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La bacteria
Agrobacterium tumefaciens
como herramienta biotecnoldgica

El uso de bacterias capaces de infectar a células
vegetales, ademas de ser una Uutil herramienta
para introducir genes extranos, también podria
llegar a utilizarse para controlar de forma fina la ex-
presion genética de células vegetales y animales.
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| proceso de transformacién genética (la introduccion

de ADN extrafio a una célula) es un evento que se pre-

senta en forma natural en algunos seres vivos y ori-

gina cambios en sus caracteristicas. Los procesos de
infeccién viral y la resistencia adquirida de las bacterias a anti-
bidticos son ejemplos bastante contundentes. Sin embargo, un
proceso también comtn, pero mds visible por su efecto en las
plantas y atin no totalmente elucidado, es la transferencia y trans-
formacién genética llevada a cabo por las bacterias del géne-
ro Agrobacterium, (A. rhizogenes, A. tumefaciens y A. witis) sobre
organismos eucariontes, especificamente plantas y algunos hon-
gos (que, a diferencia de procariontes como las bacterias, tienen
un ntcleo definido por una membrana). Este grupo de bacterias
pertenece a la familia Rhizobiaceae, donde también se incluyen
a Rhizobium y Phyllobacterium. Agrobacterium sp. abarca bacterias
patégenas, gram-negativas, no esporulantes, méviles, que crecen
en el suelo. Inicialmente estas bacterias fueron conocidas por su
capacidad de causar tumores en plantas. Posteriormente, estudios

especificos demostraron que esta alteracion del
crecimiento es consecuencia de un desequili-
brio de fitorreguladores (compuestos organicos
distintos de los nutrientes, que en pequefias
cantidades estimulan, inhiben o modifican al-
glin proceso fisiolégico de las plantas). Los estu-
dios moleculares, por su parte, demostraron que
estas bacterias son tnicas por su habilidad de
transferir material genético entre especies de di-
ferentes reinos, en este caso entre procariontes
y plantas, lo que permitié explicar la aparicién
de los tumores. A la fecha, esta caracteristica es
utilizada como herramienta para estudios bio-
tecnoldgicos de introduccién de material gené-
tico en células (transformacién). En los dltimos
afios se ha demostrado la posibilidad de trans-

formar genéticamente células de hongos y ani-
males (Kunik y colaboradores, 2001).
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En este trabajo se analiza brevemente el pro-
ceso mediado por Agrobacterium tumefaciens,
se presentan ejemplos de su empleo como he-
rramienta biotecnoldgica, se plantean algunos
de los hallazgos més recientes y se comentan
las nuevas perspectivas que derivan de estos

hechos.

EL PROCESO DE INFECCION
POR AGROBACTERIUM

Histéricamente, Agrobacterium ha sido cono-
cida como una bacteria fitopatégena capaz de
ocasionar la aparicién de agallas y tumores, e
inclusive la muerte de las plantas infectadas,
principalmente en dicotiledéneas y algunas

gimnospermas. Los estudios iniciales indica-
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ron que los tumores presentaban alteraciones en el metabolis-
mo de sus fitorreguladores y sintetizaban unas sustancias llama-
das opinas, compuestos que las bacterias utilizaban como fuen-
te de carbono y nitrégeno (figura 1). Estas bacterias, ademds de
su cromosoma circular, poseen material genético extracromo-
somal de forma circular con un tamafio de aproximadamente
200 kilobases, el cual, por ser responsable de los efectos on-
cogénicos, ha sido llamado plasmido Ti (del inglés Tumor In-
ducing, inductor de tumores) o Ri (Root Inducing, inductor de
rafces) seglin pertenezca a A. tumefaciens o A. rhizogenes, res-
pectivamente. Andlisis mds finos demostraron la existencia
de un proceso de transferencia de la bacteria hacia las células
vegetales de una secuencia de ADN llamada T-ADN (del inglés
Transferred DNA, ADN transferido) presente en el plasmido que
poseen. Esta secuencia, delimitada hacia ambos extremos por
una franja repetida de 25 pares de bases, tiene un tamafio de

aproximadamente 35 kilobases. La informacién genética trans-
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Figura 1. Estructura quimica de algunas opinas, moléculas que funcionan como fuente nutricional para Agrobacterium tumefaciens.
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ferida incluye genes para la sintesis de meta-
bolitos para la bacteria y genes para la sintesis
de fitorreguladores. En otra parte del plasmido,
fuera de la regién del T-ADN, se halla la infor-
macién para la produccién de proteinas de
virulencia, los genes virA y virG, cuyos produc-
tos intervienen en la transduccién de sefiales
en la bacteria (figura 2).

Estudios bioquimicos y moleculares han
permitido modelar el proceso de infeccién y
transformacién de la siguiente manera:

En el momento en que una planta sufre da-
fio mecanico, las células del drea dafiada libe-
ran una serie de sustancias conocidas como
compuestos fendlicos, los cuales son detecta-
dos por A. tumefaciens, actuando como mensajeros que le indi-
can el lugar para una posible invasién y posterior infeccién, co-
mo se ilustra en la figura 3. Se sabe que el compuesto fendlico
acetosiringona es un poderoso atrayente de las bacterias, mas
no el tnico. Existe evidencia de la participacién de proteinas
(codificadas en el cromosoma bacteriano) durante el proceso
de reconocimiento, especificamente los productos de los loci
Cho, esenciales para la adhesion de la bacteria a la pared celu-
lar vegetal (figura 3, etapa I). Posteriormente, los compuestos
fendlicos interactdan con una proteina en la membrana de la
bacteria, VirA, la cual se autofosforila (se une a una molécula
de fosfato) y actda sobre la protefna citopldsmica VirG, fosfo-
rildndola. A su vez, ésta modula la expresién de los genes de vi-
rulencia de la bacteria, el operén Vir, ubicado en el plasmido Ti
(ver figura 3, etapa II).

Posteriormente se genera una cadena sencilla de T-ADN
mediante la accién de dos proteinas, VirD2 y VirD1, las cua-
les cortan y relajan la doble cadena, generando una hebra
complementaria. La protefna VirD2 se une a la hebra T en su
extremo 5’. Adicionalmente, otras protefnas, VirE2, forman
una estructura semejante a un cordén telefénico con la hebra
de ADN. Estos tres elementos forman el complejo de transfe-
rencia de T-ADN (figura 3, etapa III, Tinland y colaboradores,
1994).

Para explicar la entrada de este complejo de transferencia
de ADN a la célula vegetal, se ha propuesto un mecanismo simi-
lar al pilus de otras bacterias (sistema de secrecién tipo [V). En
el caso especifico de A. tumefaciens, el pilus, estructura en for-
ma de filamento que se proyecta de la superficie de la bacteria
hacia el exterior, estd formado por las proteinas VirB2 y VirB5,

ADN cromosomal
bacteriano
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Figura 2. Esquema general de la estructura celular de

Agrobacterium tumefaciens ilustrando el cromosoma
bacteriano y el plasmido Ti.
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Figura 3. Modelo del proceso de infeccion de las células vegetales por Agrobacterium tumefaciens. Etapa I, percepcion de los compuestos fend-
licos y adhesion de la bacteria a la pared celular vegetal. Etapa II, modulacion de la expresion de los genes de virulencia de la bacteria, (EL ope-
ron vir, se encuentra ubicado en el plasmido Ti). Etapa III, formacion del complejo de transferencia de T1-ADN. Etapa IV, formacion de un canal de
transporte en la membrana celular bacteriana. Etapa V, integracion del 1-apN al genoma de la célula vegetal, proceso que supone una participa-
cion activa de las proteinas vegetales (Tomado y modificado de Tzfira y Citovsky, 2002).

asi como por otras proteinas, principalmen-
te VirB4 y VirBl1, que tienen actividad de
ATPasa, logrando que cuando se transporta el
complejo de transferencia de ADN, se produz-
ca energia en forma de trifosfato de adenosi-
na, o ATP. Otras proteinas involucradas son
VirB6, VirB7 y VirB9, que forman un canal de
transporte en la membrana celular bacteriana
(véase figura 3, etapa [V).

La entrada del complejo de transferencia
del T-ADN se ha explicado con base en la se-
cuencia de aminodcidos encontrada en las
proteinas VirD2 y VirE2 (que se unen a la ca-
dena sencilla de ADN). Estas protefnas poseen
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sefiales de localizacién nuclear que permiten dirigirlas y trans-
portarlas al ntcleo, y por tanto pueden interactuar con protei-
nas similares a las chaperonas. Por dltimo, la integracién del
T-ADN al genoma de la célula vegetal no se ha elucidado del to-
do. Algunos descubrimientos aislados permiten dar una expli-
cacién general. Por ejemplo, se ha encontrado que la proteina
VirD2 posee adicionalmente actividad de ligasa (enzima que
une fragmentos de ADN) y de integrasa, mientras que VirE2 pa-
rece estar involucrada en el proceso de integracién. No se sabe
si existen otros factores, ni cudl podria ser su actividad, aunque
los dltimos reportes indican una participacién activa de protei-
nas vegetales en estos procesos, ya sea como proteinas chape-
ronas o como componentes de la maquinaria celular de repa-
racién de ADN (figura 3, etapa V).
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AGROBACTERIUM TUMEFACIENS
COMO HERRAMIENTA BIOTECNOLOGICA

Por afios, y de acuerdo al desarrollo de las metodologias, A.
tumefaciens se ha empleado como instrumento biotecnolégico
rutinario para el desarrollo de plantas transgénicas, especial-
mente en plantas dicotiledéneas y, en menor proporcién, en

monocotiledéneas. En la tabla 1 se presentan algunos ejem-

plos de plantas transgénicas y sus caracteristicas generadas
mediante el empleo de Agrobacterium como herramienta
biotecnoldgica.

Las plantas transformadas mediante Agrobacterium
fueron disefiadas para que expresen una caracteristi-
ca particular, por ejemplo resistencia a herbicidas,
produccién de un nuevo compuesto, mejora-
miento de la productividad, etcétera. Los ejem-
plos son bastantes, por lo que sélo mencionare-
mos dos. Lee y colaboradores (1991) reportaron la
transformacién genética de Brassica napus con un gen
que codifica para una proteina de las llamadas oleosinas
(clonada a partir de maiz, una monocotiledénea) lograndose la
expresion de dicha secuencia en forma especifica en algunos
tejidos. Dado que las oleosinas son protefnas cuya funcién es
importante en el almacenamiento de lipidos en semillas, el in-
cremento en la expresion de estas proteinas es necesario para el
mejoramiento de las caracterfsticas nutricionales de cultivos co-
mo las oleaginosas. Mis recientemente, Jeknic y colaboradores
(1999) reportaron la transformacién genética de Iris germdnica,

CUADRO 1.

Ejemplos practicos del uso de A. tumefaciens como herramienta biotecnolégica
Ejemplo Protocolo empleado Referencia
Tabaco (Nicotiana tabacum) resistente Infeccion de tejidos mediante A. tumefaciens Perlak y colaboradores, 1990.
a insectos por produccion de la toxina cepa A208.
de Bacillus thuringiensis en sus tejidos.
Sobreproduccion de a y B-caroteno en Transformacion de hipocotilos mediante Shewmaker y colaboradores,
semillas de canola (Brassica napus). infeccion con A. tumefaciens. 1999.
Produccion y acumulacién de astaxantina, Infeccion de discos foliares con A. tumefaciens  Mann y colaboradores, 2000.
un carotenoide de origen bacteriano cepa EHA105.

en tabaco (Nicotiana tabacum).

Desarrollo del arroz dorado, variedad Cocultivo de embriones con A. tumefaciens, Ye y colaboradores, 2000.
de Oryza sativa que produce y acumula en cepa LBA4404.

los granos B-caroteno, un precursor

de la vitamina A.
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una monocotiledénea ornamental cuyo valor
como fuente de compuestos ceténicos con aro-
ma de violetas es de gran importancia en la in-
dustria cosmética y perfumerfa. Esta planta, sin
embargo, presenta problemas de incompatibili-
dad interespecifica, por lo que los trabajos de
transformacién abren nuevas posibilidades
de mejoramiento genético. Estos estudios de-
muestran el alcance de la transformacién gené-
tica mediada por A. tumefaciens, ademas de que
plantean la posibilidad de un impacto econé-
mico en la productividad de dichos cultivos.

El poder de la transformacion
genética va mas alla
de una simple herramienta.
Se vislumbra
CcOomo una alternativa
para la elucidacion
del papel de los diversos
componentes celulares
en procesos hasta ahora
poco comprendidos
O estudiados
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Sin embargo, los hallazgos recientes permiten visualizar mds
alld de la simple produccién de plantas transgénicas y el mejo-
ramiento genético, como se discute a continuacién.

LOS NUEVOS HORIZONTES

El poder de la transformacién genética va m4s alld de una sim-
ple herramienta. Se vislumbra como una alternativa para la elu-
cidacién del papel de los diversos componentes celulares en
procesos hasta ahora poco comprendidos o estudiados. Por ejem-
plo, se ha reportado la transformacién genética del hongo fito-
patégeno Mycosphaerella graminicola, generando mutantes debi-
do a la integracién del gen ABC, que normalmente codifica
para una proteina membranal de transporte. Estos transforman-
tes son de gran valor para estudiar y desentrafiar los mecanismos
moleculares de patogenicidad del hongo.

Por otra parte, otros estudios han demostrado que una mu-
tante de Arabidopsis thaliana afectada en el gen de la histona
H2A es resistente a la transformacién mediada por A. tumefa-
ciens. Lo anterior permite establecer la hipétesis de que las his-
tonas desempefian un papel crucial en la recombinacién ilegi-
tima de la cadena sencilla de ADN en el genoma de las plantas
durante el proceso de transformacién, al modificar la confor-
macién de la cromatina. Asimismo, ensayos realizados con la
proteina VirE2 y mediante experimentos con bicapas o vesicu-
las lipidas han demostrado que esa proteina se puede insertar en
membranas artificiales y formar canales especificos para cade-
nas sencillas de ADN. Estos resultados demuestran la funcién de
VirE2 como transportador transmembranal de ADN de cadena
sencilla, y por lo tanto su posible empleo como herramienta en
trabajos de direccionamiento e insercién de ADN en genomas
de diferentes especies. En relacién a este punto, Ziemienowics
y colaboradores (2001), estudiando las proteinas VirD2 y VirE2
en la importacién del T-ADN hacia el nicleo celular, encontra-
ron que VirD2 es suficiente para transportar al nicleo oligonu-
cleétidos, mientras que para secuencias més largas se requieren
ambas proteinas, y concluyen que VirE2 participa activamente
en la translocacién del complejo por interacciones especificas
con el canal del poro. Los resultados obtenidos les permiten pro-
poner un modelo en el cual el complejo protegido por VirE2 es
dirigido hacia el PORO nuclear debido a las sefiales de locali-
zacién nuclear de VirD2, reconocidas por un receptor llamado
importina o. El complejo unido a la importina a se dirige hacia
el poro, posiblemente a través de otra importina hipotética, y el
extremo 5’ es dirigido hacia el poro, donde se inicia la translo-



cacion del complejo. Este trabajo permite plantear un posible
“aprendizaje” por parte de los patégenos respecto al funciona-
miento de la maquinaria celular de sus hospederos y el modo
como ocurre la cooperacién entre protefnas procaridticas (de
A. tumefaciens) y eucaridticas (del hospedero), por lo que se
puede considerar la factibilidad de transformar genéticamente
otros tipos de células incluyendo las células humanas.

Recientemente, Kunik y colaboradores (2001) lograron ob-
tener células humanas genéticamente transformadas mediante
el empleo de A. tumefaciens, encontrando ademads ciertos ele-
mentos similares a los que ocurren en células vegetales. Este es-
tudio abre una amplia gama de posibilidades. Por ejemplo, la
terapia genética, que podria llevar a la cura de enfermedades
como el céncer y el reemplazo de genes defectuosos (como en
enfermedades como hemofilia, fibrosis quistica, etcétera).

Colateralmente surgieron otros resultados y otras interro-
gantes no menos importantes, como el hecho de que las célu-
las humanas se hubieran transformado tanto en presencia co-
mo en ausencia de acetosiringona, un inductor del operon wvir
de A. Tumefaciens. Lo anterior lleva a plantear la posibilidad de
que las células humanas (y por extensién las animales) tengan
ciertos elementos que les permitan integrar el T-ADN indepen-
dientemente de la accién de los genes wir.

Finalmente, un aspecto que permanece poco conocido es la
integracién del T-ADN en el genoma de la célula. A pesar de que
VirD2 funciona como ligasa, cabe la posibilidad de que otras
enzimas estén también involucradas en el proceso, como las
polimerasas, enzimas cuya funcién es convertir en cadena do-
ble la hebra sencilla del T-ADN integrado. Ademss, el proce-
so en sf requiere de otras protefnas involucradas en el cambio
conformacional de la cromatina, el corte de las hebras de ADN
durante la integracién y el transporte intranuclear del com-
plejo T-ADN. Adicionalmente se ha planteado que la integra-
cién ocurre en regiones transcritas del genoma, que se conside-
ran temporalmente libres de histonas, lo cual facilitaria dicha
integracién.

CONCLUSIONES

En el punto actual, podemos manejar toda la informacién des-
de la perspectiva tradicional (A. tumefaciens como herramien-
ta para transformar tejidos vegetales) o, de manera mucho mas
ambiciosa, como un sistema cuyos componentes moleculares
pueden ser desintegrados y utilizados como herramientas indi-
viduales, no s6lo para transformar células vegetales sino tam-
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bién células animales y de hongos, con el fin
de estudiar los procesos moleculares en las
células, desarrollar la terapia genética, apren-
der a expresar o silenciar genes, etcétera. Las
oportunidades para ampliar los usos de Agro-
bacterium como herramienta biotecnoldgica

son inmensas.

Recientemente,

Kunik y colaboradores (2001)
lograron obtener células
humanas genéticamente
transformadas mediante

el empleo de A. tumefaciens
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