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RESUMEN

En el presente trabajo se transformaron raices de kudzl (Pueraria phaseoloides) y de zanahoria (Daucus carota) en diferentes
medios de cultivo, mediante el empleo de cinco cepas diferentes de Agrobacterium rhizogenes; de comportamiento diferente
tanto en la transformacién de zanahoria por las cepas de A. rhizogenes A.r.15834, A.r.8196 y A.r.2659; como en la
transformacion de kudz( por las cepas A.r.15834 y A.r.1724.

Por otro lado, se logro la multiplicacion en medio White modificado (WM) de las raices transformadas de zanahoria,
mientras que las de kudzd no se lograron multiplicar en ese medio ni tampoco en el medio MS modificado. Las raices de
zanahoria se emplearon para la multiplicaciéon y esporulacién del hongo micorrizégeno arbuscular (HMA) Glomus
intrarradices, sin embargo las cepas nativas de HMA, aisladas de una de las zonas de mineria del Bajo Cauca Antioquefio, no
crecieron en las raices transformadas de esta especie ni ain en las de kudzU, a pesar de ser una planta que presenta alta
afinidad por las cepas nativas de HMA. Los resultados se muestran como un avance en el procedimiento para el
aislamiento de ADN y el mantenimiento de colecciones de HMA, requeridos para otras investigaciones.

Palabras clave: kudzu (Pueraria phaseoloides), zanahoria (Daucus carota), Agrobacterium rhizogenes, hongos micorrizo-
genos arbusculares (HMA), raices transformadas.

ABSTRACT

Kudzu (P. phaseoloides) and carrot (D. carota) roots were transformed in this survey into different kinds of culture medium
by using five different A. rhizogenes strains. These presented different behaviour both in carrot transformation by A.
rhizogenes 15834, A.r.8196 and A.r.2659 strains as well as kudzu transformation by A.r.15834 and A.r.1724 strains.
Transformed carrot root growth was increased in WM culture medium, whilst transformed kudzu root growth did not
increase in either the same medium or in modified MS medium. Transformed carrot roots were used for G. intrarradices
increase and sporulation; however, wild AMF strains, isolated from a mining area (the lower Cauca area of Antioquia), did
not grow either in roots from this specie or those from kudzu, in spite of this plant having great affinity for wild AMF strains.
The results represent an advance in the procedure for DNA isolation and keeping AMF collections, required for other
research.
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INTRODUCCION

Las bacterias patogénicas, Agrobacterium rhizogenes
y Agrobacterium tumefasciens pertenecientes a la
familia Rhizobiaceae viven en el suelo y de forma
natural transforman genéticamente las células de las
plantas que infectan.

Estas bacterias presentan genes patogénicos,
localizados en plasmidos de 200-500 kpb los cuales
se pueden transferir y expresar en las células de las
plantas, genes para hormonas vegetales que pue-
den producir una proliferacién no controlada de cé-
lulas lo mismo que sintesis de nuevos compuestos
llamados opinas (Petit et al. 1970; Tepfer y Tempe,
1981). El estudio de esta transferencia natural del
ADN plasmidico ha hecho posible la aplicacion del
mismo principio para la introduccion de ADN foraneo
en plantas con fines especificos.

La infeccién de A. rhizogenes en una planta hos-
pedera produce una proliferacion descontrolada de
raices, conocida como "raices en cabellera" que pue-
den crecer independientemente de los demas érga-
nos de la planta (Nester et al. 1984), por lo que se
pueden cultivar in vitro y emplearse para multiplicar
algunas especies de hongos endomicorrizégenos, los
cuales requieren de raices para su multiplicacion.

La cepa de Agrobacterium empleada juega un
papel clave en la iniciacién de la transformacion
(Mugnier y Mosse, 1987). La mayoria de los repor-
tes sobre transformacion de raices para la multipli-
cacion de HMA (hongos micorrizdgenos arbuscula-
res) han utilizado raices de zanahoria en sus experi-
mentos y aungue el kudzu es una de las plantas méas
empleadas para multiplicacién de estos hongos en
condiciones naturales; hasta ahora, no se ha repor-
tado su uso para multiplicacion en condiciones
axénicas y tampoco ha sido posible cultivar hongos
MA en medios de cultivo; esto ha hecho que se avan-
ce poco en el conocimiento de la fisiologia y la mani-
pulacién genética de los mismos (Lambrais, 1996;
Berbara y Fonseca, 1996). Por esta razén, lograr
avances en la investigacién en este campo sigue sien-
do un reto, dada la dificultad de obtener infeccion
adecuada.

Los primeros reportes demostraron estableci-
miento axénico de hongos MA, germinacion de es-
poras de Glomus mosseae y un aparente inicio de
colonizacion de érganos de raices de plantulas de

Trifolium spp. germinadas in vitro (Mosse y Hepper,
1975). De otro lado, en raices de Convolvulus sepium
transformadas con A. rhizogenes cepa 8196, se lo-
gro infeccién de G. mosseae y de GL margarita
(Mugnier y Mosse, 1987). También se estandariz6
un medio de cultivo para crecimiento y esporulacion
de GL margarita en raices de zanahoria transforma-
das con A. rhizogenes cepa A4 (Bécard y Fortin,
1988). Por otro lado en raices transformadas de tré-
bol se produjeron esporas después de nueve meses
de cultivo (Fonseca, 1994; Berbara, 1995). También
en raices transformadas de fresa (Fragaria x
ananassa Duch.) se logré la multiplicacién de G.
fistolosum V128 (Nuutila et al. 1995); ademas se ha
logrado multiplicacion de G. intrarradices en
biorreactores (Jolicoeur et al. 1999).

A pesar de que la multiplicacién de HMA en cul-
tivo puro es clave para un mejor entendimiento de
las caracteristicas y la manipulacién de estos
simbiontes de plantas (Piché et al. 1994), solamente
especies muy conocidas se han multiplicado en es-
tas condiciones. Lograr esta multiplicacion seria de
mucha utilidad para el estudio de los hongos nativos.

En el presente trabajo se evaluaron diferentes
cepas de A. rhizogenes y diferentes medios de culti-
VO para obtenciéon y multiplicacion in vitro de raices
transformadas de zanahoria y kudzu; con las cuales
se ensay0 la multiplicacién de algunos hongos MA
nativos de suelos de mineria del Bajo Cauca Antio-
quefio.

METODOLOGIA

Explantes y cepas de A. rhizogenes

Los explantes de zanahoria fueron rodajas obteni-
das de un cultivo de siete semanas de edad proce-
sados y desinfestados segun los métodos propues-
tos por Ark y Thompson (1961) y Ryder et al. (1985).
Los explantes de kudzu fueron plantulas de dos se-
manas de crecimiento cultivadas in vitro en medio
PDA (para eliminar aquellas que presentaran conta-
minacion).

Las cepas de A. rhizogenes 15834 (productora
de manopina y agropina), 8196 (manopina), 2659
(cucomanopina), 1724 (mikinopina) fueron suminis-
tradas por el Dr. Jacques Tempe del Centro Nacional
de Investigaciones Cientificas (Francia) y la cepa A.
rhizogenes 6726 (opina no determinada) suministra-
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da por el Dr. William Roca del Centro Internacional
de Agricultura Tropical (Colombia). Estas cepas se
cultivaron en medio AB modificado de Chilton et al.
(1977) al cual se le adicion6 acetosiringona (Aldrich)
como inductor de virulencia y se incubaron a 28°C
hasta obtener 1x10° células/mi (D.O esonm)-

Cocultivos (planta - A. rhizogenes)

Se emplearon 200 explantes que incluian cotiledones
0 primer par de hojas de kudzd, a los cuales se les
realizd puncion e inoculacién de bacterias de cada
cepa, se colocaron 50 explantes por cada medio de
cultivo. De la misma forma, se inocularon los explantes
de zanahoria en la zona apical de las rodajas. Los
cocultivos para la obtencién de raices transformadas
se realizaron en medio WM sin hormonas (Bécard y
Fortin, 1988), medio WM con 0,01 mg/l de &cido indol
butirico (Hamel, 1996) y medio agar-agua al 0.45%;
en los cuales se incubaron a 26°C durante 3 a 5 sema-
nas hasta la aparicion de raices transformadas. La
inhibicién de A. rhizogenes empleado en la transfor-
macion, se realizé posteriormente en medio WM con
los antibiéticos carbenicilina y cefotaxina. El efecto de
las diferentes cepas se analiz6 mediante un andlisis
de varianza de los porcentajes de transformacion de
las diferentes cepas en cada medio de cultivo.

Multiplicacion de raices
transformadas en medios de cultivo

Las raices transformadas de zanahoria se multipli-
caron en medio WM sin hormonas y las de kudzu en
medio MS con las siguientes modificaciones: Medio
1 (MS con MgS0,.7H,0 al 0,07%), Medio 2 (MS mas
MgS0,.7H,0 al 0,14%), Medio 3 (MS mas 0,5ppm
de acido indolbutirico), Medio 4 (MS mas 1,5ppm de
acido indolbutirico), Medio 5 (MS mas extracto de
cotiledones de kudzl) y Medio 6 (MS sin modifica-
cion adicional).

Cepas de hongos endomicorrizégenos

Se emplearon cuatro cepas nativas aisladas de sue-
los degradados por mineria correspondientes al gé-
nero Glomus con cddigo MICUNMS16 (MICUNMS:
Micorriza Coleccion Universidad Nacional Microbio-
logia de Suelos), MICUNMS17, MICUNMS18 y
MICUNMS19 y la especie G. intrarradices suminis-
trada por la Dra. Chantal Hamel (Universidad McGilll,
Canada) como cepa de referencia.
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Multiplicacion de HMA en
condiciones axénicas

Se emplearon esporas como propagulos infectivos,
se limpiaron con tween 20, cloramina T y antibicti-
cos (estreptomicina y gentamicina) (Hamel, 1996);
se sembraron en medio "M" (Bécard y Fortin, 1988)
junto con segmentos apicales de 5-10mm de longi-
tud de raices transformadas. Posteriormente se in-
cubaron en la oscuridad para la observacién de la
germinacion de las esporas y la colonizacion de las
mismas durante 4 a 20 semanas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencioén de raices transformadas

En la Figura 1 se muestra la capacidad de transforma-
cion de Agrobacterium y los medios de cultivo utiliza-
dos. Se encontré diferencia empleando intervalos de
confianza a un nivel de a 0,05 en la transformacion de
zanahoria por las cepas de A. rhizogenes 15834, 8196
y 2659 y en las raices de kudzu con las cepas 15834 y
1724. En ambos casos se obtuvo alta proliferacion de
raices adventicias y mayor tasa de crecimiento para
aquellas raices transformadas con la cepa 15834; la
cual posiblemente se deba a que algunos genes de la
region plasmidica estan implicados en el control del
balance hormonal de auxinas del tejido transformado
(Akiyoshi, 1983). Estos resultados son similares a los
encontrados con cepas 8196 y 9402 en la leguminosa
Psoralea (Nguyen et al. 1992) y a los reportados con
las cepas LBA9402, ATCC15834, R1601 y TR105 en
la especie Astragalus mongholicus, en la cual ademas
afectaron la tasa de crecimiento de las raices obteni-
das (Lonkova et al. 1997).

En este trabajo también se encontrd que la pro-
duccién de raices transformadas en el medio WM no
difiere significativamente (P<0,05) de la obtenida en el
medio WM con IBA, lo cual sugiere que la adicion de
hormona vegetal no es relevante para la obtencién de
las raices en esta especie, ni en otras segun lo repor-
tado por Mano et al. (1986). En contraste, la transfor-
macion de raices en medio WM difiere significativa-
mente del medio agar-agua; aunque en este Ultimo
también se transforma raices convirtiéndose éste en
una opcion de bajo costo. Ademas del medio de culti-
Vo, existen muchos otras condiciones fisicas y quimi-
cas que afectan considerablemente la capacidad de
transformacion de las cepas de A. rhizogenes (Xu et
al. 1997).
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Figura 1. Capacidad de transformacion de cepas de A. rhizogenes
en dos especies vegetales sobre diferentes medios de cultivo.
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Multiplicacion de raices

A pesar de la transformacion de los raices de kudzu
(figura 2a) no fue posible su multiplicacion en los di-
ferentes medios evaluados. Con los diferentes
medios se buscaba evaluar condiciones mas favora-
bles al kudzu similares a las condiciones de creci-
miento naturales en el suelo, tales como su exigen-
cia en Mg (datos no mostrados) y evaluar el uso de
extracto de cotiledones, ya que se observo que la
transformacion de la planta con la bacteria inducia
formacién abundante de raices en dichos cotiledones.
Las raices de zanahoria se multiplicaron en el medio
libre de hormonas, lo que permitié continuar con el
ensayo en el cual se pretendia la colonizacion de las
diversas cepas de HMA.

Multiplicacién de HMA en
condiciones axénicas

No se observé estimulacién del crecimiento durante el
contacto inicial espora-raiz ni durante un periodo de
20 semanas, como lo demostraron Mosse y Hepper
(1975) en otras especies de hongos debido al desa-
rrollo acelerado del micelio poco después del contacto
con la raiz de otras especies. Otros autores han suge-
rido que el estrés generado por el proceso de senes-
cencia puede causar esporulacion, la cual podria ser
controlada por el hospedero, probablemente a través
de modificaciones en el metabolismo o en el balance
hormonal (Fonseca, 1994; Berbara, 1995). Ademas,
se ha demostrado que hay una serie de sefiales mole-
culares implicadas en el reconocimiento e infeccién

Figura 2. (a) Obtencién de raices transformadas a partir de hojas y cotiledones de plantulas de kudzu (P. phaseoloides) me-
diante el empleo de A. rhizogenes en medio WM sin hormonas, (b) esporas y micelio extrarradicales de G. intrarradices pro-
ducidos en raices transformadas de zanahoria (D. Carota).
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entre el hongo y la raiz (Vierheilig et al. 1988; Bécard
et al. 1995; Fries, 1995; Lambrais, 1996).

En este trabajo se empled G. intrarradices como
control del experimento y se obtuvo colonizacion y
esporulacion en raices transformadas de zanahoria
con la cepa de A. rhizogenes 15834 (Figura 2b), si-
milar a lo encontrado por otros autores en ésta y otras
especies como Gi. margarita y G. Mosseae en esas
raices; por otro lado, otros autores han obtenido so-
lamente la formacion de apresorios para el hongo G.
etunicatum empleando igualmente raices de zana-
horia (Schreiner y Koide, 1993).

Los resultados permiten concluir que la activi-
dad transformadora de Agrobacterium es diferente
para las dos plantas evaluadas, lo cual posiblemente
esté relacionado con las sefiales fitoquimicas re-
portadas en este tipo de asociaciones. La multiplica-
cién de hongos micorrizégenos in vitro de especies
diferentes a las ya reportadas sigue siendo un enig-
ma; lo cual estimula la investigacion en las cepas
nativas con plantas como el kudzu u otras especies
tropicales con el fin de conservar y utilizar nuestra
diversidad de hongos requeridos en la sostenibilidad
de los ecosistemas.
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