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Resumen

Abstract

En la naturaleza, el proceso de transformacion gené-
tica ocurre de manera natural entre diversos organis-
mos. Desde la descripcidn de las Agrobacterias como
el agente causal de tumores en diferentes tipos de
plantas y su capacidad de transferir material genético,
se ha llevado a cabo un extenso estudio para adaptar
esta capacidad como una herramienta biotecnoldgica
para la introduccién de nuevas secuencias a las célu-
las susceptibles de las plantas. Actualmente, se dispo-
ne con una serie de cepas para la entrega del material
genético, y su utilizacion para transformar plantas ha
permitido el estudio de diversos procesos celulares,
como la simbiosis, el desarrollo de la raiz y la respues-
ta a diferentes tipos de estrés. Ademds, el uso de esta
metodologia ha facilitado el desarrollo de diversas
variedades de plantas con caracteristicas deseables,
como plantas resistentes a la sequia y la resistencia a
plagas ejemplificada en el maizy el algodon (Bt). En la
actualidad existen varias metodologias para transferir
la informacidn genética a plantas, pero la utilizacion
de A. tumefaciens o A. rhizogenes son la primera elec-
cion. En esta revision bibliografica se estudiaran las
principales aportaciones al descubrimiento de las
Agrobacterias causantes de tumores y su posterior
utilizacién como una herramienta en la biotecnologia.
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In nature, the process of genetic transformation oc-
curs naturally among diverse organisms. Since the
description of Agrobacteria as the causal agent of
tumors in different types of plants and their ability
to transfer genetic material, an extensive study has
been carried out to adapt this ability as a biotechno-
logical tool for the introduction of new sequences to
susceptible plant cells. Currently, a number of strains
are available for the delivery of genetic material, and
their use to transform plants has allowed the study
of various cellular processes, such as symbiosis, root
development and response to different types of
stress. In addition, the use of this methodology has
facilitated the development of diverse plant varie-
ties with desirable traits, such as drought-resistant
plants and pest resistance exemplified in corn and
cotton (Bt). Currently, there are several methodolo-
gies for transferring genetic information from other
living things to plants, but the use of A. tumefaciens
or A. rhizogenes are the first choice. In this review,
the main contributions to the discovery of tumor-
causing Agrobacteria and their subsequent use as a
tool in biotechnology will be studied.
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INTRODUCCION

La palabra “microorganismo” suele asociarse coloquialmente con enfermeda-
des. Sin embargo, muchos de ellos han sido utilizados a lo largo de la historia
para nuestro beneficio en diversos aspectos de la vida cotidiana. Por ejemplo,
la bacteria Bacillus subtilis se emplea en la produccion de amilasa, una enzima
que degrada el almidén en azucares de menor tamafo; la levadura Saccha-
romyces cerevisiae ha sido utilizada durante siglos en procesos fermentativos
para la elaboracién de pan y cerveza, y la bacteria Escherichia coli tiene un
papel importante en el area médica por su utilizacién en la produccién de insu-
lina recombinante. Pero la utilizacion de organismos se extiende incluso en la
modificacion genética de células vegetales, con el fin de mejorar sus caracteris-
ticas morfoldgicas y fisioldgicas, aumentar su rendimiento en la produccion y
generar resistencia a condiciones bidticas y abidticas del entorno (Lahue et al.,
2020; Fehler et al., 2022; Koul, 2022).

En plantas, los cambios en la informacidn genética pueden tener aplicaciones
tanto en la ciencia basica como en la aplicada. En la ciencia basica, se busca en-
tender la funcién de una o varias secuencias genéticas (un gen o varios genes)
en un proceso especifico. En la ciencia aplicada, estos cambios pueden utilizar-
se para incorporar nuevos rasgos o funciones a las plantas, lo que conocemos
como fitomejoramiento (Gao, 2021).

Las herramientas comunmente utilizadas para la modificacién genética en
plantas se agrupan en métodos directos e indirectos. Los métodos directos se
subdividen en fisicos y quimicos, mientras que los métodos indirectos incluyen
el uso de Agrobacterias y virus.

En los métodos directos, la transferencia del transgén a la célula huésped se
realiza mediante técnicas fisicas o quimicas. Entre estas técnicas se encuen-
tran la electroporacion, la microinyeccién, la sonicacion, la biolistica de parti-
culas y la transferencia génica mediada por fibras de carburo de silicio, entre
otras (Saifi et al., 2020; Su et al., 2023).

En los métodos indirectos, se utilizan microorganismos para la generacion de
plantas transgénicas, a través de metodologias que emplean virus o bacte-
rias. Estos métodos han sido utilizados desde principios de la década de 1980,
siendo algunos de los microorganismos mas empleados Agrobacterium tume-
faciens y Agrobacterium rhizogenes, debido a su capacidad para generar un alto
porcentaje de transformaciones en una amplia variedad de especies vegetales
(Saifi et al., 2020; Su et al., 2023).

Para un analisis detallado de los métodos de transformacion, se recomienda
consultar las siguientes lecturas (Saifi et al., 2020; Su et al., 2023; Koul, 2022).

® O

SA

UNIRTAS.
agri

14



Articulo de revision

Antecedentes historicos de la enfermedad de la agalla de la corona

La enfermedad de la agalla de la corona en las plantas susceptibles se caracteriza por la aparicion
de un crecimiento anormal en forma de tumores o agallas y que inicialmente son de color claro y
aspecto esponjoso, caracteristicas que cambian a medida que maduran, adquieren un color ma-
rrén oscuro y una textura lefiosa.

Estas lesiones generalmente se observan en la base del tronco y en las raices de arboles y plantas
lefiosas (Figura 1). Aunque la enfermedad y el proceso de transformacion han sido objeto de nu-
merosos estudios se mencionan a continuacion, algunos de los trabajos mas relevantes.

Se reconoce que la enfermedad fue descrita en 1679 por el fisidlogo y anatomista italiano Marcello
Malpighi sin saber el agente causal, en sus ilustraciones realizadas de encinos y alamos se lograba
observar los sintomas de la enfermedad. Sin embargo, hasta ese momento, el agente causal de la
enfermedad era desconocido y no fue hasta 1897 que Fridiano Cavara, trabajando con la planta
Vitis vinifera (uva) en los jardines botanicos de Napoles, describié el aislamiento de Bacillus ampe-
lopsorae (posteriormente llamado Agrobacterium vitis) y observé que al exponer plantas sanas a
este microorganismo se desarrollaban los sintomas de la enfermedad (Escobar and Dandekar,
2003; Malpighi et al., 2008; Brown et al., 2023).

Posteriormente, los fitopatdlogos estadounidenses Smith y Townsend en 1907, publicaron el tra-
bajo titulado “A plant tumor of bacterial origin”, en el que trabajaron con plantas de margarita (Paris
daisy), tabaco (Nicotiana tabacum), tomate (Solanum lycopersicum), papa (Solanum tuberosum)y du-
razno (Prunus persica). En este estudio, lograron aislar una bacteria de muestras infectadas con la
capacidad de infectar plantas sanas y que desarrollaron los mismos sintomas que las plantas en-
fermas. Ademas, observaron que los tejidos viejos mostraban una baja susceptibilidad en compa-
racion con los tejidos jovenes. Al final de su investigacién mencionan lo siguiente: “la enfermedad
es, por tanto, una enfermedad transmisible, pero la causa, a pesar de los estudios realizados por
muchas personas, sigue siendo controvertida”. Al microorganismo aislado y capaz de desarrollar
la enfermedad lo llamaron Bacterium tumefaciens, y posteriormente fue renombrado como Agro-
bacterium tumefaciens (Smith and Townsend, 1907).

Finalmente, después de tres siglos desde la descripcion inicial de la enfermedad de la agalla de la
coronay una serie de avances cientifico-tecnoldgicos en el campo de la biotecnologia vegetal, en
el afio 1983 se logro crear una de las primeras plantas transgénicas en tabaco (Nicotiana tabacum)
con la ayuda de A. tumefaciens (Zambryski et al., 1983).

a)
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Figura 1. Planta de frijol (Phaseolus vulgaris) inoculada con Agrobacterium rhizogenes. a) Partes vegetativas del frijol:
hoja, tallo y raiz. b) Crecimiento tumoral en el tallo de frijol debido a la inoculacién con A. rhizogenes.
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Taxonomia y propiedades microbiologicas de las Agrobacterias

La familia Rhizobiaceae presentan una importante distribucion y diversidad genética e incluye los
géneros Rhizobium, Allorhizobium y Agrobacterium (Veremeichik et al., 2023). En este ultimo género
se encuentran las bacterias nombradas como Agrobacterias, término que hace referencia al grupo
de bacterias responsables de las enfermedades neoplasicas (tumores) en plantas (Conn, 1942;
Stapp and Kndsel, 1954; Carareto Alves et al., 2014; de Lajudie et al., 2019).

A mas de ocho décadas de la clasificacion taxonomica del género Agrobacterium, esta continda
siendo objeto de debate. Young et al., en 2001, propusieron una actualizacion en la taxonomia
basada en la secuenciacion del gen rrs, renombrando a Agrobacterium rhizogenes como Rhizobium
rhizogenes y Agrobacterium tumefaciens como Rhizobium radiobacter (Young et al., 2001). Posterior-
mente, en el 2009 se agruparon a estas bacterias en tres biovariedades: en el biovar | se encuentra
A. tumefaciens C58, en el biovar ll, A. rhizogenes y en el biovar lll, A. vitis S4 (Slater et al., 2009).
Independientemente de los debates sobre su clasificacion, las Agrobacterias se consideran una de
las herramientas mas utilizadas en la biotecnologia vegetal, ya que son capaces de transferir ADN a
un amplio rango de dicotiledéneas y monocotiledéneas (Hohn et al., 1989, Conner and Dommisse,
1992; Fukuoka et al., 2000). Ademas, se utilizan para transformar otros organismos, como hongos
y levaduras (Hooykaas et al., 2018; Roushan et al., 2022; Prostak et al., 2023).

Para la comodidad de los lectores, se utilizara el nombre de A. tumefaciens y A. rhizogenes, ya que
estos términos siguen siendo los mas utilizados hasta la fecha.

Las Agrobacterias y la biotecnologia

El género Agrobacterium fue catalogado en 2012 como uno de los tres géneros de bacterias pato-
genas mas importantes en plantas, ubicandose solo después de Pseudomonas syringae y Ralsto-
nia solanacearum (Mansfield et al,, 2012). La capacidad natural de las Agrobacterias para transferir
informacion genética ha sido aprovechada por los investigadores para realizar manipulaciones
genéticas en plantas con fines agricolas y de investigacion. Sin embargo, hasta este punto hemos
identificado a A. tumefaciens como el agente causal de la enfermedad de la agalla de la corona.
No obstante, una cepa estrechamente relacionada, denominada A. rhizogenes, es la responsable
de una enfermedad neoplasica en las raices de las plantas (Bagal et al., 2023; Stieger et al., 2004).
Esta enfermedad se caracteriza por la generacion de nuevas raices adventicias a partir de heridas
infectadas, conocidas como “Hairy roots”, término acufiado por Riker en 1930 mientras trabajaba
con arboles de manzano (Riker et al., 1930; Azizi-Dargahlou and pouresmaeil, 2024).

La eleccion de la especie de Agrobacterium adecuada depende del objetivo especifico de la inves-
tigacion o del desarrollo cientifico-tecnoldgico. Por ejemplo, el uso de cepas de A. tumefaciens per-
mite lograr transformaciones transitorias o estables en plantas. La transformacion transitoria es
una técnica sencilla y versatil que facilita la caracterizacion funcional de genes de interés, y puede
realizarse en diferentes partes de las plantas, como embriones inmaduros, plantulas, hojas y bul-
bos, entre otros (Zhang et al., 2020; Bélanger et al., 2024).

En contraste, la transformacion estable busca obtener plantas completas en las que el transgén
se herede en las siguientes generaciones (Krenek et al., 2015; Bélanger et al., 2024). Por otra parte,
el uso de cepas de A. rhizogenes induce la formacion de raices transgénicas en plantas suscepti-
bles. Estas raices se utilizan comUnmente para estudiar procesos celulares a nivel radicular o en
biorreactores para producir diversos compuestos, como anticuerpos, biopesticidas (por ejemplo,
azadiractina) y pigmentos (como betalaina) (Pavlov and Bley, 2006; Srivastava and Srivastava, 2012;
Lonoce et al., 2016; Bapat et al., 2023).

La constante utilizacién de cepas de Agrobacterium especificamente A. tumefaciens C58 ha permi-
tido la generacién de una serie de nuevas cepas con el mismo fondo cromosémico, entre las que
encontramos a C58C1, AGL1, GV3101, ABI, EHA101, EHA105 y AGLO, ademas de otras (Kiryushkin
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et al, 2022). De manera rutinaria para la transformacion de plantas, se utilizan las cepas: LBA4404,
GV3101, C58C1, EHA101 y EHA105 entre otras (Deeba et al., 2014). En el Cuadro 1 se muestran di-
ferentes cepas de Agrobacterium las cuales transformaron plantas de interés agronémico.
Estudios relacionados al mecanismo molecular indican que el proceso por el cual se transfiere la
informacion genética de A. rhizogenes y A. tumefaciens a la célula de la planta es conservando en
ambas cepas (Bevan and Chilton, 1982). En ambos casos, es necesaria la presencia de un plasmido:
el plasmido pTi (inductor de tumores) en A. tumefaciens y el plasmido pRi (inductor de raices trans-
génicas) en A. rhizogenes (Van Montagu and Zambryski, 2017; Bevan and Chilton, 1982).

Cepa Plasmido (pTi /pRi) Planta susceptible Referencia
A. tumefaciens (LBA4404) pAL4404 Solanum lycopersicum (Tomate) (Van Eck et al, 2019)
A. tumefaciens (GV3101) pTiB0542 Cucumis sativus L. (Pepino) (Liu et al, 2023a)
A. tumefaciens (EHA101) pTiBo542 Musa sp. (Platano) (Pérez et al., 2007)
A. tumefaciens (EHA105) pTiBo542 Prunus cerasus (Cereza) (Song and Sink, 2006)
A. tumefaciens (AGL-1) pTiB0542 Triticum aestivum L. (Trigo) (Hayta et al, 2019)
A. tumefaciens (LBA1834) PRAL1834 Solanum tuberosum (Papa) (Ooms et al, 1987)
A. tumefaciens (1D1609) pTi1D1609 Medicago sativa L. (Alfalfa) (Palumbo et al,, 1998)
A. rhizogenes (K599) pRi2659 Phaseolus vulgaris (Frijol) (Estrada-Navarrete et al., 2006)
A. rhizogenes (A4) pRiA4 Carica papaya (Papaya) (Bermudez Guzman et al,, 2013)
A. rhizogenes (LBA 9402) pRi1855 Lotus japonicus (Trébol japonés) (Xu et al,2018)
A. rhizogenes (ATCC15834) pRi15834 Gossypium hirsutum (Algodan) (Triplett et al,, 2008)
A. rhizogenes (C58C1) pRi15834 Pogostemon cablin (Pachuli) (Han-jing et al, 2016)
A. rhizogenes (LBA9402) pRi 1855 Papaver somniferum var. album (Adormidera) (Le Flem-Bonhomme et al,, 2004)
A. rhizogenes (MSU 440) pRiA4 Litchi chinensis (Lichi) (Qinetal, 2021)
A. rhizogenes (NIAES1724) pRi1724 Nicotiana tabacum (Tabaco) (Isogai et al, 1990)

Tabla 1. Plantas susceptibles a la transformacién por Agrobacterium.

Los plasmidos pTi/pRi presentan diferencias en tamafo y en el contenido de la informacion genéti-
ca, las cuales son debidas a multiples eventos de transferencia horizontal de genes (HGT) y eventos
de recombinacion (Bevan and Chilton, 1982; Hooykaas and Hooykaas, 2021; Bahramnejad et al.,
2019). Se han propuesto diferentes estrategias para clasificar a los plasmidos y una de ellas es por
el tipo de opinas que se producen en los tumores, para los pTi tenemos a los de octopina, nopali-
na, succinamopina, agropinay crisopina, y para los pRi los de agropina, mannopina, cucumopinay
mikimopina (Dessaux et al., 1998; Otten et al., 2008).

Antes del desarrollo de las tecnologias de secuenciacion de préoxima generacion (NGS), solo se
disponia de la secuencia de unos pocos plasmidos pTi/pRi. Actualmente, se han secuenciado los
genomas completos de diversas cepas de Agrobacterium, asi como varios cientos de plasmidos pTi/
pRiy con esta informacion se han realizado analisis genémicos comparativos mucho mas exhaus-
tivos. Por ejemplo, un analisis de 350 secuencias de ADN-T agrupa estas secuencias en tres grupos
principales, subdivididos en varios subgrupos (Otten, 2021). En cuanto a los plasmidos pTi/pRi,
se clasifican actualmente en 11 tipos de pTi (I-XI), donde el grupo IV se subdivide en IVa, IVb y IVc.
En cambio, los plasmidos pRi se agrupan en solo tres tipos principales (I-ll) (Weisberg et al., 2020,
Weisberg et al., 2021).

Por otra parte, los plasmidos pTi y pRi presentan dos regiones esenciales y compartidas. La pri-
mera es la regién de virulencia, que incluye a los genes vir, cuya expresion es crucial en diferentes
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etapas de la infeccion de la planta (Figura 2). Los genes vir se clasifican en cuatro grupos segun su
importancia:

Grupo 1: Contiene genes esenciales (virA, virB1, virD1, virD2, virD4 y virG).

Grupo 2: Incluye genes importantes, pero no esenciales (virC1-2, virE1 y virE2).

Grupo 3: Comprende genes relacionados con la especificidad del hospedero, que pueden poten-
ciar la transformacion en un huésped especifico (virD3, virD5, virE3 y virF).

Grupo 4: Contiene genes cuya funcién aun no ha sido completamente descrita (virH1-2, vir], virK,
virL y virM) (Gelvin, 2017).

ADN-T

Figura 2. Estructura general de los plasmidos pTi/pRi. En esta figura se muestra la regiéon de
ADN-T delimitada por el borde derecho (RB) y el borde izquierdo (LB). En esa regién se encuen-
tran los oncogenes y los genes de la sintesis de opinas. También se muestran las regiones de los
genes vir (*) y los genes del catabolismo de opinas (**)(Matveeva and Sokornova, 2016).

La segunda regién presente en ambos plasmidos consiste en secuencias repetidas de 25 pares de
bases, las cuales delimitan los bordes del ADN-T: el borde izquierdo (LB) y el borde derecho (RB).
Ademas de estas secuencias, la transferencia del ADN-T requiere la participacion de genes codifica-
dos en el cromosoma de Agrobacterium. Estos genes desempefian un papel crucial en la deteccion
de las condiciones ambientales y en la modulacién de la induccidon de virulencia, como chvG, chvE,
chvl y exoR. Otros genes como chvA, chvBy exoC, intervienen en la adhesion a las células vegetales
(Gelvin, 2017; Lacroix and Citovsky, 2022; Kuzmanovi¢ et al., 2023).

Por otra parte, en los plasmidos pRi se encuentran cuatro genes denominados “ro/” (del inglés
root oncogenic locus): rolA, rolB, rolC y rolD. Estos genes desempefian un papel crucial en la for-
macién de raices pilosas “hairy roots”, las cuales se caracterizan por un crecimiento masivo de
raices adventicias en el sitio de la infeccién. Diversos estudios han demostrado que estos genes
son importantes reguladores de varios procesos celulares en las plantas, incluidos el control de
fitohormonas, como auxinas y citoquininas, y la defensa vegetal (Mauro et al,, 2017) y de forma
contraste a A. tumefaciens la sintesis de fitohormonas no es regulada lo que impulsa un crecimien-
to desorganizado (tumores) (Nilsson and Olsson, 1997).

Transferencia del material genético bacteriano a las plantas

El modelo del proceso de transformacion genética de las plantas mediada por Agrobacterium se
puede dividir en cinco etapas funcionales (Gelvin, 2003, Jin et al., 2022) (Figura 3):

ETAPA|. RECONOCIMIENTO Y QUIMIOTAXIS BACTERIANA.

ETAPA I1. INDUCCION DEL SISTEMA DE VIRULENCIA BACTERIANO.

ETAPAI1. SINTESIS DEL ADN-T.

ETAPA IV. TRANSFERENCIA ADN-T.

ETAPAV. TRANSPORTE DEL ADN-T AL NUCLEO DE LA CELULA HOSPEDERA E INTEGRACION EN EL GENOMA.
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ETAPA |. RECONOCIMIENTO Y QUIMIOTAXIS BACTERIANA.

Las plantas estan expuestas a diferentes condiciones que generan estrés bidtico y abidtico, lo que

provoca dafios a nivel celular. En respuesta, se activan mecanismos de defensa como el estallido

oxidativo, seguido de la produccion de compuestos fendlicos, como la acetosiringona, y azdcares
entre otros (Baker et al.,, 2020). Por otra parte, Agrobacterium cuenta con tres mecanismos para la

deteccion estas moléculas: 1) la proteina Chvk, 2) el sistema de proteina VirA'y la proteina VirG, y

3) el sistema de quimiotaxis de la histidina cinasa CheA (Lee et al., 1996; Gao and Lynn, 2005; Su-

bramoni et al., 2014).

1. Proteina ChvE: Codificada en el genoma de Agrobacterium, esta proteina actlia como un sensor
de azucares (D-glucosa y D-galactosa) y del pH. Cuando ChvE es activada por alguno de estos
ligandos, se une a la proteina VirA, lo que aumenta la expresion de los genes vir.

2. Sistema VirA/VirG: Es un sistema de dos componentes en el que la proteina VirA funciona como
receptor y VirG como efector (un activador transcripcional). Este sistema detecta compuestos
fendlicos, como la acetosiringona, desencadenando la activacion de los genes vir (Huang et al.,
2018).

3. Sistema de quimiotaxis CheA: Este sistema, basado en la histidina cinasa CheA, permite a Agro-
bacterium migrar hacia las células vegetales en respuesta a sefiales quimicas (Huang et al.,
2018).

Una vez que el proceso de reconocimiento y quimiotaxis tiene éxito, Agrobacterium migra y se ad-

hiere a la célula vegetal. Este proceso es facilitado por proteinas de unidn y adhesion codificadas

por los genes ChvA, ChvB, PscAy Att (Banta et al., 1994; Lee et al.,, 1996; Gao and Lynn, 2005).

ETAPA II. INDUCCION DEL SISTEMA DE VIRULENCIA BACTERIANO.

La proteina VirA después de reconocer a los compuestos fendlicos fosforila a la proteina VirG y
esta uUltima modula la expresion de los genes de virulencia contenidos en el reguldn vir tipicamente
organizado en siete operones (virH, virA, virB, virG, virC, virD, virE y virF) y las funciones mas impor-
tantes se explica en las siguientes etapas.

Por otro lado, se han descrito varios mecanismos de inhibicion del sistema VirA / VirG, en los que
participan algunos fitoreguladores, como el acido indolacético (IAA), el acido salicilico y el etileno,
entre otros (Wang et al., 1990; Liu and Nester, 2006; Yuan et al., 2007; Nonaka et al., 2008).

ETAPA I1I. SINTESIS DEL ADN-T

Para iniciar la sintesis del ADN-T, el cual esta delimitado por las secuencias repetidas del borde
izquierdo (LB) y del borde derecho (RB), es necesario que la proteina VirD2, con actividad de en-
donucleasa, se una al extremo 5' del ADN-T y lo procese. De manera simultanea, la proteina VirD1
ejerce su actividad enzimatica de topoisomerasa, en la cadena del plasmido Ti o Ri.

El producto final es una copia de cadena sencilla del ADN-T, que en su extremo 3’ contiene los nu-
cleétidos 4-25 del borde izquierdo (LB), y en su extremo 5’ contiene los nucleétidos 1-3 del borde
derecho (RB). Ademas, otras proteinas Vir (VirC1 y VirC2) se han reportado con la capacidad de
potenciar el nimero de copias del ADN-T (Lee y Gelvin, 2008).

ETAPA IV. TRANSFERENCIA ADN-T

El complejo VirD2-ADN-T formado en la bacteria es transportado a través de una estructura similar
a un tunel que conecta a la célula bacteriana con la célula de la planta. Este sistema es conocido
como sistema de secrecidn tipo IV (T4SS), el cual esta compuesto por las proteinas VirD4; VirB11;
VirB4; VirB6; VirB8; VirB3; VirB7, VirB9; VirB10; VirB2 y VirB5. De manera similar, a través de este sis-
tema también son transportadas las proteinas VirD5, VirF, VirE3 y VirE2. Actualmente, se propone
que la via de entrada de la proteina VirE2 a la célula de la planta es por el proceso de endocitosis
via clatrina (Lacroix y Citovsky, 2019; Liy Christie, 2018).
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ETAPAV. TRANSPORTE DEL ADN-T AL NUCLEO DE LA CELULA HOSPEDERA E INTEGRACION EN EL GENOMA.

El transporte del ADN-T del citoplasma al nucleo esta mediado por varios sistemas de la célula hos-
pederay proteinas del Agrobacterium. En la célula de la planta hay participacién de varios sistemas
entre los que se encuentran: el sistema de la respuesta de defensa, el citoesqueleto, entre otros.
En el citoplasma de la célula vegetal, el complejo VirD2-ADN-T es recubierto por las proteinas VirE2
(VirD2 y VirE2 tienen una secuencia de localizacién nuclear), posteriormente es transportado por
el citoesqueleto, en el cual la miosina VIl y XI tienen una importante participacion (Pitzschke, 2013;
Citovsky et al., 1992; Tinland et al., 1992; Liu et al., 2023b).

Adicionalmente, la interaccion de VirE2 y la nucleoporina CG1 facilitan la entrada al ADN-T por
los poros nucleares. En el caso, de la proteina VirE3 se ha observado que se asocia con una serie
de proteinas vegetales como: Csn5; Brp y JAZ8, esta ultima es un regulador transcripcional de la
respuesta de defensa en la planta. La proteina VirD5 se puede asociar con varias proteinas como
VIP1y VIP2 y protege de la degradacién a la proteina VirF, la cual contiene un dominio F-box que
interactua con varias proteinas de la planta como: las proteinas ASK del complejo de ubiquitina
ligasay las proteinas VFP3y VFP4 del sistema ubiquitina-proteasoma (UPS) (esta ultima interaccion
no activa el sistema UPS) (Garcia-Rodriguez et al., 2006; Garcia-Cano et al., 2015; Garcia-Cano et al.,
2018; Lietal, 2020).

Dentro del nucleo el mecanismo de integracién del ADN-T en el genoma de la planta se produce
por recombinacion ilegitima entre regiones no homadlogas o regiones homaologas muy cortas de
ADN (Mayerhofer et al,, 1991; Magembe et al., 2023; lkeda et al., 1981). Sin embargo, los detalles
de muchos de los eventos moleculares dentro de la célula y el nucleo de la planta aun no estan
clarosy se han involucrado a una serie de proteinas en la integracion del ADN-T como: Ku70, Ku80,
XRCC4 y la ADN polimerasa theta. Finalmente, a medida que la célula vegetal con el ADN-T inte-
grado en le genoma, se divide y crece, la informacidn genética transferida se hereda a las células
hijas y al mismo tiempo, los genes transferidos pueden expresar caracteristicas especificas, como
resistencia a plagas o mejoras en las caracteristicas agronémicas. Este proceso se ha aprovechado
en la ingenieria genética de plantas para desarrollar variedades con caracteristicas agronémicas
y fisiolégicas mejoradas (Friesner and Britt, 2003; Vaghchhipawala et al., 2012; van Attikum et al.,
2001, van Kregten et al.,, 2016; Kamoen et al., 2024).
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Perspectivas en la edicion del genoma de las plantas

Desde la demostracién funcional en 2007 del sistema de repeticiones palindrémicas cortas agru-
padas y regularmente interespaciadas (CRISPR), que actia como un mecanismo de inmunidad
adaptativa en procariotas contra virus (bacteriéfagos), plasmidos y elementos genéticos moviles
(Barrangou et al.,, 2007; Jinek et al., 2012), se han logrado importantes avances. Actualmente, el
sistema CRISPR se clasifica en dos clases principales: Clase 1y Clase 2, siendo esta ultima la mas
utilizado para la edicion del genoma en eucariotas debido a su versatilidad, simplicidad y renta-
bilidad (Tang et al., 2023) y de forma particular, el sistema CRISPR/Cas9 derivado de Streptococcus
pyogenes (SpCas9) (Sandhya et al., 2020, Ghogare et al., 2021).

El sistema CRISPR/Cas9 requiere un ARN guia Unico quimérico (sgRNA), compuesto por la fusion
del ARN CRISPR (crRNA) y un ARN transactivador (tracrRNA). Este sgARN guia dirige a la nucleasa
Cas9 para generar un corte en la doble cadena (DSBs) del ADN gendmico, especificamente tres
bases rio arriba de la secuencia Protospacer Adjacent Motif (PAM), generalmente representada
como ‘NGG' (Jinek et al., 2012). Los DSBs pueden repararse mediante dos mecanismos: la unién de
extremos no homaélogos (NHEJ), que suele generar mutaciones del tipo insercién-delecion (InDels),
o la reparacion dirigida por homologia (HDR), que permite la incorporacion precisa de secuencias
de ADN mediante un molde de reparacion externo (Ptibylova and Fischer, 2024).

Gracias a su capacidad para manipular con precision los genomas vegetales, CRISPR-Cas9 se ha
convertido en una herramienta prometedora en la agricultura. Este sistema facilitara el desarrollo
de variedades con caracteristicas deseables y la domesticacion de nuevas especies en un tiempo
reducido. Para la aplicacion efectiva de CRISPR-Cas9 en plantas es fundamental contar con méto-
dos robustos y universales para introducir sus componentes en las células vegetales. Entre los mé-
todos mas comunes se encuentran la biobalistica y la transformacién mediada por Agrobacterium.
Este ultimo es preferido debido a su alta eficiencia, sencillez metodolégica y estabilidad genética.
Sin embargo, este sistema es mas efectivo en dicotiledoneas que en monocotiledéneas, ya que
estas ultimas no son infectadas de forma natural por Agrobacterium. La transformacion exitosa de
monocotiledoneas requiere el uso de cepas hipervirulentas como AGL1, vectores binarios especifi-
cosy marcadores de seleccion adecuados (Hayta et al., 2019; Hensel et al., 2017; Kumar et al., 2019).

Innovaciones recientes en la transformacion vegetal

Actualmente, se han desarrollado nuevos sistemas para mejorar la transformacién genética en
plantas. Un enfoque innovador es el uso de sistemas de tres vectores (ternarios), que integran
enzimas clave para neutralizar los mecanismos de defensa de la planta, utilizando cepas como A.
tumefaciens EA105 (Jeong et al., 2024). Ademas, sistemas basados en cepas auxotroficas a timidina
en cepas de Agrobacterium como: EHA101, EHA105, EHA105D y LBA4404, que han mejorado la
eficiencia de transformacion (Aliu et al., 2024).

Desafios y futuras direcciones

A pesar de los avances, la edicion genética en plantas aun enfrenta desafios, como: la necesidad
de evitar mutaciones no deseadas y la optimizacién de la entrega de CRISPR en tejidos vegetales
dificiles de transformar. La combinacién de CRISPR con tecnologias emergentes, como la edicion
de base (base editing) y la edicion de precision (prime editing), podria ofrecer soluciones para me-
jorar la precision y la eficiencia del sistema en el futuro. Ademas, la edicidn genética plantea desa-
fios regulatorios y éticos, especialmente en cuanto a la aceptacién publica de los cultivos editados
genéticamente.
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CONCLUSION

Las Agrobacterias han evolucionado desde su descubrimiento como una enfermedad en las plan-
tas y posteriormente convertirse en una herramienta clave en biotecnologia. Su capacidad para
transferir material genético de interés ha sido fundamental en el avance del estudio de procesos
celulares y en el desarrollo de plantas transgénicas con aplicaciones agrondmicas. A pesar de los
avances alcanzados, el proceso de transformacioén sigue siendo objeto de investigacion y continda
perfeccionandose, lo que permite seguir ampliando su potencial y aplicaciones en la ciencia y la
agricultura.
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