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Crown gall on Euonymus caused 
 by Agrobacterium tumefaciens.  
(Courtesy R.L. Forster) 
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Tobacco Plant Showing Symptoms of Hairy Root Disease 
Photo Credit: Adriana M. Alippi, Facultad de Ciencias 

Agrarias y Forestales, Argentina 

Potato Plant Showing Symptoms of Hairy Root Disease 
Photo Credit: Potato Gene Engineering Network 
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Common Bean Genetically  
Transformed with Rhizobium  
rhizogenes 

Soybean Plant With Rhizobium 
 rhizogenes Infection 

Photo Courtesy of Federico Sanchez, 
Universidad Nacional Autónoma de México 

Photo Courtesy of Peter M. Gresshoff, The 
University of Queensland 
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200 kb  



7.8  kb 

tms = tumour morphology shoot 



tms1 = Transcrito 1 = proteína 83,769 daltons =  ¿? 

 

tms2 = Transcrito 2 = Proteína 49,588 daltons = convierte el indol-3-

acetamide al ácido indolacético (AIA)   

tms = tumour morphology shoot 



Triptófano 2 monoxigenasa 

Indol -3 acetamida  

IAM hidrolasa 
Isopentenil transferasa 



mas1’ y mas2’: Manopina sintasa; condensación de glucosa con glutamine o glutamate seguido de una redución 

 

Ags: Agropine sintasa, lactonización of manopina 



Proceso de infección de Agrobacterium 



Annu. Rev. Cell. Dev. Biol. 2006  
22: 101-127 



Citovsky  V. et al. 2007. Biological systems of the host cell involved in Agrobacterium 
infection. Cellular Microbiology. 9(1): 9–20 



Citovsky  V. et al. 2007 
Cellular Microbiology. 
 9(1): 9–20 

Skp1-Cullin-F-box protein 

(S-phase kinase-associated protein 1) 





Plásmido Ti desarmado 





http://www.cambia.org/daisy/cambia/585 

 

Vectores binarios 
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Agrobacterium tumefaciens 

1. En un gran porcentaje una copia del ADN-T se integra al genoma vegetal 
 

2. Están disponibles un gran número de vectores conteniendo los bordes del ADN-T con  
varios genes reporteros y marcadores de selección, lo que permite a los investigadores  
seleccionar la combinación más apropiada para insertar los genes heterólogos  
 
3. Es posible transferir grandes fragmentos de ADN. 

Herrera-Estrella L.  et al. 2005. Transgenic plants.  In Methods in Molecular Biology: Trans- 
genic plants: Methodos and Protocols. Edited by L. Peña. Humana Press. Inc. Totowa NJ 
 Vol. 286. pag 3-31 

Al sistema de transformación vía Agrobacterium tumefaciens, se le considera 
mas precisa, mas controlable y por lo tanto mas “limpia” que el bombardeo 
de micropartículas.  



Raíces vegetales  Pastos   Especies leñosas 
 
Daucos carota   Cynodon spp   Ulmus americana 
Manihot esculenta  Panicum virgatum  Quercus suber 
Solanum tuberosum   Festuca arundinacea  Eucaliptus 
Ipomea batatas  Lolium perenne  Pinus radiata 
      Populus spp 
      Hevea brasiliensis 
 
Plantas tropicales  Nueces  y frutas  Plantas Ornamentales 
 
Musa sp   Castanea dentata  Dianthus caryophylus  
Citrus    Malus x domestica  Dendranthema x grandiflora 
Coffea sp   Vaccinium corymbosum  Phaelenopsis, Oncidium, Cymbidium 
Carica papaya   Vitis vinifera   Petunia hybrida 
Ananas comusus   Fragaria x ananassa  Rosa hybrida 
Saccharum spp  Juglans    
 

Plantas medicinales:   Panax ginseng, Cannabis sativa, Papaver somniferum   

Levaduras (Saccharomyces cerevisiae) 
Actinomicetos (Streptomyces  lividans) 
Hongos filamentosos (Magnaporthe grisea y Fusarium oxysporum) 
Champiñones (Agaricus bisporus) 
Células de mamíferos (HeLa) Henrietta Lacks 

   
Wang K. 2006. Agrobacterium  Protocols. Second edition. Vol 2. Methods in Molecular Biology 344 

Algas verdes (Chlamydomonas reinhardtii) 
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                          Para lograr el éxito de la tabla anterior 
 
Se ha manipulado algunas variables para aumentar la Eficiencia de Transformación: 

 

Densidad bacteriana 

pH del medio 

Concentración de acetosiringona 

Infiltración a vacío 

Tiempo de cocultivo 

Temperatura de cocultivo 

 

1. Utilizing explant’s negative atmospheric pressure for increased gene transformation 
 
2. The effect of squirting cucumber (Ecballium elaterium (L.) A. Rich) fruit juice on A. 
tumefaciens-mediated transformation  
   
 
a-elaterin (cucurbitacin E), ß-elaterin (cucurbitacin B), elatericine A (cucurbitacin 
D), and elatericine B (cucurbitacin I)  that are poisonous and showed antibacterial 
activities 
 
3. Use of magnetic field strength (0-control, 75, 150, and 300 mT) for high-transformation 
frequency via A. tumefaciens 
 
4. The effect of gamma radiation (0-control, 40, 80, and 120 Gy) on A. tumefaciens-
mediated transformation 

Pepinillo del diablo (purgante) 









Agrobacterium  rhizogenes 

Genes presentes en el ADN-T del Plásmido Ri 
Genes rolA, rolB, rolC y rolD 
Plantas transgénicas a los genes rol 



Genes presentes en el ADN-T del Plásmido Ri 



aux1 = 749 aa = Triptófano 2 monoxigenasa:  
Convierte triptófano a indol -3 acetamida (IAM) 
 
aux2 = 466 aa = IAM hidrolasa:  Convierte  el indol -3 
acetamida (IAM) a AIA 

mas1 y mas2 = Manopina sintasa 
ags1 = Agropina sintasa 

rolBTR = gen homólogo del rolB (produce hojas arrugadas) 

tmr = tumour morphology root 
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mas1 y mas2 = Manopina sintasa 
ags1 = Agropina sintasa 

rolBTR = gen homólogo del rolB (produce hojas arrugadas) 



ADN -T– BORDE IZQUIERDO ADN- T – BORDE DERECHO  



iaaH = Indol-3-
acetamida-hidrolasa = 
produce AIA 
 biosíntesis de auxinas. 
 
La síntesis de las 
opinas, manopina 
(mas1 'y mas2') y 
agropina (ags). 
 

iaaM = Triptofano 
monooxigenasa  

El  ADN T – BORDE DERECHO  



Genes rolA, rolB, rolC y rolD 



rol = root locus  

rol A (ORF10) - 

proteína de unión de 
ácidos nucléicos . 

rol B (ORF11) –

Fosfatasa de tirosina, que 
inhibe el crecimiento del 
tejido vegetal y aumenta 
la producción de 
metabolitos. 

 

rol C (ORF12) - 

activa procesos del 
metabolismo 
secundario, libera 
citocininas y auxinas. 

rol D (ORF15) - 

ornitina ciclodesaminasa 
que convierte la ornitina 
en prolina 
 
 (estabilidad en el 
crecimiento de las raíces y 
abundante floración en las 
plantas transformadas). 

ADN  T– BORDE IZQUIERDO 

Papillomavirus E2 DNA-binding 
 domain  

Moriuchi et al. (2004) identified the nuclear localization of the 

 RolB protein and, based on this finding and by analogy with 

 the A. tumefaciens 6b protein, hypothesized that RolB might 

function as a transcriptional coactivator/mediator.  
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Callos de Vitis amurensis transformados con el gen rolB, resultan en un 

aumento de más de 100 veces en la producción de resveratrol (Kiselev et al., 

2007). (3,5,4´-trihidroxiestilbeno) es un potente antioxidante (antiedad). 



Nc = Testigo negativo (PCR sin ADN) 
Pc =  Testigo positivo (pPCV002-rolABC) 
R = Callos sin transformar (silvestres) 
RA = Callos transformados con el gen rolA 
RABC = Callos transformados con los 3 genes  
RA4 = Callos transformados con cepa silvestre de  
 Agrobacterium rhizogenes 
 
L, M y H =  Bajo, medio y altos niveles de expresión 
 del gen respectivo 



ICS = Isocorismato sintasa  



Las antraquinones (AQs) posen actvidades antimicrobianas y 

hepatoprotectoras y son consideradas útiles en la desintegración  

y eliminación de piedras  urinarias (Singh et al., 2004). Ejemplos, 

mollugina, rubiadina, 







The plant oncogene rolD stimulates the reproductive phase transition in plants. We define 

here the function of its gene product. We show that the RolD protein bears sequence 

homology with ornithine cyclodeaminase, an uncommon enzyme of specialized-niche 

eubacteria and archaea that catalyzes the unusual NAD-dependent conversion of 

ornithine to proline. To confirm the prediction of the bioinformatic analysis, the RolD 

protein was expressed in Escherichia coli and purifed. An ornithine-dependent NAD 

Reduction that can be ascribed only to ornithine cyclodeaminase (OCD) activity was 

detected both in bacterial extracts containing RolD and in assays on the purified RolD 

protein. Furthermore, OCD activity was observed in soluble extracts from plants 

overexpressing rolD. The role of rolD in plant pathogenesis and its effect on plant 

reproductive development are discussed in light of the newly demonstrated enzymatic 

activity of its gene product. 

 







Plantas transgénicas a los genes rol 











RECALCITRANCIA  A  LA  TRANSFORMACIÓN 
GENÉTICA  VÍA  AGROBACTERIUM? 

Citovsky  V. et al. 2007. Biological systems of the host cell involved in Agrobacterium 
infection. Cellular Microbiology . 9(1): 9–20 

Genotipos  y sus metabolitos 
AIA 
Acido salicilico 
Etileno 
Mutantes rats 



Jones J. D. G. 1 & Dangl J.L. 2006. The plant inmmune sytems. Nature 444.323-

329 

PAMPS = Pathogen Associates 

Molecular Patterns 

 

PTI = PAMP Triggered  Immunity 

 

ETS = Effector-Triggered 

Susceptibility 

 

ETI  = Effector-Triggered 

Immunity) 

PRRs = Pattern Recognition Receptors 



TRANSFORMACIONES  GENÉTICAS  DE  MONOCOTILEDÓNEAS  

 
Arroz   Hiei et al. 1994; 1997 

   Kant et al. 2007 

   Toki et al. 1997 

 

Cebada   Tingay et al. 1997 

   Shrawat et al 2007 

 

Trigo   Cheng et al. 1997 

 

Sorgo   Zhao et al. 2000 

   Carlos et al. 2004 

   Carvalho et al. 2004 

 

Maíz   Ishida et al. 1996 

DEPENDIENTE DEL GENOTIPO 

 
Arroz (40  genotipos de Japonica, Indica y 

Javonica)      

Cebada (cvs . Golden Promise y Ingri)  

    

Trigo (cv. Bobwhite) 

   

Maíz (cv. A188 o sus híbridos) 

 

Caña de azúcar (cv . Ja 60-5) 



LA DIFERENCIA  EN LA SUSCEPTIBILIDAD DE LOS GENOTIPOS  A LA TRANSFORMACIÓN  

¿A  QUE SE DEBE? 

1. Presencia  de un sistema de  inhibición  de la maquinaria de Agrobacterium 

Homogenados de plántulas de maíz.  

Inhibían el crecimiento y virulencia  

Agrobacterium tumefaciens. Y era 

causado por el 2,4-dihidroxi- 

7-metoxi-2H-1,4-benzoxazinona 

 

Sahi S.V., Chilton M.D. and W.S. 1990. Corn metabolites affect growth and virulence of 

Agrobacterium tumefaciens. PNAS. 87: 3879-3883, 

DIMBOA 

DIMBOA  a 0.5 mM bloquea completamente el crecimiento de Agrobacterium. El maíz 

contienen entre 1-20 mM de DIMBOA, dependiendo de la variedad, localización y 

estado de desarrollo. 



LA DIFERENCIA  EN LA SUSCEPTIBILIDAD DE LOS GENOTIPOS  A LA 

TRANSFORMACIÓN  

¿A  QUE SE DEBE? 

Zhang et al. 2000. At the maize/Agrobacterium interface: natural factors limiting host transformation. Chemistry 

& Biology. 7: 611-621   

 MDIBOA  (2-hidroxi-4,7-dimetoxibenzoxazinona) 

      Es una molécula similar a DIMBOA y se  

encuentra presente a alta 

concentraciones (98%) en los exudados 

de plántulas de  maíz. Es un inhibidor 

mas potente de la  virulencia de  

Agrobacterium y un efecto más limitado 

en su crecimiento. 

Inhibidor de la cinasa de histidina (histidine kinase) 



McCullen C.A. and Binns A.N. 2006. Agrobacterium tumefaciens and Plant Cell Interactions and 
Activities Required for Interkingdom Macromolecular Transfer. Annu. Rev. Cell. Dev. Biol. 22: 101-127 



AIA 

AIA reprime la expresión de los genes vir por competir con la acetosiringona  en  su interacción con VirA  

Liu P. and Nester  E.W. 2006. Indoleacetic acid, a product of transferred DNA, inhibits vir gene 
expression and growth of Agrobacterium tumefaciens C58. PNAS.103(12):  4658–4662 

Fig. 1. The effect of IAA on vir gene expression and  
growth of A. tumefaciens. 
(A) Effect of IAA, kinetin, and nopaline on virB gene expression. 
(B)  Only one concentration of kinetin and nopaline was used. 



ACIDO  SALICÍLICO (SA) 

Yuan et al. 2007. The plant signal salicylic acid shuts down expression of the vir regulon and activates 
quormone-quenching genes in Agrobacterium. PNAS  104 (28): 11790–11795 

La evidencia sugiere que SA atenúa 
 la función del dominio cinasa de VirA 



Yuan et al. 2007. The plant signal salicylic acid shuts down expression of the vir regulon and activates 
quormone-quenching genes in Agrobacterium. PNAS  104 (28): 11790–11795 

Mutantes de Arabidopsis defectuosas en la acumulación de SA son mas 
susceptibles a la infección por Agrobacterium , mientras que las 
sobreproductoras de SA son mas resistentes 
 
Lo mismo ocurre con mutantes de Nicotiana benthamiana (Anand et al. 2008)  



Nonaka S. et al. 2008. Ethylene production in plants during transformation suppresses  vir gene expression in 
Agrobacterium tumefaciens. New Phytologist.178: 647–656 

Fig. 1 Effect of the ethylene response on T-DNA transfer in melon (Cucumis melo) cotyledon segments and the ethylene 

response in Arabidopsis mutants. (a) Hypocotyl lengths of the melon seedlings. Seedlings grown under light on medium with 

(+) or without (–) 100 µ M silver thiosulfate (STS) were measured. The open and closed columns represent the absence and 

presence of 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) in the medium, respectively. Bars indicate SD (n = 30). (b) 

Occurrence of T-DNA transfer in segments of seedling cotyledons. The occurrence of T-DNA transfer was indicated by ß-

glucuronidase (GUS) activity in the segments. Bars indicate SD (n = 3). The open and closed columns represent the absence 

and presence of ACC, respectively. ACC was added to the germination and co-cultivation media. STS was applied only to the 

germination medium. Agrobacterium cells without (–) or carrying (+) the plasmid pIG121-Hm. Bacterial cell suspensions were 

prepared at 108 cells ml–1for inoculation. Bars indicate SD (n = 3). The letters indicate statistical significance at the 5% 

confidence level based on Student’s t-test. (c) Frequency of tumour formation in ethylene-insensitive Arabidopsis mutants. 

Each value is the average of three independent experiments. The letters represent statistically significant differences based on 

chi-square testing (P < 0.05). 



Plant Physiology Vol. 132, Issue 2 (494-505 Jun 2003) 

 Resistant to Agrobacterium Transformation  

http://www.plantphysiol.org/content/132/2
http://www.plantphysiol.org/content/132/2




Zhu Y. et al. 2003. Identification of Arabidopsis rat Mutants. Plant Physiology. 132: 494–505 



Gelvin S.B. 2010. Plant proteins involved in Agrobacterium-mediated genetic transformation. Annu Rev. Phytopathol 48:45-68 



Gelvin S.B. 2010. Plant proteins involved in Agrobacterium-mediated genetic transformation. Annu Rev. Phytopathol 48:45-68 



Funciones nuevas de los genes de Agrobacterium 





1. Funciones nuevas  de los genes rolB y rolC en células vegetales 
 

1.1. Homeostasis de ROS y expresión de genes antioxidantes 
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1.2. Apoptosis 

rolB Testigo 



1.3. Respuesta al estrés de la células transformadas 



1.4. Oncogenes del ADN-T y el Metabolismo Secundario 

Los genes rolB y rolC, son activadores del metabolismo secundario en las familias: 
 
Solanaceae, Araliaceae, Rubiaceae, Vitaceae, and Rosaceae.  
 
Among the activated metabolites were  
Antraquinones (AQs), 
Alcaloids (tropano, piridin e indólicos, and indole groups),  
Estilbenes (resveratrol), 
 Isoflavonoides (isoflavones and pterocarpans),  
Glucósidos tupo dammarano (ginsenósidos). 
 
Dependiendo del grupo de metabolitos secundarios, estos pueden elevarse de 2-
300 veces. 
 
En células transformadas de R. cordifolia   el efecto estimulador ha sido estable 
durante un período de cultivo de 12 años.  
 
 



2.  Fosforilación de tirosina y patogénesis microbiana 

El gen RolB codifica a una proteína con  actividad 
 de fosfatasa de tirosina (tyrosine phosphatase 
 = TyP). La cual reprime la inducción de ROS en  
plantas y la muerte celular programada 
 
En Arabidopsis el gen HopAO1 codifica para una 
proteína con la misma actividad de TyP y  
reprime las respuesta de defensa asociadas con  
la inmunidad innata disparada por los Patrones 
Moleculares Asociadas a Patógenos = PAMP) 
 
Entre los genes desregulados por HopAO1, se 
 encuentran los relacionados por proteínas PR-1, 
PR-2 y PR-5 y el factor transcripcional MYB122  
involucrado en la regulación el metabolismo  
Secundario y la proteína XET que participa en  
el endurecimiento de la pared celular. 

Filippini F, Rossi R, Marin O, Trovato M, Costantino P, Downey PM, Lo Schiavo F, Terzi M 

(1996) A plant oncogene as a phosphatase. Nature 379:499–500 



La localización nuclear de la proteína rolB mediada por proteínas 14-3-3 favorecen la 
Hipótesis que su blanco primario son las proteínas nucleares y más específicamente 
la desfosforilación de los residuos de tirosina de las MAP CINASAS  



3.1 Mecanismo de acción de 6b  

3. Supresores de la inmunidad innata o reguladores de la adaptabilidad celular 

 
Actividad dual: Activador transcripcional 
                            Modulador y mediador de la maquinaria de Silenciamiento de ARN  



7.8  kb 





Protein 6b, encoded by T-DNA from the pathogen Agrobacterium tumefaciens, stimulates the plant 

hormone–independent division of cells in culture in vitro and induces aberrant cell growth and the ectopic 

expression of various genes, including genes related to cell division and meristem-related class 1 KNOX 

homeobox genes, in 6b-expressing transgenic Arabidopsis thaliana and Nicotiana tabacum plants. Protein 

6b is found in nuclei and binds to several plant nuclear proteins. Here, we report that 6b binds specifically 

to histone H3 in vitro but not to other core histones. Analysis by bimolecular fluorescence complementation 

revealed an interaction in vivo between 6b and histone H3. We recovered 6b from a chromatin fraction 

from 6b-expressing plant cells. A supercoiling assay and digestion with micrococcal nuclease indicated that 

6b acts as a histone chaperone with the ability to mediate formation of nucleosomes in vitro. Mutant 6b, 

lacking the C-terminal region that is required for cell division–stimulating activity and interaction with 

histone H3, was deficient in histone chaperone activity. Our results suggest a relationship between 

alterations in nucleosome structure and the expression of growth-regulating genes on the one hand and 

the induction of aberrant cell proliferation on the other. 



Ma K-W. Flores C. and Ma W. 2011Chromatin Configuration as a Battlefield in Plant-Bacteria Interactions. Plant 
Physiology.157: 535–543 



The Agrobacterium Ti plasmid (T-DNA) 6b proteins interact with many different host proteins implicated 

in plant cell proliferation. Here, we show that Arabidopsis plants overexpressing 6b display microRNA 

(miRNA) deficiency by directly targeting SERRATE and AGO1 via a specific loop fragment (residues 

40–55). In addition, we report the crystal structures of Agrobacterium tumefaciens AK6b at 2.1 A°, 

Agrobacterium vitis AB6b at 1.65 A and Arabidopsis ADP ribosylation factor (ARF) at 1.8 A°. The 6b 

structure adopts an ADP-ribosylating toxin fold closely related to cholera toxin. In vitro ADP ribosylation 

analysis demonstrates that 6b represents a new toxin family, with Tyr 66, Thr 93, and Tyr 153 as the ADP 

ribosylation catalytic residues in the presence of Arabidopsis ARF and GTP. Our work provides molecular 

insights, suggesting that 6b regulates plant cell growth by the disturbance of the miRNA pathway through 

its ADP ribosylation activity. 

3.2. T-DNA Versus Virus: Suppression  de las defensas del huésped  



DCL1 = RNAse III  DICER-LIKE 

CUC1 = CUP-SHAPED COTYLEDON1 

(meristems) 

NAC = (NAM, ATAF1/2 y CUC2). Familia de 

factores transcripcionales relacionadas con estrés  

abiótico 

REV = REVOLUTA  (desarrollo meristemo apical) 

TCP4 = Familia de factores transcripcionales 

(desarrollo  floral) 

 
 

 

MicroRNAs (miRNAs): Spm RNAs regulatorios de  

21-24 nucleotidos. Funcionan: 

 

(1) Respuesta al estrés biótico y abiótico 

(2) Metabolismo 

(3) Señalización a  reguladores de crecimiento 

(4) Transcription  

(5) Desarollo  

(6) Regulation de maquinaria de miRNA 

The results show that 6b executes its 
suppressor function by directly targeting  
SE and AGO1, two key components of the 
miRNA machinery in Arabidopsis. 





Plant Physiology. June 2008. 147: 456–468,  

ARGONAUTE1 (AGO1): Cataliza el corte 

del ARNm 

 

 

RNA-dependent ARN polymerase (RDR) 

Methyltransferase HUA ENHANCER1(HEN1) 

RNAse III  DICER-LIKE 1(DCL1) 

RISC, RNA-induced silencing complex 
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tryptophan 2-monooxygenase (iaaM) 

agropine synthase (ags) 

Dunoyer P. et al. 2006. Induction suppression and 
requirement of RNA silencing pathways in virulent 
Agrobacterium tumefaciens infections. Nature 
Genetics. 38 (2): 258-263 

RDR6 is required for sense-transgene silencing 

Dicer-like (DCL) enzymes define separate  
endogenous silencing pathways 



Supplementary Fig. 1. Arabidopsis plants expressing the P19 and P1-HcPro viral silencing suppressors show 
decrease susceptibility to Agrobacterium. Transgenic lines expressing the Tomato bushy stunt virus P19 
protein and the Turnip mosaic virus P1-HcPro were described previously. Unlike P38, P19 and P1-HcPro were 
shown to inhibit both RNAi from IR transgene and miRNA-guided function in Arabidopsis. The experimental 
procedure is the same as in Fig.1; the total values are from three independent inoculation experiments 
involving 140-150 root segments each. The P19 and P1-HcPro transgenes are all in the Arabidopsis ecotype 
Col-0 used here as a reference. 

Dunoyer P. et al. 2006. Induction suppression and requirement of RNA silencing pathways in virulent 
Agrobacterium tumefaciens infections. Nature Genetics. 38 (2): 258-263 









3.3. Causan los oncogenes efectos adversos a las células vegetales? 

Los oncogenes del ADN-Ti o ADN-Ri, alteran los procesos fisiológicos normales y causan  
daños en el desarrollo de las plantas, lo que representa pérdidas agrícolas. 
 
Sin embargo la transformación con el gen rolC, tiene un efecto positivo en la viabilidad de 
las células cultivadas por largos períodos. 
 
Raíces de Panax ginseng transformadas con el gen rolC , continuan creciendo a pesar de tener 
20 años de cultivo,  mientras que el cultivo de raíces normales presentan menos viabilidad. 
 
Cultivos de callos transformados con el gen rolC de R. cordifolia han sido estables y con 
crecimiento vigoroso durante 12 años de cultivo 
 



FIN 
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