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RESUMEN

El género Digitalis es de especial interés gracias a las propiedades terapéuticas de sus metabolitos
secundarios, conocidos genéricamente como cardendlidos. Estos son empleados en el tratamiento de
enfermedades cardiovasculares y recientemente se han descrito sus propiedades anticancerigenas y
antivirales dando respuesta a las principales causas de muerte a nivel mundial. Sin embargo, la produccion
en campo requiere de dos afos para la obtencion de semillas y ademas la variacion de las condiciones
ambientales influye en el contenido de cardendlidos. Por estas razones y las ventajas que ofrece el
cultivo in vitro es que su produccion mediante técnicas biotecnolédgicas ha sido objeto de estudio. La
organogénesis ha arrojado resultados positivos, los cuales motivaron la realizacion del presente trabajo.
El objetivo fue presentar una revision de literatura cientifica en torno a la regeneracion via organogénesis
en el género Digitalis, con atencion especial a los factores que han determinado el éxito en la consecucion
de dicho proceso morfogenético.
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In vitro organogenesis in Digitalis genus

ABSTRACT

The genus Digitalis have special interest due to the therapeutic properties of its secondary metabolites,
known generically as cardenolides. These compounds are commonly used in the treatment of cardiovascular
disease. Moreover, anticancer and antiviral properties have been described recently. However, field production
of this plant requires two years to obtain seeds and also changes in environmental conditions influencing the
cardenolide content. For these reasons and the advantages of in vitro culture techniques have been studied.
Organogenesis has shown very positive results, which led to the realization of this work. The aim was to
present a review of the scientific literature about regeneration via direct and indirect organogenesis in Digitalis
genus, with particular attention to the factors that have determined the success in achieving this morphogenetic
process and its possible applications.
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INTRODUCCION desde ese entonces se han usado con fines

farmacéuticos (Wu et al., 2012). Estas
A finales del siglo XVIII el médico britdnico producen un arsenal de metabolitos
William Withering descubrié propiedades  secundarios conocidos genéricamente como
terapéuticas en plantas del género Digitalis, cardendlidos para los cuales el hombre ha
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encontrado numerosos usos terapéuticos.
Entre ellos, en enfermedades cardiovasculares
(Feussner y Feussner, 2010), contra lineas
celulares cancerigenas por su actividad anti-
proliferativa y apoptética (e.g., mama, préstata,
melanoma, mieloma, pancreas, pulmén,
leucemia, neuroblastoma, y adenocarcinoma
renal) y la inflamacién de pulmén en la fibrosis
quistica (Elbaz et al., 2012; Kreis et al., 2015).
En los ultimos afios ademés se han empleado
como antivirales y se ha descrito su uso
potencial en el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas (Kreis et al., 2015). Las
propiedades medicinales de estas plantas dan
respuesta a las principales causas de muerte
a nivel mundial (cancer y enfermedades
cardiovasculares). Es por ello, que el desarrollo
de estrategias biotecnolégicas que permitan
aumentar su produccidon es una necesidad
actual (Sales et al., 2011).

El género Digitalis se encuentra extendido por
diferentes regiones geogréficas como: Europa
occidental, el mediterrdneo, el noroeste de
Africa y se ha naturalizado en otras regiones
subtropicales y templadas de Europa, Asia,
Ameérica del Sur, Canadéa, Estados Unidos
(Warren, 2005). Sin embargo, a pesar de su
amplia distribucion, la produccién de
metabolitos secundarios varia
considerablemente en condiciones de campo,
donde varios factores ambientales condicionan
esta respuesta. Ademas, es afectada por la
variabilidad de los caracteres morfofisiol6gicos
asociados a su produccion debido a la gran
capacidad de hibridacion de estas plantas
(Sales etal., 2011).

El cultivo in vitro de plantas de interés
farmacéutico para el hombre, ha cobrado auge
durante las Ultimas décadas. Esto se debe a
sus ventajas, sobre todo por constituir una via
efectiva para producir un gran nimero de
individuos en un tiempo relativamente corto
comparado con los métodos convencionales
de cultivo (Mohammed et al., 2015). Al mismo
tiempo se puede lograr uniformidad del cultivo
y aumento del rendimiento, con una produccion
continua durante todo el afio, bajo condiciones
ambientales controladas y optimizadas
independientemente del climay de la ubicacién
geografica (Vanisree y Tsay, 2007). Por lo cual,
el cultivo in vitro pudiera constituir una
alternativa prometedora que permitiria
estandarizar y satisfacer las demandas
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productivas del género en la industria
farmacéutica. La produccién in vitro del género
Digitalis es muy importante al considerar que
son plantas bianuales y la obtencién de semillas
tardan dos afios después de plantadas
(Mohammed etal., 2015).

En este campo se han realizado un gran
namero de investigaciones, mediante diversas
estrategias biotecnoldgicas: la embriogénesis
somatica (Lindemann y Luckner, 1997),
sistemas de inmersién temporal (Pérez-Alonso
et al., 2009; Pérez-Alonso et al., 2012), la
adicion de precursores y elicitacion (Patil et al.,
2013; Pérez-Alonso et al., 2014a) y la
organogénesis (Hagimori et al., 1982; Pérez-
Bermudez et al.,, 1984; Cacho et al., 1991,
Fatima et al., 2009; Corduk y Aki, 2010; Gurel
et al., 2011; Verma et al., 2011a,b; Patil et al,,
2013; Karimi y Kazemitabar, 2013; Li et al.,
2014; Pérez-Alonso et al., 2014b; Yicesan et
al., 2014; Kreis et al., 2015; Mohammed et al.,
2015). Esta dltima ha arrojado resultados
positivos, los cuales motivaron la realizacion
del presente trabajo, cuyo objetivo fue presentar
unarevision de literatura cientifica entorno a la
regeneracion via organogénesis en el género
Digitalis, con atencién especial a los factores
gue han determinado el éxito en la consecucién
de dicho proceso morfogenético.

METODO DE REGENERACION IN VITRO:
ORGANOGENESIS

Los métodos de regeneracion in vitro podrian
lograrse en todas las especies de plantas, si
se proveen las condiciones ambientales, se
selecciona el explante y el medio de cultivo
apropiados (George y Debergh, 2008).

La organogénesis, uno de los principales
métodos de regeneracion de plantas, puede
clasificarse en indirecta y directa. La primera
tiene lugar cuando la formacién de brotes ocurre
mediante una fase intermedia de formacion de
callos, mientras que la organogénesis directa,
consiste en la propagacién a partir de
explantes, sin fases intermedias de callo
(George y Debergh, 2008). Este proceso
morfogenético se induce artificialmente por
medio de reguladores del crecimiento (RC).
Generalmente se emplean auxinas como:
acido naftalenacético (ANA), acido indolacético
(AlA), acido indol-3-butirico (AIB), 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) y citoquininas como
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bencilaminopurina (6-BAP), zeatina, kinetina y
tidiazuron (TDZ) (Machakova et al., 2008). La
respuesta in vitro puede variar debido a
multiples factores, entre ellos: el contenido
enddégeno y la biodisponibilidad de RC, la edad
fisiol6gica del explante, asi como la especie en
estudio.

La organogénesis indirecta es un proceso
morfogenético explorado en el género Digitalis,
se halogrado en D. obscura (Pérez-Bermudez
etal., 1984), D. purpurea (Hagimori etal., 1982;
Pérez-Alonso et al., 2014b), D. lanata (Fatima
et al., 2009), D. lamarkii (Verma et al., 2011b,
Ylcesan et al., 2014), y recientemente en D.
mariana (Kreis et al., 2015). Mientras que la
organogénesis directa se ha desarrollado con
éxito en D. thapsi (Cacho et al., 1991), D.
trojana (Corduk y Aki, 2010), D. davisiana (Gurel
et al., 2011), D. lamarkii (Verma et al., 2011a),
D. nervosa (Karimi y Kazemitabar, 2013), D.
purpurea (Patil et al., 2013; Liet al., 2014) yen
D. cariensis (Mohammed et al., 2015). Para
su obtencién se han empleado diferentes
condiciones de cultivo in vitro, explantes y RC.
En el presente trabajo se realiza un breve
analisis de algunos resultados cientificos de
esta linea de investigacion.

Material vegetal inicial

La adecuada seleccion del explante inicial
marca el éxito en el cultivo de tejidos. Los
principales tipos de explantes usados para el
desarrollo de protocolos para la regeneracion
de plantas tanto por organogeénesis directa
como indirecta en Digitalis han sido: segmentos
radicales, foliares, nodales, hipocotilos y los
explantes denominados FBT (del inglés:
flamingo bill-type) por autores como Gurel et
al. (2011) y Mohammed et al. (2015). De ellos
los ma&s empleados han sido los segmentos
foliares. Estos se obtienen de plantas formadas
de semillas germinadas in vitro o explantes ex
vitro como yemas o segmentos foliares. Sin
embargo, cada proceso morfogenético y
especie vegetal tiene sus particularidades.

Organogénesis indirecta

Para lograr la organogénesis indirecta en
investigaciones donde se ha comparado el
potencial regenerativo de varios tipos de
explantes incluyendo el segmento foliar, se ha
concluido que estos tejidos son menos
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sensibles a los reguladores del crecimiento que
los radicales, hipocaotilos y cotiledonales (Pérez-
Bermudez et al., 1984). Estos resultados han
sido confirmados en D. davisiana, donde,
ademas, se ha comprobado la eficiencia
regenerativa de los explantes FBT (Gurel et al.,
2011). Estos autores sugieren que unavez que
los meristemos son eliminados de los tejidos
jévenes, el desarrollo de brotes ocurre en el
explante en el cual las células regenerativas
reciben los RC y nutrientes requeridos para su
diferenciacion.

En D. mariana, las raices se consideran como
los explantes mas favorables para la formacion
de callos y posterior regeneracidon de brotes
(Kreis etal., 2015). Sin embargo, para D. lanata
se han informado resultados contrastantes. En
esta especie los segmentos foliares se
consideraron ideales para el cultivo in vitro por
su alto poder regenerativo, al compararlos con
tallos, hipocotilos y raices (Fatima et al., 2009).
Los segmentos foliares también han sido
efectivos en D. purpurea (Pérez-Alonso et al.,
2014b) y D. lamarckii (Yucesan et al., 2014).
Evidentemente la morfogénesis tiene un
fundamento genotipico y la respuesta diferencial
del material vegetal de partida va a estar
condicionada por esto. Cada especie presenta
respuestas diferentes bajo las mismas
condiciones de cultivo.

Organogénesis directa

En la organogénesis directa los principales
materiales vegetales de partida utilizados han
sido segmentos foliares en diversas especies
e.g., D. trojana (Coérduk y Aki, 2010), D.
lamarckii (Verma et al., 2011a), D. purpurea
(Lietal., 2014). Patil etal. (2013) describieron
los segmentos nodales como los mas
efectivos para la regeneraciéon de plantas en
D. purpurea. Mientras que en D. thapsi la
mejor respuesta la obtuvieron con hipocotilos,
superior a la obtenida con explantes foliares
y radicales (Cacho et al., 1991). Estos
resultados coinciden con los referidos por
Karimiy Kazemitabar (2013) en D. nervosa,
los cuales definieron el hipocotilo como el
mejor explante para lograr la organogénesis
directa, independientemente de las
concentraciones de los reguladores de
crecimiento estudiados. Estos resultados
fueron similares en D. davisiana donde
identificaron a los hipocotilos ylos FBT como
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los mejores explantes para la regeneracién
(Gurel et al., 2011). En D. cariensis estos
ultimos (FBT) fueron los Unicos que permitieron
la obtencién de brotes (Mohammed et al.,
2015), mientras que los hipocotilos, los
segmentos cotiledonales asi como las raices
fueron ineficientes en el desarrollo de la
organogénesis directa.

A través de estos ejemplos se comprueba una
vez més que cada genotipo, fuente de explante
y fase de desarrollo de este Ultimo determinan
la respuesta morfogenética in vitro. Cada tipo
de explante ademas de expresar una respuesta
diferencial parece tener umbrales de
sensibilidad diferentes (Cacho et al., 1991).

Los resultados informados en las diferentes
especies del género Digitalis corroboran la
importancia del genotipo y el tipo de explante
en interaccién con los reguladores del
crecimientoy nutrientes empleados en el medio
de cultivo para lograr la organogénesis.

Efecto de la composicién del medio de
cultivo

En la literatura cientifica se ha descrito el efecto
de los elementos del medio de cultivo basal
sobre la respuesta morfogenética. Cada uno
de ellos influye de manera coordinada sobre el
ciclo celular y por tanto son responsables de
los fendbmenos observados durante el cultivo
in vitro (George y Debergh, 2008). En el género
Digitalis, el elemento mé&s estudiado por su
importancia ha sido el efecto de los RC sobre
la morfogénesis.

Las auxinas y citoquininas son RC
importantes en el crecimiento y la
morfogénesis en el cultivo de tejidos y
o6rganos de plantas. Gracias a los efectos
fisiol6gicos de los RC, es posible inducir
respuestas morfofisiolégicas de interés
durante el cultivo in vitro. Esto se debe a su
influencia sobre el ciclo celular. La combinacion
de auxinas con citoquininas promueve
procesos como la formacién y el crecimiento
de callos, suspensiones celulares, 6rganos
entre otros (Machakova et al., 2008).

En el género Digitalis se describe el empleo de
ambos tipos de RC durante los procesos de
organogénesis directa e indirecta que a
continuacion seran referidos.
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Organogénesis indirecta

En la organogénesis indirecta se han utilizado
para la formacion de callos auxinas como AlA
(Hagimori et al., 1982) y 2,4-D (Pérez-Alonso
et al., 2014b) ambos trabajos en D. purpurea
para lograr la formacién de callos. Sin embargo,
un numeroso grupo de investigadores apunta
gue la combinacién de auxinas y citoquininas
durante este proceso es mas efectiva en varias
especies del género y se destaca que se
requiere en todos los casos estudiados de una
alta relaciéon citoquinina/auxina (Pérez-
Bermuadez et al., 1984; Fatima et al., 2009;
Verma etal., 2011b; Yiicesan et al., 2014, Kreis
etal., 2015).

Por ejemplo, en D. obscura se comprob6 que
las auxinas 2,4-D y ANA promueven la
formacion de callos que al ser combinadas con
6-BAP se obtiene un mejor resultado en el
proceso morfogenético (Pérez-Bermudez et
al., 1984). En este trabajo la formacion de
brotes se logré solamente con la combinacién
de ANA y 6-BAP, cuando la proporcién de la
citoquinina fue mayor que la de auxina. Los
autores refieren que una vez obtenidos los
callos, fueron transferidos a un medio de cultivo
sinreguladores del crecimiento donde el 50.0%
formd brotes. Resultados similares en D. lanata
demostraron que el uso de ANA fue estimulo
suficiente para la formacion de callos, sin
embargo cuando se empled en combinacién
con 6-BAP igual que en el caso anterior, este
proceso fue mas efectivo (Fatima et al., 2009).
No obstante, para la formacion de brotes, la
adicién de 6-BAP al medio de cultivo fue
suficiente y el nUmero de brotes se incrementé
con la concentracién de citoquinina. Estos
autores, ademdas, comprobaron que la
presencia de carbohidratos (sacarosa,
maltosa, fructosa y glucosa) en el medio de
cultivo influye en la produccién de callos y en el
potencial de regeneracion.

Por otra parte, en D. lamarckii fue efectiva la
combinacion de ANA con 6-BAP en
proporciones casiiguales para la formacion de
callos (Verma et al., 2011b), mientras que el
balance hacia las citoquininas fue el detonador
para la formacion de brotes. El aumento de la
concentracion de citoquininas, informaron
estos investigadores, fue proporcional a la
produccion de brotes, de modo que en solo seis
semanas estos alcanzaron de 1.5-2.0 cm de



Biotecnologia Vegetal Vol. 15, No. 4, 2015

longitud. Por otro lado, Pérez-Alonso et al.
(2014b) desarrollaron un protocolo de
regeneracion via organogénesis indirectaen D.
purpurea. En este, los autores describen que
la formacién de callos se logré con el empleo
de 2,4-D y que la adiciéon de 6-BAP tuvo un
efecto negativo en este proceso; mientras que
al combinar 6-BAP con AIA lograron la
formacién de plantulas a partir de callos.

Combinar mas de una auxina con citoquinina
también ha sido una estrategia positiva. Tal es
el caso en D. mariana, especie endémica de
Portugal e importante por su contenido de
cardendlidos. Kreis et al (2015) desarrollaron
un protocolo de propagacién via organogénesis
indirecta para dicha especie. Estos autores
informan que la formacion de callos, se logré a
partir de explantes radicales en un medio de
cultivo con 2.0 mg I'* de kinetina, 10.0 mg I'* de
AlA y 0.3 mg I de 2,4-D. Bajo estas mismas
condiciones los explantes foliares mostraron
menor eficiencia. Ademas, con el objetivo de
obtener plantas completas a partir de los callos
usaron 6-BAP y AlA en medio de cultivo liquido.

La tabla 1 muestra las condiciones en las que
se ha desarrollado el proceso organogénico
indirecto en diferentes especies del género
donde la combinacion de auxinas con
citoquininas ha sido eficaz en numerosas
investigaciones.

Organogénesis directa

La organogénesis directa se ha logrado en el
género Digitalis también mediante el empleo de
auxinas y citoquininas. Se ha informado que el
proceso se puede lograr con citoquininas
solamente, por ejemplo con 6-BAP en D.
purpurea (Patil et al., 2013). No obstante,
numerosos trabajos concluyen que se obtienen
mejores resultados al combinar ambos
reguladores del crecimiento (Cacho et al.,
1991; Cordiuk y Aki, 2010; Gurel et al., 2011,
Verma et al.,, 2011a; Karimi y Kazemibatar,
2013; Patil et al., 2013; Li et al., 2014;
Mohammed etal., 2015).

En D. thapsi, Cacho et al. (1991) afiadieron las
auxinas 2,4-D, AIA y ANA a diferentes
concentraciones (0.1, 0.5, 1.0 y 2.0 mg I') por
separado. Concluyeron que el empleo de AIA
no indujo respuestas morfogenéticas en los
explantes foliares. Por otra parte, en los
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explantes radicales estas auxinas indujeron
primeramente hinchazén con posterior
necrosis; mientras que en los hipocotilos
indujeron la formacién de callos y raices. Sin
embargo, el empleo de 6-BAP indujo la
formacion de brotes. Este resultado se observo
en todos los explantes estudiados, en los
foliares hasta en el 50%, en los hipocotilos
hasta en el 45% mientras que en los radicales
esta respuesta fue inversa y disminuyé con la
concentracién del regulador con 13% como el
méximo valor alcanzado. Estos mismos
autores describen que al combinar ANA tanto
con 6-BAP como con kinetina result6 ser la
auxina mas efectiva para la regeneracién en
explantes foliares; mientras que la combinacién
de AIA con 6-BAP fue la mas efectiva para
explantes radicales e hipocotilos. Este
constituye otro ejemplo donde se puede
observar que la interaccion entre el material
vegetal de partida y las condiciones de cultivo
definen las respuestas morfogenéticas
observadas, que son ademas especificas para
cada genotipo.

El efecto positivo de la citoquinina TDZ en la
organogénesis directa en el género Digitalis ha
sido descrito por varios autores. Por ejemplo,
en D. davisiana, Gurel et al. (2011) observaron
gue dicho RC indujo organogénesis directa en
los explantes cultivados en presencia de todas
las concentraciones por ellos evaluadas (0.10,
0.25 y 0.50 mg IY) y aumenté el nimero de
brotes por explante. No obstante, en la literatura
cientifica se describe que el efecto del TDZ es
usualmente dependiente de las
concentraciones, lo que significa que bajas
concentraciones inducen la proliferacién de
brotes axilares mientras que altas
concentraciones inducen el desarrollo de
yemas adventicias (Yildirim y Tucker, 2009). En
este sentido, Mohammed et al. (2015) sugieren
gue el éxito en el proceso de regeneracién via
organogénesis directa en D. cariensis se debe
a la respuesta del explante FBT al TDZ en
combinacién con una auxina como el AlA. Estos
resultados son homoélogos a los descritos en
D. davisiana cuando se combiné TDZ con AlA
a 0.25 y 0.50 mg I''y obtuvieron via
organogénesis directa los mejores
rendimientos en cuanto a brotes por explante
(Gurel et al., 2011). Con esta combinacién
también obtuvieron el mayor niimero de brotes
por explantes en D. cariensis (Mohammed et
al., 2015).
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Por otra parte, en D. lamarckii se evalu6 el
efecto de varias citoquininas (6-BAP, kinetina,
zeatina y TDZ) y la combinacién de estas con
AIB durante la organogénesis directa (Verma
etal., 2011a). Tanto la zeatina como la kinetina
resultaron inefectivas para la regeneracion. Por
otra parte, el 6-BAP y el TDZ indujeron dicho
proceso morfogenético. La actividad de las
citoquininas, teorizan los autores, varia de
acuerdo con la tasa de absorcion, velocidad
de translocacion a los centros meristeméticos
y a determinados procesos metabdlicos en los
cuales las citoquininas pueden ser degradadas
0 conjugadas con azlicares o0 aminoacidos para
formar compuestos biolégicos inertes. El TDZ
resulté méas efectivo sobre todo cuando se
combin6 con AIB, lo cual fue atribuido a su
estabilidad en el medio de cultivo y a su
permanencia en los tejidos vegetales. Li et al
(2014) también usaron TDZ para la
regeneracion directa de D. purpurea y
observaron que al aumentar la concentracion
de TDZ de 0.1-1.0 mg I* se promovié la
formacion directa de brotes. En cambio, al
combinar el TDZ con ANAlos resultados fueron
los mejores.

Por su parte, Cordik y Aki (2010) en D. trojana
evaluaron el efecto sobre la regeneracion del
6-BAP y ANA, los que tuvieron mayor éxito
con 0.1 mg I*de ANA en combinacién con 3.0
mg It de 6-BAP. Conjuntamente extendieron el
tiempo de cultivo a 12 semanas y obtuvieron
un promedio de 28 brotes en el 32.0% de los
explantes. Al respecto, Karimi y Kazemitabar
(2013) en D. nervosa, a pesar de que usaron
las mismas condiciones de cultivo empleadas
por Corduk y Aki (2010), obtuvieron menor
rendimiento (6-9 brotes) durante cinco
semanas de cultivo.

Otro aspecto a considerar es el efecto de la
formulacion basal del medio de cultivo sobre la
organogénesis. En este sentido, Mohammed et
al. (2015) en la organogénesis directa en D.
cariensis concluyeron que la formulacion LS
(Linsmaier y Skoog, 1965) fue mas efectiva que
laMS (Murashige y Skoog, 1962) y la B5 (Gamborg
etal. 1968) y lo atribuyeron a la alta concentracion
de tiamina, caracteristica del medio. Estos
resultados coinciden con los obtenidos por Gurel
et al. (2011) quienes probaron el efecto de
diferentes formulaciones basales en la
organogénesis directa de D. davisiana. Este
grupo de investigadores comprobé que la
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formulacion LS, fue la mas efectiva en la
regeneracion, resultado que también atribuyen a
la alta concentracion de tiamina del medio
correlacionada con el vigor y la longevidad del
tejido cultivado durante la formacién de érganos.

De los resultados descritos en la literatura
cientifica en el género Digitalis se puede concluir
gue la respuesta a las condiciones de cultivo in
vitro depende en gran medida de la especie de la
gue se trate. Apesar de que se conocen algunas
respuestas inducidas por los RC, cada genotipo
determinala magnitud y ruta a seguir, sinimportar
gue el estimulo sea el mismo. Las tablas 1y 2
contienen un resumen de las condiciones mas
exitosas para la consecucién de la organogénesis
directa e indirecta respectivamente.

Enraizamiento in vitro

Durante los procesos de propagaciéon via
organogénesis en el género Digitalis se ha
estudiado el efecto de los RC en esta fase. Estos
organos se forman con facilidad durante el cultivo
in vitro independientemente del método de
regeneracion. Tal es el caso, que en varias
especies del género se ha notificado su formacion
en medio de cultivo sin necesidad de reguladores
del crecimiento (Cacho etal.,1991; Lietal., 2014).

Al respecto, Gurel et al. (2011) transfieren
plantas de D. davisiana regeneradas via
organogénesis directa, a medio de cultivo para
formaciéon de raices con auxinas, donde
evallan el efectode AIA(0.1 00.5mg Y) yAIB
(0.1 0 0.5 mg I'Y). En todos los tratamientos
incluso en los que no se utilizan auxinas
formaron raices, sin embargo el mejor tratamiento
fue 0.5 mg* de AIA, donde se produjo el mayor
namero de raices por brote (8.1). Este mismo
tratamiento fue empleado en plantas de D.
lamarckii regeneradas por organogénesis
indirecta, con un enraizamiento de mas del
90% (Verma et al., 2011b). De igual manera,
en D. cariensis Mohammed et al. (2015)
evalUan también el efecto de AIA ampliando el
rango de concentraciones (0.1,0.5y 1.0 mgI?).
El mayor nimero de raices por brote (5.6) se
obtuvo cuando se adicion6 al medio de cultivo
1.0 mgI*de AlAen un periodo de tres semanas.
Otras auxinas utilizadas para el desarrollo de
raices son AIAyANA. Al respecto, en D. purpurea
se comprob6 que aumentan la eficiencia del
mencionado proceso en solo cuatro semanas
(Patil et al., 2013).
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A pesar de la marcada influencia de los RC,
otra estrategia empleada para una adecuada
formacién y crecimiento de la raiz es un medio
de cultivo con bajo potencial osmético. Este se
logra disminuyendo los niveles de sales
inorgénicas (e.g. ¥4 0 %2 MS), pues es conocido
qgue altos niveles de las mismas inhiben la
formacion de raices. En plantas de D. purpurea
regeneradas via organogénesis directa se
obtuvo con éxito la formacién de raices en
medio de cultivo sin RC empleado % MS y
disminuyendo la sacarosa al 2% (Li et al.,
2014). Por su parte Corduk y Aki (2010) en D.
trojana implementaron una estrategia diferente
para el enraizamiento. Para ello trasplantaron
brotes regenerados a un medio de cultivo con
las sales MS y carbén activado 1.0% (m/v); lo
cual favorece notablemente el desarrollo de las
raices.

DESARROLLO DE LA ORGANOGENESIS
PARA LA PRODUCCION DE
CARDENOLIDOS

El desarrollo de técnicas biotecnoldgicas
comenzd en especies de Digitalis desde hace
varias décadas por el entusiasmo que
representaba la posibilidad de utilizar sus
facilidades para la produccion de cardendlidos.
Debido a su potencial farmacoldgico se han
realizado consistentes esfuerzos para dilucidar
las rutas biosintéticas que rigen la produccion
de los mismos aunque sigue siendo limitado el
conocimiento de dichas vias metabdlicas
(Kreis y Miiller-Uri, 2013). Segun Eisenbeif3 et
al. (1999) este proceso es basicamente
dependiente de la diferenciacion morfolégica,
lo que indica que es necesario desarrollar
métodos organogénicos.

Investigaciones realizadas en diferentes
especies del género Digitalis han
correlacionado el contenido de cardendlidos
con las diferentes condiciones de cultivo
estudiadas. Estas enmarcan el efecto de la luz,
de sales minerales, el pH del medio de cultivo,
adicién de precursores y con mayor
importancia el empleo de RC durante los
procesos de organogénesis (Hagimori et al.,
1982; Cacho et al., 1991; Gurel et al., 2011).

Hagimori et al. (1982) evalué el efecto de los
reguladores del crecimiento 6-BAP, AIA, ANAY
2,4-D sobre la formacion de digitoxina. De este
trabajo concluyen que el 6-BAP estimula la
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formacién de digitoxina a la vez que estimula
la formacién de brotes, sin embargo, una alta
concentracién (10 mg I') inhibe dicha
produccion aunque no afecta el crecimiento.
Lo mismo ocurre con el AlAy la produccion de
digitoxina, mientras a 10 mg I esta auxina
también inhibe el crecimiento. La produccién
de digitoxina se favorecié con 0.1 mg I de ANA.
Por otro lado las menores concentraciones de
2,4-D (0.01 mg I'Y) fueron las que estimularon
la produccion de este cardendlido. Finalmente
concluyeron que el grado de diferenciaciéon del
brote, fue paralelo al grado de produccion de
digitoxina. De modo que la concentracién de
RC que favorecio la organogénesis, favorecio
a su vez la produccion de digitoxina.

En D. davisiana la produccion de cardendlidos
(lanotosido C y digoxina) in vitro fue
correlacionada con la composicién nutricional
y de RC del medio de cultivo (Gurel etal., 2011).
La mayor acumulacién de digoxina se obtuvo
de la regeneracion en medio de cultivo LS 0 BS
con 0.5 mg It TDZ vy 0.25 mg I* de AIA,
produciéndose 12.59 y 11.93 mg gMS? de
digoxina, respectivamente. Estos autores
ademas destacan que se acumula mayor
contenido de cardenélidos en composicion total
de sales que reducidas a la mitad, lo cual
parece estar relacionado con la mayor cantidad
de nutrientes presentes en el medio de cultivo.
Respecto a los tratamientos con RC por ellos
evaluados concluyen que la combinacion de
auxina (ANA) con citoquinina (TDZ) fue mas
efectiva que el empleo de las mismas por
separado. En D. nervosa se comprobd de igual
modo que al combinar auxinas con citoquininas
(ANA y 6-BAP) para la regeneraciéon via
organogénesis directa, se favorece la
produccion de cardendlidos, no obstante los
mejores resultados se obtienen cuando la
proporcion de ANA es menor que la de 6-BAP
(Karimi y Kazemitabar, 2013).

Incorporar auxinas (ANA, AlAy 2,4-D) al medio
de cultivo promueve la acumulacion de
cardendlidos en D. purpurea. Sin embargo, un
medio de cultivo con 1.7 mg |1 6-BAP produce
los mejores resultados en la organogénesis
directa y en la acumulaciéon de cardendlidos
paralelamente (Patil et al., 2013). Mientras, en
D. nervosa durante la organogénesis directa,
la auxina ANA tuvo un efecto negativo sobre la
produccion de cardendlidos, mientras que la
citoquinina 6-BAP resulté positiva. Al combinar
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las méximas concentraciones de 6-BAP con
pequefias concentraciones de ANAlograron los
mejores resultados para la produccion de
cardendlidos y la organogénesis (Karimi y
Kazemibatar, 2013).

El contenido de cardendlidos en condiciones
de cultivo in vitro de manera general se ha
comportado con resultados inferiores a los
observados en campo, por lo que numerosas
investigadores han sugerido el empleo de
estrategias biotecnoldgicas que optimicen la
produccion bajo condiciones controladas. En
estos trabajos la organogénesis extiende sus
horizontes hacia aplicaciones que trascienden
la micropropagacién y albergan esperanzas
ante esta polémica.

APLICACIONES DE LA ORGANOGENESIS

La organogénesis directa e indirecta
constituye un método de regeneracion de
gran valor en varios géneros incluyendo
Digitalis. Su aplicacién méas antigua se ha
enmarcado en la propagacién masiva de
plantas convirtiéndose en una técnica
popular en la micropropagacién comercial. A
la vez, se ha extendido su uso para la
conservaciéon de germoplasma sobre todo en
especies endémicas del género que se
encuentran en peligro de extinciéon y que por
su importancia farmacoldégica lo requieren
como D. lamarckii (Verma et al., 2011hb).

Por otra parte, las investigaciones més
recientes describen el empleo de protocolos
de regeneracion via organogénesis en los
programas de mejoramiento genético
(Pérez-Alonso et al., 2014; Ylucesan et al.,
2014). Tal es el caso, que la literatura
cientifica refiere la necesidad de utilizarlos
en el desarrollo de la ingenieria metabdlica
donde la transformacién genética juega un
papel fundamental en el estudio de la
produccion de cardendélidos (Pérez-Alonso et
al., 2014; Kreis et al., 2015). Sin embargo,
las aplicaciones de la ingenieria metabdlica
en el estudio de las rutas biosintéticas de
metabolitos secundarios de interés se han
visto frustradas por los fracasos en los
procesos biolégicos basicos relacionados
con los métodos de regeneracion (Verpoorte,
2007). Por tanto, es de especial interés en la
comunidad cientifica el desarrollo de manera
eficiente de métodos de regeneracion.
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Hasta la fecha, en el género Digitalis existen
pocos estudios realizados en programas de
mejoramiento genético (Sales et al., 2007). En
D. minor se empledé un protocolo de
transformacién via A. tumefasciens, el cual
permitié introducir el gen foraneo de
Arabidopsis thaliana HMG1, clave en la ruta
del &cido mevaldnico. Estos autores
regeneraron las plantas via organogénesis y fue
posible obtener transformantes con mayor
produccioén de esteroles y cardendlidos aunque
en estos Ultimos no fueron tan exitosos.

Recientemente un grupo de investigadores
desarrollé otro protocolo de transformacién
genética en D. purpurea, para cuya
regeneracion de transformantes emplean un
protocolo de organogénesis directa (Li et al.,
2014). Ala par en esta misma especie también
se desarrollé un protocolo de transformacién
cuya regeneracién ocurre via organogénesis
indirecta (Pérez-Alonso et al., 2014). Ambos
autores describen su empleo para el desarrollo
de estrategias que permitan alcanzar un
incremento notable en el contenido de
cardendlidos asi como el estudio de las rutas
metabdlicas que rigen su biosintesis.

Hoy las aplicaciones de la organogénesis en el
género Digitalis trascienden la
micropropagacion y ademas de que han
brindado conocimientos de la morfogénesis,
estdn inmersas en programas de
mejoramiento genético. La produccion in vitro
de cardendlidos es una meta que se hace
alcanzable mediante la concurrencia de
alternativas biotecnolégicas. Mientras, la
organogénesis contindia siendo una necesidad
sin la cual dicho objetivo no podra ser posible.
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