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RESUMEN

El presente estudio es el primer reporte sobre la induccion de rai-
ces transformadas por Agrobacterium rhizogenes en Agave salmiana
Otto, asi como del establecimiento de un hongo micorrizico en las
mismas. Para lograr lo anterior se inocularon plantas germinadas in
vitro con diferentes concentraciones de bacteria y de acetosiringona en
varios sitios (hoja, tallo y raiz). El tiempo de cocultivo en oscuridad fue
de 6 d. Las raices transformadas se presentaron a los 25 d después de
la inoculacion. La mayor eficiencia de transformacion resulté de la
inoculacién al tallo con 1x10° bacterias mL’ y 200 uM de acetosiringo-
na, condiciones en las que se obtuvo 63 % de raices transformadas. La
naturaleza transgénica de las raices generadas se verificé6 mediante un
ensayo histoquimico para detectar actividad de GUS y los transgenes
se amplificaron en muestras de ADN de raiz a través de PCR. Se detec-
t6 actividad de GUS en 80 % de los tejidos probados, mientras que los
genes rolB y nptll se amplificaron en 60 % de las muestras de ADN
analizadas por PCR. Se demostro la capacidad de Glomus intraradices
para colonizar in vitro las raices transformadas de A. salmiana, con
una eficiencia de colonizacién de 70 %. Se logré la recuperacion de
esporas hijas, con un promedio de 300 esporas hijas por cultivo, a los 6
meses de iniciada la inoculacion.

Palabras clave: Agrobacterium rhizogenes, Acetosiringona, GUS, mi-
corrizas.

SUMMARY

The present study is the first report on the induction of trans-
formed roots in Agave salmiana Otto using Agrobacterium rhizogenes,
as well as of the establishment of a micorrhizic fungus in the same
roots. To achieve this, in vifro germinated plants were inoculated with
several bacteria and acetosyringone concentrations, in several places
(lea, stem and root). The time of cocultivation in darkness was of 6 d.
Transformed roots were presented to the 25 d after inoculation. The
higher transformation efficiency resulted from stem inoculation with
1x10° bacteria mL™" and 200 uM acetosyringone, condition in which 63
% of transformed roots was obtained. The transgenic nature of the
generated roots was verified by means of the GUS ssay and the trans-
genes were amplified through PCR in samples of root DNA. GUS ac-
tivity was detected in 80 % of the proven roots, while rolB and nptIT
genes were amplified in 60 % of the DNA root samples analyzed by
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PCR. The ability of Glomus intraradices to colonize in vitro the trans-
formed roots of A. salmiana was demonstrated with an efficiency of 70
%. The recovery of daughter spores was achieved with an average of
300 daughter spores per culture dish, after 6 months of inoculation.

Index words: Agrobacterium rhizogenes, Acetosyringone, GUS, mi-
corrhizae.

INTRODUCCION

Agave salmiana Otto es la especie de maguey mads
abundante del Altiplano Potosino-Zacatecano (Gentry,
1982), donde se utiliza ampliamente para la elaboracién de
bebidas alcohdlicas como el mezcal (Rzedowski, 1978). Po-
see ventajas importantes con respecto a otras especies, co-
mo bajo requerimiento de agua y rusticidad, pero el aprove-
chamiento de este agave se ve limitado por su lento desarro-
llo, ya que requiere por los menos de ocho afios para llegar
a maduracion (Harborne, 1982; Nobel et al., 1996), y por su
baja tasa de multiplicacién que impide el establecimiento de
extensas plantaciones comerciales. Por otro lado, su repro-
duccién casi exclusivamente asexual dificulta su mejora-
miento genético por métodos convencionales.

Por lo anterior, un aspecto interesante en el caso de esta
especie, y del resto de los agaves, es la aplicacién de técni-
cas biotecnoldgicas que puedan facilitar su propagacion,
estudio, manejo y en un futuro su mejoramiento. Al respec-
to, se ha reportado ya la micropropagacién de
algunas especies (Robert et al., 1992), asi como su estudio
mediante el uso de marcadores moleculares (Gil-Vega et al.,
2001). La generacién y cultivo de raices transformadas con
Agrobacterium rhizogenes es otra posibilidad biotecnol6gi-
ca interesante para esta especie. Estas raices podrian ser uti-
lizadas para el estudio y produccién de metabolitos de inte-
rés, para la introduccién de genes fordneos que puedan
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conferir ventajas agrondmicas al sistema radical, para la ge-
neracién de plantas transgénicas completas y para el estudio
de la interaccion de las raices con organismos benéficos del
suelo, como las micorrizas. Esta tltima interaccion resulta
vital para el desarrollo de la planta, por lo que su mejor co-
nocimiento podria contribuir de forma importante al manejo
del A. salmiana.

A. salmiana no ha sido reportada como susceptible a la
transformacion con A. rhizogenes, por lo que no hay traba-
jos con raices transformadas de la misma. Los tnicos inten-
tos reportados para obtener raices transformadas de plantas
de la familia Agavaceae fueron hechos con Dracaena sp. y
Sanseveria trifasciata, y en ambos casos se obtuvieron re-
sultados negativos (De Cleene y De Ley, 1981). En este tra-
bajo se estudié la susceptibilidad del A. salmiana a la trans-
formacién con A. rhizogenes, y la capacidad de estas raices
para ser colonizadas por Glomus intraradices, una micorriza
importante en varias especies de plantas, con el propdsito de
generar herramientas para el estudio y mejoramiento de esta
especie de Agave.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se usaron plantulas de Agave salmiana germinadas in
vitro, derivadas de plantas silvestres sanas y en fructifica-
cién ubicadas en una localidad del altiplano Potosino-
Zacatecano, con clima seco estepario (BS) (Garcia, 1970),
alos 100°31°41” LOy 22° 03’ 15 LN. A las plantas selec-
cionadas se les cortd el escapo floral y se colect6 la panicula
junto con las cdpsulas que contenian las semillas. Las céap-
sulas se desinfectaron superficialmente, lavandolas tres ve-
ces con agua corriente y Tween 20® (1 mL L) en agita-
cioén durante 15 min; enseguida se agregd oxicloruro de co-
bre 5 g L™ y se mantuvieron en agitacién por otros 15 min,
seguido por un lavado con etanol 70 % y otro mas con hipo-
clorito de sodio 5 %. Finalmente, se agregdé perdxido de
hidrégeno (3 % v/v) y se mantuvieron en agitaciéon continua
por 10 min, pasados los cuales se eliminé la solucién por
decantacion. Una vez desinfectadas las cdpsulas, se les des-
prendié la cubierta en la campana de flujo laminar y se co-
lectaron las semillas, las cuales fueron inoculadas en frascos
de vidrio que contenfan 30 mL de medio de cultivo de Mu-
rashige y Skoog (1962) a 100 %, pH 5.7, con 3 % (p/v) de
sacarosa y gelificado con 8 g L' de agar (Sigma-Aldrich).
Los recipientes fueron incubados en condiciones de fotope-
riodo de 16 h luz/8 h oscuridad y a 25 °C hasta la germina-
cion de las semillas y obtencion de plantulas de 4 a 6 cm.

Cepa bacteriana
Para la induccion de raices transformadas se utilizé la

Cepa A4 de A. rhizogenes, la cual es del tipo agropina y
contiene el pladsmido silvestre pRi A4, que confiere el geno-
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tipo de raices pilosas (Porter, 1991), asi como el plasmido
pESC4 que actia como vector binario. Este dltimo contiene
al gen marcador de seleccidn nptll bajo el control del pro-
motor y terminador nos, y al gen reportero uidA bajo el
control del promotor Cab (inducible por luz) y el termina-
dor ocs (Jofre-Garfias er al., 1997). La bacteria se mantuvo
a 5 °C en cajas de Petri con medio YM sélido (Hooykaas et
al., 1977) con 50 mgL™" de rifampicinay 50 mg L de ka-
namicina.

Induccion de raices transformadas

Se transfirieron colonias aisladas de A. rhizogenes tomadas
de los cultivos mantenidos en medio YM sdélido a medio li-
quido con los antibidticos antes mencionados, y se incuba-
ron a 28 °C por 24 h con agitacién continua a 120 rpm. La
densidad de la bacteria se determiné a partir de la medicién
de absorbancia a 620 nm e interpolacién con una curva pa-
trén. La suspension bacteriana se diluy6é en medio YM fres-
co sin antibidticos a tres concentraciones bacterianas
(1x107, 1x10® y 1x10° bacterias por mL). A esta suspension
se le afadi6  acetosiringona  (4-hydroxy-3’-5’-
dimethoxyacetophenona, Aldrich) a tres concentraciones (0,
100 y 200 uM). Como sitios para la inoculacién de las plan-
tas germinadas in vitro se probaron tres 6rganos (raiz, tallo
y hoja). Se probaron asi un total de 27 tratamientos y tres
testigos negativos en un disefio completamente al azar
(Cuadro 1). Se inocularon un total de 50 plantulas por cada
combinaciéon de densidad bacteriana y concentracién de
acetosiringona, y el experimento completo se realiz6 dos
veces.

Antes de la infeccidn, los explantes fueron incubados en
medio MS a 100 % durante 24 h. La infeccién se hizo por
medio de punciones con una jeringa para insulina, la cual
fue primeramente inmersa en la suspension bacteriana con o
sin acetosiringona y luego introducida en los tejidos. Se
hicieron cinco punciones en cada sitio de inoculacién (raiz,
tallo y hoja) de cada plantula. Los testigos negativos se ino-
cularon unicamente con medio YM. Una vez inoculadas, las
plantulas se incubaron durante 6 d en oscuridad a 25 °C, pa-
ra después ser transferidas a luz continua a la misma tempe-
ratura. A los 14 d de haber sido inoculadas, las plantas fue-
ron transferidas a medio MS adicionado con 500 mg L™ de
Claforan® (Russell) con el fin de eliminar a la bacteria
(Okkels et al., 1988; Tzfira et al., 1996). Este antibiético
fue esterilizado por filtracién en membrana de 0.22 uM. En
este medio se observd la aparicién de las raices presunta-
mente transformadas. Los explantes con raices fueron sub-
cultivados a medio fresco cada 30 d con el fin de mantener
y multiplicar el tejido transformado.
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Cuadro 1. Generacion de raices transformadas en explantes de Agave
salmiana tratadas con diferentes concentraciones de Agrobacterium
rhizogenes y acetosiringona (Resultados conjuntos de dos experimen-

tos).

Concentracion  Acetosiringona Tejido inocula- Explantes que
bacteriana (uM) do generan raices
(Bacterias transformadas

mL™") (%)*

0 0 hoja Oh

0 0 tallo Oh

0 0 raiz Oh
1x10’ 0 hoja lg
1x10’ 0 tallo 5fg
1x10’ 0 raiz 3¢g
1x10’ 100 hoja 2g
1x10’ 100 tallo 10 e
1x10’ 100 raiz S5fg
1x10’ 200 hoja 3¢g
1x10’ 200 tallo 13 de
1x107 200 raiz 7 f
1x10° 0 hoja 25 ¢
1x10°* 0 tallo 40 b
1x10® 0 raiz 10 e
1x10° 100 hoja 35 b
1x10® 100 tallo 57 a
1x10® 100 raiz 15 de
1x10° 200 hoja 37 b
1x10® 200 tallo 58 a
1x10® 200 raiz 16 de
1x10° 0 hoja 24 ¢
1x10° 0 tallo 37 b
1x10° 0 raiz 9ef
1x10° 100 hoja 40 b
1x10° 100 tallo 60 a
1x10° 100 raiz 17 d
1x10° 200 hoja 44 b
1x10° 200 tallo 63 a
1x10° 200 raiz 19 cd

* Porcentaje de explantes sometidos al tratamiento que generaron al menos
una raiz que resultd positiva para el ensayo GUS, equivalente a la eficien-
cia de transformacién de dicho tratamiento. Los porcentajes seguidos de la
misma letra no son diferentes estadisticamente (Tukey-Kramer, 0.05). Se
inoculd un total de 50 plantulas por tratamiento y el experimento completo
se realizé dos veces.

Confirmacion de la naturaleza transgénica
de las raices generadas

La confirmacién de la transferencia de los genes bacte-
rianos a las raices se hizo mediante ensayos histoquimicos
para la deteccién de la actividad de GUS y amplificacién
por PCR de los genes rolB y nptll en muestras de ADN ex-
traidas del tejido vegetal. El ensayo histoquimico para la
deteccion de la actividad de GUS se hizo en segmentos de
las raices presuntamente transformadas que se generaron
con el método de Stomp (1992). Este método consiste en
poner al tejido en contacto con una mezcla de reaccién
(amortiguador de fosfatos 0.1 M, pH 7.0, EDTA 10 mM,
ferrocianuro de potasio 0.5 mM, ferricianuro de potasio 0.5
mM, Tritén X-100® 0.1 % v/v y X-Gluc 1 mM) e incubar
por 8-16 h a 37 °C hasta observar el precipitado de color
azul. Este andlisis se hizo en todas las raices generadas en
los 27 tratamientos en los que se inoculé con Agrobacterium
rhizogenes, y se determind el porcentaje de plantulas (ex-
plantes) que generaron al menos una raiz positiva para el
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ensayo GUS (Cuadro 1). Este porcentaje equivale a la efi-
ciencia de transformacién de cada tratamiento. A los datos
obtenidos se les hizo un andlisis de varianza, previa trans-
formacién (arcoseno), y se utilizé la prueba de Tukey-
Kramer para la comparacién de las medias.

Para el andlisis por PCR, el ADN de las raices presun-
tamente transformadas se extrajo con el método propuesto
por Edwards et al. (1991). Se tomaron muestras de 50 mg y
se congelaron con nitrégeno liquido; posteriormente se pul-
verizaron y homogeneizaron con 200 pL de la solucién de
extraccion (SDS 0.5 %, NaCl 250 mM, Tris-HCI1 pH 8 1M,
EDTA 0.25 M) y se centrifugaron a 14 000 rpm por 5 min.
El sobrenadante se transfiri6 a un tubo limpio y se afiadi6
un volumen igual de isopropanol. La muestra se incub6 en
hielo por 5 min para precipitar el ADN y luego se centrifugd
a 14 000 rpm por 10 min. La pastilla se sec6 a 60 °C por 10
min y luego se resuspendi6 en 100 pL de TE (Tris-HCl pH
7.4 10 mM y EDTA pH 8 1 mM). Los genes a amplificar
en el ADN vegetal fueron nptll y rolB. Para el gen nptil el
iniciador 5° fue TATTCGGCTATGACTGGGCA, y el 3’
GCCAACGCTATGTCCTGAT, que amplifican un segmen-
to de 517 pb. Para rolB el iniciador 5’ fue ATGGATCC-
CAAATTGCTATTCCTTCCACGA y el 3
TTAGGCTTCTTTCTTCAGGTTTACTGCAGC, que am-
plifican un segmento de 780 pb. La amplificacion se hizo en
un termociclador Perkin Elmer 480, bajo las siguientes con-
diciones: 94 °C por 4 min, 55 °C por 1 min y 72 °C por 3
min, 30 ciclos. Los productos de la amplificacién se anali-
zaron en un gel de agarosa a 1.25 % teflido con bromuro de
etidio.

Inoculacion de las raices transformadas con
Glomus intraradices

Se extrajeron esporas de Glomus intraradices, de acuerdo
con el método propuesto por Gerdemann y Nicolson (1963).
Después se utilizé el método de desinfeccién superficial de
esporas para trabajar in vitro, propuesto por Mugnier y
Mosse (1987), Diop et al. (1992) y Bago et al. (1998). Por
otro lado, se seleccionaron y aislaron raices ya probadas
como transformadas, las cuales tenian 90 d de haberse gene-
rado y una longitud promedio de 7 cm; estas raices se pu-
sieron en contacto con esporas germinadas de G. intraradi-
ces, habiendo usado un grupo de tres esporas por raiz. Esto
se llevé a cabo en medio minimo (M) (Bécard y Fortin,
1988). A las esporas utilizadas se les rompi6 la latencia al
dejarlas durante 24 h a 4 °C; posteriormente se incubaron en
la oscuridad a 25 °C. Pasados 5 d se observo que las esporas
comenzaron a formar tubos de germinacién y en ese mo-
mento se pusieron en contacto con la raiz. La incubacién se
realizé en oscuridad a 25 °C. De la misma manera se inocu-
laron segmentos similares de raiz no transformada como
testigos. Se hicieron observaciones continuas al microsco-
pio con el fin de analizar el proceso de infeccidn, hasta
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llegar a la recuperacién de esporas hijas por medio de la
técnica propuesta por Bago et al. (1998).

RESULTADOS Y DISCUSION

El tiempo promedio de germinacidn para las semillas de
A. salmiana fue de 5 d, periodo en el que pudo observarse la
aparicion de raices y un poco mads tarde el desarrollo de la
parte aérea (Figura 1A). El porcentaje de germinacién fue
de 90 %. No se observo contaminacion en los cultivos, por
lo que el método de desinfeccién al que fueron sometidas
las cédpsulas fue satisfactorio. La ventaja de trabajar con
cépsulas maduras atn cerradas, es que puede utilizarse un
método dréstico para la desinfeccién sin dafiar las semillas,
las cuales se encuentran en condiciones asépticas dentro de
la cépsula. Las pldntulas axénicas obtenidas fueron usadas
como fuente de tejido para los experimentos de transforma-
cion.
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En lo que se refiere a la generacion de raices transfor-
madas, éstas comenzaron a aparecer a los 25 d después de la
inoculacién con A. rhizogenes (Figuras 1B, 1C y 1D). Estas
raices mostraron una excesiva pilosidad, caracteristica de
las raices transformadas con esta bacteria (Figura 4A). En
general, se obtuvieron raices en todos los tratamientos pro-
bados y en los tres sitios de inoculacién estudiados, no asi
en los testigos negativos inoculados con medio de cultivo
sin bacteria. Sin embargo, se encontraron diferencias entre
los tratamientos aplicados (Cuadro 1), ya que las eficiencias
mis altas se obtuvieron al inocular con 1x10® 0 1x10° bacte-
rias por mL, con adicién de acetosiringona e inoculacién al
tallo de las plantulas. Con estas condiciones, de 57 a 63 %
de los explantes inoculados generaron raices transformadas.
Esta eficiencia de transformacion con A. rhizogenes es simi-
lar a la reportada previamente para algunas especies mexi-
canas de cactaceas (Gonzélez-Diaz et al., 2006).

Figura 1. Generacion de raices transformadas en plantas de Agave salmiana. (A) Semillas germinando in vitro a los 5 d de incubacién, que muestran
la raiz principal emergida (Flechas). (B) Plantula a los 60 d de haber sido inoculada, que muestra induccion de raices presuntamente transformadas
en tallo y hoja (Flechas). (C) Planta a los 5 meses de haber sido inoculada que muestra crecimiento de raices transformadas; éstas se diferencian de las
raices normales, las originales de la plantula, por que son mas blancas y pilosas (Flechas). (D) Fragmento de hoja a los 60 d de haber sido inoculada,
que muestra induccién de raices transformadas en las punciones hechas en su parte basal.
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Figura 2. Actividad de GUS en raices transformadas de Agave salmiana. (A) Raiz transformada surgiendo sobre un punto de inoculacién en hoja a los
60 d de incubacién (Flecha). En la misma plantula aparece otra raiz presuntamente transformada, pero que no mostré actividad de GUS. En la parte
inferior de la fotografia aparece una raiz procedente de una planta no inoculada que fue usada como testigo negativo (T). (B) Amplificacién de la raiz

transformada, con coloracion azul evidente en sus tejidos internos.

Se encontré que a mayor concentracién bacteriana y de
acetosiringona, la eficiencia de generacién de raices trans-
formadas aument6. El papel de la acetosiringona como in-
ductora de los genes de virulencia de Agrobacterium (vir) y
su uso para incrementar la eficiencia de transformacién son
ya bien conocidos. En el caso particular de la generacién de
raices transformadas, la acetosiringona ha sido empleada
con éxito en varias especies vegetales, entre ellas Pinus
maximartinezii y P. pinceana (Villalobos et al., 2002), na-
ranjo agrio (Citrus aurantium) (Chavez-Vela et al., 2003) y
varias especies mexicanas de Cacticeas (Gonzdlez et al.,
2006). También result6 claro que independientemente de la
concentraciones bacteriana y de acetosiringona empleadas,
la inoculacién en el tallo siempre resulté mas eficiente que
en hojas o raiz. En otras especies no relacionadas con Agave
también se ha demostrado que la inoculacién en tallo es mas
eficiente para la generacion de rafces transformadas (Serna-
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Pérez y Pérez-Molphe-Balch, 2004), lo cual tiene sentido ya
que la parte basal del tallo es el sitio normal de la infeccién
natural por Agrobacterium rhizogenes.

Los testigos en los que no se inoculd la bacteria no gene-
raron raices por lo que la aparicién de éstas en los explantes
cocultivados es ya una primera evidencia de transformacién
genética. En total, 80 % de las raices analizadas mostraron
clara actividad de GUS (Figuras 2A y 2B), lo cual es una
segunda evidencia de su naturaleza transformada. EI resto
(20 %) no mostrd actividad de GUS, tal vez porque fueron
eventos de transformacién en los que el tejido sélo recibié
los genes silvestres rol presentes en el megaplasmido Ri,
mds no los genes localizados en el ADNt del plasmido bina-
rio ESC4. Esto es debido a que en este sistema de transfor-
macidn, que utiliza un vector binario (pESC4) y el mega-
pldsmido silvestre no desarmado (RiA4), lo que se busca es
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la transferencia simultdnea al genoma de la planta de genes
procedentes de los dos plasmidos, lo cual no necesariamente
sucede en todos los eventos de transformacién. Pueden
transferirse Unicamente los genes incluidos en el ADNt del
plasmido silvestre, lo cual originarfa raices transformadas,
pero sin actividad de GUS. Para que ésta ocurra, deben
transferirse simultineamente estos genes junto con los del
ADNTt del vector binario. Las raices normales tomadas de
plantulas axénicas no inoculadas con la bacteria no mostra-
ron actividad de GUS, por lo que puede descartarse la exis-
tencia de actividad endégena de este tipo en esta especie.
Todas las raices analizadas fueron incubadas bajo luz conti-
nua; esto es importante ya que el promotor Cab que controla
al gen uidA en el plasmido utilizado es inducible por luz.
Las raices mantenidas en la oscuridad nunca mostraron ac-
tividad de GUS aun cuando el PCR haya demostrado que
estaban transformadas.

Finalmente, el PCR también confirm6 la naturaleza
transgénica de varias lineas de raices generadas (Figura 3),
lo que constituy6 una tercera evidencia de transformacion
genética. Se amplificaron los genes rolB y nptll a partir de
muestras obtenidas de raiz, resultado que se obtuvo en 60 %
de las muestras analizadas. La amplificacién de estos dos
genes es evidencia de la transferencia del ADNt de los
plasmidos RiA4 y ESC4. En algunas muestras sélo se am-
plificé el gen rolB, mas no el nptll, lo que puede indicar
que sdlo fue transferido el ADNt del pldsmido RiA4 (rolB)
y explicar el hecho de que algunas raices con fenotipo de
raiz pilosa hayan dado resultados negativos para el andlisis
GUS.

Los resultados anteriores demuestran que Agave salmia-
na, a pesar de ser una monocotiledénea, es susceptible a
Agrobacterium rhizogenes. Ninguna especie de esta familia
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estd incluida en la lista de especies susceptibles a A. rhizo-
genes publicada por Porter (1991). Tampoco se encontraron
trabajos mds recientes en los que se pruebe la susceptibili-
dad de especies del género Agave a la transformacién con
esta bacteria.

En lo que se refiere al proceso de inoculacién de raices
transformadas con G. intraradices, las esporas madre que se
pusieron en contacto con las raices germinaron a los 5 d; a
los 25 d se pudo observar la continuacién de la coloniza-
cién, al extender las esporas madre el tubo germinativo, el
cual penetr6 a la raiz transformada y posteriormente se ra-
mificé. Las raices normales usadas como testigos no fueron
penetradas por el hongo micorrizico. Mediante la técnica de
tincién de Phillips y Hayman (1970) se observé que la raiz
transgénica fue colonizada en 70 % por G intraradices,
como se muestra en la Figura 4E.

A los 6 meses de la inoculacién con G intraradices se lo-
gré la recuperacion de esporas hijas con un promedio de
300 esporas por caja Petri. Esto demuestra que el hongo mi-
corrizico es capaz de completar su ciclo de vida en simbio-
sis con las raices transformadas de A. salmiana. Estos resul-
tados concuerdan con los obtenidos por Diop et al. (1992),
quienes en zanahoria (Daucus carota) observaron que la
germinacién de esporas ocurri6 al cuarto dia, y recuperaron
500 esporas hijas después de un afio de haber iniciado el
cultivo. En otro estudio hecho por Wenkart et al. (2001), se
inocul6 el hongo ectomicorrizico Tuber melanosporum en
raices transformadas de Cistus incanus; después de 5 meses
se presento la formacién del manto externo y la red miceliar
interna de Hartig; estos autores hicieron sus cultivos mo-
noxénicos en el medio minimo (M).

780 rol B

S17 NPTIT

T.28 T.29 T.30 T.28 T.29 T.30

Figura 3. Gel de agarosa con las muestras de PCR de raices transformadas. Carril 1: MPM 1 kb; Carriles 2, 3 y 4, amplificacion del gene rol B; Ca-

rriles 5, 6 y 7, amplificacion del gen nptI1.
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Figura 4. Respuesta a la colonizacion por G intraradices en raices transformadas de A. salmiana. (A) Flecha izquierda, raiz transformada; flecha al
centro, raiz no transformada; flecha derecha, racimo de 3 esporas madre de G intraradices. (B) La espora madre extendié su tubo germinativo hacia
la raiz transformada, foto tomada a 25 d después de la inoculacién. (C) Formacion de cinco esporas hijas en una raiz transformada. (D) Flecha iz-
quierda, formacién de vesiculas, Flecha derecha, formaciéon de esporas en una raiz transformada. (E) Flecha arriba, raiz transformada, Flecha abajo,

racimos de esporas. (F) Espora con hifa sustentora.

CONCLUSIONES

Se obtuvieron raices transformadas de Agave salmiana
mediante la infeccién con Agrobacterium rhizogenes. Su
naturaleza transgénica se demostr6 a través de su aparicion
en medio sin reguladores del crecimiento, la actividad de
GUS y la amplificacién por PCR de los genes fordneos in-
troducidos en ADN extraido de las mismas. Ninguno de es-
tos eventos ocurrié en los testigos negativos. Se demostrd
asi que Agave salmiana es una especie susceptible a la
transformacién genética con Agrobacterium rhizogenes, y
que es posible generar raices transformadas a través de este
fenémeno, raices que pueden tener aplicaciones importan-
tes en estudios fitoquimicos, y podrian ser un paso interme-
dio para la obtencién futura de plantas transgénicas comple-
tas. Ademads, se logré la colonizacion de las raices transfor-
madas por el hongo micorrizico Glomus intraradices, 1o que
abre la posibilidad de utilizar cultivos de estas raices para el
estudio de esta interaccion en Agave salmiana.
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