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Estimados lectores:  

ste año se llevó a cabo un importante número de eventos para festejar el 30 aniversario de la Eenseñanza de las ciencias ambientales en la UJAT, tuvimos la oportunidad de conocer a 
investigadores que enriquecieron con sus participaciones los conocimientos de todos los que 

formamos la comunidad de la División Académica de Ciencias Biológicas.

La Universidad se encuentra en un proceso, que sin duda alguna, fortalecerá todos los medios de 
comunicación que forman parte de la misma, como lo es nuestra revista. El Área Editorial se encuentra 
ya funcionando como fortaleza no solo de Kuxulkab' sino de otros aspectos de divulgación y editoriales 
de la DACBiol. El programa de reorganización del sistema de manejo de Kuxulkab', permite hoy en día, 
brindar una respuesta mucho más rápida a todos aquellos artículos sometidos para publicar; igualmente 
nos encontramos participando en la implementación de un nuevo sistema propuesto por el 
Departamento de Publicaciones Periódicas de la Universidad, para la administración de manuscritos 
que permita agilizar el vínculo con la impresión como parte de la estrategia del plan de mejoras de dichas 
revistas.

Este número cuenta con un conjunto de cinco artículos y seis notas de temas de actualidad relacionados a 
las áreas de investigación que se llevan a cabo en la DACBiol y desarrollados por investigadores, 
estudiantes y colegas en la región. Como siempre agradecemos a todos los autores que nos enriquecen 
con sus contribuciones, así como a los revisores que amablemente se han tomado el tiempo de colaborar 
con nosotros y que cada día forman un grupo más nutrido, lo que nos fortalece en la revisión de una 
mayor diversidad de temas. Los invitamos a seguir considerando y usar esta opción de publicación como 
una ventana para compartir sus investigaciones, así como el desarrollo de temas de interés, tanto para 
nuestros colegas, alumnos y compañeros de la DACBiol y de la región.

División Académica de Ciencias Biológicas
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Lilia Gama
Editor en Jefe

Rosa Martha Padrón López
Directora

Editorial
Editorial





45

Resumen

oy en día, se han desarrollado diferentes 

Hprocedimientos de gran utilidad en los 
estudios de biología molecular y celular con 

la finalidad de poder introducir moléculas exógenas 
en el interior de la célula. La transformación genética 
de eucariontes por métodos como Agrobacterium 
tumefaciens, Biobalística, Electroporación, 
Protoplastos, Microinyección, Liposomas, entre 
otros; ha permitido un gran avance para estudios 
moleculares, sin embargo la elección de uno u otro 
método depende en gran medida del objetivo final 
del experimento y de la disponibilidad de los equipos 
pertinentes. En esta revisión se abordan los 
métodos de laboratorio empleados para la 
transformación genética de eucariotas.

Palabras claves: Métodos, Transformación 
genética, Biología molecular. 

Introducción 

Transformar genéticamente implica adicionar 
información genética a un genoma, lo cual puede 
modificar su fisiología original. Esto implica la 
introducción de genes en una célula o tejido con el 
uso de un vector (plásmido, cósmido, etc.), el cual 
lleva integrado el o los genes que se deseen 
transferir (Gutiérrez et al., 2003).

Con el propósito de introducir moléculas en el 
interior de la célula, se han desarrollado diferentes 
procedimientos que permitan superar su barrera 
natural, la elección del método está en función del 
objetivo final del experimento y de la disponibilidad 
de equipamiento adecuado (González & Vega, 
2007).

Cabe mencionar que la transformación 
genética también constituye una herramienta útil 
para estudios básicos que permiten conocer y/o 
profundizar acerca de la estructura y función de 
genes específicos, aspecto particularmente 
relevante en la era genómica. Para todas las 
técnicas de transformación desarrolladas hasta el 
momento, es necesario disponer del transgen 
(secuencias regulatorias y codificante clonadas en 
un vector de transformación) y de una metodología 
eficiente para la transferencia al genoma.

Transformación genét ica mediada por 
Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens es una bacteria 
fitopatógena del suelo que provoca crecimientos 
neoplásicos que afectan a la mayoría de las plantas 
dicotiledóneas, el cual es manifestado por la división 
no controlada de células en el sitio de la infección, lo 
que provoca el desarrollo de tumores de la agalla de 
la corona como resultado de la infección bacteriana 
en la planta (Fig. 1) (Tagu & Moussard, 2003; Tzfira 
& Citovsky, 2003; Martínez et al., 2004).

El mecanismo de transferencia de un fragmento 
de ADN de origen bacteriano a la célula vegetal está 
determinado por la interacción molecular entre la 
bacteria y la planta, especialmente por el 
intercambio de señales del tipo proteico. Aunque el 
proceso de transferencia del ADN de A. tumefaciens 
ha sido ampliamente estudiado, aún no han sido 
descifrados completamente los mecanismos 
moleculares por los cuales éste es transferido a la 
planta (Valderrama et al., 2005).

Por otro parte, aunque las plantas representan 
los recursos naturales de A. tumefaciens, en los 
últimos años, también ha sido usado para 
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Transformación genética de eucariotas

transformar genéticamente una amplia gama de 
especies eucariotas, tales como: levaduras, hongos 
filamentosos, así como células humanas (Tagu & 
Moussard, 2003; Tzfira & Citovsky, 2003).

Descripción del proceso natural de infección por 
A. tumefaciens

En la naturaleza A. tumefaciens provoca la 
formación de tumores debido a la presencia de un 
plásmido inductor de tumores (Ti), el cual transporta 
una parte de la información necesaria para la 
transferencia del ADN bacteriano dentro de la planta 
huésped. La región T presente en el plásmido Ti, 
corresponde al ADN que será transferido dentro del 
genoma de la planta, denominado T-DNA (Transfer-
DNA) y está delimitado por dos bordes, los cuales 

son directos repetidos imperfectos de 25 pares de 
bases; los pasos siguientes son su integración en el 
genoma del huésped y la expresión de sus genes 
codificados (Martínez et al., 2004). Entre los bordes 
se localizan: 1) genes que inducen el desarrollo del 
tumor (oncogenes), debido a un desequilibrio en el 
balance hormonal de la planta; 2) genes que dirigen 
la síntesis de opinas, los cuales son aminoácidos 
unidos a un azúcar, útiles solo para la bacteria (Tagu 
& Moussard, 2003).

A. tumefaciens reconoce y se adhiere a la célula 
huésped en un paso inicial y esencial en el proceso 
de infección. Después de su unión, la bacteria 
sintetiza filamentos de celulosa que se anclan a la 
superficie celular de la planta, varios genes 
cromosómicos han sido identificados como 
necesarios para este proceso de adhesión de la 
bacteria a la planta: chvA, chvB, pscA, att (Tzfira & 
Citovsky, 2000).

Ha sido mostrado que la secuencia de ADN 
localizada entre los dos bordes es transferida dentro 
de las células de la planta bajo la acción de 
proteínas codificadas por lo genes de la región de 
virulencia (vir.). Se han identificado dos sensores 
p ro te i cos ,  V i rA y  V i rG ,  que  reacc ionan 
específicamente con la presencia de exudados de 
plantas heridas y que además promueven la 
activación transcripcional de los genes vir. Los 
genes vir constituyen un operón con 8 genes 
principales (virA, virB, virC, virD, virE, virF, virG y 
virH) regulados por una secuencia promotora que 
contiene 12 pares de bases conservadas ala que se 
une específicamente la proteína VirGfosforilada. La 
fosforilación de la proteína VirG es requerida para la 
activación de los genes vir. La producción del T-
ADN se da por la acción de las proteínas VirD2 y 
VirD1, que actúan como endonucleasas, uniéndose 
al plásmido Ti en los bordes del T-ADN relajándolo y 
haciendo cortes en la cadena del T-DNA sin sentido. 
Después de hacer el corte, la proteína VirD2 se une 
covalentemente al extremo 5' del T-DNA hasta su 
transferencia a la planta (Tagu & Moussard, 2003; 
Valderrama et al., 2005).

Sin embargo, aunque el entendimiento de la 
interacción entre A. tumefaciensy la planta ha 
avanzado ráp idamente ,  los  mecan ismos 
moleculares implicados en la transferencia del T-
DNA no han sido caracterizados completamente.

Figura 1. Agrobacterium tumefaciens, bacteria y 
enfermedad. A) Micrografía electrónica de barrido de A. 
tumefaciens del tipo silvestre, colonizando las raíces de 
álamo a dos aumentos: (a) bar = 250 µm; (b) bar = 80 µm. 
(B)  Formación de agalla de la corona en un tallo de planta 
de tomate infectada con A. tumefaciens del tipo silvestre. 
(Fuente: Tzfira & Citovsky, 2000).



47

Usos biotecnológicos A. tumefaciens

Desde el año 1970 hasta nuestros días se ha 
estudiado en detalle el mecanismo por el cual A. 
tumefaciens induce la formación de tumores en 
plantas y el conocimiento adquirido ha sido 
fundamental para su uso como herramienta en la 
ingeniería genética de plantas. Un hallazgo crucial 
que permitió el diseño de vectores para la 
transformación genética de plantas mediante el uso 
de especies de Agrobacterium, es el hecho que sólo 
las secuencias de los bordes del T-DNA son 
requeridas para que la transferencia se lleve a cabo. 
Algunos o todos los genes bacterianos del T-DNA 
pueden ser removidos originando vectores 
desarmados, los cuales pueden transformar células 
vegetales sin los síntomas generales de la infección 
bacteriana (Valderrama et al., 2005).

El descubrimiento de que los genes vir no 
tienen que estar en el mismo plásmido con la región 
del T-DNA para liderar su transferencia y su 
inserción en el genoma de la planta; llevó a la 
construcción de un sistema de transformación de 
plantas en donde la región del T-DNA y la región vir 
se encuentren en plásmidos separados. En el 
sistema vector binario, se utilizan dos plásmidos con 

las siguientes características (Fig. 2):

1) Un plásmido “lanzadera” que cuenta con 
orígenes de replicación (Ori), que permite su 
mantenimiento en un amplio rango de bacterias, 
incluyendo Escherichia coli y Agrobacterium. Este 
plásmido típicamente contiene:

• El ADN de interés en lugar del T-DNA.
• Los bordes izquierdo y derecho.
•Marcador de selección para E. coli  y A.                                                
tumefaciens.
• Marcador de selección para plantas.

2) Un plásmido “desarmado”, debido a que los 
genes que inducen el tumor en la planta localizados 
en el T-DNA han sido removidos. Este plásmido 
(ayudador), albergado en A. tumefaciens, carece de 
la región T-DNA, pero contiene una región vir 
intacta, la cual es necesaria para la transferencia.

El sistema Agrobacterium tiene varias ventajas 
sobre otros sistemas de transformación y es 
c o n s i d e r a d o  l a  p r i m e r a  o p c i ó n  p a r a  l a 
transformación de plantas (Fig. 3) (Tabla 1) 
(Martínez et al., 2004).

Figura 2. Plásmidos del sistema vector binario.
Fuente: http://www.patentlens.net/daisy/AgroTran/g1/848.html

Transformación genética de eucariotas
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Figura 3. Transformación de plantas por los metodos de 
Agrobacterium y biobalistica. (Fuente: Martínez et al., 2004).

Tabla 1.- Especies vegetales transformadas y métodos de transformación 
(Fuente: Martínez et al., 2004 modificado).

Transformación genética de eucariotas



Tr a n s f o r m a c i ó n  d i r e c t a  d e  g e n e s  e n 
protoplastos de plantas

La incorporación y expresión de ADN mediante 
protoplastos fue uno de los primeros métodos de 
transferencia génica que también demostró su 
funcionamiento en plantas. La técnica se basa en el 
principio de que la pared celular es la principal 
barrera para la captación de ADN, así que esta 
puede ser temporalmente extraída; posteriormente 
distintos métodos simples pueden ser utilizados 
para la transferencia génica (Carranza, 2011).

A partir de la necesidad de desarrollar sistemas 
de transformación para plantas y el conocimiento de 
que los ácidos nucleicos virales podrían introducirse 
en protoplastos, el estudio de la introducción directa 
de construcciones génicas en protoplastos mostró 
que era posible obtener la integración estable sin 
vectores específicos (Walker & Gingold, 1997).

Los protoplastos se comportan como una célula 
animal. Es necesaria la presencia de un gen de 
selección bajo el control de un promotor de plantas 
potente -el 35S del virus del mosaico de la coliflor, 
por ejemplo- (Izquierdo, 1999). La mezcla de ADN 
puede contener lo siguiente: 1) Un plásmido que 
contenga un gen cuya expresión confiera 
resistencia a un agente de selección para células 
transformadas y 2) Un plásmido que contenga una 
construcción quimérica de interés; a esto se le llama 
co-transformación (Tagu & Moussard, 2003). Los 
protoplastos, una vez que han ingerido el ADN, se 
colocan en un medio nutricional adecuado donde 
regeneran la pared e inician la división celular 
(Izquierdo, 1999); posteriormente son colocados en 
un medio que contiene el agente de selección para 
eliminar las células de plantas no transformadas. 
Estas células sobrevivientes son sujetas al proceso 
de regeneración para obtener plantas resistentes 
(Tagu & Moussard, 2003). 

Actualmente varios procedimientos se utilizan 
para introducir ADN directamente en protoplastos 
los cuales incluyen: Tratamientos químicos, 
Electroporación de protoplastos, Micro-inyección de 
ADN en núcleos de plantas, Micro-inyección de 
ADN en meristemos empapados, Procesos de 
“Polinización de ADN” y Biobalística (Walker & 
Gingold, 1997; Rivera-Domínguez, 2006).

En lo que se refiere al proceso de extracción de 
la pared celular (mediante enzimas de restricción), 

este va a aislar las células de una en una a partir del 
tejido utilizado, por lo que las células diana para la 
transferencia son una gran población de unidades 
individuales, dichas células son obtenidas a partir de 
distintos tejidos, que dependen de la planta utilizada 
y del objetivo del estudio (Carranza, 2011).

Ejemplo de aplicaciones de la transferencia 
directa de genes, son el análisis de la expresión 
transitoria de construcciones moleculares (Walker & 
Gingold, 1997), para ello sólo se necesitan células 
capaces de sobrevivir 24-72 horas tras el 
tratamiento, pudiéndose aislar protoplastos de casi 
cualquier tejido. Para la transformación estable, se 
necesitan células en división por lo que el número de 
tejidos que van a servir como fuente de protoplastos 
es más restringido (Carranza, 2011). La técnica ha 
dado buenos resultados en petunias, maíz, trigo y 
arroz, pero en otras especies de cereales no se han 
podido obtener plantas transgénicas fértiles a partir 
de ellos (Izquierdo, 1999). 

Biobalística o bombardeo con microproyectiles

En el proceso de biobalística, microproyectiles a alta 
velocidad son usados para incorporar ADN dentro 
de células intactas y tejidos. Ésta alta velocidad es 
usada para que ADN y otras sustancias atraviesen 
las paredes celulares y membranas, ya que el ADN 
es “disparado” dentro de las células, lo que 
representa un tipo de balística biológica de ahí su 
nombre (Sanford, 1990).

La técnica consiste en bañar partículas 
esféricas de oro o tungsteno (aproximadamente de 
0.4-1.2 µm de diámetro, o del tamaño de algunas 
células bacterianas) con ADN precipitado 
previamente con CaCl , espermidina o polietilen 2

glicol -ésta parte del procedimiento tiene como 
objetivo aumentar la frecuencia de células 
transformadas aumentando la cantidad de plásmido 
de ADN-, posteriormente las partículas son 
aceleradas a velocidades de 300-600 m/s con un 
equipo especial llamado pistola de partículas (o 
pistola de genes) (Fig. 3), la cual utilizaba 
originalmente pólvora y que actualmente usa helio a 
altas presiones como fuente de propulsión. Los 
proyectiles acelerados penetran la pared celular y la 
membrana de la célula. El alcance de la penetración 
de las partículas en las células puede controlarse 
variando la intensidad del estallido, la distancia que 
las partículas han de atravesar para alcanzar la 
célula o con partículas de diferentes tamaños. Una 
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vez dentro de la célula, el ADN se separa de las 
partículas y en algunos casos es integrado dentro 
del genoma (Walker & Gingold, 1997). 

Los análisis de los patrones de integración 
indican que el bombardeo con microproyectiles 
resulta en la integración del transgen completo y de 
t ransgenes rear reg lados los  cua les  son 
frecuentemente detectados en un variable número 
de copias. Los rearreglos incluyen deleción, 
l i gac ión ,  conca tenac ión  y  pos ib lemente 
recombinación. Las múltiples copias de transgenes 
y sus rearreglos son heredados frecuentemente 
como una unidad única; mientras que los 
mecanismos de integración no han sido entendidos 
del todo, probablemente sistemas de síntesis y 
ruptura-reparación de ADN se encuentran 
involucrados en este proceso de integración 
(Pawlowsky & Somer, 1996).

Aproximadamente 10,000 células son 
transformadas con cada bombardeo. En ocasiones 
las células transformadas, que son detectadas por 
la expresión de un gen marcador, solo expresan el 
ADN transfer ido de forma transi tor ia.  La 
configuración de los vectores utilizados en 
biobalística influye, tanto en la integración como en 
la expresión de dichos genes; la transformación 
resulta más eficaz cuando se usa ADN linear en vez 
de circular. Además, los plásmidos de tamaños 
superiores a 10 Kb pueden ser fragmentados 
durante el bombardeo con microproyectiles 
produc iendo una tasa menor  de cé lu las 
transformadas.

Los principales logros con este método, 
incluyen especies de gran interés económico como 
son soya, maíz, arroz, sorgo, papaya, caña de 
azúcar, trigo y espárrago (Tabla 1) (Bower & Birch, 
1992). También se ha utilizado la biobalística para la 
transformación de callos embriogénicos que 
expresen proteínas heterólogas (Gómez-Núñez et 
al., 2011). 

Dentro de las desventajas del método se 
encuentran, la necesidad de instrumentación 
especial, la oposición natural de ciertos tejidos a la 
penetración de las partículas, dada por cutículas 
endurecidas, paredes celulares lignificadas o 
superficies vellosas (Carranza, 2011). En algunos 
cul t ivos,  se ha observado una var iac ión 
considerable en el transgen introducido respectos a 
su estabilidad, a su integración en el individuo y a su 

integración en el genoma (Degiovanni et al., 2010). 
Sin embargo, los principales limitantes del método 
continúan siendo la baja relación entre el total de 
células sometidas al bombardeo y el número de 
células que logran incorporar de manera 
permanente la información genética transferida. Por 
último en algunos experimentos se ha comprobado 
la toxicidad de las partículas de tungsteno las cuales 
contribuyen a la lesión celular (Russell et al., 1992).

Electroporación

El método consiste en la transferencia directa de 
ADN dentro de la célula huésped; poros temporales 
son creados en la membrana de la célula huésped 
cuando son sujetos a un impulso eléctrico, de esta 
manera el ADN pasa a la célula huésped (Tagu & 
Moussard, 2003). Éste método se usa en la 
actualidad de forma muy común y requiere la 
adquisición de un equipo especializado. La 
naturaleza y tipo del pulso eléctrico requerido para 
optimizar tales estructuras han sido evaluados por 
las compañías comerciales. La relación entre la 
cantidad de ADN a transferir y la concentración 
celular necesaria debe ser evidentemente muy 
elevada, aunque actualmente se ha optimizado esta 
proporción para diferentes líneas celulares (Walker 
& Gingold, 1997).

Una de las ventajas es que no requiere 
transporte de ADN y es mucho más rápida (se 
pueden seleccionar transformantes estables en 10 
minutos después del pulso). Se ha observado que la 
técn ica  r i nde  una  p roporc ión  mayor  de 
transformantes estables conteniendo una copia 
única de ADN exógeno en sitios únicos de 
integración. La frecuencia de estos fenómenos 
permite la detección de sitios de integración 
homólogos (Walker & Gingold, 1997).

Transformación genética de células animales

La introducción de una secuencia de ADN en 
células de animales, permite analizar el papel de 
d icha secuenc ia  i n  v ivo ;  por  lo  que los 
investigadores deben de elegir la más apropiada 
línea celular para llevar a cabo sus objetivos, como 
también el vector más adecuado para la línea celular 
seleccionada. La transfección mediada por virus y 
por polímeros catiónicos son delos métodos más 
utilizados en los experimentos con células en 
cultivo. Los polímeros catiónicos se unen fácilmente 
a segmentos portadores de interés, no producen 
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respuesta citotóxica, ni son una amenaza de 
infección (Camacho et al., 2006). Por otro lado la 
técnica de infección depende del tipo de virus y de 
las células huésped; los principales vectores virales 
son derivados de adenovirus y retrovirus (Tagu & 
Moussard, 2003). 

Varios métodos de transfección de células de 
animales son presentados en esta sección, cabe 
mencionar que métodos señalados anteriormente 
también son empleados en células de animales 
(Biobalística y Electroporación). Entre las 
estrategias diseñadas se encuentran las siguientes:

Método de Fosfato de Calcio.  Este 
procedimiento ha sido empleado por más de 20 
años para la transferencia y expresión de 
información genética en células de mamíferos. Se 
basa en la obtención de un precipitado entre el 
cloruro de calcio y el ADN en una solución salina de 
fosfatos, formando unos agregados que son 
endoci tados/ fagoci tados por  las cé lu las. 
Aparentemente el agregado con calcio protege al 
ADN de la degradación por las nucleasas celulares. 
El tamaño y la calidad del precipitado es crítico para 
el éxito del proceso, que se ve afectado por factores 
como pequeños cambios en el pH de la solución 
(González & Vega, 2007).

Método con DEAEdextrano. DEAE (diethyl 
amino ethyl) dextrano es un polímero catiónico que 
facilita la penetración del ADN a la célula. Además 
protege el ADN contra los efectos de nucleasas y a 
si incrementa su tasa de expresión en la célula, 
también es usado para incrementar la eficiencia de 
infecciones virales. Sin embargo, DEAEdextrano 
puede ser toxico para la célula (Tagu & Moussard, 
2003). Tiene como ventajas su senci l lez, 
reproducibilidad y bajo costo, además de que se 
requiere de pocas cantidades de ADN.

Método de Lipofección. Se basa en la 
formación de complejos entre lípidos catiónicos y 
ADN, llamados liposomas. Dicho complejo tiene 
afinidad por la membrana y permite la entrada del 
ADN en el citosol. La lipofección es una técnica muy 
efectiva aunque laboriosa. Es esencial optimizar las 
condiciones específicas de transfección para 
obtener buenos resultados, entre las desventajas 
del método se encuentra el elevado precio de los 
lípidos, además de que no todos los lípidos 
funcionan en todos los tipos celulares, habiendo que 
optimizar el ensayo para cada tipo celular 

(Villuendas et al., 2001; González & Vega, 2007).

Fusión de protoplastos. El método consiste 
en la fusión de células animales con bacterias que 
contienen el gen a ser introducido.  Los protoplastos 
son preparados de antemano de la bacteria que 
contiene el plásmido recombinante. Protoplastos y 
células animales son puestas en contacto; la fusión 
de las membranas celulares por la adición del 
polietilenglicol, favorece la incorporación del 
plásmido dentro de la célula. Este método es 
raramente usado (Tagu & Moussard, 2003).

Microinyección. Es una técnica muy sensible, 
que requiere una gran especialización del personal 
que la realiza y un equipo delicado, sofisticado y 
costoso. La microinyección es una tecnología que 
permite la introducción mecánica de soluciones en 
el interior de la célula mediante una micropipeta que 
se controla con la ayuda de un micromanipulador, 
ba jo  un microscop io  de a l ta  reso luc ión. 
Básicamente, se usa como un método para 
establecer líneas celulares que lleven copias 
integradas del ADN de interés.

Conclusión

La transformación genética en eucariotas incluye 
una amplia gama de métodos para incorporar ADN 
foráneo en los individuos; la utilización de los 
mismos dependerá en gran medida del objetivo de 
la transformación, así como de las características 
inherentes de los diferentes sistemas utilizados y en 
algunos casos de la solvencia económica de los 
laboratorios de investigación.
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