicapas de lipidos que encapsulan agua o gas,
poseen diametros del orden de nanémetros, con diferentes
formas y tamanos. Pueden estar formados por fosfolipidos,
fosfatidiletanolamina, acidos grasos o cationes bivalentes.
Los liposomas presentan caracteristica muy similares a las
membranas bioldgicas, con una tendencia natural a ligarse
a células y tejidos interactuando con estos por absorcién,
fusiébn o intercambio lipidico. (Morigaki & Walde, 2007;
Hotani et al. 2003).

Entre los métodos para transformacién vegetal, la transfe-
rencia de genes, mediada por liposomas, es uno de los mas
dificiles y aunque en un principio éste mostro ser eficaz, su
utilizacion ha sido muy limitada. En este método, el casete de
expresion es encapsulado en una esfera lipidica (liposoma),
que permite o facilita su paso, a través de la célula vegetal
por endocitosis, ya sea por el plasmodesma o directamente
por la pared celular, hasta el nacleo (Rao et al. 2009).

Los métodos de transferencia mediados por liposomas
poseen algunas ventajas, como son: proteccién contra la
degradacién por nucleasas; capacidad de portar grandes
fragmentos de DNA; biocompatibilidad con membranas; no
requiere de un portador para el DNA. Los problemas que
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se han reportado con este sistema de transformacién, son:
frecuencia de transformacién muy baja; insercién del DNA
en tandem; preparaciéon de los liposomas; encapsulacion
del material genético a transferir. Estos problemas se han
solucionado parcialmente con la implementacién de nuevas
técnicas y la utilizacién de nuevos compuestos, para la
preparacion de liposomas (Vasil, 2007).

Pese a las dificultades que presenta este sistema, la fusion
de liposomas que contienen ADN con protoplastos esta
bien establecida en la produccién de plantas transgénicas.
Menos exitosa ha sido la fusién de los liposomas con tejidos
y células vegetales intactas. La eficacia del método aumenta
al combinarlo con otras técnicas, como el tratamiento con
PEG (Polietilenglicol) o la electroporacién (Mok & Park, 2008).

Biobalistica

El término biobalistica proviene de la unién de “biologia y
balistica”. Este método fue ideado y refinado en la década
de 1980, por un grupo de investigadores de la Universidad
de Cornell (E..) e introducido por Sanford, en 1987,
por primera vez. Esta técnica, se basa en la utilizacién de
microproyectiles recubiertos del DNA que se desea transferir,
que son disparados sobre los tejidos vegetales a altas
velocidades, atraviesan la pared y la membrana celular y
llevan al interior de la célula los genes de interés para su
posterior integracion en el genoma vegetal (Sanford, 2000;
Martinez et al. 2004; Vasil, 2007).

Este sistema de transformacién requiere de un dispositivo
mecénico que permita realizar el bombardeo de los tejidos
vegetales. Para que los microproyectiles puedan atravesar las
membranas celulares y llegar al ntcleo de las células blanco,
deben ser impulsados a velocidades supersénicas. Para ello,
se desarrollaron tres sistemas: por explosion de pélvora seca,
por variacién de fuerza de aceleracion, a través de descarga
eléctrica o por liberacién de gas comprimido a alta presién
(aire, helio, CO2 o N2). Los microproyectiles empleados
son particulas aproximadamente esféricas (microesferas),
elaboradas de materiales densos, como el oro o tungsteno,
de didmetro variados, que pueden ir desde los 0,4 um hasta
4 um. El casete de expresion con los genes de interés puede
ir o no en un vector, ya que no es requerido para el proceso
de transformacién. El casete de expresion debe ser adherido
a los microproyectiles y, para esto, se han disefiado varias
metodologias, entre las més utilizada es la que emplea
cloruro de calcio y espermidina, para la precipitacién del
DNA sobre los micorproyectiles (Bhat & Srinivasan, 2002;
Altpeter et al. 2005; Sanford, 2000; Rao et al. 2009).

En la actualidad, el mecanismo de disparo se basa en una
pistola especial que lanza las particulas a mas de 400m/s
sobre el tejido de forma, que penetran sin destruir la

membrana celular. Todo el sistema funciona en un vacio
moderado para evitar el rozamiento con el aire, condiciones
que las células vegetales soportan durante uno o dos
minutos. Tras el bombardeo, el DNA se desprende de los
microproyectiles, debido a las modificaciones del entorno
iénico. De acuerdo con la localizacién de los microproyectiles
en la célula, el DNA se puede integrar de forma estable en
nucleo, cloroplastos o mitocondrias de las células vegetales,
mediante recombinacién al azar. Finalmente, los tejidos son
colocados en condiciones adecuadas para la regeneracién
de plantas, mediante técnicas de cultivo de tejidos vegetales.
Cabe anotar que los tejidos vegetales empleados son
sometidos a un tratamiento osmético pre y pos bombardeo,
con el fin de evitar el dano de las células por el procedimiento
(Taylor & Fauquet, 2002; Altpeter et al. 2005; Sanford, 2000;
Rao et al. 2009).

El bombardeo de microparticulas es considerado un
mecanismo universal por su naturaleza fisica, que permite
introducir DNA sin necesidad de vectores especializados, en
cualquier tipo de tejido o célula, alcanzando capas profundas.
Con un disparo, se pueden producir multiples integraciones.
En este método de transformacion, las construcciones
genéticas son mas simples, incluyen los genes de interés
y de seleccién con sus secuencias reguladoras respectivas,
pueden ir incluidas en pldsmidos o en forma de molécula
lineal (Altpeter et al. 2005; Sanford, 2000; Taylor & Fauquet,
2002).

Esta técnica fue propuesta, inicialmente, para introducir
material genético en el genoma nuclear de plantas
superiores, pero en los Ultimos anos se ha usado para
transformar bacterias, protozoos, hongos, algas, insectos,
tejidos animales y plantas in vivo. Ademas, en la actualidad,
constituye el inico método de transformacién, que permite
transformar organelos celulares (Mohan Babua et al. 2003;
Larik et al. 2004).

Entre las desventajas que presenta este sistema, se
encuentran: porcentaje de éxito variable; es frecuente la
insercién de varias copias del casete de expresién variando
desde 1 hasta 20, que pueden ir en tandem, causando
silenciamiento génico; muchas veces no se consigue una
introduccién estable del transgen; se presentan rearreglos
en el DNA transferido que difieren en tamano; se puede
presentar dano en los tejidos; el sistema es cotoso (Hansen
& Wright, 1999; Veluthambi et al. 2003; Danilova, 2007).

Un sistema de transformacién que ha surgido a partir de
integrar las caracteristicas de este sistema con el sistema
Agrobacterium es la Biolistica o Agrolistica. En éste, se
emplea la biobalistica para producir dafos mecéanicos
al disparar proyectiles sin ADN sobre el tejido vegetal a
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transformar, luego, a través del sistema Agrobacteriumlk,
como mecanismo de transmisién génica, se lleva a cabo la
transformacioén del tejido vegetal. (Taylor & Fauquet, 2002;
Sharma et al. 2002).

Electroporacién
Con esta metodologia, se busca permeabilizar las

membranas, mediante el aumento significativo de la
conductividad eléctrica, causado por un campo eléctrico
aplicado externamente. Las membranas, se desestabilizan
originando una pérdida temporal de la permeabilidad
produciendo poros reversibles, por los que se produce
el paso de macromoléculas, fuga de iones, escape de
metabolitos y mayor absorcién de DNA, por parte de las
células (Krassowska & Filev, 2007; Fox et al. 2006).

Durante la electroporacién, las células son tratadas con
impulsos eléctricos controlados de alto voltaje y pulsos
cortos de duracion de microsegundos a milisegundos,
utilizando campos entre los 200 V/cm hasta los 600 V/cm.
Cuando el voltaje que atraviesa una membrana plasmatica
excede su rigidez dieléctrica, siendo esta la resistencia que
oponen los materiales a transmitir la electricidad, se forman
poros en la membrana. Si la fuerza del campo eléctrico
aplicado y la duracién de la exposiciéon al mismo se eligen
correctamente, los poros formados por el pulso eléctrico se
sellan tras un corto periodo de tiempo, durante, el cual, los
compuestos extracelulares tienen la oportunidad de entrar
a la célula; sin embargo, una exposicién excesiva a campos
eléctricos puede causar danos irreversibles a las membranas,
causando la muerte de las células (Tarek, 2005; Chen et al.
2006).

La electroporacion se lleva a cabo en un dispositivo llamado
electroporador, aparato que utiliza descargas de capacitores
para producir pulsos de alto voltaje, originando una corriente
eléctrica, que se hace pasar a través de la suspension, que
contiene las células, a las cuales, se les desea permeabilizar
sus membranas y asi permitir o facilitar la entrada del DNA
foraneo, con el que se pretende transformar las células. El
DNA foraneo a introducir debe estar presente en la solucion
con las células a transformar; este DNA o genes de inertes,
por lo general, se encuentran contenidos en un plasmido,
aunque también pueden estar en forma de molécula lineal
de DNA (Fox et al. 2006; Chen et al. 2006).

El proceso de electroporacién es aproximadamente diez
veces mas efectivo que la transformacién mediada por
métodos quimicos; es un método muy eficiente de facil
operacion y relativamente simple, que se utiliza con mucha
frecuencia. La principal limitacién que presenta este método
para la transformacién de plantas es la necesidad de emplear
protoplastos (células sin pared), para que se pueda llevar a

cabo la permeabilizacién de la membrana plasmatica. El
empleo de protoplastos conlleva a la implementacién de
técnicas de cultivo engorrosas (Mohan Babua et al. 2003;
Larik et al. 2004).

Sonicacién

Es un método nuevo de transferencia de genes, utilizado
con éxito en la transformacién de tejidos vegetales, células
intactasy protoplastos. Se emplea ultrasonido con frecuencias
superiores a 20 KHz, para generar permeabilidad en las
membranas, mediante la induccién de poros transitorios,
a través de los cuales, el DNA fordneo puede ingresar al
interior de la célula vegetal. Este fendmeno también es
conocido como Sonoporacién. El dispositivo empleado
para la produccién de los pulsos de ultrasonido empleados
durante este proceso es conocido como sonicador (Mehier-
Humberta et al. 2005; Deng et al. 2004)

El mecanismo por el que se ocasiona la permeabilizacién
de las membranas por la accién de ultrasonido no se
dilucidado por completo. Se cree que el mayor efecto de la
sonicacién es debido a la cavitacion acustica, siendo esta la
propagacion de las hondas del ultrasonido, por medio de un
medio liquido en reposo, particularmente a bajas energias
acusticas. Por causa a este fenémeno, se producen burbujas
que crecen, con rapidas oscilaciones en su tamano, lo
que las hace colapsar. Durante este colapso, las burbujas
producen ondas de choque muy fuertes, asi como pequenos
chorros de liquido a altas velocidades, produciendo danos
severos en la superficie de objetos sélidos cercanos (Mehier-
Humberta et al. 2005; Miller et al. 2002).

Los efectos fisicoquimicos que este proceso puede ocasionar
a las células vegetales son: formacién de radicales libres;
danos en la pared celular; alteraciones en la permeabilidad
de la membrana; aberraciones cromosdémicas menores;
cambios de tipo fisiolégico. Dado que se halogrado mediante
este procedimiento la introduccién de manera eficiente de
ADN foréneo y del hecho que se pueden utilizar protoplastos,
células en suspension y fragmentos de tejido, es factible que
esta técnica pueda tener un potencial futuro (Liu et al. 2006;
Deng et al. 2004).

Transferencia mediada por compuestos quimicos

Es una de las metodologias més empleada para la introduc-
cién de DNA foraneo en protoplastos y en células intactas.
Se basa en el uso de compuestos quimicos que induzcan
permeabilidad en la membrana. Para esto, las células ve-
getales deben ser tratadas con la sustancia quimica en las
concentraciones y en las condiciones pre-establecidas. Entre
los compuestos quimicos més empleados tenemos: Polieti-
lenglicol (PEG), Fotostato de calcio y Poly-L-omotina. Estas
sustancias ayudan a inducir permeabilidad en las membra-
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nas, mediante la induccién de poros transitorios o dano re-
versible de la membrana, lo que permite o favorece el paso
del DNA foraneo y de macromoléculas, a través de la mem-
brana hacia el interior de la célula. Esta fue la primera técnica
alternativa que se empleé para transformar gramineas, en la
década de los 80 (Chakrabarty et al. 2008; Danilova, 2007).

El méas empleado de los compuestos quimicos es el
Polietilenglicol (PEG), un agente de fusién que modifica
quimicamente las membranas al interaccionar con los
fosfolipidos que las componen. Durante el tratamiento
con PEG, la membrana de la célula es deformada por
fuerzas de tension superficial, causadas por las diferencias
de densidades entre la solucién de PEG y la solucién que
contiene los protoplastos a transformar y el DNA foraneo
que se desea introducir. Es comUn que se emplee un pH
alcalino, que contribuye al dano en la membrana; también
se adicionan iones de calcio, que facilitan la entrada del
DNA foréaneo al interior de la célula. Pese a que este sistema
presenta algunas desventajas, como baja eficiencia, poca
reproducibilidad, requerimiento de protoplastos y toxicidad
para las células, se continia empleando intensivamente
(Danilova, 2007).

Fibras de carburo de silicona

Es una metodologia recientemente descrita, en la que se
emplean fibras de carburo de silicona de 10 a 80 pm de
longitud, con un diédmetro de 0,5um, mediante, la cual, el
DNA foréaneo es introducido en las células vegetales, a través
de los poros o agujeros que hacen las fibras de carburo de
silicona, que actian como microagujas. El tamano, la forma
y la composicién quimica de las fibras de carburo de silicona
es lo que permite que penetren directamente al interior
de la célula, sin ocasionarle dano alguno (Danilova, 2007;
Lutsenko, 2005).

La metodologia por la que se realiza el proceso de trans-
formacién empleando las fibras de carburo de silicona es
bastante sencilla; mediante una fuerte agitacién del cultivo
celular en suspension, en presencia del DNA plasmidico y las
fibras de carburo de silicona, se logra que por fuerzas hidro-
dindmicas penetre a las células el DNA foréneo y las fibras
de carburo de silicona. Esta técnica es répida, sencilla y poco
costosa. Aunque es necesario aclarar los mecanismos mole-
culares que actuan en estas transformaciones, asi como en-
sayar nuevos materiales fibrosos que mejoren los resultados
obtenidos y permitan eliminar el uso del material carburo de
silicona que es toxico (Mizuno et al. 2005; Rao et al. 2009).

Microinyeccién

La microinyeccién es una de las técnicas mds precisas
para la introduccién de DNA fordneo o de macromoléculas
dentro de los compartimentos intracelulares especificos

de las células. La microinyeccién utiliza microcapilares
0 microagujas de vidrio y sistemas de microscopia para
depositar el DNA foréneo, en el interior de células vegetales.
Ademaés, el hecho que junto al DNA desnudo se puedan
inyectar otros elementos genéticos, como plastidios,
mitocondrias y cromosomas, hace de la microinyeccién
una técnica interesante y muy util para la transformacién de
plantas. El equipo que se requiere para realizar el proceso de
microinyeccién es llamado micro manipulador, compuesto
por un microscopio y por los accesorios de guia, para realiza
desplazamientos (Sharma et al. 2002; Holm et al. 2000).

Entre las ventajas que presenta esta técnica, se hanreportado:
se puede optimizar la cantidad de DNA descargado; se puede
escoger la célula a transformar; la descarga del DNA foraneo
es precisa y predecible; el proceso se realiza bajo control
visual; se emplean cantidades micro. Pero también presenta
algunas desventajas, tales como: solamente una célula recibe
el DNA por cada inyeccién; el manejo de la técnica requiere
personal entrenado y mayor instrumentacién (Mohan Babua
et al. 2003; Larik et al. 2004).

Uno de los grandes avances que se han logrado con este mé-
todo ha sido la implementaciéon de microinyeccion de liposo-
mas, en los que se ha depositado el DNA de interés, facilitando
asi la descarga o introduccién del DNA foréneo en la célula
(Gutiérrez et al. 2002; Larik et al. 2004; Rao et al. 2009).

Microlaser

El objetivo de esta metodologia es la permeabilizacién de las
membranas, que se lleva a cabo mediante la utilizacién de un
chorro de microlaser enfocado en el sistema de iluminacién
de un microscopio, permitiendo asi abrir orificios o poros
transitorios en la pared celular y en la membrana plasmaética
de las células vegetales, que se desean transformar. Asi,
se facilita la posterior entrada del DNA foraneo hacia el
interior de las células. Como en este sistema no requiere de
vectores o portadores del DNA de interés, para el proceso
de transformacion, se pueden emplear moléculas de DNA
lineales (Kajiyama et al. 2007; Mohan Babua et al. 2003).

No hay datos concluyentes acerca de la eficacia de este mé-
todo. Pero en combinacién con el sistema de biobalistica, se
han obtenido logros importantes en procesos de transforma-
cién. Asi se emplea este método para abrir poros en los teji-
dos vegetales, para que posteriormente los microproyectiles
cargados con el DNA foraneo, penetre las células vegetales
(Kajiyama et al. 2007; Mohan Babua et al. 2003).

CONCLUSIONES

Existe un gran nimero de métodos de transformacién de
plantas que se encuentran disponibles para su uso, aunque
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