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Resumen

Las plantas de Digitalis lanata Ehrh. y Digitalis purpurea L. son de interés econémico
debido a que constituyen las Unicas fuentes de cardendlidos, farmacos irreemplazables
en tratamientos de insuficiencia cardiaca. Las enfermedades cardiovasculares afectan
la calidad de vida de un sinnimero de cubanos y constituyen la segunda causa de
muerte en el pais. La sintesis por via quimica de estos compuestos es inviable, de
manera que las estrategias se han visto restringidas al aumento de la productividad de
las plantas y pudiera tenerse en cuenta para la sustitucion de importaciones. El
presente trabajo aborda un grupo de resultados cientificos novedosos y de interés
practico sobre la produccion de cardenolidos mediante técnicas biotecnologicas. Se
desarroll6 el escalado para producir biomasa en sistemas de inmersion temporal (SIT)
los cuales constituyen un método efectivo para producir biomasa de D. purpurea y D.
lanata a gran escala, resultado que permitié disefiar un esquema de produccién como
estrategia para obtener cardendlidos in vitro. Se demostré que la elicitacion incrementé
el contenido de cardendlidos en brotes de D. lanata en SIT. Los mejores resultados en
cuanto a contenido de cardendlidos se alcanzaron con 0,1 g.L-1 de ChitoPlant®, donde
se incrementd 3,22 veces el lanatosido C y 1,57 la digoxina respecto al control sin
elicitar. Por ultimo, se describe un protocolo para la transformacion genética mediado
por Agrobacterium tumefaciens a partir de explantes foliares, no referido hasta el
momento en la literatura internacional. Se detectd la presencia de los transgenes
mediante PCR y la hibridacion por Southern. La integracion de los resultados cientificos
obtenidos permitira disponer de la base metodologica para el desarrollo de tecnologias
para producir cardendlidos in vitro.

Comunicacion Corta

El género Digitalis agrupa alrededor de 20 especies de interés ornamental y medicinal
entre las que se destacan Digitalis purpurea L. y Digitalis lanata Ehrh que contienen
cardendlidos. Estos compuestos son usados para el tratamiento de la insuficiencia
cardiaca (Hornberger et al., 2000). Ademas, se han descrito sus efectos en el control
del cancer de rifidn, de préstata y leucemia (Lewis, 2009). En Cuba, la planta no se
cultiva comercialmente y la sintesis quimica del compuesto no es econémicamente
viable por lo que se importa la materia prima proveniente de plantas de Digitalis de la
India. Es por esto que existe una demanda creciente de tecnologias de produccién
alternativas al cultivo en condiciones naturales. Con anterioridad, en el 2008, nuestro
grupo de trabajo presentd resultados relacionados con la produccién de metabolitos
secundarios en especies medicinales tales como Digitalis purpurea. Dichos resultados
no se presentan en esta propuesta de premio y sirvieron de base para los que aqui
presentamos a continuacion.

Produccion de biomasa a gran escala de las especies D. purpurea y D. lanata en
sistemas de inmersién temporal



Se describe un método eficiente para la produccion de biomasa de D. purpurea y D.
lanata a gran escala en sistemas de inmersion temporal. La mayor produccién de
biomasa a menor escala por SIT de 1,0L de capacidad 104,03 gMF (gramos de masa
fresca) y 5,74 gMS (gramos de masa seca) se obtuvo cuando se inocularon 12
explantes y con una inmersién de dos minutos cada 4 h. Se obtuvo una produccion
neta de cardendlidos (digitoxina 167,6 ug y digoxina 119,9 ug) por SIT. Sobre la base
de estos resultados se disefid un esquema de produccion de biomasa en los SIT de 5L
para evaluar sus potencialidades en las especies D. lanata y D. purpurea como una
etapa fundamental en la obtencion de cardendlidos mediante el cultivo in vitro. A modo
de comparacion es posible sefialar que, durante el escalado, para la densidad de
in6culo, medio de cultivo asi como capacidad del frasco de cultivo se mantuvo una
relacion proporcional de 1:5 con relacion a los frascos de 1,0 L que se utilizaron para
los experimentos previos. Esta relacién nos indica que el escalado resultd significativo
en cuanto a la produccion de biomasa aun cuando la produccion de cardendlidos
pudiera incrementarse para hacer esta estrategia econdmicamente atractiva. No
obstante, existen otras potencialidades de los SIT que justifican su aplicacion para la
produccion de biomasa con fines farmacoldgicos. Las mismas, estan dadas por la
posibilidad de producir grandes cantidades de biomasa en condiciones ambientales
controladas en cualquier época del afio; mientras que, la cosecha en condiciones de
campo se realiza en el segundo afo del ciclo de vida de la planta antes de la floracion.
Ademas la biomasa esta libre de contaminantes y se obtiene una produccion uniforme
gue garantiza la calidad del compuesto. El proceso de extraccion puede ser mas
simple, rapido y eficiente comparado con la extraccion a partir de plantas cultivadas en
condiciones de campo. Hasta el momento, no se describe en la literatura el empleo de
los SIT en el género Digitalis y este constituye el primer informe para la

produccion de biomasa y cardendlidos (Plant Cell Tissue and Organ Cult 2009 99:151-
156 FI 1,271).

Incremento de la produccién de cardendlidos mediante la adicion de elicitores en
brotes de Digitalis lanata en sistemas de inmersion temporal

En Digitalis se conoce que la sintesis de cardenodlidos ocurre como un mecanismo de
defensa de la planta ante el ataque de insectos (Wink, 2010). Esto hace que sea
posible incrementar la biosintesis de cardendlidos mediante ciertos factores que
causen estrés e induzcan dichos mecanismos. Se estudio el efecto del Chitoplant®,
Silioplant® y jasmonato de metilo en la produccion de biomasa y cardendlidos en
brotes de D. lanata en sistemas de inmersion temporal. Se demostré que fue posible
incrementar el contenido de cardendlidos en la biomasa producida. La mayor
acumulacion de lanatésido C se obtuvo con Chitoplant® (0,1 g.L-1), obteniéndose 316
Mg g-MS-1 y con Silioplant® (0,01 g.L-1) (310 pg g-MS-1), para un incremento de 2,2
veces comparado con el cultivo sin elicitar. La elicitacion de brotes en SIT resulté en un
estrés oxidativo caracterizado por un incremento en el contenido de peroxido de
hidrogeno y malondialdehido. Esto apunta a una relacion entre la peroxidacion lipidica,
contenido de perdxido de hidrogeno y acumulacion de lanatdésidos C. Como estrategia
para estimular la sintesis de metabolitos secundarios, la elicitacion ha tenido una
marcada aplicacién comercial en los ultimos afios. A esto se le adiciona, las ventajas
de los SIT que son obvias para este proposito ademas de permitir la variacion de las



condiciones de cultivo y que los elicitores sean afiadidos facilmente al medio de cultivo.
Ademas permitira el estudio de genes relacionados con la biosintesis de cardendlidos
mediante la evaluacién de la expresion de los mismos ante el efecto del elicitor. El
empleo simultdneo de estas dos estrategias, es una variante muy atractiva para la
biosintesis y acumulacién de cardendlidos en el género Digitalis. (Plant Cell Tissue and
Organ Cult 2012 110:153-162 FI 3,633).

Transformacién genética de D. purpurea mediada por Agrobacterium tumefaciens
El presente estudio describe un protocolo eficiente de regeneracién via organogénesis
indirecta a partir de explantes foliares y transformacion genética mediada por
Agrobacterium tumefaciens en Digitalis purpurea L. Se determinaron las
concentraciones minimas inhibitorias de geneticina (70 mg.L-1) y de higromicina B
durante la formacién de callos (12 mg.L-1) y esta ultima en la multiplicacién de brotes
(75 mg.L-1). Se transformaron segmentos de hojas con las cepas EHA105 y C58C1-
pMP90, con el plasmidio pTJK136 que contenia los genes nptll y uidA. Con ambas
cepas se obtuvieron altos niveles de expresion transitoria del gen uidA, aunque sin
diferencias significativas entre ellas. Sin embargo, a partir de la transformacion con la
cepa C58C1-pMP90 la formacion de callos y la regeneracion de plantas fueron
significativamente mayores respecto a la EHA105. La presencia de los transgenes fue
detectada en las lineas de plantas regeneradas mediante PCR y se confirmd la
integracion estable del gen nptll mediante la hibridacion de Southern. Se obtuvo un
promedio de 6,91 lineas transgénicas por explante inicial inoculado con la C58C1RifR
(pPMP90). Hasta la fecha, se han publicado muy pocos trabajos acerca de la
transformacion genética en el género Digitalis y este es el primer protocolo descrito en
D. purpurea. El protocolo para la transformacion genética descrito podra contribuir a
estudios funcionales para un mejor entendimiento de las rutas biosintéticas y la
ingenieria metabdlica de los cardendlidos para el desarrollo de genotipos de alta
productividad. En el futuro, se requerira de estudios relacionados con los mecanismos
de sintesis de cardendlidos e identificacion de enzimas especificas que permitan un
incremento en la eficiencia de las alternativas estudiadas. (Biotecnologia vegetal 2008,
8: 115-118; Biotecnologia Vegetal 2013, 13:23-31; Journal Biotechnology 2010
Supplement 1. DOI: 10.1016/j.jbiotec.2010.09.722 (FI 3,05); Plant Biotechnology
Reports DOI 10.1007/s11816-014-0329-0 (FI 1,59).
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La novedad e impacto cientifico de los resultados

Novedad Cientifica:

Se describe el empleo de los sistemas de inmersion temporal para la produccién de biomasa y
de cardendlidos en Digitalis purpurea L. y D. lanata, el cual constituye el primer informe hasta el
momento a nivel internacional para el género. Ademas, se demuestran las potencialidades de
los mismos como alternativa al cultivo en condiciones naturales. También se informa por
primera vez resultados acerca del empleo de elicitores para estimular la sintesis de
cardendlidos en brotes cultivados in vitro de D. lanata en sistemas de inmersion temporal. Se
describe el primer protocolo para la transformacion genética mediada por Agrobacterium
tumefaciens en Digitalis purpurea, resultados sin precedentes en la literatura cientifica que
pudieran emplearse en programas de mejoramiento genético de esta especie para aumentar la
produccion de cardendlidos.

Beneficios alcanzados: Se establecié un método para la produccion de biomasa a partir de
brotes de Digitalis basado en sistemas de inmersion temporal y el uso de la elicitacion que
servirAn de base para los procesos de sintesis y acumulacion de metabolitos de interés
farmacéutico. El protocolo para la transformacion genética mediado por Agrobacterium
tumefaciens descrito puede emplearse en estudios funcionales de genes especificos de la ruta.
También constituyen una herramienta Gtil como modelo experimental para el estudio de la
biosintesis de cardendlidos. Estos estudios contribuirdn a un mayor conocimiento de las rutas
metabdlicas e identificacion



de nuevos genes y enzimas que la regulan y por consiguiente lograr un mayor incremento de la
produccion in vitro de cardendlidos. A su vez, las estrategias desarrolladas pudieran
combinarse para lograr un incremento en la produccion de cardendlidos en el género Digitalis y
podran ser empleadas para el desarrollo de tecnologias para la produccion in vitro de
cardendlidos a escala comercial. En Cuba, las enfermedades cardiovasculares afectan la
calidad de vida de un sinnumero de cubanos y constituyen la segunda causa de muerte en el
pais.

Actualmente se consideran los digitalicos la tercera linea de tratamiento de la Insuficiencia
Cardiaca Sistdlica. Si tomamos en cuenta que en el pais el 13,1% de la poblacion esta
constituida por gerontes y a ellos agregamos el aumento de la esperanza de vida, es posible
plantear que estos medicamentos seguiran teniendo un uso frecuente en la poblacién. Su
sintesis por via quimica es inviable, de manera que las estrategias se han visto restringidas al
aumento de la productividad de las plantas y pudiera tenerse en cuenta para la sustitucion de
importaciones. La obtencién de genotipos de Digitalis con elevada produccién de glucésidos
cardiotonicos mediante el cultivo in vitro, facilitaria la produccién de estos compuestos en
condiciones controladas en un tiempo relativamente corto y a través de una tecnologia limpia.
De esta manera se evitan los riesgos de la produccién en campo y se incrementa la calidad,
uniformidad y rendimiento del producto. Permitiria ademas establecer sistemas de produccion
definidos con estricto control de la calidad, asi como disponer del producto independientemente
de los cambios ambientales.
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