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RESUMEN

Digitalis purpurea L. produce glicésidos cardioténicos, como digoxina y digitoxina, los cuales se utilizan para el
tratamiento de enfermedades cardiacas. Los estudios gendmicos en esta especie se han visto limitados por la
ausencia de un sistema de transformacion genética eficiente. Uno de los primeros pasos para establecer una
tecnologia de transformacion es la obtencion de un método y agente para seleccionar células transformadas de
las no transformadas. En el presente estudio, se determind la concentracidon minima inhibitoria de Geneticina G-
418 en la formacién de callos en segmentos de hojas de esta planta. Ademas, se evalu6 el efecto de las
concentraciones entre 10-50 mg.I" en los segmentos de hojas, para lo que se desarrollé6 una escala evaluativa
basada en el porcentaje de tejido que no formo callo. Ningun explante formé callos cuando los fragmentos de
hojas fueron cultivados con una concentracion de 50 mg.I"' de Geneticina G-418, por lo que se considerd esta
concentracion como la minima inhibitoria y fue seleccionada para futuros trabajos de transformacion genética en
esta especie.
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ABSTRACT

Digitalis purpurea L. produces cardiatonic glycosides such as digoxin and digitoxin, which are widely used for
congestive heart failure. Genomic studies in this specie are limited because there is not an efficient genetic
transformation system. One of the first steps to launch a transgene technology is to obtain the method and agent to
select transformed out of non-transformed cells. In the current study, the Geneticin G-418 minimal inhibitory
concentration was determined for leaf explants on callus formation. Besides, the effect of concentrations of this
antibiotic between 10 and 50 mg.I"' on leaves fragments was evaluated. An evaluation scale, taking into account the
percentage of the explants which did not form callus, was proposed. No explant developed callus when leaves
fragments were cultured at 50 mg.I"".This concentration was considered as the minimal inhibitory and was selected
for future works on genetic transformation.
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INTRODUCCION genes de interés en plantas. La transformacion

genética implica una serie de pasos: disponer de un
Digitalis purpurea L., es una de las plantas método eficiente de regeneracion de plantas, una
medicinales mas famosas en la historia de la metodologia de transferencia de acido

humanidad y se conocen sus propiedades en el desoxirribonucleico (ADN) y un sistema de seleccion
tratamiento de la insuficiencia cardiaca congestiva de células o tejidos transformados para cada una de
(Schwinger et al., 2003). Contiene metabolitos las fases del proceso de regeneracion.

secundarios de interés farmacoldgico, entre los mas
importantes se destacan la digitoxina y la digoxina En la tecnologia de transformacion genética de

de marcada actividad cardiotonica (Cowan, 2004). plantas se ha adoptado, generalmente, el uso de
Sin embargo, poco se conoce acerca de los marcadores de seleccion como herramienta
mecanismos que regulan la biosintesis de estos indispensable para regenerar plantas transgénicas.

compuestos. Solamente en esta especie se han En los casos en que la frecuencia de transformacion
aislado y caracterizado dos genes que estan en la de las células vegetales es baja, la probabilidad de
ruta biosintética de los cardendlidos a nivel obtener plantas transgénicas sin el uso de
molecular, ambos codifican para la progesterona 55- ~ marcadores de seleccion también es baja (Miki y
reductasa (P5aR) (Gavidia et al., 2002; 2007). Los ~ McHugh, 2004). Es por esto, que una seleccion
estudios de gendmica funcional de esta especie se eficiente aumenta los eventos de transformacion y

han visto limitados en parte por la carencia de un ~ POr €nde existe una mayor probabilidad de
sistema de transformacion eficiente, el cual esuna  "€generacion de plantas transgenicas (Ballester et

herramienta poderosa para elucidar la funcion de &l 2008). Uno de los marcadores de seleccién mas
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utilizados es el aminoglicésido 3’-fosfotransferasa ll,
también conocido como neomicin fosfotransferasa Il
(NPTII). Este fue el primer marcador de seleccion
utilizado en plantas (Bevan et al., 1983; Fraley et
al., 1983; Herrera-Estrella et al., 1983). NPTII cataliza
la fosforilacion ATP-dependiente del grupo 3’-hidroxil
de la porcion amino-hexosa de ciertos
aminoglicésidos como son neomicina, kanamicina,
geneticina (G418) y paranomicina. Segun Miki y
McHugh (2004), NPTII pertenece al grupo de los
marcadores de seleccién positivos condicionales,
debido a que permite el crecimiento de los tejidos
transformados con la condicion de que exista un
sustrato, en este caso los antibidticos antes
mencionados.

En D. purpurea solamente se ha informado la
transformacion genética por Saito et al. (1990),
quienes utilizaron Agrobacterium rizhogenes para la
transferencia del ADN foraneo a discos de hojas de
esta planta y la posterior obtencién de raices
transgénicas. Estos autores no aplicaron seleccion
durante este periodo y solo después de formadas la
raices las transfirieron a un medio de cultivo selectivo
con kanamicina, lo que trajo como consecuencia que
solo siete clones expresaran los genes introducidos.
Ademas, estos autores no lograron regenerar plantas
completas. En el Instituto de Biotecnologia de las
Plantas se trabaja en el desarrollo de un protocolo
para la obtencion de plantas de D. purpurea a partir
de discos de hojas, el cual se basa en la formacion
de embriones somaticos y la regeneracion de plantas
a partir de estos, como un primer paso para el
desarrollo de un protocolo de transformacién genética
de D. purpurea. El objetivo de este trabajo fue
determinar la concentracién minima inhibitoria de
geneticina (G418), en el proceso de formacion de
callos embriogénicos de Digitalis purpurea L., para
su posible uso como agente selectivo en la
transformacién genética de esta especie.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron fragmentos de hojas procedentes de
plantas in vitro de aproximadamente 1 cm?, los
cuales fueron colocados en el medio de cultivo
compuesto por las sales propuestas por Murashige
y Skoog (1962) (MS), 4 mg.I"" de tiamina; 100 mg.I"*
de mio-inositol, 4.5 uyM de é&acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), 3.0% de sacarosay 3.0
g.I'" de Gelrite (Duchefa). El pH fue ajustado a 5.8
previo a la esterilizacion por autoclave. La solucion
del antibiético geneticina (G418, Duchefa), que fue
preparada a 50 mg.ml'y esterilizada por filtracién,
se adiciono posterior a la esterilizacion, cuando la
temperatura del medio de cultivo estaba entre 40-
45°C. Las concentraciones utilizadas fueron 0, 10, 20,
30, 40 y 50 mg.I". Cinco explantes fueron colocados
en cada frasco de vidrio de 250 ml de capacidad, con
30 ml de medio de cultivo. Por cada tratamiento se
utilizaron 35 explantes, los cuales fueron subcultivados
cada dos semanas a medio de cultivo fresco con
antibiotico. Alas ocho semanas se evalud el numero
de explantes que formaron callos.

El procesamiento estadistico de los datos se realizé
con el programa para analisis de datos STATISTICA
version 7. Se realizé una comparacion de rangos
multiples mediante la prueba no paramética de
Kruskal-Wallis.

RESULTADOS Y DISCUSION

Al realizar la evaluacion visual de los explantes se
apreciaron diferentes respuestas con respecto al area
de este que formod callos. Para facilitar esta
evaluacion del efecto de las concentraciones de
Geneticina en la formacién de callos a partir de
explantes foliares, se elabor6 una escala descriptiva
de grados. En esta se tuvo en cuenta el area de los
explantes que no form¢ callos (Tabla 1).

Tabla1. Escala descriptiva para evaluar el efecto de Geneticina G418 durante la formacién de callos a partir de

explantes foliares de Digitalis purpurea L.

Area dé explante que no formé callos (%)

0-25 25-50
(Grado 2)

>50 100
(Grado 3)
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En las primeras 48 horas comenzaron a aparecer
los primeros sintomas en los explantes de los
tratamientos con 30, 40 y 50 mg.I"" de Geneticina
en el medio de cultivo. Se observaron pequefias
zonas cloréticas en los bordes externos y después
de una semana esta decoloracion se extendio, se
tornaron flacidas y al cabo de las cuatro semanas
ya tenian aspecto necrético. En el control no
tratado con Geneticina G418, todos los explantes
formaron callos transcurrido este tiempo.

A las ocho semanas de cultivo, con la
concentraciéon de 10 mg.I"", ocho explantes no
formaron callos (22.86%), ocho tenian afectacion
parcial del tejido (grado 3) (22.86%) y cinco con
grado 2 (14.28%), solo 14 explantes formaron
callos sin afectaciones visibles (40.00%), para un
promedio de grado de afectacion de 2.29.

La concentracion de 20 mg.I"" aumenté el dafio
sobre el tejido foliar, con 3.69 grado de afectacion
promedio. En 30 y 40 mg.l"" solamente dos
explantes (5.71%) formaron callos en cada
tratamiento (grado de afectacion promedio de 3.94)
y no difiri6 estadisticamente con 50 mg.I"" de
Geneticina G-418 (4.00) (Tabla 2).

La Geneticina G418 ha sido referida como muy
efectiva como agente de seleccién en cana de
azucar (Saccharum spp.hibrido) (Elliot et al.,
1999), cebolla (Allium cepa L.) (Eady et al.,
2000) y sorgo (Sorghum bicolor) (Tadesse et al.,
2003). Ademas, concentraciones bajas de
Geneticina G418 (10 mg.I'") fueron efectivas para
inhibir la regeneracion de brotes no
transformados de Citrus aurantifola Swing (Pefia
et al., 1997).lgualmente, este antibiético (50
mg.I"") ha sido utilizado para la seleccién de
células transformadas de banano cv. Three Hand
Planty (Musa AAB) (Remy et al., 2005). Sin
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embargo, la Geneticina G-418 no ha sido efectiva
para la seleccion en Zea mays (Spencer et al.,
1990) y palma aceitera (Elaeis guineensis Jacq.)
(Parveez et al., 1996). En este ultimo caso la
variacion de la sensibilidad a este antibiotico
como agente de seleccion podria deberse a
diferentes niveles de resistencia endégena de
los tejidos de genotipos especificos (Parveez et
al., 1996).

Sreeramanan et al. (2006) informan, ademas, el
empleo de Geneticina G-418 en el cultivo de brotes
de banano (Musa spp.). Estos autores observaron
mortalidad en el 100% de los brotes cultivados con
100 mg.I"en medio de cultivo semisdlido y 50 mg.I'en
medio de cultivo liquido. Estas concentraciones
fueron seleccionadas como minimas inhibitorias.

Los tratamientos con 30, 40 y 50 mg.I"" de
Geneticina G418 no difirieron estadisticamente
entre si, pero solo con la concentracién de 50
mg.I"" se logré el 100% de mortalidad de los
explantes. Esto garantizaria en un experimento
de transformacioén, que solamente las células
transformadas tengan la capacidad de formar
callos en un medio de cultivo con este agente
selectivo.

Teniendo en cuenta estos resultados se selecciono,
para el proceso de formacion de callos
embriogénicos a partir de fragmentos de hojas de
plantas de Digitalis purpurea L. cultivadas in vitro,
la concentracion minima inhibitoria de Geneticina
G418 de 50 mg.I"". Se recomienda utilizar esta
concentracién para los futuros trabajos de
transformacion genética en esta especie. Ademas,
la escala evaluativa elaborada puede servir de base
para futuros trabajos de seleccion en los cuales
se parta de segmentos de hojas para la formacion
de callos.

Tabla 2. Efecto de la adicién de Geneticina G418 en el medio de cultivo sobre explantes foliares de Digitalis

purpurea L. en la formacién de callos.

Geneticina- No. de No.de No. de No. de Media de Media de
G418 explantes explantes explantes explantes grado de Rangos
(mg.I'1) Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4 afectacion
Control 35 0 0 0 1.00 25.00d

10 14 5 8 8 229 65.43c¢c
20 0 0 11 24 3.69 119.49 b
30 0 0 2 33 3.94 139.54 a
40 0 0 2 33 3.94 139.54 a
50 0 0 0 35 4.00 144.00 a

Medias con letras distintas en un misma fila difieren significativamente para p<0.05 segln la comparacion multiple

basada en la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.
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