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RESUMEN 

Hasta la fecha, las plantas del género Digitalis son la principal fuente económicamente 

viable de cardenólidos. Estos metabolitos secundarios constituyen los medicamentos más 

extensamente empleados a nivel mundial en el tratamiento de la insuficiencia cardíaca y 

tienen interés farmacológico creciente, debido a sus potencialidades como 

anticancerígeno. La transformación genética es una herramienta promisoria para el 

desarrollo de nuevas estrategias biotecnológicas que propicien la sobreproducción de 

glucósidos cardiotónicos. Este estudio describe la transformación genética de discos 

foliares de Digitalis purpurea L., vía Agrobacterium tumefaciens,  con el gen vep1 de 

Arabidopsis thaliana L. Para ello, se compararon los agentes selectivos higromicina B (15 

mg L-1) y geneticina (70 mg L-1) durante el proceso de formación de callos, con la finalidad 

de elegir el antibiótico más efectivo en el proceso de selección. Posteriormente, se 

empleó la cepa de Agrobacterium C58C1RfR (pMP90), portadora del vector binario 

pAthspA2-vep1, para transferir el gen de interés a los segmentos foliares de D. purpurea. 

Los explantes seleccionados fueron transferidos a medio de cultivo de regeneración. La 

presencia de los  transgenes p35S, hpt y vep1 en las plantas obtenidas fue comprobada 

mediante PCR. La selección con higromicina B durante el proceso de formación de callos 

de D. purpurea, es más eficiente que la realizada con geneticina. Además, se obtuvieron 

plantas transgénicas de D. purpurea que contenían el gen vep1 de A. thaliana. Este 

constituye el primer informe de la transformación genética de plantas del género Digitalis, 

con un gen involucrado en la biosíntesis de cardenólidos.  

Palabras claves: Agrobacterium tumefaciens, cardenólidos, genes marcadores de 

selección, hpt. 
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ABSTRACT 

To date, plants of the genus Digitalis are the main economically viable source of 

cardenolides. These secondary metabolites are the most widely used drugs worldwide in 

the treatment of heart failure. Also cardenolides have increasing pharmacological interest 

due to their potential as anticancer agent. Genetic transformation is a promising tool for 

the development of new biotechnological strategies that propitiate the overproduction of 

cardiotonic glycosides. This study describes the genetic transformation of leaves 

segments of Digitalis purpurea L., via Agrobacterium tumefaciens, with Arabidopsis 

thaliana L. vep1 gene. First, the selective agents hygromycin B (15 mg L-1) and geneticin 

(70 mg L-1) were compared during the process of callus formation, in order to choose the 

most effective antibiotic in the selection process. Afterward, the strain of Agrobacterium 

C58C1RfR (pMP90), carrier of the binary vector pAthspA2-vep1, was used to transfer the 

gene of interest to the foliar segments of D. purpurea. The selected explants were 

transferred to regeneration medium. Successful transformation was confirmed by PCR 

analyses with p35S, hpt and vep1 genes specific primers. The selection with hygromycin B 

during the process of callus formation of D. purpurea is more effective. In addition, 

transgenic plants of D. purpurea containing vep1 gene were obtained. This is the first 

report of the genetic transformation of plants of the genus Digitalis, with a gene involved in 

the biosynthesis of cardenolides. 

Keywords: Agrobacterium tumefaciens, cardenolides, hpt, selection marker genes.
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Capítulo 1: INTRODUCCIÓN 

Digitalis purpurea L. ha sido empleada desde la antigüedad como planta medicinal en el 

tratamiento de enfermedades cardíacas de manera empírica (Verma et al., 2016). Sin 

embargo, estudios posteriores han demostrado que la planta contiene una serie de 

sustancias cardiotónicas de naturaleza esteroideo-glicosídica conocidas comúnmente 

como cardenólidos (Melero et al., 2000; Agrawal et al., 2012).  

Los cardenólidos constituyen los medicamentos de uso más frecuente a nivel mundial en 

el tratamiento de la insuficiencia cardíaca y otras patologías del corazón (Erath et al., 

2016). Su importancia como antiarrítmicos es tal, que no han podido ser sustituidos hasta 

la fecha, al menos en el tratamiento a escala industrial (Gavidia et al., 2007; Bauer et al., 

2010; Verma et al., 2016). Además, tienen interés farmacológico creciente debido a sus 

potencialidades en la terapia de tumores (Babula et al., 2013). Numerosos estudios han 

confirmado los efectos antiproliferativos y apoptóticos de estos metabolitos, 

principalmente de la digoxina y digitoxina en el tratamiento de algunos tipos de 

carcinomas (Wen et al., 2016). Son ejemplos de ello, el cáncer de mama (Winnicka et al., 

2007; Einbond et al., 2010), cáncer de pulmón (Elbaz et al., 2012; Lin et al., 2015), 

melanoma (Newman et al., 2006), mieloma (Johansson et al., 2001) y cáncer de próstata 

(McConkey et al., 2000; Leu et al., 2014). 

El cultivo de plantas en condiciones naturales es hasta el momento la única fuente 

comercial para la producción de cardenólidos, pues la síntesis química de estos 

compuestos no es económicamente viable (Sales et al., 2011). Sin embargo, tanto la 

producción como el contenido de glucósidos cardiotónicos pueden variar en respuesta a 

las diferentes estaciones del año y condiciones ambientales (Roca-Pérez et al., 2004). 

Además, se ha producido una reducción significativa de las poblaciones naturales a causa 

de una sobreexplotación para satisfacer la demanda cada vez más creciente de las 

industrias farmacéuticas (Verma et al., 2016). 

Por tanto, existe un gran interés en el desarrollo de estrategias para fomentar y potenciar 

la producción de estos metabolitos mediante técnicas biotecnológicas (Sales et al., 2007; 

Sales et al., 2011). En este sentido, desde hace décadas se han venido explorando las 

bondades del cultivo in vitro de Digitalis spp. Tal es el caso del cultivo de suspensiones 

celulares (Kreis et al., 1986), cultivos embriogénicos (Lindemann y Luckner, 1997), cultivo 

de raíces (Yoshimatzu et al., 1990) y cultivo de brotes (Erdei et al., 1981; Hagimori et al., 

1983). Además, el cultivo in vitro ha brindado una excelente oportunidad para el desarrollo 

de investigaciones encaminadas al conocimiento bioquímico de las rutas que rigen la 
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biosíntesis de cardenólidos. Asimismo, ha permitido dilucidar que este proceso se 

produce solo en tejidos verdes diferenciados de la planta (Stuhlemmer y Kreis, 1996; 

Gavidia et al., 2007). Sin embargo, los bajos rendimientos de cardenólidos obtenidos en 

estas investigaciones han impedido su aplicación a escala comercial (Verma et al., 2016).  

En consecuencia, es necesario buscar otras vías atractivas que potencien la producción 

de cardenólidos, tales como la transformación genética.  

La expresión de uno o varios genes involucrados en la ruta de biosíntesis de los 

cardenólidos, es una alternativa promisoria para obtener plantas con una productividad 

elevada (Sato et al., 2007). Se han desarrollado protocolos de transformación en D. 

purpurea mediante Agrobacterium tumefaciens L., vía organogénesis directa (Li et al., 

2014) e indirecta (Pérez-Alonso et al., 2014b), a partir de discos foliares de plantas 

cultivadas in vitro. En los dos casos se obtuvieron plantas que expresan simultánea y 

establemente el gen reportero uidA y el gen de selección nptII. Estos codifican para las 

enzimas β-glucuronidasa y neomicina fosfotransferasa II, respectivamente. Sin embargo, 

Pérez-Alonso et al. (2014b) obtuvieron una eficiencia de transformación de 6,92 líneas 

regeneradas por explante foliar, superior a la alcanzada por Li et al. (2014). 

Por su parte, los antibióticos propuestos para la selección durante el proceso de 

formación de callos en D. purpurea son la geneticina y la higromicina B. En el caso 

particular del protocolo descrito por Pérez-Alonso et al. (2014b), resultaron plantas no 

transformadas (escapes) luego del proceso de selección con geneticina. 

Consecuentemente, es necesario aplicar un esquema de selección más eficiente en el 

cual se utilice otro agente selectivo de la misma naturaleza, como higromicina B. Este 

constituye el segundo antibiótico de empleo más frecuente en el proceso de selección de 

eventos transgénicos, debido en parte a su alta toxicidad para las plantas (Padilla y 

Burgos, 2010). Investigaciones realizadas por Kairúz et al. (2013) permitieron escoger 

concentraciones mínimas inhibitorias de higromicina B en la formación de callos y la 

multiplicación de brotes de D. purpurea. Este esquema de selección no ha sido aplicado 

en plantas transformadas y no se ha comparado su eficacia como agente selectivo con la 

geneticina. 

En cuanto a los genes candidatos para la transformación, varios autores apuntan a los 

genes codificantes de la progesterona 5β-reductasa, enzima clave de la ruta de 

biosíntesis de cardenólidos (Seitz y Gärtner, 1994; Gavidia et al., 2007). Se ha 

demostrado que uno de los genes codificantes para esta actividad enzimática es el vep1 

(del inglés: vein patterning 1) de Arabidopsis thaliana L. (Jun et al., 2002). La 
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transformación de D. purpurea con este gen de interés podría ser ventajosa ya que la 

eficiencia catalítica del producto de este gen es 50 veces mayor que la de su ortólogo en 

D. lanata (Herl et al., 2009; Bauer et al., 2010). En segundo lugar, porque su patrón de 

expresión en A. thaliana se aproxima a la superposición de los patrones de expresión de 

los genes p5βr y p5βr2 de D. purpurea en las mismas condiciones (Izquierdo, 2010). Por 

último, permitirá desarrollar estudios comparativos a partir de datos de especies modelos 

como A. thaliana, que posibiliten adquirir datos genómicos y de expresión en D. purpurea, 

escasos hasta la fecha (Das y Schäffner, 2016).  

En efecto, la obtención de plantas transgénicas de D. purpurea que expresen el gen vep1, 

en combinación con otras técnicas como los sistemas de inmersión temporal y/o la 

elicitación; podrían incrementar los niveles de cardenólidos in vitro con una productividad 

uniforme. De esta manera, se lograrían compensar las necesidades de materia prima 

(polvo activo) para la elaboración de fármacos en Cuba, donde las enfermedades 

cardiovasculares son la primera causa de muerte desde 1970 (ONEI, 2015). 

Adicionalmente, se sustituiría en gran medida su importación proveniente actualmente de 

plantas de Digitalis de la India. 

Aunque se han desarrollado dos protocolos para la modificación genética de D. purpurea; 

hasta la fecha no se ha transformado esta especie con un gen de interés. Teniendo en 

cuenta estos antecedentes se estableció la siguiente hipótesis de trabajo: ¨Si se 

transforma genéticamente D. purpurea con el gen vep1 de A. thaliana vía A. tumefaciens 

y se realiza la selección con un agente selectivo eficiente, podrían obtenerse plantas 

transgénicas de D. purpurea que contengan este gen.¨ 

OBJETIVO GENERAL 

 Obtener plantas transgénicas de Digitalis purpurea que contengan el gen vep1 de 

Arabidopsis thaliana, vía Agrobacterium tumefaciens. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Comparar los agentes selectivos higromicina B y geneticina durante el proceso de 

formación de callos de D. purpurea. 

2. Transformar discos foliares de D. purpurea con el gen vep1 de A. thaliana, vía A. 

tumefaciens. 

3. Regenerar plantas transgénicas de D. purpurea que contengan el gen vep1 de A. 

thaliana. 
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Capítulo 2: REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Digitalis purpurea L. 

2.1.1 Origen, distribución y clasificación taxonómica 

El género Digitalis L. está compuesto por 23 especies vegetales, incluyendo las cuatro 

especies que forman el género Isoplexis (Lindl.) Benth. (Bräuchler et al., 2004; Sales et 

al., 2011).  Una de las especies de mayor relevancia económica y medicinal es  Digitalis 

purpurea L. (Sales et al., 2011). La planta es nativa de Europa occidental, el mediterráneo 

y el noroeste de África (Werner, 1965); aunque se ha naturalizado en otras regiones 

subtropicales o templadas de Europa, Asia, África, América del Sur, Nueva Zelanda, 

Canadá y Estados Unidos (Warren, 2005). En estado silvestre se le suele hallar en 

terraplenes, linderos boscosos o entre los peñascos de las zonas montañosas (Linares, 

2015). Debido a sus propiedades medicinales, se ha intentado introducir en Cuba junto a 

otras especies del género. En nuestro país su crecimiento en condiciones de campo se 

produce de manera rápida en otoño e invierno; sin embargo, la llegada del verano por lo 

general ocasiona la muerte de la planta por la ocurrencia de altas temperaturas y 

abundantes lluvias (Roig, 2012). 

La planta es conocida en español con nombres comunes como Dedalera púrpura, Digital 

o Calzones de zorra. La ubicación taxonómica de Digitalis purpurea fue dada a conocer 

por Carl Linnaeus (Bräuchler et al., 2004). Este género se colocó tradicionalmente en la 

familia botánica Scrophulariaceae, pero la investigación filogenética más reciente la ha 

colocado en la familia Plantaginaceae (Olmstead et al., 2001). Su ubicación taxonómica 

actual se acepta de la siguiente forma (NCBI, 2017): 

Reino: Viridiplantae 

Phylum: Streptophyta 

División: Magnoliophyta 

Subclase: Asteridae 

Orden: Lamiales 

Familia: Plantaginaceae 

Tribu: Digitalideae 

Género: Digitalis 
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2.1.2 Descripción botánica 

D. purpurea es una planta bianual o perenne, de hasta 2,5 m de altura. Las hojas son 

alternas, las basales reunidas en una roseta, pecioladas con limbo ovado-lanceolado y 

margen dentado. Estas son densamente pilosas principalmente por el envés, mostrando 

una coloración grisácea. Presenta una inervación reticular (reticulódromas) muy saliente 

por el envés e inflorescencia en un largo racimo terminal (Roig, 2012).  

Las flores son pedunculadas y algo péndulas, muy vistosas. El cáliz es pentámero y 

verde, la corola de 40-55 mm de longitud, en forma de tubo ancho apenas lobulado en la 

porción distal, de color en el rango desde el púrpura hasta el blanco con manchas oscuras 

en su interior. Florece entre la primavera y el verano. El fruto es una cápsula que al 

madurar se abre desprendiendo numerosas semillas de 0,1 a 0,2 mm de diámetro. En el 

primer año de crecimiento produce únicamente las hojas basales, ovales, dentadas y de 

peciolo largo mientras que durante el segundo año se desarrolla un tallo largo y cubierto 

de hojas sésiles y rugosas (Munz y Keck, 1973).  

2.1.3 Importancia farmacológica 

El género Digitalis, está representado por un grupo de especies que tienen una larga 

historia en la fitoterapia, especialmente en el tratamiento de enfermedades del corazón 

(Frohne y Pfander, 2005). Dentro de ellas sobresalen el infarto de miocardio, disfunciones 

cardíacas, edema, angina, hipertrofia cardíaca y la hipertensión arterial (Turumtay et al., 

2016). Su empleo fitoterapéutico se basa en la presencia de altas concentraciones de 

glucósidos cardiotónicos (sustancias de naturaleza esteroideo-glucosídica) resultantes del 

metabolismo secundario (Melero et al., 2000; Kreis y Müller-Uri, 2010). 

En particular, D. purpurea ha sido empleada desde la antigüedad en el tratamiento de 

enfermedades cardíacas de manera empírica. Sin embargo, no fue hasta 1785 que 

William Withering describió las propiedades medicinales de D. purpurea en el tratamiento 

de la hidropesía, enfermedad que en la medicina moderna es reconocida como una 

consecuencia de la insuficiencia cardíaca (Withering, 1785). En este mismo trabajo 

también se describían por vez primera los efectos tóxicos derivados de dosis elevadas de 

preparaciones de la planta. No obstante, no fue hasta 1799 que la acción farmacológica 

de D. purpurea fue relacionada con su efecto sobre el corazón (Ferriar, 1799). 

En la actualidad varios cardenólidos, principalmente la digoxina y digitoxina, son utilizados 

en la terapia cardíaca como antiarrítmicos (Turumtay et al., 2016). La digoxina es 
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calificada por la Organización Mundial de la Salud (OMS) como medicamento esencial y 

sus principales acciones son: incremento de la fuerza de contracción del miocardio (efecto 

inotrópico positivo), disminución de la frecuencia cardíaca (cronotropismo negativo), 

reducción de la velocidad de conducción del corazón (dromotropismo negativo) y 

vasodilatación al actuar de forma directa sobre el músculo liso vascular (Feussner y 

Feussner, 2010). Se emplea en las arritmias supraventriculares, aumentando la fracción 

de eyección del ventrículo izquierdo (Murphy, 2013). Además,  mejora la sintomatología 

de los pacientes con insuficiencia cardíaca congestiva, flúter auricular y taquicardia 

paroxística supraventricular (Ziff et al., 2015). También, se ha descrito su acción diurética 

en pacientes que poseen retención de líquidos como resultado de una  insuficiencia 

cardíaca (Rahimtoola, 2004). La digitoxina, por su parte, se utiliza en el tratamiento de la 

insuficiencia cardíaca congestiva y para controlar el ritmo ventricular en la fibrilación 

auricular crónica (Alfonso et al., 2011). La importancia en la medicina de estos 

fitofármacos es tal que no han podido ser sustituidos hasta la fecha (Erath et al., 2016). 

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en todo el mundo. 

Se estima que en 2012 murieron por esta causa 17,5 millones de personas, lo cual 

representa un 31% de todas las muertes registradas en el mundo (OMS, 2015). En Cuba, 

también constituyen la primera causa de muerte desde 1970 (ONEI, 2015) y afectan la 

calidad de vida de la población (Richard et al., 2006). La alta incidencia de insuficiencias 

cardíacas y arritmias supraventriculares en la población constituida por gerontes (10,1% 

de la población mundial y 13,5% de la población cubana) (NationMaster, 2017), asociado 

al aumento de la esperanza de vida; conduce a que los cardenólidos sean medicamentos 

de uso frecuente para el tratamiento de estas enfermedades. 

  Investigaciones recientes sugieren que los cardenólidos pueden actuar como 

componentes reguladores de diversos procesos celulares (Wen et al., 2016). Este 

descubrimiento amplía las aplicaciones terapéuticas de estos compuestos en diversos 

sectores de interés, como la creación y desarrollo de fármacos para tratar pacientes 

oncogénicos (Prassas y Diamandis, 2008; Verma et al., 2016). Los resultados de la 

investigación de Shiratori (1967), constituyen la primera evidencia de la inhibición in vitro 

de la proliferación de células malignas por glucósidos cardiotónicos. A partir de entonces, 

numerosos estudios han confirmado los efectos antiproliferativos y apoptóticos de estos 

metabolitos secundarios, principalmente de la digoxina y digitoxina en el tratamiento de 

algunos tipos de tumores in vitro e in vivo (Wen et al., 2016). En la Tabla I se relacionan 
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los diferentes tipos de cardenólidos con actividad demostrada en la inhibición de células 

cancerígenas en humanos. 

Tabla I. Efectos de glucósidos cardiotónicos en la inhibición de células cancerígenas. 

Tomado de Verma et al. (2016) 

Las diversas aplicaciones farmacológicas de estos metabolitos secundarios acrecientan el 

interés de producir digoxina y digitoxina (Sales et al., 2011). Hasta la fecha, las plantas del 

género Digitalis son las únicas fuentes económicamente viables para la producción de 

cardenólidos a escala industrial (Verma et al., 2016), debido a que su complejidad 

estructural dificulta su síntesis química (Kothari et al., 2010). Sin embargo, tanto la 

producción como el contenido de glucósidos cardiotónicos pueden variar en respuesta a 

las diferentes estaciones del año y condiciones ambientales (Roca-Pérez et al., 2004). Por 

estas razones, es necesario buscar otras alternativas para su obtención en grandes 

cantidades y de manera uniforme. 

2.2 Cardenólidos de Digitalis spp. 

2.2.1 Estructura y biosíntesis de los cardenólidos  

Los cardenólidos son moléculas caracterizadas por un núcleo esteroideo (genina o 

aglicona) que cuenta con un grupo hidroxilo en la posición C14β y un anillo lactónico 

Tipo de Cáncer Compuestos demostrados Referencias 

Mama Digitoxina, digoxina, digoxigenina, 

gitoxina, gitoxigenina 

López-Lázaro et al. (2005); 

Winnicka et al. (2007); 

Einbond et al. (2010) 

Pulmón Digitoxina, digoxina, 

Digitoxigenina 

Elbaz et al. (2012); Lin et al. 

(2015) 

Colon Digoxina (modificación del anillo 

de lactona) 

Riganti et al. (2009); Rocha 

et al. (2014) 

Cervical Digoxina (modificación del anillo 

de lactona) 

Rocha et al. (2014) 

Leucemia Digitoxina Hallböök et al. (2011) 

Melanoma Digitoxina, digoxina Newman et al. (2006); López-

Lázaro et al. (2005) 

Mieloma Digitoxina, digoxina, 

digitoxigenina, digitonina 

Johansson et al. (2001) 

Próstata Digoxina, digitoxina, 

digitoxigenina 

McConkey et al. (2000); Leu 

et al. (2014) 

Adrenocarcinoma 

renal 

Digoxina, digitoxina, 

digitoxigenina 

López-Lázaro et al. (2005); 

Nolte et al. (2015) 

Páncreas Digoxina (Prassas et al., 2011) 
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insaturado de cinco miembros en la posición C17β. Varias de las demás posiciones de la 

fracción genina pueden tener además sustituyentes como grupos hidroxilo, formilo o 

acetilo (Herl et al., 2006a; Verma et al., 2016). A la posición C3β se une una cadena de 

oligosacáridos típicamente de hasta cinco unidades dentro de las cuales es usual 

encontrar azúcares poco comunes como la digitoxosa (Piñol et al., 2008; Kreis y Müller-

Uri, 2013). Según sus patrones de glicosilación, los cardenólidos se clasifican en 

primarios, si el azúcar terminal es la glucosa, o secundarios en caso contrario. El núcleo 

esteroideo tiene la característica peculiar de tener sus cuatro anillos fusionados en la 

secuencia cis-trans-cis, desde el A hasta el D, lo cual les confiere su actividad 

farmacológica (Melero et al., 2000). 

Debido al potencial farmacológico de los cardenólidos, se han hecho consistentes 

esfuerzos por dilucidar sus rutas de biosíntesis y posterior degradación. Sin embargo, las 

limitaciones técnicas derivadas de la escasez de datos genómicos de esta especie 

combinadas con la complejidad de la red metabólica en la que se encuentran inmersos los 

cardenólidos, ha provocado que el conocimiento de dichas vías metabólicas sea aún 

incompleto (Pérez-Alonso, 2013). 

La biosíntesis de los cardenólidos puede decirse que comienza a partir de la degradación 

oxidativa de la cadena lateral de los fitoesteroles como el colesterol, campesterol, 

sitosterol, estigmasterol. El producto de esta reacción es la pregnenolona, el cual es 

oxidado reversiblemente a pregn-5-eno-3,20-diona por la enzima Δ5-3β-hidroxiesteroide 

deshidrogenasa (EC 1.1.1.145) (3β-HSD, siglas en inglés). Esta enzima tiene una función 

en el metabolismo general de los esteroides en células vegetales (Seidel et al., 1990). 

Este último compuesto se transforma rápidamente en su isómero pregn-4-eno-3,20-diona 

(progesterona). La próxima reacción de la ruta es la reducción del doble enlace de la 

progesterona para dar 5β-pregnano-3,20-diona, primer compuesto en el que aparece la 

conformación 5β característica de los cardenólidos y que por consiguiente se considera el 

primer paso comprometido absolutamente con la producción de estos compuestos 

(Gavidia et al., 2007). La reacción es catalizada por la progesterona-5β-reductasa (EC 

1.3.1.3), actividad enzimática codificada por al menos dos genes en D. purpurea: p5βr y 

p5βr2, con patrones de expresión diferentes (Izquierdo, 2010; Pérez-Bermúdez et al., 

2010).  

A continuación, la 5β-pregnano-3,20-diona es reducida en su posición C3 a 5β-pregnano-

3β-ol-20-ona por la propia 3β-HSD (Finsterbusch et al., 1999). La ruta continúa por 

derivados de pregnano a partir de las hidroxilaciones en C14 y C20 hasta la condensación 
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en esta última posición con Acetil-CoA y la formación del anillo lactónico (Kreis et al., 

1998). La sucesión de enzimas en esta porción de la ruta, no se encuentra descrita 

(Pérez-Alonso, 2013). 

En general, se asume que la adición de azúcares a la posición C3 se produce luego de la 

formación de la aglicona, aunque no existen evidencias definitivas acerca de la secuencia 

relativa de los eventos de glicosilación e hidroxilación. La glicosilación de los glucósidos 

secundarios a primarios es catalizada por la enzima citosólica y soluble UDP-glucosa: 

digitoxina 16'-O-glucosiltransferasa (DGT, EC 2.4.1.-) en Digitalis lanata (Kreis et al., 

1986). Otra enzima relacionada con la biosíntesis tardía de los cardenólidos es la también 

soluble y citosólica Acetil-CoA: digitoxina 15'-O-acetil transferasa (DAT, EC 2.3.1.-) que 

cataliza la formación de los lanatósidos a partir de sus precursores no acetilados (Sutor et 

al., 1990). Este grupo de cardenólidos se denomina de esta forma por ser los más 

abundantes en D. lanata (Izquierdo, 2010). 

Kreis y Müller-Uri (2013) realizaron una amplia revisión del estado de conocimiento acerca 

de la biosíntesis de cardenólidos en el género Digitalis (incluyendo Isoplexis). Estos 

autores reflejan que la formación de los cardenólidos no ocurre como un proceso sencillo 

sino que pueden ser sintetizados a través de una red metabólica muy compleja, donde 

intervienen enzimas con sustratos altamente inespecíficos. De ahí, que no se encuentre 

bien dilucidadas las rutas metabólicas que conducen a la síntesis química de los 

glucósidos cardiotónicos en el género. 

2.2.2 Mecanismo de acción 

En cuanto a su mecanismo de acción, los glucósidos cardiotónicos pueden ser definidos 

como inhibidores alostéricos de la bomba Na+-K+ presente en la membrana celular 

cardíaca (Repke et al., 1989; Radzyukevich et al., 2009). La enzima transportadora Na+-K+ 

ATPasa (E.C. 3.6.1.37) está presente en la membrana de casi todos los tipos de célula 

del reino animal. Su función es movilizar iones sodio hacia el exterior celular a la vez que 

transporta iones potasio al interior de la célula con una relación de 3:2, a costa de la 

hidrólisis de ATP. La bomba mueve ambos iones en contra de su gradiente de 

concentración, de manera que es la encargada de mantener dicho gradiente, que es 

responsable de la polarización de la membrana plasmática. Asimismo, es utilizado como 

fuente de energía para el transporte secundario de otros iones y moléculas necesarias 

para el funcionamiento celular (Aperia, 2007; Hallberg et al., 2007; Babula et al., 2013). 
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La inhibición de la bomba Na+-K+ (alrededor del 30% con dosis terapéuticas) provoca un 

aumento de sodio intracelular, este se intercambia con el calcio que se encuentra fuera de 

la célula e incrementa sus concentraciones intracelulares (Feussner y Feussner, 2010). 

Este fenómeno estimula la liberación adicional de calcio del retículo endoplasmático, 

acrecentando su concentración en el músculo cardíaco y; por consiguiente, originando un 

aumento en la fuerza de la contracción miocárdica, conocido como efecto cardiotónico 

(Thomas et al., 1990; Kaplan, 2005; Trenti et al., 2014). 

Las dosis elevadas de estos glucósidos provocan la parálisis en cadena de numerosos 

procesos de transporte secundario que dependen de la bomba Na+-K+, lo cual conduce a 

la muerte celular y es la base de la toxicidad de estos compuestos (Trenti et al., 2014). De 

ahí, que la dosis de administración permitida por las organizaciones de salud es de 

aproximadamente 0,125-0,25 mg/día (Roden, 2001). Este hecho, unido a la ubicuidad de 

la bomba Na+-K+ en el reino animal, justifica que se haya propuesto como función natural 

de los cardenólidos repeler herbívoros que traten de alimentarse de las hojas de plantas 

del género Digitalis (Malcolm y Zalucki, 1996; Dobler et al., 2011). 

2.3 Cultivo in vitro de Digitalis spp. 

La enorme demanda de productos naturales que tiene el mercado internacional le ha 

concedido gran importancia al cultivo in vitro como fuente de metabolitos secundarios y a 

su vez ha permitido desarrollar nuevas investigaciones en los procesos metabólicos que 

rigen su producción (Parsaeimehr et al., 2011). 

Las principales ventajas del cultivo in vitro sobre el cultivo convencional de plantas para la 

producción de metabolitos secundarios radican en la posibilidad de controlar las 

condiciones ambientales; así como obtener un incremento considerable en el rendimiento 

de los metabolitos específicos (Vanisree y Tsay, 2007). El cultivo in vitro brinda la 

posibilidad de obtener nuevas moléculas que no son producidas por las plantas en su 

hábitat natural (Oksman-Caldentey y Inze, 2004). Además, es posible reducir los costos e 

incrementar la productividad; contar con sistemas de producción definidos y establecer 

sistemas estrictos de control de la calidad del producto (Paek et al., 2005). Asimismo, el 

proceso de extracción puede ser más simple, rápido y eficiente comparado con la 

extracción a partir de plantas completas (Karuppusamy, 2009). 

Por su importancia en la industria farmacéutica las especies del género Digitalis han sido 

objeto de estudio para su cultivo in vitro, casi siempre ligadas a la producción de 

cardenólidos. Para algunas de estas especies, se han descrito considerables 
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fluctuaciones de productividad y composición de los componentes activos, así como 

variaciones morfológicas entre individuos. Estas variaciones son atribuidas al tiempo 

relativamente corto de cultivo de las especies (a pesar de su extensivo uso a lo largo de la 

historia); así como a la variación en el número de cromosomas y la formación espontánea 

de híbridos (Neczypor, 1969). De manera que, en sus inicios, la exploración del cultivo in 

vitro en dicho género tuvo como finalidad la propagación de líneas de elevada 

productividad y el desarrollo de métodos de producción de cardenólidos a escala 

industrial. Por ejemplo, Corduan y Spix (1975) desarrollaron un protocolo de regeneración 

de plantas a partir del cultivo de anteras de D. purpurea. En este trabajo se establecían 

las condiciones para la obtención de callos haploides; además, la regeneración y 

conversión de plantas diploides y tetraploides. 

Los diferentes métodos de cultivo in vitro han brindado una excelente oportunidad para 

incrementar el conocimiento bioquímico de las rutas que rigen la biosíntesis de 

cardenólidos. Por ejemplo, Furuya et al. (1973) propusieron un esquema de 

biotransformación de la progesterona en D. purpurea a partir de plantas germinadas, que 

evidencia el papel de la enzima 20α-hidroxiesteroide deshidrogenasa en este proceso. 

Por su parte, Hirotani y Furuya (1980) desarrollaron numerosos estudios relacionados con 

la biotransformacion de esteroides en cultivos celulares de la especie. Los resultados 

revelaron que, de los ocho productos biotransformados a partir de la digitoxigenina, 

solamente era posible aislar tres de ellos para usos futuros: digitoxigenona, 

epidigitoxigenina y epidigitoxigenina-β-D-glucósido. Adicionalmente, habían reportado 

conversiones de digitoxina en digoxina, gitoxina y otros compuestos por D. purpurea. 

También describieron  la conversión de pregnenolona a  progesterona y otros esteroides 

(Hirotani y Furuya, 1977). Un elemento relevante de los experimentos de ambos autores 

fue la deducción de que la habilidad de D. purpurea  para sintetizar cardenólidos, se 

relaciona estrechamente al proceso de desarrollo de las hojas.  

Igualmente, se destacan los trabajos realizados por Hagimori et al. (1980) en los cuales 

se estudiaban el contenido de cardenólidos, principalmente digoxina y digitoxina, durante 

diferentes etapas del cultivo in vitro de D. purpurea. Este mismo grupo de investigadores 

logró desarrollar suspensiones celulares en condiciones de luz y oscuridad (Hagimori et 

al., 1982b).  

Čellárová y Honcariv (1991) demostraron la capacidad morfogenética de D. purpurea 

empleando explantes foliares y cultivo de callos. Seguidamente, Gärtner y Seitz (1993) 

describieron un protocolo de regeneración para la especie que posibilitó la formación de 7 
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a 10 plantas por segmento de hoja. Otros trabajos dan cuenta de la restauración del 

potencial regenerativo de cultivos prolongados de brotes de D. purpurea, por acción del 

ácido giberélico (Chaturvedi y Jain, 1994). Además de los estudios de morfogénesis 

mencionados, se ha descrito un protocolo completo de regeneración indirecta a partir de 

explantes foliares (Occeguera, 2008; Pérez-Alonso et al., 2014b). 

Para otras especies del género también han sido desarrollados protocolos de 

regeneración in vitro. Pérez-Bermúdez et al. (1984) estudiaron la morfogénesis a partir de 

explantes foliares de Digitalis obscura. Una investigación similar desarrollada por  Cacho 

et al. (1991) estableció el potencial morfogenético in vitro de explantes de hojas, 

hipocótilos y raíces de Digitalis thapsi. En D. lanata han sido establecidos protocolos tanto 

de organogénesis como de embriogénesis somática (Tewes et al., 1982; Diettrich et al., 

1986). Mientras que en D. minor se han descrito protocolos de regeneración vía 

organogénesis a partir del tratamiento con reguladores del crecimiento; así como de la 

inoculación de explantes foliares con Agrobacterium tumefaciens (Sales et al., 2002). 

2.3.1 Producción in vitro de cardenólidos 

La producción comercial de glucósidos cardiotónicos en especies de Digitalis mediante la 

agricultura tradicional, ha sido un proceso ineficaz y fuertemente afectado por factores 

bióticos y abióticos (Sales et al., 2011; Linares, 2015). En consecuencia, el cultivo in vitro 

comenzó a desarrollarse en especies de Digitalis desde hace varias décadas, por las 

ventajas asociadas a sus facilidades de automatización para la producción de 

cardenólidos (Pérez-Alonso et al., 2016). Sin embargo, dentro de los métodos de 

producción de biomasa, los intentos de producción mediante cultivos celulares en 

biorreactores fracasaron (Hagimori et al., 1980; Hagimori et al., 1982b). El estudio de las 

condiciones necesarias para incrementar la producción de cardenólidos se convirtió, por 

tanto, en una prioridad. 

Varios trabajos describieron la baja productividad de las células indiferenciadas (Hirotani y 

Furuya, 1977; Garve et al., 1980; Hagimori et al., 1980). Los resultados alcanzados por 

estos autores, conjuntamente con el hecho de que las partes verdes de la planta sean las 

de mayor producción de cardenólidos (Stuhlemmer y Kreis, 1996); condujeron al estudio 

del efecto de la luz, la presencia de cloroplastos y la diferenciación celular en la 

productividad de D. purpurea (Hagimori et al., 1982a). Estos investigadores dilucidaron 

que la organogénesis era el factor primario determinante en la síntesis de cardenólidos; 

mientras que la luz estimula la biosíntesis una vez que los tejidos productores ya están 
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formados. Estudios posteriores en D. lanata confirmaron estas observaciones al 

demostrar que durante la síntesis de novo de cardenólidos en brotes cultivados en la 

oscuridad, esta ruta anabólica se incrementaba considerablemente al trasferir los brotes a 

la luz (Eisenbeiß et al., 1999). 

En resumen, varios métodos de cultivo in vitro de células y tejidos en individuos del 

género Digitalis, han sido descritos para la producción de cardenólidos. Son ejemplos de 

ellos: cultivo de suspensiones celulares (Kreis et al., 1986), cultivos embriogénicos 

(Lindemann y Luckner, 1997), cultivo de raíces (Yoshimatzu et al., 1990) y cultivo de 

brotes (Erdei et al., 1981; Hagimori et al., 1983). Sin embargo, los rendimientos obtenidos 

en estas investigaciones son significativamente menores que en condiciones de campo; lo 

cual  ha impedido su aplicación a escala comercial (Hagimori et al., 1980; Pérez-Alonso et 

al., 2016).   

En este sentido, han sido ensayadas diversas estrategias biotecnológicas con el objetivo 

de incrementar la producción de cardenólidos en Digitalis spp. Destacan entre estas 

alternativas: cambios en la composición nutricional y de los reguladores de crecimiento en 

los medios de cultivo (Hagimori et al., 1983; Gavidia y Pérez-Bermúdez, 1997; 

Mohammed et al., 2015), la biotransformación (Alfermann et al., 1985), la adición de 

precursores y/o elicitores (Hagimori et al., 1982a; Patil et al., 2013; Pérez-Alonso et al., 

2014a), el cultivo de células y órganos en sistemas inmersión temporal (Jeong et al., 

2006; Pérez-Alonso et al., 2009) y la transformación genética (Sales et al., 2003; Li et al., 

2014). Estas estrategias pueden emplearse independientemente o integrarse para lograr 

la sobreproducción de cardenólidos en especies de Digitalis (Pérez-Alonso et al., 2016). 

De todas,  la estrategia más viable hasta el momento, es la producción de biomasa de D. 

purpurea a partir de sistemas de inmersión temporal, pues combina las bondades del 

cultivo in vitro y los requerimientos de diferenciación celular necesarios para obtener altos 

niveles de cardenólidos (Pérez-Alonso et al., 2009). Además, reduce las desventajas de 

otras técnicas convencionales de propagación vegetativa in vitro como: los problemas de 

asfixia e hiperhidricidad, los daños mecánicos, la complejidad del equipamiento, los 

costos de producción y la eficiencia de la micropropagación (Berthouly y Etienne, 2005). 

Del mismo modo, brindan la posibilidad de regular o manipular el ambiente in vitro, así 

como otros parámetros primordiales de cultivo que pueden influir sobre la producción de 

biomasa y la acumulación de los metabolitos (Wilken et al., 2005). 

Actualmente, existe un mayor conocimiento de las herramientas empleadas para la 

transformación genética, por lo que el número de transformaciones exitosas se ha 



_______________________________________Capítulo 2: Revisión Bibliográfica   
 

14 

 

incrementado (Shi et al., 2012). En este sentido, en D. purpurea se han descrito dos 

protocolos de modificación genética; sin embargo, hasta la fecha no se ha transformado 

esta especie con un gen de interés.  En el siguiente acápite solo se abordará esta 

estrategia por ser la de mayor relevancia para la presente investigación. 

2.4 Transformación genética en Digitalis spp. 

La ingeniería metabólica permite la manipulación de rutas biosintéticas de interés para 

modificar los niveles de determinados metabolitos; ya sea por adición de precursores, 

modificación de condiciones de cultivo o transformación genética (Verpoorte, 2007). Se 

considera una ciencia en desarrollo y cada vez genera mayor interés en la comunidad 

científica, debido a la importancia económica (química, farmacéutica y alimenticia) de los 

metabolitos secundarios. En consecuencia, se han desarrollo las bases de la biología 

molecular y las técnicas de la ingeniería genética con el objetivo de incrementar la 

cantidad y calidad de estos compuestos (Li y Vederas, 2009; Wang et al., 2011). 

Respecto a la biosíntesis de cardenólidos, la adición de precursores como la progesterona 

al medio de cultivo produce un aumento significativo de la biosíntesis (Hagimori et al., 

1982b), pero su alto costo hace esta estrategia inviable en la práctica. Como resultado, la 

transformación genética con un gen involucrado en la biosíntesis de este precursor o su 

canalización hacia la ruta de biosíntesis de los cardenólidos aparece como una alternativa 

promisoria para obtener plantas con una productividad elevada (Izquierdo et al., 2010).  

No es menos cierto, que la transformación genética es una técnica de mejoramiento con 

amplias potencialidades de uso en la ingeniería metabólica. Ha sido aplicada con diversos 

objetivos que incluyen la obtención de resistencia a plagas y enfermedades, la expresión 

de proteínas foráneas de interés farmacológico, estudios funcionales, entre otros. Su 

aplicación en cultivos que producen metabolitos secundarios, puede estar encaminada al 

silenciamiento de genes involucrados en rutas que comparten los mismos precursores; o 

al aumento de su producción a partir de la sobreexpresión de proteínas claves en la ruta 

biosintética que los origina (Capell y Christou, 2004; Giuliano et al., 2008). Esta última, se 

considera la opción más viable para el caso de la Digital, en consecuencia con los 

estudios realizados acerca de las enzimas involucradas en la síntesis del núcleo esteroide 

de los cardenólidos y la selección de genes candidatos para la transformación (Izquierdo 

et al., 2010; Kreis y Müller-Uri, 2013). 

Como ventaja adicional, este enfoque permitiría, en combinación con otras técnicas tales 

como la producción en sistemas de inmersión temporal y/o la elicitación; propagar 
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masivamente plantas transformadas con una productividad más uniforme que la 

registrada en condiciones naturales (Pérez-Alonso et al., 2016). Sin embargo, hasta el 

momento existen solo unos pocos antecedentes de transformación genética en Digitalis y 

solamente dos protocolos exitosos para la producción de plantas transgénicas en D. 

purpurea (Verma et al., 2016). 

Para el desarrollo de una estrategia para la obtención de plantas genéticamente 

modificadas que produzcan cantidades mayores de algún compuesto de interés, es 

necesario establecer varias condiciones. En primer lugar, un sistema de regeneración que 

permita obtener plantas a partir de una o pocas células. Un protocolo que posibilite la 

transferencia del ADN foráneo a las células vegetales, unido a un sistema de selección 

eficiente para identificar las células que contienen el o los transgenes. Por último, se 

precisa de un gen candidato para el caracter que se quiere modificar (Izquierdo et al., 

2010). 

Por su parte, el empleo de genes reporteros es una forma de selección visual, que 

permite bajo determinada condición o ensayo sencillo, observar su presencia por 

expresión de alguna característica fenotípica o actividad enzimática (Miki y McHugh, 

2004). Dentro de los más utilizados se encuentra el gen uidA, también conocido por gusA. 

El gen uidA codifica para la subunidad A de la β-glucuronidasa; enzima que  actúa sobre 

el sustrato ácido 5-bromo-4-cloro-3-indolil glucurónico (X-Gluc) formando un producto azul 

fácilmente visible (Jefferson et al., 1987b). Los métodos de selección fenotípica son muy 

útiles ya que constituyen un primer y rápido tamizaje de las plantas regeneradas. Sin 

embargo, es necesario además verificar la inserción de la construcción transgénica en el 

genoma hospedero. La técnica más utilizada para esto es la amplificación de los 

transgenes basada en la reacción en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en 

inglés) sobre ADN extraído de la planta transformada (Gachet et al., 1998). Otras 

técnicas, que además permiten saber el número de copias insertadas, son la hibridación 

del ADN por Southern y el PCR cuantitativo (Anand et al., 2003). 

2.4.1 Transformación genética mediada por Agrobacterium tumefaciens 

La transformación genética de plantas mediada por Agrobacterium tumefaciens L., es el 

método más usado para la introducción de genes foráneos en células vegetales (Deo et 

al., 2010). Este sistema satisface requerimientos básicos para la aplicación comercial 

como son: obtener una mayor eficiencia de transformación, mayor control de la expresión 

de genes y una integración más precisa del transgén (Komari et al., 2004). No obstante, la 

principal limitante radica en la necesidad de transformar un gran número de explantes con 
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el objetivo de obtener plantas transgénicas que satisfagan los criterios comerciales 

(Pérez-Alonso, 2013). 

La eficiencia de la transformación de tejidos vegetales por A. tumefaciens depende en 

gran medida de una serie de factores (Kumar et al., 2011). Uno de los más importantes es 

la virulencia de la cepa bacteriana utilizada. De manera general existen cepas con 

virulencia baja, moderada o alta (Hellen et al., 2000). Varios autores refieren las ventajas 

de cepas altamente virulentas en cuanto a la eficiencia de la transformación (Komari et al., 

2004). Otro factor estudiado y muy relacionado con la virulencia de la cepa es la adición 

de acetosiringona al medio de co-cultivo. Esta sustancia de naturaleza fenólica induce la 

expresión de los genes vir, los que codifican la mayor parte de las proteínas necesarias 

para el procesamiento, transporte y entrada al núcleo vegetal del ADN plasmídico 

(Rogowsky et al., 1987). 

Los primeros trabajos sostenidos de transformación en el género Digitalis se realizaron en 

la especie Digitalis minor. En un primer intento, Sales et al. (2002) describieron la 

regeneración eficiente de la planta a partir de explantes de hojas inoculadas con la cepa 

82.139 de A. tumefaciens. Durante el proceso de inoculación, el transgén reportero uidA 

fue detectado en los tumores inducidos por la bacteria. Sin embargo, ni los brotes y raíces 

regenerados, ni las plantas obtenidas resultaron transformadas. 

Posteriormente, este mismo grupo de investigadores publicó un sistema de 

transformación mediado por A. tumefaciens en la especie; pero esta vez, utilizando las 

cepas EHA105 y AGL1 que contenían el transgén reportero uidA y genes marcadores de 

selección. Los explantes de partida utilizados fueron discos de hojas de plantas cultivadas 

in vitro, empleando acetosiringona como estimulante de la virulencia bacteriana en la fase 

de co-cultivo (Sales et al., 2003). Dicho sistema de transformación fue empleado para 

obtener plantas de D. minor que sobreexpresaban el dominio catalítico de la enzima 3-

hidroxi-3-metilglutaril CoA reductasa de Arabidopsis thaliana. Algunas de las líneas 

obtenidas presentaron un mayor contenido de cardenólidos (hasta un 40%) tanto in vitro 

como en condiciones de invernadero. Sin embargo, los efectos pleiotrópicos de esta 

enzima sobre el metabolismo esteroideo ponen en duda su aplicabilidad en la 

transformación de otras especies del género (Sales et al., 2007). 

En cuanto a D. purpurea, Saito et al. (1990) lograron la transferencia de ADN foráneo al 

genoma de la especie a través de la transformación de discos foliares con la bacteria 

Agrobacterium rhizogenes y obtuvieron raíces transgénicas. Estos autores no aplicaron 

selección durante este periodo y solo después de formadas la raíces las transfirieron a un 
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medio de cultivo selectivo con kanamicina, lo que trajo como consecuencia que solo siete 

clones expresaran los genes introducidos. Además,  no lograron regenerar plantas 

completas.  Basados en estas experiencias se desarrolló un protocolo para la 

regeneración de D. purpurea a partir de explantes foliares de plantas cultivadas in vitro 

(Occeguera, 2008).  

Consecutivamente, se han elaborado dos protocolos de transformación en D. purpurea 

mediante A. tumefaciens, vía organogénesis directa  (Li et al., 2014) e indirecta (Pérez-

Alonso et al., 2014b), a partir de explantes foliares de plantas cultivadas in vitro. El primer 

protocolo, empleó las cepas GV2260 y GV3101 de A. tumefaciens transformadas con el 

plásmido pBI12; mientras que el segundo,  evaluó las cepas EHA105 y C58C1RifR 

(pMP90) de dicha bacteria transformadas con pTJK136. Los vectores binarios utilizados 

en ambos casos contienen el gen de selección nptII y el gen reportero uidA.  

Los análisis moleculares realizados en estas investigaciones, permitieron comprobar la 

obtención de plantas que expresan simultánea y establemente los genes uidA y nptII, que 

codifican para las enzimas β-glucuronidasa y neomicina fosfotransferasa II, 

respectivamente. Este último, posibilita que las células vegetales transgénicas sean 

resistentes a antibióticos aminoglucósidos como neomicina, kanamicina (Kn) y geneticina 

(G-418) (Padilla y Burgos, 2010). Por lo cual se pueden emplear dichos antibióticos como 

agentes selectivos durante el proceso de formación de callos (Bevan et al., 1983). En 

cuanto a la evaluación visual del producto de catálisis de la β-glucuronidasa, este ensayo 

permitió a Pérez-Alonso et al. (2014b) analizar la expresión transitoria y estable de la 

enzima y comparar ambas cepas. Como resultado, la cepa C58C1RifR (pMP90) fue 

seleccionada como más eficiente para la transformación, debido a la significativa 

superioridad en la regeneración de los explantes transformados (518 líneas transgénicas), 

en comparación con la cepa EHA105 (24 líneas).  

Además, Li et al. (2014) alcanzaron una eficiencia de transformación de 0,62 brotes 

resistentes/explante con la cepa GV3101 y utilizaron como agente selectivo kanamicina 

(100 mg L-1). Estos autores no especifican en su trabajo, si ocurrieron o no escapes del 

proceso de selección. Por su parte, Pérez-Alonso et al. (2014b) utilizan G-418 (70 mg L-1) 

para la selección de transformantes, con una eficiencia de 6,92 líneas por explante foliar 

inicial para las plantas transformadas con la cepa C58C1RifR (pMP90). Sin embargo, 

estos últimos autores obtuvieron líneas que no contenían ambos genes, lo que se 

corresponde a escapes durante el proceso de selección con G-418.  
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En consecuencia, Verma et al. (2016) analizan la eficiencia de ambos protocolos y 

proponen su empleo para estudios de ingeniería metabólica con el objetivo de dilucidar 

las rutas de biosíntesis de cardenólidos y potenciar genotipos mejorados de D. purpurea 

sobreproductores de estos metabolitos. En la presente investigación, se empleará el 

protocolo descrito por Pérez-Alonso et al. (2014b) durante el cual se puede desarrollar el 

proceso de selección en la fase de formación de callos; razón que reduce la aparición de 

escapes luego del evento selectivo. 

2.4.2 Genes marcadores de selección en Digitalis spp. 

En los sistemas de transformación un paso crítico es la selección de células, tejidos y 

plantas transformados, pues incluso en los sistemas más eficientes, solo una pequeña 

cantidad de células es transformada (Rosellini, 2011). Por lo tanto, se hace imprescindible 

la identificación de las células transformadas de las no transformadas utilizando sistemas 

de selección. Hasta el momento, la mayoría de los sistemas de selección se basan en la 

adición de antibióticos o herbicidas a los medios de cultivo y la transferencia a las células 

vegetales de genes marcadores de selección  (GMS) que confieren resistencia a estos 

(Miki y McHugh, 2004).  

Los GMS pueden clasificarse en positivos o negativos. Los positivos son empleados en 

las transformaciones genéticas pues permiten el crecimiento y desarrollo del tejido 

transformado. Sin embargo, los negativos son útiles en investigaciones básicas y 

aplicadas, pues confieren una desventaja selectiva a las células que lo expresan al causar 

su muerte. También, pueden ser clasificados en condicional o no, si la selección requiere 

la presencia/ausencia de sustratos externos (Miki y McHugh, 2004). De ellos, los más 

comúnmente empleados son positivos y condicionales, puesto que permiten el 

crecimiento de los tejidos transformados con la condición de que existan antibióticos, 

herbicidas u otros compuestos normalmente tóxicos para las plantas (Padilla y Burgos, 

2010).  

Por su parte, Rosellini (2012) publica un listado donde relaciona los GMS descritos hasta 

la fecha y los concentra en dos grandes grupos atendiendo al tipo de selección (positiva o 

negativa) en la cual se emplean. Adicionalmente, incorpora una nueva clasificación en 

dependencia del nivel al que confieren resistencia.  De ahí, que los GMS primarios se 

usan para la selección celular durante la fase de formación de callos y regeneración; 

mientras que los GMS secundarios confieren la resistencia a nivel tisular pero no a nivel 
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celular. Por esta razón, el empleo de estos últimos no es recomendable para la obtención 

de plantas transgénicas.  

Dentro de los siete tipos de GMS positivos, los de uso más frecuente en los vectores de 

transformación son los de tipo I, correspondiente a aquellos genes que actúan a través de 

la detoxificación química de fitotoxinas. El gen nptII (o neo) es el más universal de los 

GMS pues se encuentra referido en aproximadamente 1100 artículos científicos; incluso la 

mayoría de las plantas transgénicas existentes en el mercado contiene este gen 

(Rosellini, 2012). El nptII codifica para la neomicina fosfotransferasa II, enzima que 

confiere resistencia a los antibióticos aminoglucósidos tales como kanamicina, neomicina, 

paromomicina y geneticina (Fraley et al., 1983; Herrera-Estrella et al., 1983; Padilla y 

Burgos, 2010). Por su parte, el gen de la higromicina fosfotransferasa (hpt), es otro de los 

GMS más populares  y ha sido mencionado en más de 490 investigaciones registradas en 

la Web of Science (Rosellini, 2012). Este gen confiere resistencia a higromicina B, un 

aminoglucósido tóxico a la célula vegetal debido a que inhibe la síntesis proteica 

(Blochlinger y Diggelmann, 1984; Miki y McHugh, 2004). 

La determinación de la concentración mínima inhibitoria del agente selectivo hace más 

efectivo el sistema de transformación (Sreeramanan et al., 2006; Deo et al., 2010). En  

este sentido, Chong-Pérez et al. (2008) determinaron la concentración mínima inhibitoria 

de G418 durante el proceso de formación de callos de D. purpurea (50 mg L-1) y fue 

aplicada en un protocolo de transformación de la especie (Izquierdo, 2010). Sin embargo, 

se obtuvieron plantas que no contenían ninguno de los transgenes, por lo que constituían 

escapes del proceso de selección. Estas evidencias experimentales demostraron la 

necesidad de modificar este proceso, por lo que posteriormente Pérez-Alonso et al. 

(2014b) comprobaron que la concentración mínima inhibitoria de G418 durante el proceso 

de formación de callos era de 70 mg L-1.  

Otras investigaciones como la realizada por  Kairúz et al. (2013) en esta misma especie; 

permitieron seleccionar concentraciones mínimas letales de higromicina B en la formación 

de callos (12 mg L-1) y la multiplicación de brotes (75 mg L-1). El esquema de selección 

propuesto por estos autores se recomienda para futuros trabajos de transformación 

genética en D. purpurea. 

Aunque la mayoría de los GMS empleados son seguros para la salud humana y al medio 

ambiente y han sido aprobados por agencias regulatorias (Ferradini et al., 2011), una 

parte importante del público se opone al uso generalizado de los genes de resistencia a 

herbicidas y antibióticos (Ramessar et al., 2007). Por tal razón, se han desarrollado 
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diversas estrategias (co-transformación, transposición, recombinación homóloga y 

recombinación sitio-específica) con el objetivo de eliminar estos genes marcadores del 

genoma de la planta, luego del proceso de selección (Upadhyaya et al., 2010; Wang et al., 

2011). 

2.5 Genes de interés para la transformación genética en Digitalis purpurea 

La selección de genes candidatos para la transformación genética no es una tarea fácil. El 

análisis de la siempre creciente cantidad de datos biológicos generados en la actualidad 

ha revelado una relación compleja entre los diferentes loci y los caracteres fenotípicos, de 

manera que varios loci pueden tener diferentes grados de influencia en cada carácter 

(Mcmullen et al., 1998). Esta realidad ha impulsado el desarrollo de enfoques que abarcan 

diferentes fuentes de datos para resolver el problema, como la búsqueda de genes 

candidatos para la caracterización de loci con influencia fenotípica cuantitativa (QTL, del 

inglés: quantitative trait loci) (Pflieger et al., 2001). Este tipo de enfoques, sin embargo, 

requieren de un volumen de datos genómicos y/o fenotípicos con los que no se cuenta por 

el momento para las especies de Digitalis en relación con su producción de cardenólidos. 

La selección del candidato óptimo para obtener plantas transformadas altamente 

productivas debe basarse, por lo tanto, en la información existente sobre los pocos genes 

conocidos que influyen en las rutas de biosíntesis y degradación de estos metabolitos 

(Izquierdo et al., 2010). 

El paso clave de la ruta de biosíntesis de cardenólidos es la reducción esteroespecífica 

del doble enlace ∆4,5 de la progesterona, resultando el primer compuesto en el que 

aparece la conformación 5β característica de estos metabolitos (Gavidia et al., 2007). La 

reacción es catalizada por la progesterona-5β-reductasa (P5βR);  enzima que ha sido 

aislada y caracterizada en D. purpurea (Gärtner et al., 1994).  Por lo que, en principio, un 

gen codificante para esta enzima sería el candidato más promisorio a sobreexpresar en la 

especie para aumentar su productividad. Sin embargo, la existencia de al menos dos 

isoformas de este gen con funciones presuntamente diferentes genera dudas sobre los 

efectos que su sobreexpresión podría traer. 

Varios estudios han clonado genes que codifican para esta actividad enzimática en 

diferentes especies de Digitalis y se han expresado funcionalmente en Escherichia coli 

(Herl et al., 2006b; Herl et al., 2006a; Gavidia et al., 2007; Herl et al., 2008). 

Conformemente, se determinó que la actividad P5βR está codificada por al menos dos 

genes (p5βr y p5βr2) en D. purpurea; elemento que reafirma la complejidad del contexto 
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de la ruta de los cardenólidos. Estos dos genes tienen patrones de expresión diferentes: 

p5βr aparece como constitutivo ante diversas condiciones de estrés, mientras que p5βr2 

presenta una expresión basal mínima, y es altamente inducido por etileno y peróxido de 

hidrógeno. Además, la expresión de p5βr2 está directamente correlacionada con los 

niveles de cardenólidos, a diferencia de p5βr (Pérez-Bermúdez et al., 2010). En 

consecuencia, estos autores proponen que p5βr pudiera tener otras funciones fisiológicas 

mientras que p5βr2 sería el responsable de la producción de glucósidos cardiotónicos. 

Por otro lado, la comparación de los parámetros cinéticos del producto génico de p5βr 

(Gavidia et al., 2007) y p5βr2 (Pérez-Bermúdez et al., 2010), indicó que el primero exhibe 

una especificidad más alta hacia el NADPH y la progesterona que p5βr2. 

En este sentido, resulta atractiva la transformación de D. purpurea con uno de los genes 

codificantes para la P5βR. Aunque se requieren estudios funcionales de estos genes para 

determinar bajo qué señales regulatorias debe ubicarse el transgén y qué efectos sobre la 

viabilidad de la planta podría traer su sobreexpresión (Izquierdo et al., 2010). 

Adicionalmente, se ha descrito la función del gen vep1 en A. thaliana, ortólogo de esta 

pareja de genes en D. puprurea. Según Jun et al. (2002) está involucrado con la 

diferenciación vascular debido al fenotipo anormal mostrado por una línea mutante de 

este gen (locus At4g24220); de ahí que sea denominado vep1 (del inglés Vein patterning 

1). Posteriormente,  Herl et al. (2009) demostraron que vep1 también codifica una 

proteína con actividad P5βR, la cual  muestra aproximadamente un 70% de similitud con 

la secuencia aminoacídica de la  P5βR presente en D. lanata.  Es posible, por lo tanto, 

que alguno de los dos ortólogos de Digitalis (p5βr y p5βr2) tenga también influencia en la 

morfogénesis u otro proceso fisiológico, y su sobreexpresión pueda traer consigo alguna 

alteración fisiológica no deseable. Esta hipótesis es, además, sustentada por el hecho de 

que estos dos genes tienen patrones de expresión diferentes.  Las razones antes 

mencionadas, ponen en tela de juicio el argumento de que la reducción 5β de la 

progesterona es una reacción absolutamente comprometida con la síntesis de glucósidos 

cardiotónicos (Izquierdo et al., 2010). 

Existen evidencias científicas que señalan al gen vep1 como el candidato a seleccionar 

para la transformación de D. purpurea con el objetivo de maximizar la producción de 

cardenólidos. En principio, porque la eficiencia catalítica del producto del gen vep1 

(actividad específica/Km) es 50 veces mayor que la de la p5βr de D. lanata (Herl et al., 

2009; Bauer et al., 2010). En segundo lugar, porque el patrón de expresión de vep1 en A. 

thaliana se aproxima a la superposición de los patrones de expresión de la pareja de 
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genes ortólogos de D. purpurea en las mismas condiciones (Izquierdo, 2010). Por último, 

los estudios comparativos a partir de datos de otras especies modelo como A. thaliana, 

aparecen como una alternativa viable para estudiar las diferencias funcionales entre 

estos, dada la escasez de datos genómicos y de expresión en D. purpurea (Das y 

Schäffner, 2016). 
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Capítulo 3: MATERIALES Y MÉTODOS 

La presente investigación se llevó a cabo en los laboratorios de Biología Molecular y 

Mejora genética II del Instituto de Biotecnología de las Plantas (IBP) perteneciente a la 

Universidad Central ―Marta Abreu‖ de Las Villas; en el período comprendido desde 

septiembre de 2016 hasta marzo del 2018. 

Procedimientos generales del cultivo in vitro 

Los instrumentos utilizados para la manipulación aséptica del material vegetal fueron 

esterilizados en estufa a una temperatura de 180 °C durante dos horas antes de cada 

sesión de trabajo. Dichos instrumentos se mantuvieron en estas condiciones mediante el 

uso de un esterilizador eléctrico con microesferas de cuarzo. Todas las operaciones de 

disección y transferencias de los explantes se realizaron en cabina de flujo laminar 

vertical. Los medios y frascos de cultivo se esterilizaron en autoclave vertical a 121 °C y 

1,2 kg cm-1 de presión durante 20 min. 

Medios de cultivo 

Para el desarrollo de los experimentos, se empleó como medio de cultivo basal la 

siguiente formulación: 4,3 g de sales minerales del medio de cultivo propuesto por 

Murashige y Skoog (1962) (MS), con 4,0 mg L-1 de hidrocloruro de tiamina; 100 mg L-1 de 

mioinositol; 30 g L-1 de sacarosa y 3,0 g L-1 de Gelrite® (Duchefa, Haarlem, Países bajos) 

como agente gelificante. Antes de la esterilización en autoclave, el pH de los medios de 

cultivo a emplear en cada etapa de la transformación fue ajustado según su finalidad. En 

cada acápite se aclararán las modificaciones realizadas al medio de cultivo basal. 

Por su parte, la formación de callos fue inducida en medio de cultivo semisólido de 

formación de callos (medio de cultivo basal con 4,5 µM de ácido 2,4-diclorofenoxiacético 

(2,4-D), en lo adelante medio de cultivo de formación de callos (MFC). A partir de 

segmentos de hojas de 1,0 cm2 de área, obtenidos de plantas cultivadas in vitro después 

del cuarto subcultivo y, colocados con la superficie adaxial en el medio de cultivo 

semisólido. 

Material vegetal 

En esta investigación se utilizó como material vegetal plantas in vitro obtenidas a partir de 

semillas de Digitalis purpurea L. var. Roter Berggold (Fig. 1). Las semillas fueron 

adquiridas en la empresa Pharmasaat GmbH (Alemania). Estas fueron desinfectadas 
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según el protocolo propuesto por (Erdei et al., 1981). Las semillas fueron germinadas y  

cultivadas in vitro en medio de cultivo semisólido siguiendo la metodología descrita por 

Pérez-Alonso et al. (2009). 

 

 

 

 

 

Figura 1. Semillas (A) y plantas (B) de Digitalis purpurea L. var. Roter Berggold  

3.1 Comparación de los agentes selectivos higromicina B y geneticina durante el 

proceso de formación de callos de D. purpurea 

Para comparar los agentes selectivos higromicina B y geneticina durante la formación de 

callos, se diseccionaron segmentos foliares de plantas cultivadas in vitro. Posteriormente, 

una muestra de estos explantes fueron inoculados con las cepas C58C1RifR 

(pMP90/pCAMBIA1301) y C58C1RifR (pMP90/pAthspA2-vep1) de Agrobacterium 

tumefaciens como se describe en el acápite 3.2. El empleo del vector binario 

pCAMBIA1301 permitió comprobar las condiciones de transformación, mediante la 

determinación de la expresión transitoria y estable de la enzima β-glucuronidasa. Por su 

parte, la inoculación de explantes con el  vector binario pAthspA2-vep1 fue utilizado para 

comprobar la funcionalidad de este plásmido en D. purpurea.  

El resto de los explantes no fue inoculado con la bacteria y se emplearon como controles 

del experimento. Adicionalmente, se tomaron explantes foliares procedentes de cuatro 

líneas transformadas anteriormente con el vector pAthspA. Este vector posee en su 

estructura los genes marcadores de selección nptII y hpt, codificantes para las enzimas 

neomicina fosfotransferasa II e higromicina fosfotransferasa, respectivamente (Chong-

Pérez et al., 2012). Dichas líneas fueron analizadas fenotípicamente en estudios 

anteriores, y todos los explantes fueron capaces de formar callos en presencia de 

geneticina e higromicina B. Además, se confirmó la presencia de ambos genes 

marcadores de selección mediante Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) como 

describe Pérez-Alonso et al. (2014b), en el material vegetal empleado en  este estudio. 
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Los segmentos foliares procedentes tanto de plantas germinadas in vitro como de líneas 

transformadas, fueron colocados con la superficie adaxial en MFC en estado semisólido. 

A este medio de cultivo se le adicionó 200 mg L-1 de timentina en el caso de los 

tratamientos inoculados con Agrobacterium para eliminar remanentes de la bacteria. El 

experimento fue desarrollado en microplacas de cultivo celular Thermo Scientific™ 

(España, 930186) que poseen 24 pocillos con un volumen total de 1,0 mL y un área de 

cultivo de 1,9 cm2. Todo el proceso de formación de callos se efectuó en condiciones de 

oscuridad total y a 27±2°C de temperatura durante seis semanas; con subcultivos a medio 

de cultivo fresco cada 15 días. Los tratamientos considerados para cumplir el objetivo se 

describen en la Tabla II. El tamaño de la muestra para cada tratamiento fue de 24 

explantes foliares.  

Tabla II. Tratamientos diseñados para comparar los agentes selectivos higromicina B y 

geneticina. 

No. Origen del explante Concentración del agente 

selectivo 

1 Plantas germinadas no inoculadas Sin antibióticos 

2 Plantas germinadas no inoculadas 70 mg L-1 de geneticina 

3 Plantas germinadas no inoculadas 15 mg L-1 de higromicina B 

4 Líneas transformadas con pAthspA  Sin antibióticos 

5 Líneas transformadas con pAthspA 70 mg L-1 de geneticina 

6 Líneas transformadas con pAthspA 15 mg L-1 de higromicina B 

7 Explantes transformados con pCAMBIA 1301 15 mg L-1 de higromicina B 

8 Explantes transformados con pAthspA2-vep1 15 mg L-1 de higromicina B 

  

Se evaluó el efecto de los antibióticos higromicina B y geneticina en la formación de callos 

a los 15, 30 y 45 días de  iniciado el experimento, mediante la toma de fotografías con una 

cámara digital CANON. Se determinó el área del explante (cm2) con formación de callos 

empleando el programa Image-Pro Plus versión 6.0. Se definió la velocidad de 

crecimiento de los callos en 30 días como la diferencia de las áreas de los mismos a los 

45 y 15 días (A45-A15).  Para la confección de gráficos y el análisis estadístico de los datos 

experimentales se empleó el programa STATISTICA versión 12.0 para Sistema Operativo 

Windows. Se comprobaron los supuestos de normalidad y homogeneidad de la varianza. 

Se utilizaron las pruebas estadísticas Tablas de contingencia 2x2, U de Mann-Whitney, 

Kruskal-Wallis y comparación de medias a posteriori, todas para una significación de 0,05. 
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Agrobacterium tumefaciens 

C58C1Rf
R

 (pMP90/ pAthspA2-vep1) 

Agrobacterium tumefaciens 

 Inoculación 

 

Co-cultivo 

 

Selección 

 

Regeneración 

 

Digitalis purpurea L. 

Plantas in vitro 

 

Medio de cultivo de formación de callos, 

200 µM de acetosiringona, pH 6,3. 

Oscuridad por 5 días a 21±2 °C 

Medio de cultivo de inoculación: 

sales MS, sacarosa, glucosa, MES, 

200 µM de acetosiringona, pH 5,5  

Densidad óptica  0,7 
Segmento de hoja  

Disección del explante 

1,0 cm
2 

15 min en Medio de cultivo de inoculación, 

luz natural a 25±2 °C con agitación manual  

Análisis Moleculares 

 

Ensayo GUS 

Ensayo GUS 

Ensayo GUS 

Medio de cultivo de formación de callos, 200 

mg L
-1
 de timentina, 15 mg L

-1
 de higromicina B, 

pH 5,8. Oscuridad, 27±2 °C. Subcultivos cada 15 

días durante ocho semanas 

Medio de cultivo de multiplicación de brotes,  

pH 5,7. Luz natural, 27±2 °C. Subcultivos cada 

dos semanas   

3.2 Transformación de explantes foliares de D. purpurea vía A. tumefaciens 

Para dar cumplimiento a este objetivo se seleccionó el protocolo de transformación 

genética de D. purpurea  vía organogénesis indirecta propuesto por Pérez-Alonso et al. 

(2014b). A modo de resumen, se muestra en la figura 2 el protocolo seleccionado con las 

modificaciones realizadas en la presente investigación.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Protocolo para la transformación genética de Digitalis purpurea L. mediada por 

Agrobacterium tumefaciens, empleando como vector de transformación pAthspA2-vep1. Tomado 

de Pérez-Alonso et al. (2014b) con modificaciones. 
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Cepas bacterianas y plásmidos empleados 

Se empleó la cepa de A. tumefaciens C58C1RfR, con el plásmido auxiliar pMP90 (Koncz y 

Schell, 1986). Se introdujeron indistintamente los plásmidos pCAMBIA1301 (CAMBIA, 

Camberra, Australia) y pAthspA2-vep1 como vectores de transformación. La cepa de A. 

tumefaciens C58C1RifR (pMP90) fue transformada con los vectores de transformación 

antes mencionados. La transformación de explantes foliares se realizó a partir de células 

competentes preparadas según la metodología propuesta por Höfgen y Willmitzer (1988). 

A 500 μL de cultivo de células competentes se añadirán 100 μL de agua y 10 μL del 

plásmido (1 μg). Luego de homogenizar con cuidado se sometió la mezcla a la siguiente 

secuencia de choques térmicos: 5 min en hielo, 5 min en nitrógeno líquido (N2) y 5 min a 

37 °C. Este procedimiento se realizó por duplicado. El cultivo se dejó enfriar durante 10 

min en hielo, se añadió 1,0 mL de medio de cultivo Luria- Bertani (LB, 10 g L-1 de triptona; 

5,0 g L-1 de extracto de levadura; 10 g L-1  de cloruro de sodio (NaCl)) y se incubó a 28 °C 

por 4 h. Posteriormente, 400 μL del cultivo se inocularon en placas de Petri con medio de 

cultivo semisólido LB con kanamicina y rifampicina ambas a 50 mg L-1. Se incubaron a 28 

°C durante 16 a 48 horas y se seleccionaron las colonias aisladas al azar para chequear 

la transformación mediante el aislamiento de ADN plasmídico y la digestión con enzimas 

de restricción.  

El vector binario pCAMBIA1301 (Fig. 3) posee resistencia a kanamicina (KnR), contiene el 

gen hpt codificante para la higromicina fosfotransferasa (E.C 2.7.1.119) bajo el control del 

promotor y terminador 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV 35S). 

Adicionalmente, posee el gen de la β-glucuronidasa de Escherichia coli (uidA) con el 

intrón st-ls1 de la papa (Solanum tuberosum L.) lo cual permite que este gen se exprese 

sólo en células eucariotas. Además, el gen reportero uidA se encuentra bajo el control del 

promotor CaMV 35S y el terminador de la nopalina sintetasa (nos). 

El vector binario pAthspA2-vep1 (Fig. 4) de 13 779 pb también KnR, contiene un sistema 

de escisión sitio específico Cre/lox; el cual a su vez posee en uno de sus sitios lox el gen 

marcador de selección hpt bajo el control del promotor y el terminador de la nopalina 

sintetasa (nos). Esta región de recombinación sitio-especifica Cre/lox puede ser activada 

mediante golpe térmico. Adicionalmente, presenta el gen de interés en la transformación 

(vep1) bajo el control del promotor fuerte y constitutivo CaMV 35S, el terminador del gen 

nos y el potenciador de la traducción omega 8. 
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Figura 3. Vector de transformación pCAMBIA 1301. hpt: gen de la higromicina fosfotransferasa; 

Gus: gen reportero uidA que codifica para la β-glucuronidasa de E. coli; CaMV 35S: promotor del 

virus del mosaico de la coliflor; tnos: terminador y señales de poliadenilación de la nopalina 

sintetasa; gusint: intrón caster bean catalase. LB y RB: bordes izquierdo y derecho, 

respectivamente, del ADN-T. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Vector de transformación pAthspA2-vep1. LB y RB: bordes izquierdo y derecho, 

respectivamente, del ADN-T; Tnos: terminador y señales de poliadenilación de la nopalina 

sintetasa; hpt: gen de la higromicina fosfotransferasa; vep1: gen codificante de la enzima P5βR de 

Arabidopsis thaliana; 35S: promotor del gen vep1. 
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Inoculación y Co-cultivo 

Antes de la transformación, se aisló una colonia de cada cepa de A. tumefaciens crecida 

en medio de cultivo semisólido LB con 50 mg L-1 de rifampicina y kanamicina. Cada 

colonia se inoculó en 3,0 mL de medio de cultivo LB líquido con los mismos antibióticos. 

Los pre-cultivos se incubaron por 16 h a 28 °C. Posteriormente se inocularon 100 μL del 

pre-cultivo crecido por separado en 50 mL de medio de cultivo líquido YEP (10 g L-1 de 

extracto de levadura; 10 g L-1 de bactopeptona; 5,0 g L-1 de NaCl; pH 7,0) con 50 mg L-1 

de kanamicina y se mantuvieron toda la noche en agitador orbital Shaker Incubator (FLY-

111B) a 150 rpm. Después de 16 h, las células fueron colectadas por centrifugación a 

3000 g a 4 °C por 10 min y el precipitado se resuspendió en medio de cultivo de 

inoculación (sales MS al 100%; 2% de sacarosa (m/v); 1,98 g L-1 de D(+)-glucosa; 3,9 g L-

1 de ácido 2-[N-morfolino]etano sulfónico (MES); 200 µM de acetosiringona; pH 5,5) hasta 

obtener una densidad óptica a 600 nm de 0,7.  

A partir de las plantas cultivadas in vitro se diseccionaron los segmentos de hojas de 

aproximadamente 1,0 cm2 de área. Fueron inoculados 25 y 125 segmentos foliares con 

las cepas de Agrobacterium tumefaciens C58C1RifR (pMP90/pC1301) y C58C1RifR 

(pMP90/pAthspA2-vep1), respectivamente. La inoculación se produjo en tubos falcon de 

50 mL que contenían 25 mL de medio de inoculación y 15 μL de acetosiringona. En cada 

tubo falcon se sumergieron 25 explantes por tratamiento. A continuación, los explantes 

sumergidos en medio de inoculación se mantuvieron durante 15 min con agitación manual 

y posteriormente se secaron por contacto con papel de filtro (Waltman®) estéril. 

Posteriormente, estos explantes se transfirieron a placas de Petri de 9 mm con medio de 

co-cultivo (medio de cultivo basal con 2,0 mg L-1 de ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D); 

200 µM de acetosiringona y pH 6,3). Todas las placas fueron selladas con Parafilm® y 

colocadas en la oscuridad por cinco días a 21±2 °C. 

Selección de plantas transformadas de D. purpurea 

Los explantes co-cultivados fueron lavados tres veces en MFC líquido con 200 mg L-1 de 

timentina, a fin de disminuir los remanentes de la bacteria. Luego fueron secados por 

contacto con papel de filtro estéril. Posteriormente, los explantes se colocaron en placas 

de Petri con la superficie adaxial en MFC semisólido con 200 mg L-1 de timentina y 15 mg 

L-1 de higromicina B como agente selectivo. Se situaron cinco explantes por placa de Petri 

y el experimento fue replicado. Se mantuvo en medio de cultivo selectivo en condiciones 
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de oscuridad a una temperatura de 27±2 °C durante ocho semanas, con subcultivos a 

medio de cultivo fresco cada 15 días.  

Los tratamientos considerados durante el proceso de selección fueron: explantes 

transformados con pCAMBIA1301 y con pAthspA2-vep1 en MFC con  15 mg L-1 de 

higromicina B, segmentos foliares no inoculados sin antibiótico (Control positivo) y 

segmentos foliares no inoculados con 15 mg L-1 higromicina B (Control negativo). La 

formación de callos se evaluó a la cuarta semana de iniciada la fase de selección, 

teniendo en cuenta: número de explantes que formaron callos y por ciento del explante 

con formación de callos. Esta última evaluación se realizó de manera cualitativa, 

empleando la escala descriptiva de grados propuesta por Kairúz et al. (2013) como se 

muestra en la figura 5. Consecuentemente se distribuyeron rangos del 0-4, desde la no 

formación de callos en el  explante (grado 0), hasta el 100 % de la superficie del explante 

con proliferación de callos (grado 4). Además, se tuvieron en cuenta características 

morfológicas de los callos favorables para la regeneración como fueron la constitución y la 

coloración. 

Figura 5. Escala descriptiva empleada para evaluar el efecto de concentraciones variables de 

higromicina B, sobre discos foliares de Digitalis purpurea en medio de cultivo semisólido de 

formación de callos. Tomado de Kairúz et al. (2013). 

Observación histoquímica del producto de expresión de la β-glucuronidasa (Ensayo 

GUS) 

A partir del ensayo histoquímico GUS (Jefferson et al., 1987a) se observó la actividad de 

la enzima β- glucuronidasa en los fragmentos de hojas transformados con el vector 

pCAMBIA1301, en diferentes momentos del protocolo luego del proceso de co-cultivo. Los 

tejidos analizados fueron colocados a 37 °C en una solución tampón que contenía 1,0 mM 

de la sal de ciclohexilamonio del ácido 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-glucurónico (sustrato 

de la enzima; comercialmente X-Gluc, Duchefa, Haarlem, Países bajos), 100 mM de 
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Na3PO4 (pH 7,0); 0,5 mM K4Fe(CN)4 y 0,1% (v/v) de Tritón X-100. Simultáneamente se 

sometieron al mismo tratamiento explantes no transformados que fueron usados como 

control negativo.  

Posterior a la incubación todas las muestras fueron sumergidos en etanol al 70% (v/v) 

durante 2 h para eliminar las clorofilas y otros pigmentos foliares. El análisis del ensayo se 

realizó por evaluación visual y fotográfica al estereoscopio óptico marca NOVEL, aumento 

10x. La expresión transitoria y estable del gen reportero uidA se determinó de forma 

cualitativa, clasificándose como positiva si se observa alguna porción del tejido teñido de 

azul. Este tipo de análisis molecular permitió comprobar la inserción del gen uidA de 

forma rápida y detectable; así como demostrar la eficiencia de las condiciones de 

transformación en sus diferentes etapas. 

3.3 Regeneración de plantas transgénicas de D. purpurea con el gen vep1  

Para la regeneración los callos seleccionados con higromicina B, fueron fragmentados y 

transferidos a medio de cultivo basal al cual se le adicionó 0,5 µM de ácido indolacético 

(AIA), 4,4 µM de 6-bencilaminopurina (6-BAP) y pH 5,7 (en lo adelante medio de cultivo 

de multiplicación de brotes, MMb) (Pérez-Alonso et al., 2014b). Los cultivos fueron 

incubados en cámara de crecimiento con luz natural y temperatura controlada de 27±2 °C. 

Se realizaron subcultivos cada dos semanas en frascos con 30 mL de MMb fresco (Pérez-

Alonso et al., 2009). Las plantas regeneradas, cada una de las cuales fue considerada 

una línea, fueron mantenidas en MMb. En esta fase del estudio se evaluó el número de 

líneas regeneradas por explante inoculado, valor que representa la eficiencia de 

transformación del protocolo desarrollado. 

Extracción de ADN genómico vegetal 

Fragmentos de tejidos de las líneas regeneradas, obtenidos a partir de los explantes 

inoculados con la cepa C58C1RifR (pMP90/pAthspA2-vep1) de Agrobacterium, fueron 

sometidos a la extracción de ADN genómico. La metodología de extracción de ADN 

descrita a continuación se basó en el protocolo propuesto por Khayat et al. (2004) con 

algunas modificaciones. 

Se tomaron 100 mg de tejido vegetal de plantas cultivadas in vitro y se maceraron con 

nitrógeno líquido en tubos eppendorf (2,0 mL) hasta obtener un polvo fino. Se adicionó 1 

mL de buffer de extracción [4% (m/v) CTAB (bromuro de cetil-trimetil-amonio); 10 mM 

Tris–HCl/pH 8,0; 1,4 M NaCl; 20 mM EDTA (ácido etilén-diamino-tetracético); 2% (m/v) 
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PVP 10 000; 10 mM mercaptoetanol] y se homogenizó empleando el agitador tipo 

MISTRAL® (LAB-LINE INTRUMENTS, 1190-1CE) durante unos segundos. Las muestras 

fueron colocadas a 55 °C durante 30 min y posteriormente centrifugadas (Eppendorf, 

Alemania, Lot: 5415D) a 5 000 rpm y 4 °C, durante 5 min. Se colectó el sobrenadante y se 

le adicionó RNAsa (200 μg mL-1 de concentración final) por 15 min a 37 °C. El extracto fue 

mezclado con igual volumen de cloroformo y luego centrifugado en iguales condiciones. 

Se transfirió el sobrenadante a un tubo limpio y se adicionó igual volumen de 2-

isopropanol frío. Las muestras se mantuvieron toda la noche a −20 °C y posteriormente se 

centrifugaron a 11 000 rpm y 4 °C, durante 15 min. El precipitado resultante se lavó con 

500 µL de etanol 70% (v/v), se centrifugó según las condiciones anteriormente 

mencionadas y fue secado en campana por 15 min. El precipitado se resuspendió en 30 

µL de agua desionizada. Luego de obtenido el ADN genómico, su integridad fue 

comprobada mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) y como criterio de 

pureza se determinaron las razones de absorbancia a 260/230 nm y 260/280 nm y la 

concentración mediante un espectrofotómetro (Biophotometer, Eppendorf, Alemania). 

Análisis mediante Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) de las líneas  

regeneradas 

La presencia de los transgenes en las plantas regeneradas fue comprobada por PCR 

empleando ADN genómico extraído de las mismas. Como control positivo de las 

reacciones de PCR se utilizó ADN plasmídico extraído a partir de las cepa DH5α-

pAthspA2-vep1. En el caso del control negativo se utilizó ADN de plantas sin transformar. 

En el control de contaminación se sustituyó el ADN por un volumen equivalente de agua 

desionizada. 

Se realizaron reacciones de PCR para amplificar fragmentos de los genes presentes en el 

vector de transformación: hpt, vep1 y el promotor fuerte y constitutivo 35S del Virus del 

Mosaico de la Coliflor (p35S). La secuencia de reacciones y de los cebadores empleados 

para la amplificación de los transgenes mediante PCR, se describen en la Tabla III. 

La amplificación fue efectuada en un volumen de reacción final de 20 µL, que contenía 

100 ng de ADN genómico; 0,4 µM de cada cebador; 1,5 mM de MgCl2; 200 µM de cada 

desoxirribonucleótido; 0,25 unidades de Top Taq ADN polimerasa (QUIAGEN, Alemania) 

y tampón de reacción de esta enzima (QUIAGEN, Alemania). Los ciclos de amplificación 

se llevaron a cabo en el equipo de control térmico programable Mastercycler (Eppendorf, 

Alemania).  
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Tabla III. Cebadores y programa utilizados en la detección por PCR de los transgenes. 

Las secuencias están escritas en el sentido 5‘ a 3‘ (leído de izquierda a derecha). 

 

Los productos de la reacción fueron analizados visualmente mediante electroforesis con 

EZ vision ONE (6x, Biotechnology Lot: 3567CO72) a 100 V durante 1 h en gel de agarosa 

al 1% (p/v) con tampón Tris-Borato-EDTA (TBE) 1x (0,09 M Tris-borato, 0,002 M EDTA, 

pH 8). Como marcador de peso molecular se usó el Mass Ruler™ DNA Ladder Mix 

(Fermentas, Alemania). Luego se observó en un transiluminador Gel Imaging Analysis 

System (WD-9413A, China) mediante la incidencia de luz ultravioleta (UV). 

 

 vep1 hpt p35S 

Talla del 

Amplicón 

(pb) 

1 200 713 1305 

Cebador 

Reverso 

GGA-ATT-CTC-AAG-

GTA-CGA-TCT 

GAC-GTC-TGT-CGA-

GAA-GTT-TCT 

GAG-GAA-GGG-TCT-

TGC-GAA-GGA-TAG-

TG 

Cebador 

Directo 

CGG-ATC-CAT-GAG-

TTG-GTG-GTG 

GTC-TGC-TGC-TCG-

ATA-CAA-GCC 

GAC-TCT-AGC-CCA-

ATC-CCA-CA 

Programa I. 94 °C, 3‘ 

II. 94 °C, 30‖ 

III. 65 °C, 30‖ 

IV. 72 °C, 90‖ 

V. 72 °C, 10‘ 

VI. 4 °C, ∞ 

I. 94 °C, 3‘ 

II. 94 °C, 30‖ 

III. 58 °C, 30‖ 

IV. 72 °C, 80‘ 

V. 72 °C, 10‘ 

VI. 4 °C, ∞ 

I. 94 °C, 3‘ 

II. 94 °C, 30‖ 

III. 58 °C, 30‖ 

IV. 72 °C, 90‖ 

V. 72 °C, 10‘ 

VI. 4 °C, ∞ 

35 

ciclos 
35 

ciclos 

35 

ciclos 
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Capítulo 4: RESULTADOS 

4.1 Comparación de los agentes selectivos higromicina B y geneticina durante el 

proceso de formación de callos de D. purpurea 

Para comparar los agentes selectivos higromicina B y geneticina durante la formación de 

callos, se colocaron fragmentos foliares de plantas de D. purpurea en medio de cultivo 

semisólido de formación de callos (MFC) con 70 mg L-1 de geneticina o 15 mg L-1 de 

higromicina B, como se explica en el acápite 3.1. El experimento se efectuó en 

condiciones de oscuridad total a 27±2°C de temperatura durante poco más de seis 

semanas, con subcultivos cada 15 días. Se determinó el área del explante (cm2) donde se 

produjo formación de callos previo a cada subcultivo, a los 15, 30 y 45 días de  iniciado el 

experimento. 

Luego de transcurridos 15 días de cultivo en las condiciones antes descritas, todos los 

tratamientos presentaron formación de callos en al menos siete explantes, excepto el 

tratamiento 3 (Tabla IV). Al comparar los ocho tratamientos, en cuanto al número de 

segmentos foliares sobre los que se produjo formación de callos, no se encontraron 

diferencias significativas entre los explantes sin presión de selección (tratamiento 1), las 

líneas transformadas con y sin agente selectivo (tratamientos 4, 5, 6) y las transformadas 

con el vector pCAMBIA1301 (tratamiento 7). Contrario a los resultados esperados, 

tampoco fue posible establecer diferencias con el tratamiento 2 (segmentos foliares 

procedentes de plantas no transformadas), lo cual implica que las concentraciones de 

geneticina no fueron suficientes para producir la inhibición de la formación de callos en 

todos los explantes. El crecimiento de callos en los segmentos foliares transformados con 

el vector  pAthspA2-vep1, fue significativamente inferior con respecto a los tratamientos 

restantes. Solo fue posible inhibir totalmente la formación de callos en los tejidos no 

transformados en presencia de higromicina B.  

La determinación del área del explante con formación de callos, permitió realizar un 

análisis cuantitativo de las diferencias de cada tratamiento (Fig. 6). Los valores medios de 

área más elevados se manifestaron en los explantes cultivados sin presión de selección 

(tratamientos 1 y 4). No se encontraron diferencias significativas entre las líneas 

transgénicas seleccionadas con geneticina o higromicina B (tratamientos 5 y 6). Mientras 

que los restantes tratamientos no tuvieron diferencias significativas entre ellos. 
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*Valores con letras no comunes difieren estadísticamente según las Tablas de contingencia de 2x2 

Tabla IV. Número de segmentos foliares con formación de callos por tratamiento, luego 

de 15 días en medio de cultivo semisólido de formación de callos. 

No. Origen del explante Antibiótico empleado en 
la selección 

No. explantes 
que formaron 

callos* 

1 Discos foliares de plantas germinadas 
no inoculadas 

Sin antibiótico  24a 

2 Discos foliares de plantas germinadas 
no inoculadas  

70 mg L-1 de geneticina 17a 

3 Discos foliares de plantas germinadas 
no inoculadas 

15 mg L-1 de higromicina B 0c 

4 Discos foliares de líneas transgénicas 
transformadas con pAthspA  

Sin antibiótico 22a 

5 Discos foliares de líneas transgénicas 
transformadas con pAthspA  

70 mg L-1 de geneticina 12a 

6 Discos foliares de líneas transgénicas 
transformadas con pAthspA  

15 mg L-1 de higromicina B 10a 

7 Discos foliares transformados con 
pCAMBIA 1301 

15 mg L-1 de higromicina B 17a 

8 Discos foliares transformados con 
pAthspA2-vep1 

15 mg L-1 de higromicina B 7b 
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Figura 6. Área del explante (cm
2
) con formación de callos luego de 15 días en medio de cultivo 

semisólido con 15 mg L
-1

 de higromicina B (3, 6, 7, 8), con 70 mg L
-1

 de geneticina (2, 5) o sin 

presión de selección (1 y 4). Valores medios con letras desiguales presentan diferencias 

significativas para p<0.05 según la prueba de Kruskal-Wallis y comparación de medias a posteriori. 
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Consecuentemente, los callos de los tratamientos 1 y 4 cubrían entre un 75-100% del 

área del explante (Fig. 7A y E). En los segmentos foliares procedentes de plantas no 

inoculadas expuestos a la selección con geneticina, fue posible observar pequeños callos 

en los bordes o las nervaduras, o la ausencia total de estos (Fig. 7B y C). A diferencia de 

los controles negativos seleccionados con higromicina B (Fig. 7D), en los cuales no se 

produjo formación de callo en ninguno de los segmentos. Las líneas transgénicas tuvieron 

la capacidad de crecer selectivamente en presencia de ambos agentes selectivos (Fig. 7F 

y G). La diferenciación del tejido transformado con las cepas C58C1RifR 

(pMP90/pCAMBIA1301) y C58C1RifR (pMP90/pAthspA2-vep1) empleando higromicina B, 

dio origen a callos aislados o en pequeños grupos (Fig. 7 H e I). Además, la formación de 

callos con el vector que contiene el gen vep1, fue menor en área y cantidad de callos. 

 

Figura 7. Segmentos foliares de Digitalis purpurea L. luego de 15 días en medio de cultivo 

semisólido de formación de callos con geneticina 70 mg L
-1

 e higromicina 15 mg L
-1

, según los 

tratamientos. A: plantas no trasformadas (NT) sin selección, B y C: plantas NT con geneticina con 

presencia y ausencia de callos, respectivamente, D: plantas NT con higromicina B. E, F y G: líneas 

transgénicas sin selección, con geneticina o higromicina B, respectivamente. H e I: explantes con 

higromicina B transformados con los vectores pCAMBIA1301 o pAthspA2-vep1, respectivamente. 
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Mediante  la determinación del área del segmento foliar con proliferación de callos a los 

15, 30 y 45 días en MFC, fue posible representar en la Figura 8 el crecimiento asociado a 

la multiplicación de los mismos en medio de cultivo selectivo.  Los explantes procedentes 

de plantas no transformadas en selección con higromicina B (tratamiento 3), se 

mantuvieron sin formación de callos durante todos los subcultivos en los que se 

produjeron las evaluaciones. Esto confirma el efecto fitotóxico de la higromicina B sobre 

los segmentos foliares de D. purpurea. Mientras que en los segmentos procedentes de 

plantas no transformadas en selección con geneticina, se produjo un crecimiento del área 

foliar con callos de forma prácticamente constante. Esto implica que, a pesar de mantener 

la selección durante varios subcultivos, la concentración de geneticina utilizada no fue 

suficiente para inhibir la formación de callos. Este resultado es similar al obtenido en los 

explantes transformados con  el vector pCAMBIA1301, durante la selección con 

higromicina B. Aunque en este último tratamiento inicialmente se observa un crecimiento 

lento del tejido con formación de callos, el cual se acelera a  partir de los 30 días.  

 NT con geneticina
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Figura 8. Representación gráfica del crecimiento de los callos de acuerdo a las áreas del explante 

donde se produjo su formación, determinadas a los 15, 30 y 45 días de transcurrido el 

experimento. NT: explante no transformado. 
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Por su parte, los explantes transgénicos que poseen el ADN-T del vector pAthspA 

mostraron un incremento del área media con proliferación de callos, con respecto a los 

tratamientos control y a los segmentos de hojas transformados con los vectores 

pCAMBIA1301 y pAthspA2-vep1 (Fig. 8). Al comparar numéricamente la formación y 

multiplicación de callos de los explantes transgénicos en selección con geneticina o 

higromicina B, es posible notar que en el primero se produce mayor formación de callos a 

los 15 días. Sin embargo, la diferencia entre los valores medios del área con formación de 

callos es superior en los explantes transgénicos seleccionados con higromicina B en las 

sucesivas evaluaciones, en comparación con iguales explantes seleccionados con 

geneticina. 

Con el objetivo de determinar si la presencia de los agentes selectivos empleados genera 

diferencias en la velocidad de crecimiento de los callos inducidos. Se determinó la 

velocidad de crecimiento en 30 días mediante la diferencia entre el área del explante con 

callo (cm2) luego de transcurrido este tiempo (A45 días-A15 días). La velocidad de crecimiento 

de los callos resistentes a higromicina B es significativamente superior a igual explantes 

con geneticina (Fig. 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Velocidad de crecimiento en 30 días de los callos formados a partir de los explantes 

transgénicos que contienen el vector pAthspA cultivados en MFC con geneticina 70 mg L
-1

 e 

higromicina B 15 mg L
-1

. Medias con letras no comunes difieren estadísticamente según prueba de 

Mann-Whitney p<0,05. 
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En la Figura 10 se muestra el crecimiento de un callo en los tres momentos donde se 

realizaron las evaluaciones, para los explantes transgénicos seleccionados con 

higromicina B (Fig.10A) y con geneticina (Fig.10B). Además, se confirmó la presencia de 

los genes marcadores de selección nptII y hpt, en el genoma de las plantas transgénicas 

con pAthspA, mediante PCR. 

 

Figura 10. Callos formados a partir de discos foliares de plantas transgénicas de D. purpurea, a los 

15, 30 y 45 días de cultivados en medio selectivo con 15 mg L
-1

 de higromicina B (A) y 70 mg L
-1

 de 

geneticina (B). 

En este estudio se demuestra que aunque se emplee una concentración de geneticina 

cuatro veces o más superior a la de higromicina B, esta no impide la aparición de 

escapes. Por otro lado, la expresión estable del gen hpt en los discos foliares procedentes 

de plantas transgénicas, permitió la diferenciación eficiente de células transformadas de 

las no modificadas y permitió que el tejido transformado creciera selectivamente. Estos 

aspectos permiten elegir al gen hpt como marcador de selección eficiente para la 

transformación de D. purpurea con un gen de interés. 

4.2 Transformación de explantes foliares de D. purpurea vía A. tumefaciens 

Para la transformación genética de segmentos foliares de D. purpurea vía A. tumefaciens, 

se desarrolló el protocolo descrito en el acápite 3.2. Durante el proceso de selección se 

consideraron los siguientes tratamientos: explantes transformados con los vectores 

pCAMBIA1301 y pAthspA2-vep1 y segmentos foliares no inoculados con antibiótico 

(Control negativo). Los tres tratamientos diseñados permitieron evaluar el efecto 
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(formación de callos) de 15 mg L-1 del agente selectivo higromicina B, en contraste con un 

tratamiento que no contenía antibiótico en su medio de cultivo (Control positivo). Luego de 

transcurridas cuatro semanas de cultivo de los discos foliares en las condiciones antes 

descritas; se determinó el número de explantes que formaron callos y el área del explante 

en la cual se observó esta característica. Para evaluar este último aspecto se aplicó la 

escala descriptiva presentada en Materiales y Métodos.  

Como se muestra en la Tabla V, el número de explantes con formación de callos en el 

tratamiento correspondiente a la trasformación con el vector pAthspA2-vep1 fue superior a 

la cantidad de segmentos transformados con pCAMBIA1301 que mostraron esta 

característica. Por otro lado, en la mayoría de los explantes incluidos en el Control positivo 

se produjo proliferación de callos en más de un 75% del área del disco foliar. A diferencia 

de los restantes tratamientos, en los cuales se evidenció una disminución de los grados 

medios (asociados a la formación de callos por área del explante) según la escala 

descriptiva, hasta que no se obtuvieron callos. 

Tabla V. Número de explantes foliares con formación de callos por tratamiento en 

correspondencia con cada una de las categorías de la escala descriptiva. 

De modo similar a los observado en el experimento de selección anteriormente descrito 

en el acápite 4.1, los callos del Control positivo fueron compactos, blanquecinos y con 

mayor crecimiento que los sometidos a presión de selección (Fig. 11A). En los explantes 

no transformados en medio de cultivo con higromicina B, se observó la efectividad del 

proceso de selección con este antibiótico (Fig. 11B). Mientras que en los inoculados con 

los vectores binarios, se produjo la formación de callos en zonas puntuales, cercanas a 

las nervaduras y los bordes del segmento foliar (Fig. 11C, D y E). 

No.  

Tratamientos 

No. de 

explantes 

que 

formaron 

callos (%) 

Área del explante en la cual se observó 

formación de callos (A %) 

 A=0 

(Grado 

0) 

A≤25 

(Grado 

1) 

25>A≤50 

(Grado 

2) 

50>A≤75 

(Grado 

3) 

A>75 

(Grado 

4) 

1 Control positivo 15 (100 %)    2 13 

2 Control negativo 0 (0 %) 15     

3 pCAMBIA1301 

con higromicina B 

14 (56 %) 11 6 3 1  

4 pAthspA2-vep1 

con higromicina B 

89 (71.2 %) 36 27 20 42  
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 Figura 11. Callos formados a partir de segmentos foliares de D. purpurea a la cuarta semana de 

cultivo en MFC con 15 mg L
-1

 de higromicina B  A: Callo no transformados sin selección, B: 

explante no transformado en medio selectivo. C, D, E: explantes transformados con el vector 

pAthspA2-vep1 en selección. 

Luego de ocho semanas en MFC fueron seleccionados 89 explantes con callos 

correspondientes a los segmentos foliares transformados con el vector pAthspA2-vep1, 

los cuales representan el 71,2% de los explantes inicialmente inoculados. A partir de este 

periodo y antes de la transferencia a MMb, un 33% de los callos formados no fueron 

transferidos a regeneración por presentar fenolización, constitución acuosa y/o ausencia 

de crecimiento; así como aparición de contaminación bacteriana o fúngica.  

La expresión de la enzima β-glucuronidasa fue determinada en diferentes fases del 

protocolo de transformación de D. purpurea con la cepa C58C1RifR 

(pMP90/pCAMBIA1301) de A. tumefaciens. En este estudio se observó la expresión GUS 

transitoria en discos foliares luego del proceso de co-cultivo (Fig. 12A y B) y en diez 

segmentos de hojas elegidos al azar con y sin formación de callos luego de 45 días en 

MFC con higromicina B (Fig. 12C y D). Además, se analizó la actividad estable de la 

enzima en callos seleccionados con higromicina B a los 15 días de cultivo en medio de 

regeneración y en plantas regeneradas (Fig. 12E y F). En todos los casos se detectó 

cualitativamente la expresión del gen reportero uidA. Este resultado es un indicador de la 

eficiencia de las condiciones de transformación y de la inserción estable del ADN-T en el 

genoma de las células de D. purpurea. 

B 

D E 

A 

C 
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Figura 12. Actividad transitoria y estable de la enzima β-glucuronidasa en explantes de Digitalis 

purpurea L. en diferentes fases del protocolo de transformación vía A. tumefaciens. A: explante no 

inoculado, B: segmento foliar luego del co-cultivo con la cepa C58C1Rif
R
 (pMP90/pCAMBIA1301). 

C y D: explantes transformados con el vector pCAMBIA1301 luego de 45 días en medio selectivo 

con 15 mg L
-1

 de higromicina B. E: callo seleccionado con higromicina B luego de 15 días en medio 

de regeneración. F: planta regenerada. 

4.3 Regeneración de plantas transgénicas de D. purpurea con el gen vep1  

Ocurrido el proceso de selección de los discos foliares transformados con el vector 

pAthspA2-vep1, solo fue posible transferir a medio de cultivo de regeneración 57 callos 

por las causas antes referidas. Para ello se fragmentaron en segmentos de 2-3 mm y 

fueron transferidos a medio de cultivo de multiplicación de brotes (MMb). Parte de estos 

segmentos de callos, se tornaron acuosos, necróticos y no dieron origen a plantas. 

Mientras que otros se engrosaron y adoptaron una coloración verde (Fig. 13A). Luego de 

transcurridos entre 6-8 subcultivos a medio de cultivo fresco, fue posible obtener 24 

plantas regeneradas (Fig. 13B). Estas tuvieron un crecimiento lento y al alcanzar entre 

tres y cinco cm de altura, fueron transferidas a medio de cultivo sin reguladores de 

crecimiento, para su elongación.  

A B C 

1 cm 

1 cm 

D E F 

2 cm 
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Figura 13. Plantas de D. purpurea regeneradas a partir de callos provenientes de segmentos 

foliares transformados con la cepa C58C1Rif
R
 (pMP90) de A. tumefaciens que contiene el vector 

pAthspA2-vep1. A: callos con brotes a los 60 días en medio de cultivo de regeneración. B: planta 

regenerada. 

Las plantas regeneradas de la transformación con el vector pAthspA2-vep1 de más rápido 

crecimiento fueron seleccionadas y empleadas para aislar muestras de ADN genómico 

siguiendo el protocolo propuesto por Khayat et al. (2004). Para confirmar la presencia de 

los transgenes en el genoma de las plantas regeneradas, se amplificaron los genes: hpt, 

p35S y vep1, por PCR empleando cebadores específicos (Fig. 14). Todas las plantas 

analizadas fueron positivas a la presencia de los tres transgenes evaluados. 

Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) del producto de PCR realizado a las 

muestras de ADN de plantas in vitro de Digitalis purpurea L. A: Producto de amplificación con 

cebadores específicos del gen p35S (carriles del 1 a 7) y hpt (carriles del 8 a 14). B: Producto de 

amplificación del gen vep1. (M): Marcador de peso molecular Mass Ruler™ DNA Ladder Mix. 

Carriles 1, 8 y 15: planta germinada; carriles 2, 9 y 16: plantas regeneradas no transformadas; 

carriles 3, 14 y 21: control negativo de contaminación; carriles 7, 13 y 20: control positivo. Los 

restantes carriles corresponden a plantas regeneradas resultantes de la transformación con el 

vector pAthspA2-vep1. 

A B 
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En la Tabla VI se resumen los resultados del proceso de transformación genética de D. 

purpurea mediante A. tumefaciens con el vector pAthspA2-vep1. En este experimento la 

eficiencia de regeneración de las plantas transformadas fue de 42,1% y la eficiencia de 

transformación de 19,2%. Todas las líneas analizadas fueron transgénicas, por lo que no 

se detectaron escapes del proceso selectivo con higromicina B. 

Tabla VI. Efecto de la cepa C58C1RifR (pMP90/pAthspA2-vep1) de A. tumefaciens en la 

regeneración y eficiencia de la transformación en líneas de Digitalis purpurea. 

No. de 
explantes 

transformados 
 

No. de callos 
transferidos 
a medio de 

regeneración 

No. de 
líneas 

regeneradas 
(%)a 

      Líneas positivas (%)b 

 

     hpt                vep1 

Eficiencia 

(%)c 

125 57 24 (42,1%) 100% 100% 19,2% 

Leyenda: 

a: Eficiencia de regeneración (%) dado por la cantidad de plantas regeneradas, del total de callos 

transferidos a medio de cultivo para la regeneración. 

b: Frecuencia (%) de explantes positivos del total analizado 

c: Eficiencia de transformación (%) calculado por la relación entre las plantas regeneradas positivas 

y el total de explantes transformados.  
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Capítulo 5: DISCUSIÓN 

5.1 Comparación de los agentes selectivos higromicina B y geneticina durante el 

proceso de formación de callos de D. purpurea 

Un paso decisivo para establecer una tecnología de transformación es la obtención de un 

método y agente para seleccionar células transformadas de las no transformadas, pues 

en la mayoría de los casos solo la menor fracción de los tejidos resultan modificados (Li et 

al., 2013). Los protocolos descritos para la transformación genética de plantas 

generalmente incluyen el uso de genes marcadores de selección (Deo et al., 2010). Tal es 

el caso de los genes nptII y hpt que codifican para la neomicina fosfotransferasa II e 

higromicina fosfotransferasa, respectivamente (Rosellini, 2012). La primera de estas 

enzimas confiere resistencia a antibióticos aminoglicósidos como la geneticina y la 

kanamicina, constituyendo estos agentes selectivos los más empleados en eventos 

transgénicos de D. purpurea. Sin embargo, se desconocen las potencialidades de la 

higromicina B como agente selectivo en la obtención de plantas transgénicas de esta 

especie. 

Con el objetivo de elegir un gen marcador de selección (GMS) eficiente para la 

trasformación de D. purpurea con un gen de interés, se desarrolló un sistema de selección 

en el cual se utilizaron los GMS condicionales positivos hpt y nptII. En este sentido, se 

diseñaron tratamientos en los que se adicionó al medio de cultivo los antibióticos 

Higromicina B o geneticina durante el proceso de formación de callos. Se realizaron 

mediciones del área con proliferación de callos a los 15, 30 y 45 días de cultivados los 

explantes foliares en MFC con 15 mg L-1 de higromicina B o 70 mg L-1 de geneticina.  

El rendimiento de los GMS positivos en términos de eficiencia de transformación y 

selección varía ampliamente y en la mayoría de los casos no alcanza la eficiencia de los 

sistemas de selección basados en antibióticos o herbicidas (Rosellini, 2012). Como 

señalaron Miki y McHugh (2004), no se puede suponer que la resistencia de las plantas a 

un agente selectivo conferido por un gen específico, dará como resultado un buen sistema 

de selección solo porque las células altamente resistentes sobreviven. Para ser eficiente, 

una GMS debe permitir el crecimiento selectivo y la diferenciación de los tejidos 

transformados, además de proporcionar resistencia a un sustrato adicionado al medio. 

También, es un factor importante que influye en la eficacia de la selección, la presencia de 

escapes (es decir, la regeneración de células no transformadas contiguas a las células 

transformadas en explantes inoculados) (Li et al., 2013). 
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Transcurridos 15 días en MFC,  la mayoría de los tratamientos presentaron formación de 

callos en al menos siete de sus explantes. Como era de esperar, en el control negativo 

con higromicina B, no se observó esta característica en ninguno de los segmentos 

durante todos los subcultivos en los que se produjo la evaluación. Este resultado en 

particular, coincide con los alcanzados por Kairúz et al. (2013) al evaluar el efecto de igual 

concentración del antibiótico sobre la formación de callos a partir de discos foliares de D. 

purpurea. Resultado similar, también fue logrado por Verma et al. (2011) durante la 

estandarización del protocolo de transformación genética de banano var. ‗Williams‘ (AAA) 

mediada por A. tumefaciens.  

Al mismo tiempo, no se encontraron diferencias significativas en cuanto al número de 

discos foliares con proliferación de callos entre los explantes sin presión de selección 

(tratamiento 1), las líneas transgénicas con y sin agente selectivo (tratamientos 4, 5, 6) y 

las transformadas con el vector pCAMBIA1301 (tratamiento 7). Por su parte, los valores 

medios de área más elevados a los 15 días se manifestaron en los controles positivos 

(tratamientos 1 y 4); mientras que las líneas transgénicas seleccionadas con geneticina o 

higromicina B (tratamientos 5 y 6) no mostraron diferencias significativas entre ellas. Estos 

resultados se corresponden con la resistencia adquirida por las líneas transgénicas a 

estos antibióticos, debido a la presencia en su genoma de los transgenes hpt y nptII que 

le ofrecen esta propiedad.  

Por otro lado, era de esperar que el crecimiento de callos procedentes de explantes 

foliares transformados con los vectores  pCAMBIA1301 y pAthspA2-vep1 (tratamientos 7 

y 8), no fuera solo diferente al de las líneas transgénicas sino también entre ellos. En 

principio, porque son explantes recién transformados con ambas cepas bacterianas de 

Agrobacterium y están siendo seleccionados por vez primera. En segundo lugar, porque 

el tamaño de los vectores de transformación está relacionado con la capacidad de 

Agrobacterium de transferir el ADN-T al núcleo de la célula vegetal con mayor eficiencia 

(Cho y Bong, 2006). En este sentido, mientras más grande sea el plásmido empleado, 

más compleja será su inserción al genoma vegetal y, por tanto, es menos frecuente que 

ocurra el proceso de multiplicación de callos. De ahí, que la cantidad de explantes 

transformados con pAthspA2-vep1 en los cuales se observó formación de callos fue 

significativamente inferior con respecto a los restantes tratamientos.  

Adicionalmente, durante los siguientes subcultivos algunos de los callos formados en los 

explantes transformados con pAthspA2-vep1 se necrosaron. Según describen Verma et 

al. (2016), la oxidación y necrosis de los explantes es un fenómeno que se presenta en el 
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cultivo de tejidos vegetales, como respuesta a condiciones de estrés en el medio de 

cultivo o en el ambiente en el que se encuentra el explante. Luego, la pérdida de los callos 

formados en el primer periodo puede deberse a la continuidad del proceso de selección, a 

la liberación de compuestos tóxicos de las células no transformadas o a la inserción del 

ADN-T en regiones del genoma vegetal que impiden el desarrollo del explante. La 

respuesta del hospedero ante la infección bacteriana puede ser otro elemento a 

considerar (Deo et al., 2010). 

Contrario a los resultados esperados en el control negativo seleccionado con geneticina 

(tratamiento 2), se observaron pequeños callos en más del 50% de los explantes. 

Característica que se mantuvo prácticamente constante a los 30 y 45 días de evaluado el 

experimento. Esto implica que a pesar de mantener la selección durante varios 

subcultivos, la concentración de geneticina empleada no fue suficiente para inhibir en su 

totalidad tanto la diferenciación celular como la proliferación del tejido indiferenciado. Por 

tanto, se puede corroborar que en las condiciones experimentales de este estudio existe 

inhibición del crecimiento de las células no transformadas pero no ocurrió en el 100% de 

los explantes. Además, los callos  formados no se multiplicaron en los siguientes 

subcultivos o mostraron crecimiento inferior a los restantes tratamientos. 

La formación de pequeños callos en el control negativo seleccionado con geneticina, 

puede estar relacionada con las diferencias en las condiciones experimentales del cultivo 

in vitro (Padilla y Burgos, 2010), específicamente entre los recipientes empleados durante 

el proceso de selección. En este estudio se utilizaron microplacas de cultivo celular, a 

diferencia de las investigaciones previas en la especie en las cuales desarrollaron el 

esquema de selección con geneticina en pomos de cristal o placas Petri. Por otro lado, 

este resultado puede corresponderse con problemas en la disolución del agente selectivo 

que afectara su difusión total en el medio de cultivo. También, se ha observado que los 

explantes foliares en presencia de geneticina durante los primeros días del cultivo en 

MFC, se curvan ligeramente de manera tal que se forman callos aislados en aquellas 

zonas que no están en contacto con el medio selectivo. 

En este caso, los resultados son contradictorios a los obtenidos por Pérez-Alonso et al. 

(2014b), quienes a igual concentración del agente selectivo lograron a los 28 días de 

cultivo un 100% de segmentos foliares de D. purpurea sin proliferación de callos. Además, 

estos autores recomendaron para eventos futuros de transformación genética en la 

especie, el empleo de 70 mg L-1 de geneticina como la concentración mínima inhibitoria 

para sus condiciones experimentales.  
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Otros autores refieren a la geneticina como muy efectiva en diferentes sistemas de 

transformación genética como Saccharum officinarum L. (Breyer et al., 2014), Allium cepa 

L. (Eady et al., 2000), Sorghum bicolor (L.) Moench (Tadesse et al., 2003), Triticum 

aestivum L. (Xue et al., 2011), Brassica napus L. (Boszoradova et al., 2011) y Oryza 

sativa L. (Nandy y Srivastava, 2012). Su empleo es frecuente como una alternativa para la 

kanamicina en monocotiledóneas, como por ejemplo, el arroz, que son altamente 

resistentes al mismo (Rosellini, 2012). También, concentraciones bajas de este antibiótico 

(10 mg L-1) fueron efectivas para inhibir la regeneración de brotes no transformados de 

Citrus aurantifolia Swing (Peña et al., 1997). Igualmente, ha sido utilizado para la 

selección de células transformadas de Musa spp. en concentraciones de 50 mg L-1 

(Chong-Pérez et al., 2012). Sin embargo, la geneticina no ha sido efectiva para la 

selección en Zea mays (Spencer et al., 1990) y Elaeis guineensis Jacq. (Parveez et al., 

1996). Del mismo modo, Pérez-Alonso et al. (2014b) obtuvieron plantas de D. purpurea 

que no contenían ninguno de los genes transferidos vía A. tumefaciens, por lo que 

constituían escapes del proceso de selección con este antibiótico.  

Comúnmente se encuentra que algunos sistemas de selección condicional positiva serán 

más efectivos en ciertas especies de plantas y sistemas de regeneración que otros 

(Zuraida et al., 2013). Las investigaciones antes referidas muestran la variedad en las 

concentraciones mínimas inhibitorias de geneticina donde la susceptibilidad del tejido al 

antibiótico está en dependencia de las especies y genotipos empleados. También, 

depende del tipo de explante, estado físico del medio y las etapas de cultivo que se 

desarrollan en un protocolo para la transformación genética (Padilla y Burgos, 2010). 

A partir de  la determinación del área de la hoja con proliferación de callos a los 15, 30 y 

45 días de iniciado el cultivo en MFC; fue posible conocer el crecimiento asociado a la 

multiplicación de los callos en presencia de los agentes selectivos. Los explantes 

transgénicos que poseen el ADN-T del vector pAthspA (tratamientos 5 y 6), mostraron un 

incremento significativo del área media con proliferación de callos, en relación a los 

tratamientos control y al tejido inoculado en proceso de selección. Asimismo, al comparar 

los segmentos transgénicos con geneticina e higromicina B según la cantidad de 

explantes y el área media en la que se produce formación de callos, fue posible notar que 

a los 15 días con geneticina se obtienen resultados más elevados. No obstante, los callos 

cultivados con higromicina B manifiestan un crecimiento más rápido luego del primer 

subcultivo a medio de cultivo fresco.  
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La formación de callos ocurre de modo natural en la planta, como respuesta de protección 

ante diversos factores bióticos y abióticos, debido a la modificación del equilibrio 

endógeno de los reguladores de crecimiento. En este caso es provocado por la adición de 

una auxina sintética (2,4-D) al medio de cultivo, que conlleva a un crecimiento 

desordenado (Verma et al., 2011). Sin embargo, estos resultados pudieran deberse a que 

la presión de selección ejercida por la geneticina en la concentración evaluada, es menor 

que la generada por la higromicina B, por eso es probable que la formación de callos en 

los explantes tratados con geneticina se produzca más rápido. En este sentido, se conoce 

que la higromicina B posee una toxicidad más elevada para las plantas (Padilla y Burgos, 

2010), de ahí que se emplee en una concentración menor que la geneticina. El gen de 

Escherichia coli aphIV (hpt) codifica para la enzima higromicina fosfotransferasa, que 

confiere resistencia a este aminoglucósido en bacterias, hongos, células vegetales y 

animales. Es usual su empleo como gen marcador de selección cuando el gen nptII no ha 

sido efectivo (Miki y McHugh, 2004). 

Además, la higromicina B es mucho más efectiva que la kanamicina y la geneticina para 

la selección de tejidos de arroz transformados porque no hay resistencia innata. Lo que 

proporciona una fuerte discriminación entre las células transformadas y las no 

transformadas (Christou y Ford, 1995). Del mismo modo, Joersbo y Okkels (1996), 

trabajando con cotiledones de remolacha azucarera (Beta vulgaris L.), encontraron que la 

higromicina B era 20 y 30 veces más tóxica que la kanamicina y la neomicina, 

respectivamente. Otro aspecto positivo, es que la higromicina B no parece inhibir la 

regeneración ni afectar la fertilidad de las plantas transgénicas (Zuraida et al., 2013). 

Por otro lado, al analizar la velocidad de crecimiento en 30 días de los callos formados a 

partir de los explantes transgénicos seleccionados con higromicina B (Tratamiento 6), fue 

significativamente superior a los mismos en presencia de geneticina (Tratamiento 5). Esto 

implica no solo que el GMS hpt puede ser empleado en la diferenciación de células 

transformadas de las no modificadas. Sino que es capaz de permitir el crecimiento 

selectivo del tejido transformado. En tal sentido, Breyer et al. (2014) aseveran que una 

selección eficiente aumenta los eventos de transformación y por ende existe una mayor 

probabilidad de regeneración de plantas transgénicas.  

De igual manera, según afirma Li et al. (2013) el empleo de GMS positivos va 

acompañado comúnmente de un efecto de toxicidad de las células no transformadas 

durante su proceso de senescencia. Estos posibles efectos perjudiciales pueden generar 

condiciones de estrés abiótico en las células transformadas, de conjunto con la presión 
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selectiva que inicialmente ejerce el antibiótico presente en el medio de cultivo. De esta 

forma, la sensibilidad al estrés en los callos formados, unido a los mecanismos de 

respuesta adaptativa a estas condiciones, pudiera acelerar la formación y multiplicación 

de callos en los explantes seleccionados con higromicina B a partir del primer subcultivo a 

medio de cultivo fresco. En tal sentido, según Cho y Bong (2006), para responder a las 

condiciones de estrés deben desencadenarse numerosos eventos multifactoriales, que 

pueden agruparse en dos procesos: biosíntesis de moléculas adaptativas y unión o 

acoplamiento de moléculas a estructuras organizadas. El primero va a estar dirigido a la 

protección de macromoléculas y membranas, mientras que el segundo puede estar 

asociado a cambios del flujo de metabolitos. Posibilitando, de manera conjunta, 

contrarrestar los efectos del estrés y la aclimatización. Estudios posteriores son 

necesarios para comprobar esta hipótesis. 

En la mayoría de los sistemas de transformación, es posible la obtención de un número 

de escapes y quimeras, a pesar del diseño correcto del proceso de selección (Padilla y 

Burgos, 2010). Aunque la aparición de este fenómeno es difícil de evitar en un esquema 

de selección, la efectividad del agente selectivo es vital para minimizar la proliferación del 

tejido no transformado. En este estudio se demuestra que aunque se emplee una 

concentración de geneticina cuatro veces o más superior a la de higromicina B, esta no 

impide la aparición de escapes. Consecuentemente, el empleo de higromicina B reduciría 

notablemente los costos asociados al uso de estos agentes (G418 46.00 Euro/g e 

higromicina B 108.40 Euro/g; Duchefa, 2018). Teniendo en cuenta el precio de ambos 

antibióticos y su efectividad como agentes selectivos, es recomendable la adición de 

higromicina B al medio de cultivo, durante el proceso de formación de callos. 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se confirma la elección del gen hpt como 

marcador de selección ideal para la transformación de segmentos de hojas de plantas de 

D. purpurea con un gen de interés. 

Aunque los callos formados en este experimento no se transfirieron a medio de cultivo de 

multiplicación de brotes, pues no era objetivo de esta investigación.  Estudios previos 

confirman que aquellos callos acuosos, pequeños y de coloración oscura, no son friables, 

por lo que no tienen las características de los callos usualmente empleados para 

regenerar brotes y/o raíces. No obstante, en estudios posteriores se podría extender este 

diseño hasta la fase de regeneración de plantas, de manera tal que se describan otros 

resultados que permitan seleccionar el esquema de selección más eficiente para un 

evento transgénico en la especie. 
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5.2 Transformación de explantes foliares de D. purpurea vía A. tumefaciens 

Para la obtención de plantas transgénicas de D. purpurea se transformaron discos foliares 

vía A. tumefaciens, empleando el vector binario pAthspA2-vep1. Como control de las 

condiciones de transformación se utilizaron explantes transformados con el vector binario 

pCAMBIA1301. Adicionalmente, se emplearon segmentos foliares sin transformar en 

presencia de higromicina B (Control negativo) y en ausencia de este agente selectivo 

(Control positivo). Los segmentos de hojas transformados fueron seleccionados durante 

ocho semanas en MFC suplementando con 15 mg L-1 de higromicina B, con subcultivos 

cada 15 días. A la cuarta semana de iniciado el proceso de formación de callos, se evaluó 

el número de explantes con callos y el área que cubren los mismos por explante en los 

diferentes tratamientos. 

Durante las cuatro primeras semanas en el proceso de selección con higromicina B en los 

explantes no transformados no se observó formación de callos. Este elemento corrobora 

los resultados alcanzados en el acápite anterior y confirma la efectividad de la 

concentración utilizada de este antibiótico como agente selectivo. Si no existe una 

inhibición total de la formación de callos, aumenta la probabilidad de que se produzcan 

escapes del proceso selectivo (Kairúz et al., 2013). Los resultados alcanzados se 

corresponden con los esperados para llevar a cabo un sistema de selección eficiente. 

Por su parte, en los segmentos de hojas no transformados cultivados sin presión de 

selección se produjo formación de callos en el 75-100% de su área. El empleo de un 

control sin transformar no sometido a selección, permite comprobar las condiciones del 

medio de cultivo y la capacidad de los explantes para formar callos. Consecuentemente, 

el resultado esperado es que se produzca una formación normal de dichas estructuras 

sobre el explante, asegurando que además de la presencia del agente selectivo, no 

existan otros efectos inhibitorios que impidan la regeneración a partir de tejido 

transformado. 

Sin embargo, en los explantes transformados con los vectores binarios y sometidos a 

selección con higromicina B, se observó la formación de callos aislados o en pequeños 

grupos. Estos se localizaron en zonas puntuales, próximas a los márgenes y las 

nervaduras del segmento foliar. Los explantes correspondientes a estos tratamientos, 

mantuvieron una gran variabilidad en los resultados, desde fragmentos que no formaron 

callos (Grado 0), hasta la aparición de los mismos entre un 50-75% de su área (Grado 3). 
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Contrario a lo esperado y a las evidencias experimentales descritas en el acápite 4.1, se 

produce formación de callos en mayor porcentaje de explantes transformados con el 

vector pAthspA2-vep1, que con los inoculados con el plásmido pCAMBIA1301. 

Luego de transcurrido el periodo de co-cultivo del tejido vegetal con la bacteria (cinco 

días), se realizó la determinación histoquímica del producto de expresión transitoria de β-

glucuronidasa, en discos de hojas inoculados y co-cultivados con el plásmido 

pCAMBIA1301 que contiene el gen uidA y un control sin transformar. Los niveles de 

expresión de esta enzima están asociados a la aparición de un precipitado de color azul, 

que se produce por la acción de la enzima sobre su sustrato (X-Gluc). De acuerdo a los 

resultados esperados, fue posible observar puntos azules en los bordes de los discos 

transformados, a diferencia del control que no presentó tinción. La localización del 

producto de catálisis de la β-glucuronidasa, se corresponde con las zonas del explante 

donde se realizaron cortes, favoreciendo la interacción con A. tumefaciens. Este patrón es 

comúnmente observado en protocolos de transformación genética que utilizan este tipo de 

explante (Pérez-Alonso et al., 2014b). 

En los callos formados sobre los explantes transformados con el vector pCAMBIA1301 

luego de 45 días en medio de cultivo con higromicina B, fue posible detectar la actividad 

estable de la enzima β-glucuronidasa. A diferencia de los explantes donde no se produjo 

la proliferación de callos. Esto implica que los callos seleccionados con higromicina B, no 

solo pueden poseer la cualidad de ser resistentes a este agente, sino que también pueden 

contener y expresar otro gen de manera simultánea. Resultados similares fueron 

alcanzados por Li et al. (2014) y Pérez-Alonso et al. (2014b), durante el desarrollo de un 

protocolo de transformación de D. purpurea en el que lograron expresar al unísono los 

genes nptII y uidA. En este sentido, Rosellini (2012) asevera que es frecuente el empleo 

de genes que confieren resistencia a antibióticos o a herbicidas, conjuntamente con genes 

cuyo grado de expresión puede ser visualizado por técnicas de espectrofotometría o por 

ensayos histoquímicos. Esta ventaja puede ser aprovechada para la inserción y expresión 

de un gen de interés con el objetivo de potenciar la síntesis de cardenólidos. 

No obstante, se observaron pequeñas zonas de callo GUS-negativo. Las razones de esto 

pueden ser problemas difusionales del sustrato, o que dentro de un mismo callo pueden 

coexistir células transformadas y no transformadas. Las células transformadas pueden 

contribuir a la degradación del agente selectivo permitiendo que las células no 

transformadas adyacentes se expongan a niveles subletales del mismo, y por tanto 

puedan proliferar (Padilla y Burgos, 2010). Este fenómeno se ha descrito como ―efecto 
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protector‖ de las células no transformadas por las transformadas y es la principal causa de 

que existan escapes del proceso selectivo (Cervera et al., 1998; Li et al., 2013). 

Los genes reporteros más comúnmente introducidos en plantas genéticamente 

transformadas son los codificantes para la proteína verde fluorescente (gfp) y la enzima β-

glucuronidasa (uidA). Estos son empleados para el análisis de patrones de expresión 

gobernados por diversos promotores, permitiendo el reconocimiento y seguimiento visual 

del tejido transformado (Kavita y Burma, 2008). La expresión transitoria de la enzima 

codificada por el gen uidA, permite comprobar la inserción del mismo de forma rápida y 

detectable en la célula vegetal, demostrando la eficiencia de las condiciones de 

transformación y su aplicabilidad. Esto se debe a que este implica la transferencia del 

ADN-T al núcleo, la conversión de la simple cadena del ADN-T a la forma de doble 

cadena competente para la transcripción y la expresión de los transgenes a partir de las 

moléculas de ADN-T no integradas (Gelvin y Kim, 2007). La evaluación de la actividad 

transitoria es un parámetro que difiere en cuanto a la manera en la que se realiza. En 

otras investigaciones, esta se ha evaluado mediante el conteo de puntos y manchas 

azules (De Clercq et al., 2002; Pérez-Alonso et al., 2014b), por conteo de zonas teñidas 

en general (De Bondt et al., 1994) u otros métodos (Charest et al., 2004).  

Además, se ha relacionado la expresión transitoria con la obtención de transformantes 

estables. Al respecto, Komari et al. (2004) refiere que los transformantes estables nunca 

se han obtenido eficientemente bajo condiciones en los que la expresión transitoria ha 

sido limitada. En Oryza sativa L., las condiciones que favorecen un alto nivel de expresión 

de los marcadores después del co-cultivo están generalmente asociadas con una alta 

frecuencia en la obtención de transformantes estables (Hiei et al., 1994). En el caso del 

maíz (Zea mays L.) se determinaron con gran facilidad condiciones favorables para un 

alto nivel de expresión transitoria, sin embargo, se obtuvo un bajo número de 

transformantes estables (Ishida et al., 1996). 

Resultaron del proceso de selección con 15 mg L-1 de higromicina B, 89 explantes con 

callos correspondientes a los segmentos transformados con el vector pAthspA2-vep1, los 

cuales representan el 71,2% de los explantes inicialmente inoculados. Este valor es un 

indicador de la eficiencia de las condiciones de transformación. En este caso, resulta 

imposible comparar los resultados alcanzados con otras investigaciones, debido a la 

inexistencia de protocolos de modificación genética en la especie que hayan empleado 

este esquema de selección. Por tanto, constituye el primer trabajo que describe un 
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protocolo de transformación de D. purpurea empleando como agente selectivo la 

higromicina B y al gen hpt como marcador de selección.  

Sin embargo, un gran número de experimentos de transformación en Oryza sativa L., que 

abarca tanto el bombardeo de partículas como los procedimientos mediados por 

Agrobacterium, han empleado este sistema de selección. El primer informe de 

transformación de alta eficiencia de arroz usando Agrobacterium involucró la selección 

con higromicina B (Hiei et al., 1994). También se aplicó en la primera transformación 

exitosa mediada por Agrobacterium de cultivares de arroz Indica y Javanica (Dong y 

McHughen, 1993). 

5.3 Regeneración de plantas transgénicas de D. purpurea con el gen vep1  

Los callos correspondientes al control positivo que fueron transferidos a medio de cultivo 

de multiplicación de brotes (MMb), aumentaron de tamaño, se engrosaron y adoptaron 

una coloración verde. Estas características morfológicas favorables les permitieron la 

formación de brotes y/o raíces. Mientras tanto, no todos los callos procedentes de 

explantes transformados con pCAMBIA1301 lograron regenerar plantas. Este resultado 

puede estar asociado a la pérdida por contaminación de material transformado, la 

producción de eventos de modificación en menor número o en zonas del genoma que 

afecten la viabilidad celular, así como diferencias en los patrones de expresión de los 

genes marcadores de selección, gobernados por diferentes promotores. 

De manera similar a la descrita en el acápite anterior, se observó en callos y plantas 

regeneradas, la expresión estable del gen reportero uidA durante el proceso de 

multiplicación de brotes. Este resultado es un indicador de la integración funcional del 

ADN-T en el genoma de las células de D. purpurea inoculadas con el plásmido 

pCAMBIA1301 y de las condiciones de transformación (Gelvin y Kim, 2007). En este 

sentido, Tiwari y Tuli (2012) señalan al ensayo histoquímico GUS como un análisis simple 

pero eficiente para la identificación de plantas transgénicas del maní (Arachis hypogaea 

L.). 

En el caso de los fragmentos de callos originados de discos foliares inoculados con el 

plásmido pAthspA2-vep1 y transferidos a MMb, se observaron características 

morfológicas diferentes. Algunos se mantuvieron oscuros, acuosos y frágiles, no 

experimentaron proliferación o engrosamiento apreciable, por lo que no resultaron en 

botes. Sin embargo, los restantes se tornaron más sólidos, compactos, engrosados y de 

un verde intenso, asociado a una mayor presencia de clorofilas y a la formación de brotes 
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morfogenéticos. Se obtuvieron 24 plantas regeneradas a partir de 57 callos transferidos a 

MMb, lo que representa una eficiencia de regeneración de un 42,1%. Entre las plantas 

regeneradas no transformadas y las transformadas con el vector pAthspA2-vep1 no se 

observaron diferencias fenotípicas. No obstante, el patrón de crecimiento de las plantas 

modificadas genéticamente fue más lento. De modo similar describen Sales et al. (2007) 

sus resultados en la especie D. minor, con la única divergencia de que estos autores no 

observaron diferencias en los patrones de crecimiento y desarrollo entre las líneas 

regeneradas. 

Según Li et al. (2013), la exposición prolongada a condiciones de selección rigurosas 

puede dar como resultado un retraso en el crecimiento de las células transformadas 

seleccionadas y, en consecuencia, una baja eficiencia de regeneración de las plantas 

modificadas genéticamente. Se ha observado que en sistemas de selección en los que se 

destruyen células no transformadas, las células senescentes pueden inhibir el suministro 

de nutrientes a las células transformadas o excretar compuestos tóxicos, afectando 

negativamente la capacidad de las células transformadas para proliferar y diferenciarse en 

plantas genéticamente modificadas. 

A partir de los resultados anteriores, se seleccionaron las plantas regeneradas de más 

rápido crecimiento, para confirmar la presencia por PCR de los transgenes p35S, hpt y 

vep1 en el genoma de las células vegetales. La amplificación del gen que confiere 

resistencia a higromicina B (hpt), en todas las plantas analizadas por PCR, confirma la 

eficiencia del esquema de selección propuesto y corrobora la ausencia de escapes 

durante este proceso. De igual modo, fue posible confirmar en todas las muestras la 

inserción del gen vep1 de A. thaliana codificante para una proteína con actividad 

progesterona-5β-reductasa, así como la presencia del promotor largo 35S del virus del 

mosaico de la coliflor (CaMV 35S). La amplificación de este último en las líneas 

regeneradas de D. purpurea, reafirma la integración funcional de gran parte del casete de 

expresión del gen de interés al genoma vegetal, ya que su expresión está bajo el control 

de este promotor fuerte y constitutivo. 

En este sentido, se requieren de análisis moleculares posteriores que permitan confirmar 

la integración funcional del gen vep1 en el genoma de las líneas transformadas. Un factor 

importante a analizar en un sistema de transformación es el número de insertos. Por lo 

general es deseable la inserción de una sola copia debido a que se minimiza así la 

probabilidad de que el inserto interrumpa alguna secuencia funcional y por tanto afecte la 

viabilidad o el desarrollo de la planta. Además, el uso de promotores fuertes como CaMV-
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35S y el del gen de la nopalina sintetasa (nos) puede alterar los niveles de expresión de 

genes cercanos físicamente (Vaucheret y Fagard, 2001). Por otra parte, cuando la 

integración de múltiples copias se combina con perfiles complejos de integración puede 

ocasionar silenciamiento del transgen (De Buck et al., 2007) y su expresión volverse 

inestable (Kutty et al., 2011). Estos aspectos confirman la preferencia por líneas 

transformadas con el mínimo de transgenes insertados en su genoma (Liu et al., 2012). 

Además, el número de copias del transgén es un parámetro importante si tenemos en 

cuenta que las agencias regulatorias prefieren plantas transgénicas con una simple 

inserción del gen (Chetty et al., 2012). 

En consecuencia, la eficiencia de transformación resultante fue de 19, 2%. Aunque no 

existen trabajos comparables en D. purpurea con las mismas condiciones de este 

protocolo, estos resultados son muy superiores a los obtenidos en D. minor por Sales et 

al. (2003) quienes lograron 22 líneas transgénicas a partir de 178 explantes foliares 

inoculados. Además, son inferiores a los alcanzados por  Pérez-Alonso et al. (2014b) al 

regenerar 518 plantas a partir de 75 segmentos foliares inoculados con la cepa 

C58C1RifR (pMP90) de A. tumefaciens. Sin embargo, estos últimos investigadores 

emplearon un vector binario de menor tamaño, que el utilizado en este trabajo.  

Aunque las plantas regeneradas procedentes de explantes transformados con el vector 

pAthspA2-vep1, resultaron en su totalidad positivas a la presencia de los transgenes 

p35S, hpt y vep1, existe la probabilidad de que se puedan obtener plantas regeneradas 

sin la inserción de estos. Como resultado del ―efecto protector‖ de las células 

transformadas sobre las no transformadas descrito con anterioridad, es posible que si 

proliferan células no transformadas en los callos pueden dar lugar a plantas durante el 

proceso de regeneración. Este riesgo puede ser reducido si se aplica presión selectiva 

durante esta etapa. Con el peligro de que una dosis de antibióticos aplicada 

exógenamente podría simular un ataque de patógeno, induciendo de ese modo una 

reacción de defensa e hipermetilación del ADN, con la consiguiente muerte celular y una 

menor capacidad de regeneración del callo (Schmitt et al., 1997). La elección de adicionar 

o no higromicina B en las concentraciones recomendadas durante el proceso de 

regeneración, debe considerarse en trabajos posteriores. Hasta el momento, la 

concentración de higromicina B propuesta en este trabajo durante la formación de callos 

es suficiente.  

Los sistemas de transformación eficientes en plantas, son esenciales en el análisis 

funcional de genes involucrados en los diferentes mecanismos fisiológicos, bioquímicos y 
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moleculares de las rutas metabólicas (Pérez-Alonso et al., 2016). Al respecto, Sales et al. 

(2007) informaron del empleo del sistema de transformación descrito en el 2003 para 

obtener plantas de D. minor que sobre-expresaban el dominio catalítico de la 3-hidroxi-3-

metilglutaril CoA reductasa (HMGR1S) de A. thaliana. Algunas de las líneas obtenidas 

presentaron un mayor contenido de cardenólidos (hasta un 40%) tanto in vitro como en 

condiciones de invernadero. 

De igual manera, otros sistemas de transformación en especies de interés farmacológico 

han sido descritos en la literatura. Zhu et al. (2009) establecieron un sistema de 

transformación mediado por A. tumefaciens para Dioscorea zingiberensis Wright a partir 

de callos, el cual puede favorecer la introducción y expresión de genes que incrementen 

la producción de la diosgenina. Este metabolito es un precursor para la síntesis de varias 

drogas esteroidales de actividad androgénica, antiinflamatoria y anticonceptiva. 

Este constituye el primer informe de la transformación genética de plantas del género 

Digitalis, con un gen involucrado en la biosíntesis de cardenólidos. Dada las propiedades 

catalíticas de esta enzima, su expresión podría potenciar la producción de estos 

metabolitos secundarios y su cultivo in vitro en países donde no es posible realizarlo en 

condiciones naturales, como Cuba. Además, la obtención de plantas transgénicas de D. 

purpurea que expresan el gen vep1 de A. thaliana, posibilitará de conjunto con otras 

herramientas biotecnológicas, la potenciación de la producción de cardenólidos in vitro de 

forma estable y uniforme. De esta manera, podrían sustituirse las importaciones 

asociadas a la compra de la digoxina, como medicamento necesario en el Sistema 

Nacional de Salud para tratar la insuficiencia cardíaca y otras patologías del corazón.  

Con respecto al empleo de organismos transgénicos, la presencia del gen marcador de 

selección puede ser motivo de preocupación pública. A pesar de la ausencia de 

evidencias científicas de algún riesgo significativo para la salud humana (Ferradini et al., 

2011). En este sentido, la existencia del sistema de escisión sitio específico Cre/lox 

activado por golpe térmico en el vector de transformación empleado, permitirá no solo 

obtener plantas transgénicas de D. purpurea con un gen de interés, sino además libres de 

genes marcadores de selección.  
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CONCLUSIONES  

1. La selección con 15 mg L-1 de higromicina B durante el proceso de formación de 

callos procedentes de segmentos foliares de D. purpurea, es más eficiente que la 

realizada con 70 mg L-1  de geneticina.  

2. Se transformaron segmentos foliares de D. purpurea con el gen vep1 de A. 

thaliana, vía A. tumefaciens.  

3. Se obtuvieron plantas transgénicas que contienen el gen vep1 de Arabidopsis 

thaliana L. 



    

0 

 

 

RECOMENDACIONES 

H 

H 

H 

H 



__________________________________________________________Recomendaciones   

59 

 

 

RECOMENDACIONES 

1. Confirmar la integración del gen de interés en el genoma de las plantas 

regeneradas de D. purpurea mediante Hibridación de Southern. 

2. Analizar la expresión del transcripto correspondiente al gen vep1 mediante qRT-

PCR. 

3. Cuantificar el contenido de cardenólidos de las plantas transgénicas regeneradas 

de D. purpurea, en comparación con las no transformadas.  
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