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1. INTRODUCCION.

La “Dedalera comun”, de nombre cientifico Digitalis purpurea L., es una de las
plantas medicinales mas famosas en la historia de la humanidad, ya en 1700 se
conocian sus propiedades para tratar enfermedades del corazén. También tiene
propiedades medicinales como diurética, purgante, cicatrizante, anticancerigeno y
para el tratamiento de ulceras. Contiene metabolitos secundarios de interés
farmacoldgico, entre los mas importantes se destacan la digitoxina y la digoxina de

marcada actividad cardiotonica (Cowan, 2004).

Para la produccién comercial, las plantas de D. purpurea son cultivadas en
condiciones de campo en varios paises. Las ventas de Lanoxin un producto de la
digoxina son aproximadamente de 6 000 kg al afo, el equivalente a 50 000

millones de ddlares estadounidenses (Misawa, 1994).

La obtencién de metabolitos secundarios mediante las técnicas de cultivo in vitro
tiene como ventaja la produccion de sustancias bajo condiciones controladas
independientemente de cambios climaticos y condiciones de suelo, cultivo de
células libres de patdgenos, se puede multiplicar el rendimiento de metabolitos
especificos, control automatizado del crecimiento celular y regulacion racional del
proceso reduciendo los costos y mejorando la productividad (Vanisree et al.,

2004).

Varios autores describen que en la produccion de glicésidos cardiotonicos
mediante el cultivo de tejido de D. purpurea, generalmente, los rendimientos son

muy bajos y ademas durante las sucesivas trasferencias de cultivos celulares la
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cantidad de cardendlidos ha disminuido o desaparecido completamente (Rucker,
1988). En cambio, muchas investigaciones indican que la diferenciacion
morfolégica causa un incremento en la productividad. Lui y Staba (1981)
demostraron que los cultivos de o6rganos (brotes y raices) de Digitalis lanata
producen cardendlidos y que durante el cultivo el nivel de digoxina en los tejidos

aumento con el incremento de la edad.

Segun Jen Fu (1998) se han seguido varias estrategias para mejorar el
rendimiento de metabolitos secundarios en el cultivo in vitro que incluyen cambios
en la composicion nutricional de los medios de cultivo, cambios en las condiciones
fisicas y composicion de los reguladores del crecimiento. Recientemente la
atencion se ha enfocado en el uso de técnicas especializadas como la Ingenieria

metabdlica, la inmovilizacion celular y la elicitacion, entre otras.

El uso de elicitores bioticos y abidticos no es solo efectivo para inducir o aumentar
la sintesis de metabolitos especificos sino también para elucidar importantes
etapas enzimaticas relacionadas con las rutas biosintéticas (Yamamoto et al.,
2001). Elicitores tales como extractos de la pared celular de hongos, polisacaridos
de origen microbiano y algunos quimicos incrementan la produccién de
metabolitos secundarios en varios sistemas de cultivo de células y tejidos

vegetales (Jen Fu, 1998).

Teniendo en cuenta estos antecedentes se establecié la siguiente hipdtesis de
trabajo: Es posible incrementar el contenido de digoxina y digitoxina

empleando elicitores bidticos y abioticos en la multiplicacién in vitro de
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brotes de Digitalis purpurea L. en medio de cultivo semisélido como una via

parala obtencion de glicésidos cardiotdnicos de interés farmacéutico.

Para dar cumplimiento a esta hipotesis en el presente trabajo se establecieron los

siguientes objetivos:

» Evaluar la influencia de elicitores bidticos y abioticos en algunas variables
morfologicas en la multiplicacion in vitro de brotes de Digitalis purpurea L.

en medio de cultivo semisolido.

» Determinar el contenido de digoxina y digitoxina en la biomasa producida a
partir de los brotes de Digitalis purpurea L. multiplicados in vitro en

presencia de elicitores bidticos y abidticos.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA.
2.1. Digitalis purpurea L. Generalidades.
2.1.1. Origen y ubicacion taxon6mica.

Digitalis: derivada del Latin (digitus) que significa dedo, es un género de plantas
herbaceas bianuales y arbustos que incluye alrededor de 20 especies. Su nombre
cientifico "dedo" hace referencia a la forma de la flor, la cual encaja con facilidad
en el dedo humano. Una de las especies mas conocida es la Dedalera comun

Digitalis purpurea L. (Wilkipedia, 2005).

D. purpurea es nativa de Europa occidental, el Mediterraneo y noroeste de Africa,
se ha naturalizado en otras partes de Europa, Asia, Africa, América del Sur, Nueva
Zelanda, Canada y en los Estados Unidos (Hultén, 1968; USDA, 2002; Wilson et

al., 1992).

En Cuba desde hace muchos afios se cultiva la D. purpurea en invierno, con
semillas recibidas de Europa y de Estados Unidos. Estas semillas germinan
rapidamente en semilleros, luego se transplantan en canteros al aire libre y crecen
normalmente hasta la llegada del verano. Muestra buen crecimiento en la etapa de
otofio e invierno, pero por lo general las lluvias y el calor excesivo del verano
destruyen la planta. Otras especies cultivadas en nuestro pais son: D. ambigua.
Murr, D. lanata. Ehrh, D. lutea. L, D. parviflora. L, D. nervosa. Roem y Shutt y D.
ferruginea. L. Aunque la D. purpurea no llega a florecer en Cuba, se emplea como
planta medicinal por que lo que se utiliza son las hojas que alcanzan un buen

desarrollo (Roig, 1974).
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La planta objeto de estudio se conoce en espafiol con el nombre de Dedalera,
Digital, Calzones de zorra. En gallego y portugués como Dedaleira (Wilkipedia,
2005). Se conoce en inglés con el nombre de Foxgloves (Murcia et al., 2001). En
aleman se conoce por Fingerhutblatter y en francés como Doigtier, Digitale

pourprée (Herbotecnia, 2005).

Fue ubicada taxondmicamente por Linnaeus y actualmente se acepta de la

siguiente forma segun Wilkipedia (2005).

> Reino: Plantae.

» Divisién: Magnoliophyta.

» Clase: Magnoliopsida.

» Orden: Scrophulariales.

» Familia: Scrophulariaceae.

» Género: Digitalis.

> Especie: Digitalis purpurea. L.
2.1.2. Descripcién botanica.

Esta planta es una hierba bianual o perenne, de hasta 1,5 m. Las hojas son
alternas, las basales reunidas en una roseta, pecioladas con limbo ovado-
lanceolado y margen dentado, densamente pilosas sobre todo por el envés, que
tiene una coloracién grisacea. Nerviacion reticulada (reticulédromas) muy saliente
por el envés. Inflorescencia en un largo racimo terminal. Las flores pedunculadas y

algo péndulas, muy vistosas. Caliz pentamero, verde. Corola de 40-55 mm de
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longitud, en forma de tubo ancho apenas lobulado en la porcion distal, de color
purpura con manchas oscuras en su interior. Androceo formado por 4 estambres
didinamos (de longitud desigual, dos mas largos que los otros dos), fusionados a
la corola y cuyas anteras se disponen en la parte superior del tubo de la corola.
Gineceo bicarpelar, con ovario supero que fructifica en una capsula de
dehiscencia valvar. Florece entre la primavera y el verano (Renobales et al.,
2001). El primer afio de crecimiento produce unicamente las hojas basales,
ovales, dentadas y de largo peciolo, mientras que durante el segundo afio se

desarrolla un tallo largo y cubierto de hojas sésiles y rugosas (Wilkipedia, 2005).
2.1.3. Importancia del cultivo.

D. purpurea aunque es utilizada como planta ornamental, su mayor importancia
radica en sus propiedades medicinales. Se ha usado desde tiempos tempranos en
casos del corazdn ya que aumenta la actividad de los tejidos musculares sobre
todo del corazén y arterias. La propiedad mas importante de la droga es su accion
en la circulacion, tiene un efecto beneficioso en casos de dilatacion cardiaca y

mejora la nutricion del corazon, aumentando la cantidad de sangre (Derek, 2003).

La propiedad mejor conocida de la planta es la de su efecto tonico sobre el
corazén. Siempre bajo prescripcion médica, se emplea contra la insuficiencia
cardiaca, las taquicardias y arritmias, la obstruccion aértica y otras enfermedades
coronarias. También se utiliza contra el edema, por su poder diurético (Murcia et
al., 2001). La Digitalis actua inhibiendo la enzima sodio-potasio ATPasa, por lo
cual se incrementa el calcio intracelular. El incremento del calcio intracelular

produce un efecto inotropico positivo. También se produce un efecto vagal en el
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sistema nervioso parasimpatico y por esta razon se utiliza en la regulacion de las
arritmias cardiacas y para disminuir las pulsaciones del ventriculo en la fibrilacion

ventricular (Wilkipedia, 2005).

Las hojas de D. purpurea son ademas un excelente cicatrizante; tienen aplicacion
en Ulceras (también las varicosas) y llagas de la piel. Esta era la forma original de
administracion de la planta, mucho antes de conocerse sus propiedades sobre el

corazoén (Natureduca, 2004).
2.2. Metabolitos secundarios.

Las plantas producen sustancias destinadas a su crecimiento como azucares y
proteinas, las cuales son consideradas compuestos del metabolismo primario.
Otros compuestos especiales denominados metabolitos secundarios son
sintetizados por diferentes rutas metabdlicas produciendo una inmensa variedad
de estructuras quimicas tales como alcaloides, flavonoides, cumarinas,

terpenoides, entre otros. (Briskin, 2000).

Se define como metabolitos secundarios a aquellos compuestos que no tienen una
funcidbn reconocida en el mantenimiento de los procesos fisiologicos
fundamentales de los organismos que los sintetizan (Robert et al., 1991). Los
metabolitos secundarios son compuestos derivados del metabolismo primario pero
de limitada distribucién en el reino de las plantas siendo restringidos a un grupo
taxonémico particular. Los compuestos secundarios no tienen una funcién
aparente en el metabolismo primario pero a menudo tienen un rol ecoldgico, los
mismos son atrayentes de polinizadores, representan adaptaciones quimicas a

estrés medioambiental asi como defensas quimicas contra microorganismos,
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insectos y contra depredadores superiores, incluso contra otras plantas

(aleloquimicos) (Mann, 1978; Putnam, 1983; Palacios et al., 2004).

Alrededor de un 25% de las drogas prescritas y altamente purificadas derivan del
reino vegetal. El numero de estructuras quimicas descritas en plantas superiores
llega a los cientos de miles y esta aumentando continuamente. Aproximadamente
1 500 estructuras quimicas nuevas de plantas superiores se describen cada afio,

de las cuales un buen numero tiene actividad bioldgica (Bittner, 1998).
2.2.1. Sustancias activas de interés farmacoldgico en la especie D. purpurea.

D. purpurea contiene una serie de sustancias activas muy importantes en
farmacologia para las afecciones cardiacas, de hecho sus principios activos
todavia no han podido ser sustituidos por ningun otro producto. Entre las
sustancias que contiene se distinguen glicésidos como la digitoxina, gitoxina y
digoxina, de accion cardioténica muy eficaz, asi como normalizador del ritmo
cardiaco; y otras sustancias no glicésidas como digitoflavina, ciclohexanol, tanino,
acido malico y acido succinico, que complementan la accion de los glucésidos

sobre el corazon (Natureduca, 2004).

Los glicésidos cardioténicos representan la combinacién de una aglicona o genina
con 3 moléculas de monosacaridos (Figura 1). Su actividad farmacolégica reside
en la aglicona, pero son sus unidades monomeéricas las que rigen la absorcion, la
penetrabilidad en la membrana celular, la persistencia de la accién cardiaca y la

potencia del glicosido resultante (Gato del Monte et al., 2001).
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Todos los glicésidos cardiacos comparten una estructura quimica similar; poseen
una aglicona o genina constituida por un nucleo esteroideo en el que se encuentra
la actividad farmacoldgica del compuesto; un anillo de lactona insaturada (unida al
C17) que incorpora actividad cardiotonica y azucares ligados al C3 que modifican
la potencia y la distribucién farmacocinética del compuesto (absorcién, vida media
y metabolismo) La digoxina es el prototipo y el uso clinico mas amplio le

corresponde a esta, aunque existen otros (Katzung, 1998).

La hidrolisis acida de la digoxina suministra 1 mol de digoxigenina y 3 moles de
digitoxosa (azucar). La digoxina es similar a la digitoxina, si bien muestra una
farmacocinética diferente. La digitoxina se utiliza en el tratamiento de la
insuficiencia cardiaca congestiva y para controlar el ritmo ventricular en la
fibrilacion auricular cronica. La digoxina aumenta la fraccion de eyecciéon del
ventriculo izquierdo, mejora la sintomatologia de los pacientes con insuficiencia

cardiaca y reduce las hospitalizaciones (Galiano, 2005).

e
We

oH

Aetinar Genina

Figura 1. Estructura quimica de los principales productos de la hidrolisis de Digitalis.
Digitoxina (R=H) y Digoxina (R=OH). El azucar esta constituido por tres moléculas de
digitoxosa.
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2.3. Producciéon de metabolitos secundarios mediante el cultivo in vitro.

El cultivo in vitro de células y tejidos constituye un recurso alternativo para la
obtencién de metabolitos secundarios cuya extraccidon a partir de las plantas que
los producen en condiciones de campo, puede resultar dificil o econdmicamente
inviable. Lo que puede atribuirse a los largos periodos de tiempo necesarios para
su produccion, al riesgo de sobreexplotacion a que se expone el cultivo, a las
pequefas cantidades presentes en la planta o debido a los controles a que se

someten las plantas productoras (Robert et al., 1991).

La obtencion de metabolitos secundarios mediante procesos tradicionales es
ineficiente, estando sujeta a las variaciones estacionales y/o climaticas,
dificultades de conservacion y transporte asi como falta de homogeneidad del
producto obtenido. Frente a estos inconvenientes, el cultivo in vitro ofrece la
posibilidad de un suministro regular de un producto homogéneo y sobre todo la
perspectiva de lograr buenos rendimientos, dado que las plantas pueden ser
desarrolladas bajo condiciones controladas. El cultivo celular permite la
"rutinizacién" tipica de las actividades industriales y por lo tanto la optimizacion de
las operaciones. Finalmente, se vislumbra también la posibilidad de obtener
nuevos compuestos por medio del cultivo celular. Para ello se prevén dos
enfoques diferentes: a) el aislamiento de un cultivo capaz de alto rendimiento y b)
el cultivo celular en gran escala y la obtencion industrial de determinados
productos (Osorio, 2005). Recientemente la atencién se ha enfocado en el uso de
técnicas especializadas como la Ingenieria metabdlica, la inmovilizacion celular y

la elicitacion, entre otras (Jen Fu, 1998).
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2.3.1. Cultivo de callos.

Los callos son agregados de células indiferenciadas usualmente desarrollados en
medios de cultivos solidificados generalmente con agar u otros agentes
gelificantes. El estado indiferenciado del callo esta determinado fundamentalmente
por el balance entre auxinas y citoquininas afadido al medio de cultivo. La
formacién de callo se observa comunmente en la superficie del explante pero en
ocasiones inicia en el interior del mismo, pueden ser iniciados a partir de la

mayoria de las partes de la planta (Haq, 1993).

El cultivo de callos no es comunmente usado para la obtencion de quimicos, sin
embargo son la fuente de establecimiento de las suspensiones celulares. Aunque
la produccion de metabolitos es mas estable en callos que en suspensiones
celulares (Haq, 1993). Existen algunos trabajos sobre la produccién de
metabolitos secundarios utilizando el cultivo de callos, por ejemplo, Zhao et al.
(2001) logran el cultivo de callos de Catharanthus roseus con la capacidad de
sintetizar niveles estables de alcaloides; Bosila et al. (2003) describen la

produccién de glicosidos cardioténicos en el cultivo de callos de Digitalis lanata.

En ocasiones el establecimiento de suspensiones celulares a partir de callos
provoca una reduccion considerable de los niveles de metabolitos secundarios,
ocurriendo a veces la pérdida completa de productividad para determinados
compuestos, lo que no significa que los cultivos celulares no sean capaces de
producir compuestos de interés (Arias, 2002), por el contrario Ruyter y Stéckingt

(1969) citado por Schripsema et al. (1996); Son et al. (2000); Zhao et al. (2001),
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demostraron que los cultivos celulares son una excelente fuente de nuevos

compuestos.
2.3.2. Cultivo de suspensiones celulares.

El establecimiento de un cultivo de células en suspension, puede lograrse a partir
de tallos, hojas, secciones de hipocétilos, pétalos, meristemos apicales, ovarios,
embriones cigoticos, tubérculos, flamentos de anteras, fragmentos de cotiledones
(Dennis et al., 1993); ademas pueden ser usados embriones somaticos (van Holst
et al., 1996) o porciones de callos transferidos al medio liquido. El establecimiento
de un cultivo de células en suspension a partir de fragmentos de callos es mas

rapido, aunque depende de la friabilidad del tejido calloso.

Este sistema de cultivo es un poderoso implemento para realizar estudios sobre la
induccion de la embriogénesis somatica, crecimiento y diferenciacion,
organogénesis, ciclo celular, genética, nutricion, bioquimica y metabolismo; asi
como, la obtencion de diversos productos secundarios tales como: algunos

fenoles, antraquinonas, antocianina, nicotina, entre otros (Sato et al., 1993).

El cultivo de suspensiones celulares es preferido para la produccidon a gran escala
debido a su rapido ciclo de desarrollo. Las células vegetales son totipotentes y
pueden producir los mismos metabolitos que la planta completa. Los callos y las
suspensiones celulares en ocasiones tienen menor contenido de metabolitos que
la planta original pero compuestos que no estan presentes en la planta pueden
estar presentes en el cultivo de células (Jen Fu, 1998).Son varios los autores que
reportan el cultivo de suspensiones celulares para la obtencién de metabolitos

secundarios en varias especies de plantas medicinales entre ellos encontramos el
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cultivo de suspensiones celulares de: Tabernaemontana divaricada (Schripsema,
1991); Taxus baccata ‘Hirasuna et al., 1996); Thalictrum minus (Hara et al., 1993);
Morinda citrifolia (van der Plas et al., 1995); Rollinia mucosa (Figueiredo, 1996);

Catharanthus roseus (Moreno et al., 1996); Ammi majus (Krdlicka et al., 2001).
2.3.3. Cultivo de 6rganos.

El desarrollo de ciertos niveles de diferenciacion se considera importante en la
produccion exitosa de fitoquimicos mediante el cultivo de tejidos. Hay muchos
ejemplos en la literatura que demuestran la relacion entre diferenciacion y
acumulacion metabdlica (Hiraoka y Tabata, 1974). En cultivo in vitro de D.
purpurea. L, (Hagimori, 1980) muestra la estimulacién de la produccion de
cardendlidos mediante la rediferenciacion de cultivo de callos. Un fenomeno

similar ocurre en la formacion de rotenona en Derris elliptica (Kodama, 1980).

Brotes, raices y otros cultivos de o6rganos han sido desarrollados para la
produccién de compuestos secundarios que requieren diferenciacion celular. Los
productos de cultivos de tejidos organizados son similares a los obtenidos en las
plantas desarrolladas en condiciones de campo (Endo et al., 1985). La estabilidad
genética en el cultivo de tejidos organizados es superior a la de los cultivos de
callos y suspensiones celulares. El crecimiento estable y la produccion consistente
de metabolitos secundarios han sido observados en cultivo de brotes y raices de
numerosas especies (Charlwood y Moustou, 1988; Miura et al., 1988).Sin
embargo, los compuestos derivados del cultivo de tejidos organizados difieren de
los de las plantas intactas. Charlwood y Moustou (1988) encontraron que los

cultivos de brotes de Pelargonium fragrans producen una marcada reduccién de
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los niveles de monoterpenos comparado con la planta intacta. En otros casos
compuestos no encontrados en las plantas intactas fueron detectados en cultivo
de tejidos. Sugimoto et al. (1988) encontraron que los niveles de alcaloides de
cultivo de raices de Stephania cepharantha fueron superiores que en las plantas
en condiciones naturales y aromalina que no esta presente en la planta original

alcanzo el 1 % del peso seco de las células.
2.4 Empleo de elicitores en la produccion de metabolitos secundarios.

Los compuestos que pueden inducir la reaccion de defensa en las plantas son
conocidos como elicitores, la mayoria de estos son derivados de componentes de
la superficie celular de microorganismos patogénicos o compuestos de bajo peso

molecular producidos por patdgenos (Yamaguchi et al., 2000).

El término “elicitor” se utiliza comunmente para denominar a aquellas moléculas
naturales (bidticas), procedentes de la planta (elicitores enddgenos) o del
fitopatégeno (elicitores exdégenos), que son capaces de inducir respuestas
estructurales y/o bioquimicas asociadas a la resistencia de la planta frente al
organismo que la ataca (Ebel y Mithéfer, 1997; Radman et al., 2003). Por otro
lado, existen los elicitores quimicos (abidticos), tales como acido isonicotinico,
acido salicilico (Sakamot et al, 1999) acido jasmonico, etileno (Reymond y Farmer,

1998).

Los elicitores naturales (biéticos) pueden clasificarse en varios grupos, los que
difieren en el rango de especificidad. Por ejemplo los elicitores derivados de los
llamados genes de “avirulencia” se piensa que inducen reacciones de defensa

solamente en las variedades que poseen genes de “resistencia”. Sin embargo,
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otros como las oligosacarinas pueden ser reconocidas por varias especies de
plantas, entre estos ultimos los oligosacaridos derivados de la quitina y 3 glucano

son potentes elicitores (Yamaguchi et al., 2000).

Entre las sefiales elicitoras de reacciones de defensa se incluyen los
oligosacaridos B (1-3,1-6)-glucanos, quitina y oligomeros quitosano, glicopéptidos,
fosfolipidos y acidos grasos como el araquidénico; todos ellos han sido
identificados como potenciales elicitores capaces de desencadenar la cascada de

eventos que permite la activacion de genes de defensa (Picard et al., 2000).

Se ha demostrado que la resistencia sistémica esta mediada por diferentes vias
de transduccion de sefiales. La resistencia sistémica inducida (RSI) por patégenos
esta mediada por una ruta asociada y dependiente del acido salicilico (AS), y por
una ruta independiente de AS, ligada al acido jasmoénico (AJ) y al etileno. La ruta
dependiente de AS permite el desarrollo de la RSl y la expresion de genes que
codifican proteinas de defensa, denominadas proteinas PR. La ruta ligada al AJ y
etileno, conduce a la expresiéon de genes que codifican proteinas denominadas
defensinas, tioninas o proteinas antimicrobianas (PAM), inhibidores de proteasas y
otras proteinas PR no inducidas por AS. Frecuentemente ambas rutas se
entrecruzan y pueden inducir compuestos o proteinas de defensa comunes

(Reymond y Farmer, 1998).

Los elicitores dependiendo de la naturaleza del factor estresante, pueden ser
fisicos y quimicos. Entre los primeros estan el déficit hidrico, salinidad,
temperaturas extremas, excesiva o insuficiente radiacion luminosa, anaerobiosis

por encharcamiento o inundacién, factores mecanicos como el viento o la
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compactacion del suelo y las lesiones. Los quimicos incluyen el estrés ionico (por
salinidad), el estrés nutricional, o la presencia de contaminantes inorganicos
(dioxido de silicio, ozono o metales pesados) u organicos (clorofluorocarbonados,
bifenilos policlorados o hidrocarburos aromaticos policiclicos). El estrés abidtico es

el mas comun y generalmente, se produce una combinacion de varios de ellos.

Krélicka et al. (2001) describen la acumulacion de umbeliferona (metabolito
secundario) en el cultivo in vitro de callos, suspensiones celulares y raices de
Ammi majus utilizando elicitores abioticos (didéxido de silicio y acido jasmonico) y
elicitores bidticos (extractos autoclaveados de Enterobacter sakazaki, Erwinia

chrysanthemi y scleroglucan un componente de la pared celular de hongos).

Spollansky et al. (2000) logran incrementar el contenido de alcaloides
(escopolamina e hyoscyamina) en el cultivo in vitro de raices de Brugmansia
candida expuestos a diferentes elicitores (acido jasmonico y cloruro de aluminio

(AICI3)).

Un estudio de laboratorio indica que la produccion de toxinas naturales puede
elevarse como resultado de la elicitation. En el cultivo de suspensiones celulares
de tomate Lycopersicon esculentum cv. VFNT-cereza, que contenia un nivel bajo
de glicoalcaloide (tomatina), con la adicién de dos elicitores comunmente usados
(extracto de levadura y Metil Jasmonato), el nivel de tomatina aument6 en un 80 y

60%, respectivamente (Jen Fu, 1998).
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3. MATERIALES Y METODOS.

La presente investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Metabolitos
Secundarios del Instituto de Biotecnologia de las Plantas (IBP) y el Laboratorio de
Cromatografia del Centro de Bioactivos Quimicos (CBQ) de La Universidad
Central “Marta Abreu” de Las Villas, en el periodo comprendido de Enero de 2004

a Diciembre de 2005.
3.0. Procedimientos generales de cultivo in vitro.

Los instrumentos utilizados para la manipulacion aséptica del material vegetal
fueron esterilizados en estufa a una temperatura de 180° C durante dos horas
antes de cada seccion de trabajo y se mantuvo la asepsia colocando éstos en
soluciones de hipoclorito de sodio (NaOCI) al 1% segun la metodologia propuesta
por Agramonte et al. (1993). Todas las operaciones de diseccion y transferencias
se realizaron en cabinas de flujo laminar horizontal. Los medios de cultivos se
esterilizaron en autoclave vertical a 121 °C y 1.2 Kg.cm'2 de presion durante 20

minutos.
Medios de cultivo.

En todos los casos se empled el medio de cultivo basal compuesto por las sales
inorganicas propuestas por Murashige y Skoog (1962), el cual a partir de este
momento se nombrard como (MS). Como agente gelificante se utilizd Gelrite®
(Merck & Co., Inc.), a razén de 3.0 g.L". El pH fue ajustado a 5.7 antes de la

esterilizacién, con NaOH 1.0 N y HCL 1.0 N.
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Preparacion del material vegetal.

En esta investigacion se utilizo como material vegetal inicial, semillas de Digitalis
purpurea L. var. Rotter Berggold procedentes de la empresa de semillas

Farmasaat GmbH (Alemania).

Las semillas se desinfectaron segun el protocolo propuesto por (Gedeon, 1982), el

cual se describe a continuacion:
1. Lavar con agua y detergente.
2. Enjuagar con agua destilada estéril.
3. Sumergir en una solucion de alcohol al 70 % (v/v), durante 5.0 minutos.
4. Enjuagar con agua destilada estéril.

5. Sumergir en una solucion de hipoclorito de sodio [NaOCI] al 5.0 % durante

5.0 minutos.
6. Enjuagar tres veces con agua destilada estéril en cabina de flujo laminar.
Germinacion de las semillas.

Las semillas se pusieron a germinar bajo condiciones controladas en camaras de
crecimiento con luz solar a 27 £ 2 °C y se emple6 un medio de cultivo semisdlido
compuesto por sales MS (reducidas al 50 %) suplementadas con 1.0 mg.L" de
Tiamina, 100 mg.L”" de Myoinositol y 3.0 % de sacarosa. Se utilizaron como
frascos de cultivo, frascos de policarbamato de 500 mL de capacidad a los cuales

se le anadieron 25 mL de medio de cultivo.
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Multiplicacién de los brotes.

Para la multiplicacion de los brotes se utiliz6 un medio de cultivo compuesto por
sales MS (100 %) suplementado con 1.0 mg.L”" de Tiamina, 100 mg.L™" de
mioinositol, 1.0 mg.L'1 de 6-BAP (6-Benzilaminopurina), 0.1 mg.L'1 de AIA (Acido
indol-3-acético) y 3.0 % de sacarosa, el cual a partir de ahora se denominara
(MMDb). Los brotes se mantuvieron en condiciones controladas en camaras de
crecimiento con luz solar a 27 + 2 °C. Como frascos de cultivo se usaron frascos
de policarbamato de 500 mL de capacidad a los cuales se le ainadieron 70 mL de

medio de cultivo semisodlido.

3.1. Efecto de elicitores bidticos y abidticos sobre la morfologia de brotes de

D. purpurea multiplicados in vitro en medio de cultivo semisolido.

Este experimento se realiz6 con el objetivo de estudiar el efecto de elicitores
bidticos y abidticos en algunas variables morfologicas durante la multiplicacion in

vitro de brotes de D. purpurea en medio de cultivo semisdlido.

Se utilizé el medio de cultivo de multiplicacion de brotes (MMb) citado
anteriormente al cual se afiadieron los elicitores Metil Jasmonato (Duchefa NV,
Holanda), ChitoPlant (Chitosana, Chipro GmbH, Bremen, Alemania) y SilioPlant
(biéxido de silicio 35 %, Chipro GmbH, Bremen, Alemania) en las concentraciones

que se describen en la tabla 1.

El experimento se desarrolld6 bajo un disefio completamente al azar, cada

tratamiento estuvo compuesto por 10 frascos de cultivo a los que se le afadieron
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70 mL de medio de cultivo semisdlido y se colocaron 5 brotes por frasco

procedentes del cuarto ciclo de cultivo (subcultivo) en fase de multiplicacion.

Tabla 1. Elicitores bidticos y abidticos y concentraciones aplicadas en la multiplicacion in
vitro de brotes de D. purpurea.

Elicitores
Tratamientos Medio de cultivo
ChitoPlant  SilioPlant Metil Jasmonato

Control MMb - - -

ChP;, MMb 0.001 g.L - -

ChP, MMb 0.01 g.L” - -

ChP3 MMb 0.1 g.L” - -

SiP; MMb - 0.01g.L™ -

SiP, MMb - 0.1g.L" -

SiP; MMb - 1.0g.L" -

MJ1 MMb - - 0.014 g.L”

MJ; MMb - - 0.018 g.L

MJs3 MMb - - 0.022 g.L"

Evaluaciones morfoldgicas.

A los 28 dias de cultivo se cosecharon los brotes y se evaluaron las siguientes

variables morfolégicas:

» Altura de los brotes (cm)

> Numero de brotes.

» Masa fresca de brotes por frasco (g).

» Masa seca (Ms) de brotes por frasco (g).
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Procesamiento estadistico de las variables morfoldgicas evaluadas.

El procesamiento de los datos se realizé mediante un Analisis de Varianza simple
empleando el paquete estadistico Statgraphics Plus (version 2.1) para Windows,.
Como prueba de comparacion de medias la de rangos multiples de Duncan para
un 5.0 % de significacion. Los datos se transformaron mediante la raiz cuadrada

del valor mas 0.5.

En el caso de las variables altura de la planta y numero de brotes, se analizaron
50 muestras por tratamientos. El niUmero de muestras para la variable masa fresca

por frasco fue de 10 y para la masa seca por frasco de 4.0.

3.2. Efecto de elicitores bioticos y abioticos sobre el contenido de digoxinay
digitoxina en brotes de D. purpurea multiplicados in vitro en medio de cultivo

semisoélido.

Para evaluar la influencia de los elicitores estudiados sobre la sintesis de
metabolitos secundarios se determind el contenido de digoxina y digitoxina
mediante cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC). Para ello se analizaron

dos muestras por cada uno de los tratamientos a evaluar.

La forma de preparacion de las muestras, obtencion de los extractos vy

cromatografia por HPLC se describen a continuacion:
Preparacion de las muestras:

A los 28 dias de cultivo se cosecharon los brotes, los cuales fueron lavados con
agua corriente para eliminar los restos de medio de cultivo, luego se colocaron

sobre papel de filtro para eliminar el agua y se pesaron en una balanza digital para
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cuantificar la masa fresca. Posteriormente las muestras fueron secadas en estufa
a 60 °C durante 24 horas hasta que se mantuvo constante el peso y se determiné

la masa seca.
Protocolo de extraccion:
1. Tomar 1.5 g de masa seca pulverizada.

2. Adadir 15 mL de etanol absoluto al 70 % y mantener durante 15 minutos

en bano ultrasoénico a 70 °C.
3. Dejar enfriar y afiadir 25 mL de agua bidestilada.

4. Anadir 10 mL de una solucion de acetato de plomo dihidratado (AcPb +

2H,0) al 15 %.
5. Centrifugar a 3 000 rpm durante 5.0 minutos.
6. Filtrar.

7. Adadir 12 mL de una solucion de monohidrogeno fosfato de sodio

(NazHPO4 + 2H20) al 10 %.
8. Centrifugar a 3 000 rpm durante 5.0 minutos.
9. Filtrar.

10. Realizar tres extracciones con mezcla de cloroformo / isopropanol (3:2),
una primera con 30 mL de la mezcla y dos extracciones sucesivas con 20

mL de la mezcla. Unir las fracciones.
11. Rotoevaporar a 40 °C.

12. Resuspender el residuo en 1.0 mL de etanol absoluto.
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Determinacién del contenido de digoxina y digitoxina por cromatografia

liguida de alta resolucién (HPLC).

De los extractos obtenidos de cada una de las muestras se inyectaron 10 yL a una
columna de fase reversa (Econosil C18, 5.0 ym, 250*4.6 mm; precolumna
Econosil C18, 7.5*3.2 mm) acoplada a un cromatédgrafo liquido de alta resolucion
(KNAUER GmbH, Alemania) con un detector UV-Vis a una longitud de onda de
220 nm. Las separaciones se realizaron en régimen de gradiente acetonitrilo-agua
(25:75) y un flujo de 1.5 mL.min™" a 40 ° C. Los datos fueron procesados mediante

el Software EUROCHROM 2000 version 2.05 para Windows ®.

Se obtuvieron las curvas de calibracion con estandares de digoxina (SIGMA, USA)
y digitoxina (SIGMA, USA) ploteandose la concentracion (ug.mL™) con el area

(mAU.min™") del pico correspondiente, como se muestra en las figuras 2 y 3.
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Figura 2. Curva de calibracion para el estandar de digoxina.
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Figura 3. Curva de calibracion para el estandar de digitoxina.

Para determinar el pico correspondiente a cada metabolito en las muestras
analizadas se tuvo en cuenta que coincidiera con el tiempo de retencién
correspondiente a cada estandar (Figura 4). Se tomo el area debajo del pico y se

afecto por la ecuaciéon matematica de la curva de calibracién para cada estandar.
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Figura 4. Cromatrogramas de los estandares de digoxina (64 ppm) y digitoxina (125 ppm).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1. Efecto de elicitores bidticos y abidticos sobre la morfologia de brotes de

D. purpurea multiplicados in vitro en medio de cultivo semisdélido.

Teniendo en cuenta los datos representados en la figura 5 se puede afirmar que la
adicion de elicitores al medio de cultivo afectd el desarrollo de los brotes,
observandose diferencias significativas entre los tratamientos empleados en

cuanto a la altura de los brotes.

En todos los tratamientos con ChitoPlant hubo disminucién de la altura de las
plantas con respecto al control sin elicitores, aunque no difieren estadisticamente

entre ellos.

6.00
534a 511a

5.00 - 472 ab
442b 4991 408 b 4.94 b
4.00 -
3.20c
3.00 | 2.81c
2.01d
2.00 -
1.00 - I
0.00 - ‘ ‘ ‘ : ‘ : : :
MJ2 MJ3
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Altura de la planta (cm)

*Medias con letras distintas difieren estadisticamente para p < 0.05 segun la prueba de rangos
multiples de Duncan.

+ EE 0.05
Ccv 20.14

Figura 5. Influencia de elicitores biéticos y abiéticos en la altura de brotes de D. purpurea
cultivados in vitro. Control (MMb sin elicitores), ChP 1 (0.001 g.L™"), ChP 2 (0.01 g.L™"),
ChP 3 (0.1 g.L™"), SiP 1 (0.01 g.L"), SiP 2 (0.1 g.L™"), SiP 3 (1.0 g.L™"), MJ 1 (0.014 g.L"),
MJ 2 (0.018 g.L"), MJ 3 (0.022 g.L™).
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En los tratamientos con SilioPlant se evidencié una disminucién de la altura de los
brotes segun aumenta la concentracion de este elicitor. Las concentraciones de
0.01 y 0.1 gL' no difieren estadisticamente del control, pero en la mayor
concentracion utilizada (1.0 g.L™") hubo una disminucion significativa en la altura

de los brotes con respecto al control y a la concentracién de 0.01 g.L™.

La adicion de Metil Jasmonato al medio de multiplicacién en cualquiera de las
concentraciones ensayadas provoco disminuciones drasticas de la altura de los

brotes con respecto al control y al resto de los tratamientos con elicitores.

Ademas, en los tratamientos con Metil Jasmonato los apices de los brotes en los
primeros dias de cultivo tenian una coloracion morada y a los 28 dias las hojas
mostraban una coloracién verde palido similar al color de plantas con clorosis. En

los demas tratamientos no se observdé cambios de coloracion.

En la figura 6 se representa la influencia de los elicitores estudiados sobre el
numero de brotes por explante, encontrandose diferencias significativas entre los

tratamientos empleados.

Las distintas concentraciones de ChitoPlant ensayadas no mostraron una
influencia marcada sobre el numero de brotes por explante, al no observarse

diferencias estadisticas con el control sin elicitores.

Con el aumento de la concentracion de SilioPlant se observa una disminucion
gradual del numero de brotes, existiendo diferencias significativas entre las
concentraciones empleadas y el control, excepto en el tratamiento donde se

adiciono la menor concentracion (0.01 g.L™).
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En los tratamientos con Metil Jasmonato se manifesté la mayor disminucién en el
numero de brotes, con diferencias estadisticas con todos los demas elicitores

ensayados y el control, pero sin diferencias significativas entre si.
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Figura 6. Influencia de elicitores bioticos y abioticos en el numero de brotes por explante
en la multiplicacién in vitro de D. purpurea. Control (MMb sin elicitores), ChP 1 (0.001 g.L"
"), ChP 2 (0.01 g.L"), ChP 3 (0.1 g.L"), SiP 1 (0.01 g.L™"), SiP 2 (0.1 g.L"), SiP 3 (1.0 g.L"
), MJ 1(0.014 g.L™"), MJ 2 (0.018 g.L™"), MJ 3 (0.022 g.L™).

Al analizar el efecto de los elicitores estudiados en cuanto al comportamiento de la
masa fresca por frasco de cultivo (Figura 7) existen diferencias significativas entre
los tratamientos. Los tratamientos con ChitoPlant muestran un comportamiento

similar y no difieren estadisticamente con el control.

El aumento de la concentracion de SilioPlant provoca una disminucién de la masa
fresca. El tratamiento donde se emplea la concentracién mas baja de SilioPlant
muestra un comportamiento similar al control no mostrando diferencias

estadisticas con el mismo.
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Los tratamientos con Metil Jasmonato muestran una disminucion de la masa
fresca con respecto al control y con la mayoria de los tratamientos, aunque se

observa tendencia a aumentar segun se aumenta la concentracion.
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Figura 7. Influencia de elicitores bidticos y abidticos en el contenido de masa fresca por
frasco de cultivo (g) de brotes de Digitalis purpurea cultivados in vitro. Control (MMb sin
elicitores), ChP 1 (0.001 g.L™"), ChP 2 (0.01 g.L™"), ChP 3 (0.1 g.L™"), SiP 1 (0.01 g.L™"), SiP
2(0.1g.L"),SiP3(1.0g.L"), MJ 1(0.014 g.L™"), MJ 2 (0.018 g.L"™"), MJ 3 (0.022 g.L"").

En la figura 8 se muestra la influencia de los elicitores estudiados en el contenido
de masa seca de los brotes (g), por frasco de cultivo, donde se observa diferencia
significativa entre los tratamientos. Los mejores valores de masa seca
corresponden a la mayor concentracién de ChitoPlant y la menor de SilioPlant,
aunque la menor concentraciéon de SilioPlant no difiere estadisticamente del

control.
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Figura 8. Influencia de elicitores bioticos y abidticos en el contenido de masa seca por
frasco de cultivo (g), de brotes de Digitalis purpurea en cultivo in vitro. Control (MMb sin
elicitores), ChP 1 (0.001 g.L™"), ChP 2 (0.01 g.L™"), ChP 3 (0.1 g.L"), SiP 1 (0.01 g.L"), SiP
2(0.1g.L"),SiP3(1.0g.L"), MJ 1(0.014g.L"), MJ 2 (0.018 g.L”"), MJ 3 (0.022 g.L").

De los resultados de las evaluaciones morfologicas realizadas (altura y niumero de
brotes, masa fresca y masa seca por frasco de cultivo) se demuestra que la
adicion de elicitores al medio de multiplicacion provocé cambios en la morfologia
de los brotes y en dependencia de la concentracién aplicada, afectaciones en el

crecimiento y desarrollo de los mismos.

El chitoPlant contiene como ingrediente activo quitosana un derivado de la quitina
componente que se encuentra en la pared celular de hongos e insectos entre
otros. Forma una pelicula semipermeable alrededor de los tejidos de las plantas
(EI' Ghaouth et al., 1994), segun Aita Barka et al. (2004) la quitosana es
considerada como un potente elicitor de las respuestas de defensa de las plantas

que a una concentracion de 1.75 % (v/v) en el medio de cultivo induce un
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incremento en el desarrollo de los explantes en el cultivo in vitro de Vitis vinifera
pero una concentracion de 2.0 %(v/v) tuvo un efecto negativo en el mismo.
Marrero et al. (1997) con la adicién de un hidrolizado de quitosana en el medio de

cultivo a las concentraciones de 1, 5y 10 mg.""

, comprobaron que las bajas
concentraciones tuvieron un efecto estimulador sobre el crecimiento de las
plantas in vitro de Citrus aurantium. Sin embargo en este trabajo la adicién de
ChitoPlant provocd una disminucion en la altura con respecto al control, pero no
produjo afectaciones en el numero de brotes por explante ni en la masa fresca por
frasco. En la cantidad de masa seca no hubo diferencias con el control a
excepciéon de la concentracion mas alta (0.1 g.L™") que indujo un incremento

significativo en esta variable con el valor mas alto de todos los tratamientos

ensayados.

El SilioPlant, a medida que se incrementd su concentracion en el medio de cultivo,
provoco disminuciones en la altura de los brotes, el numero de brotes y la masa
fresca con respecto al control, a excepcion de la concentracién de 0.01 g.L'1 que
no mostré diferencias para ninguna de estas variables. Mientras que en la
produccion de masa seca ninguno de los tratamientos difirid del control. Sobre la
utilizacion de este elicitor en el cultivo in vitro hay pocos antecedentes, en la
bibliografia consultada solo se describe su uso en el cultivo in vitro de callos,
suspensiones celulares y raices de Ammi majus con resultados favorables en la

acumulacion de umbeliferona (Krdlicka et al., 2001).

El Metil Jasmonato en todas las concentraciones ensayadas provoco

disminuciones en todas las variables evaluadas, con excepcion de la masa seca
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donde las concentraciones de 0.018 g.L™' y 0.022 g.L™' no mostraron diferencias
con el control. Estos resultados sefalan la conveniencia de, en futuros

experimentos, ensayar con concentraciones menores de este elicitor.

El metil Jasmonato ha sido utilizado frecuentemente en varias especies cultivadas
in vitro aunque mayormente en cultivo de suspensiones celulares, Wu et al.,
(2003) utilizan concentraciones entre 60 y 100 uM en suspensiones celulares de
Taxus chinensis aunque también se ha utilizado en el cultivo de organos, por
ejemplo Colque R (2000) obtiene resultados favorables en el cultivo in vitro de
brotes y bulbos de plantas de la familia Amaryllidaceae empleando una

concentracion de 25 uM de Metil Jasmonato.

La biosintesis de metabolitos secundarios se asocia con la respuesta de defensa
de las plantas cuando son sometidas a condiciones de estrés. Entre las
respuestas bioquimicas tempranas de la planta, esta la generacion de las
especies reactivas de oxigeno (peroxido, superoxido y el radical hidréxilo) que
pueden funcionar como moléculas sefal para inducir genes relacionados con la
produccién de metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana y/o
antioxidante o bien; para genes del sistema enzimatico involucrado en regular sus

propios niveles y que son toxicos para la propia célula vegetal (Sepulveda, 2005).

Las plantas muestran respuestas morfoldgicas y fisiolégicas ante un grupo de
factores fisicos y quimicos conocidos como elicitores, estas respuestas son
consideradas como reacciones de defensa de la planta para asegurar su

supervivencia, persistencia y competitividad (Radman et al., 2003).
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El metabolismo secundario se realiza a partir del metabolismo primario de la
planta que son sustancias imprescindibles para su fisiologia. En presencia de
elicitores en laplanta se activan las rutas metabdlicas que dan origen a los
metabolitos secundarios, por lo que la planta desvia parte del material del
metabolismo primario para estos fines. Por esta razoén, las plantas bajo tratamiento
con elicitores pueden mostrar cambios morfolégicos como disminucion o detencion
del crecimiento como sucede en los tratamientos con Metil Jasmonato, que se
considera como un intermediario en el metabolismo secundario de las plantas y
también en los tratamientos donde se emplearon las concentraciones de 0.1 g.L™

y 1.0 g.L" de SilioPlant.

4.2. Efecto de elicitores bidticos y abioticos sobre el contenido de digoxinay
digitoxina en brotes de D. purpurea multiplicados in vitro en medio de cultivo

semisolido.

En la figura 10 se muestran los contenidos de digoxina y digitoxina en los
tratamientos donde se elicitaron los brotes con ChitoPlant. La adicién ChitoPlant
en cualquiera de las tres concentraciones ensayadas incrementd el contenido
tanto de digoxina como de digitoxina con respecto al control en medio de
multiplicacion. En el tratamiento con la mayor concentracion de ChitoPlant (0.1
g.L™) se logré triplicar el contenido de digoxina e incrementar en 2.4 veces el

contenido de digitoxina en comparacion con el control.
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Figura 10. Influencia de la concentracion de ChitoPlant en el contenido de digoxina y
digitoxina (ug.g Ms™) en brotes de D. purpurea multiplicados in vitro. Control (MMb sin
elicitores), ChP 1 (0.001 g.L™"), ChP 2 (0.01 g.L™"), ChP 3 (0.1 g.L ™).

Los brotes multiplicados con la adicién de SilioPlant en el medio de cultivo (Figura
11), mostraron valores de contenido de digoxina y digitoxina superiores al control,

con excepcion del contenido de digoxina en el tratamiento con 1.0 g.L™".

Las mayores concentraciones de digoxina (10 ug.g Ms™) y digitoxina (187 pg.g Ms”
') se encontraron en el tratamiento con 0.01 g.L™ de SilioPlant, lo que corresponde
a incrementos de 3.3 y 6.9 veces en el contenido de digoxina y digitoxina

respectivamente, en comparacion con el control.

Es de destacar, que a pesar de que todos los tratamientos con SilioPlant
incrementaron el contenido de digoxina y de digitoxina en los brotes, se observo

una disminucién progresiva del contenido de ambos compuestos a medida que se
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incrementa la concentracion de SilioPlant en el medio de cultivo, alcanzando el

tratamiento con 0.1 g.L”" contenido similar de digoxina al control.
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Figura 11. Efecto de la concentracion de SilioPlant (bioxido de silicio) en el contenido de
digoxina y digitoxina (ug.g Ms™) en brotes de D. purpurea multiplicados in vitro. Control
(MMb sin elicitores), SiP 1 (0.01 g.L™"), SiP 2 (0.1 g.L™"), SiP 3 (1.0 g.L).

La adicion de Metil Jasmonato en las concentraciones ensayadas (0.014, 0.018 y
0.022 g.L") no tuvo un efecto marcado sobre el contenido de digitoxina,
alcanzandose la mayor concentracion de este compuesto en el tratamiento con
0.022 g.L”" de Metil Jasmonato, con 37 ug.g Ms™ por 27 ug.g Ms™ en el control

(Figura 12).

Por el contrario, el Metil Jasmonato logré incrementar la concentracion de digoxina
en los brotes hasta valores de 11 ug.g Ms™ en el tratamiento con 0.018 g.L™, que
equivale a un aumento de 3.7 veces con respecto al control, que es la mayor

concentracién alcanzada en todos los elicitores ensayados para este compuesto.
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Figura 12. Influencia de la concentracién de Metil Jasmonato en el contenido de digoxina
y digitoxina (ug.g Ms™) en brotes de D. purpurea multiplicados in vitro. Control (MMb sin
elicitores), MJ 1 (0.014 g.L™"), MJ 2 (0.018 g.L™"), MJ 3 (0.022 g.L™").

Haciendo un analisis general tanto de las evaluaciones morfoldgicas (produccién
de masa seca) como del contenido de metabolitos (digoxina y digitoxina) (Tabla 2),
los mejores resultados integrales en cuanto a produccién neta de estos
compuestos se alcanzaron en el tratamiento con 0.01 g.L™'de SilioPlant, en el cual
se logra un rendimiento neto por frasco de cultivo de 4.7 ug de digoxina y 87.9 ug

de digitoxina.

El segundo mejor resultado se observa en el tratamiento con 0.1 gL' de
ChitoPlant, que alcanz6 una produccion neta por frasco de cultivo de 4.9 pg de

digoxina y 35.6 pg de digitoxina.
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Tabla 2. Produccién neta por frasco de cultivo de digoxina y digitoxina en los tratamientos
ensayados.

Tratamientos MS por Digoxina Digitoxina Digoxina ug Digitoxina ug
frasco(g) (Mg.g Ms'1) (Mg.g Ms'1) por frasco por frasco
MMb (sin elicitores) 0.40 3 27 1.2 10.8
ChP 1 (0.001g.L™) 0.37 8 51 3.0 18.9
ChP 2 (0.01g.L™ 0.41 6 69 25 28.3
ChP3(0.1g.L™ 0.54 9 66 49 35.6
SiP 1(0.01g.L™) 047 10 187 47 87.9
SiP2(0.1g.L™") 0.31 8 124 25 38.4
SiP3(1.0g.L™) 0.33 3 75 1.0 24.8
MJ 1 (0.014 g.L-1) 0.24 3 22 0.7 5.3
MJ 2 (0.018 g.L-1) 0.31 5 23 1.6 71
MJ 3 (0.022 g.L-1) 0.32 7 37 22 11.8

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten demostrar que con el empleo de
elicitores en el medio de cultivo es posible incrementar la sintesis y acumulacion
de metabolitos secundarios en el cultivo de érganos (brotes) in vitro, en este caso
con la especie Digitalis purpurea L. y para los compuestos digoxina y digitoxina en

especifico.

El uso de elcitores para incrementar la sintesis de metabolitos secundarios ha sido
practicada con relativa amplitud en varias especies; por ejemplo Krdlicka et al.
(2001) describen la acumulacion de umbeliferona (metabolito secundario) en el
cultivo in vitro de callos y suspensiones celulares de Ammi majus utilizando
elicitores abidticos (dioxido de silicio y acido jasmonico) y elicitores bibticos

(extractos autoclaveados de Enterobacter sakazaki, Erwinia chrysanthemi vy

Tesis de Maestria 36



Resultados y discusion

scleroglucan un componente de la pared celular de hongos). Segun Jen Fu (1998)
en el cultivo de suspensiones celulares de tomate Lycopersicon esculentum cv.
VFNT-cereza, que contenia un nivel bajo de glicoalcaloide (tomatina), con la
adicion de dos elicitores comunmente usados (extracto de levadura y Metil
Jasmonato), el nivel de tomatina aumenté en un 80 y 60%, respectivamente.
Zhang et al. (2004) indican que la elicitacion combinada mediante la adicion de 30
uM de Ag’, 60 uM de Metil Jasmonato y 50 mg de Chitosana a los 10 dias de
cultivo puede inducir significantemente la produccion de paclitaxel en

suspensiones celulares de Taxus chinensis.

Sin embargo la mayoria de los trabajos han sido realizados empleando
principalmente cultivos de suspensiones celulares y con menor frecuencia el
cultivo de callos, por lo que este constituye uno de los pocos trabajos en que se ha
aplicado la elicitacion y el cultivo de brotes para la producciéon de metabolitos

secundarios.

Para una aplicacion practica de este resultado, el proximo paso necesario seria la
comprobacion del efecto de elicitacion con SilioPlant y ChitoPlant a mayor escala

empleando sistemas de inmersion temporal.
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5. CONCLUSIONES.

La adicion de ChitoPlant provoco una disminucion en la altura de los brotes y no
produjo afectaciones en las demas variables evaluadas, a excepciéon de la

concentracion de 0.1 g.L ™" que indujo un incremento significativo de la masa seca.

El SilioPlant, a medida que se incrementd su concentracion en el medio de cultivo,
provocé disminuciones en la altura, numero de brotes y la masa fresca con

respecto al control, a excepcién de la concentracion de 0.01 g.L™.

El Metil Jasmonato provocd disminuciones en todas las variables evaluadas,
excepto en la masa seca donde las concentraciones de 0.018 g.L”' y 0.022 g.L" no

mostraron diferencias con el control.

El ChitoPlant incrementd el contenido de digoxina y digitoxina, lograndose en el
tratamiento con 0.1 g.L™ triplicar el contenido de digoxina e incrementar en 2.4

veces el contenido de digitoxina, en comparacion con el control.

El SilioPlant incrementd el contenido de digoxina y de digitoxina en los brotes,
alcanzandose en el tratamiento con 0.01 g.L™" incrementos de 3.3 y 6.9 veces en el

contenido de digoxina y digitoxina respectivamente, en comparacion con el control.

Los mejores resultados integrales se alcanzaron en el tratamiento con 0.01 g.L 'de
SilioPlant, en el cual se logra un rendimiento neto por frasco de cultivo de 4.7 ug
de digoxina y 87.9 pg de digitoxina, seguido del tratamiento con 0.1 g.L”" de
ChitoPlant, que alcanz6 una produccion neta por frasco de cultivo de 4.9 pg de

digoxina y 35.6 ug de digitoxina.
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6. RECOMENDACIONES.

Continuar el estudio del efecto de los elicitores estudiados en la morfologia y
contenido de digoxina y digitoxina en brotes de D.purpurea en medio de cultivo
semisolido probando mayores concentraciones de Chitoplant que las utilizadas asi

como estudiar concentraciones menores de SilioPlant y Metil Jasmonato.

Estudiar el efecto de los elicitores empleados en otros sistemas de cultivo in vitro
(sistemas de inmersién temporal y cultivo de células en biorreactores) en D.purpurea,
que permitan el escalado de la produccién de biomasa para la obtencién de digoxina

y digitoxina.
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