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Introduccion. Uncaria tomentosa (ufia de gato) es una
planta del Amazonas que produce alcaloides oxinddlicos
monoterpénicos (MOA). Estos tienen propiedades
cnotoxmas inmunomoduladoras, antileucémicas y anti-
VIH'. Debido a su importancia, dentro de las estrategias
que actualmente se siguen para la obtencién de los
MOA, es la transformacion de plantas mediada por
Agrobacterium. Las raices transformadas con A.
rhizogenes producen altos niveles de alcaloides® y es
posible insertar genes de interés metabdlico por medio
de A. tumefaciens.

El objetivo del presente trabajo fue obtener raices y
plantas transformadas de Uncaria tomentosa infectadas
por Agrobacterium rhizogenes (AR12, LBA9402 y A4) y
A. tumefaciens (AGLO con el gene para la dexoxixilulosa
sintasa, DXS), respectivamente, para producir MOA y
estudiar su metabolismo.

Metodologia. Los explantes que se usaron para la
transformacion fueron hojas, raices e internudos
obtenidos de plantas crecidas bajo condiciones in vitro.
Después de la infeccion con las diferentes cepas de
Agrobacterium, éste fue eliminado de los cultivos con 300
mg/L de claforan® o 400 mg/L de Vancomicina. Los
tejidos transformados se seleccionaron in vitro con 50
mg/L de kanamicina. La confirmacion de Ia
transformacion se hizo por PCR buscando los genes del
rol By C, ademéas del gen para la DXS, con el DNA
obtenido de las raices por el método del DNAzol®. La
produccion de alcaloides liberados al medio se llevé a
cabo por HPLC Masas.

Resultados y discusion. Se obtuvieron raices en los
explantes de hojas de U. tomentosa, en promedio, a los 6
dias después de la infeccién con cada una de las cepas
de Agrobacterium rhizogenes. En los controles, las raices
fueron evidentes después de 15 dias de cultivo. Con la

Tabla 1. Eficiencia de infeccion con Agrobacterium rhizogenes
strains.

Agrobacterium rhizogenes strains

Ad Al12 LB9402
Total infected explants 13 27 13
Hairy roots formed 4 11 3
Callus induction from explants 4 2 5

cepa AR12, la mitad de ellos formaron raices en la zona
de infeccion y Unicamente la tercera parte, 0 menos, con
las cepas A4 y LBA9402 (tabla 1). Con AGLO DXS, la
transformacion con los explantes de raices e internados
resultd ser eficiente. La confirmacion de la tranformacion
con A. rhizogenes se muestra en la figura 1.
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Fig. 1. Rol B y C amplificados por PCR de varios
explantes (carriles del 2-11) tranformados.

Esta por confirmarse la transformacion de las plantas
con AGLO DXS. Los resultados obtenidos hasta el
momento de esta transformacion, nos son alentadores
para poder estudiar la via metabdlica de los MOA en un
futuro muy cercano. Con las cepas AR12 y A4 fue posible
obtener raices transformadas de U. tomentosa y no con
LBA9402. La cepa A4 tiene menos infectividad pero
mayor capacidad para transferir completo su T-DNA, con
respecto a la AR12. El analisis de HPLC Masas reveld
una produccion mayor de alcaloides en las raices
transformadas (infectadas con AR12 y A4) y una gran
gama de compuestos que merecen su identificacion.

Conclusiones. Gracias a la transferencia de los
oncogenes rol B y C (pero principalmente el BY) fue
posible, al parecer, incrementar la produccion de
alcaloides monoterpenicos en U. tomentosa.
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