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RESUMEN

Introduccién: Las plantas son fuentes de un gran nimero de metabolitos secundarios de
interés comercial que son usados en las industrias farmacéutica, alimenticia, de cosméti-
Lisset Gonzalez Navarro cos y como fuentes de numerosas sustancias de interés quimico. Objetivos: a) potenciar
Academia de Ciencias de Cuba. |5 pingintesis y acumulacion de cardendlidos: b) desarrollar un protocolo de propagacién
ta Habana, Cuba in vitro de D. purpurea; c) obtener plantas in vitro de Stevia rebaudiana Bertoni; d) comparar
Traductor  |as plantas de S. rebaudiana cultivadas in vitro con aquellas propagadas mediante corte de
Darwin A. Arduengo Garcia esquejes; y e) realizar una revisién sistematica sobre las estrategias biotecnoldgicas aplica-
Academia de Ciencias de Cuba. das a plantas que producen edulcorantes de alta intensidad y poseen actividad antidiabética
La Habana, Cuba  onmnrohada. Métodos: Se transformaron segmentos foliares de D. purpurea via Agrobac-
terium tumefaciens. Se estudio el efecto de combinaciones de reguladores de crecimiento
para la propagacion masiva de lineas élites de ambas especies. Se realizaron estudios de
las caracteristicas morfoldgicas y genéticas de las plantas propagadas in vitro. Se realizo
una revision sistematica de cuatro especies de plantas medicinales con efecto antidiabético.
Resultados: Se modificé la sintesis de cardendlidos en plantas transgénicas que expresan
el gen VEP1. Fue posible regenerar 18,9 brotes por segmento de hoja via organogénesis
directa. Se confirm¢ la estabilidad genética y produccion de metabolitos secundarios de las
plantas regeneradas. Se propuso un protocolo de propagacion in vitro de S. rebaudiana. Se
obtuvieron plantas propagadas in vitro con caracteres morfoldgicos homogéneos y mejor
estado fitosanitario. El andlisis critico de la bibliografia permitié proponer recomendaciones
para futuros estudios. Conclusiones: Se desarrollaron 2 protocolos de cultivo in vitro para
obtener plantas medicinales de forma estable y con una productividad uniforme de metabo-
litos secundarios. Se demostro la efectividad del empleo de estrategias biotecnolégicas para
potenciar la biosintesis de metabolitos secundarios de interés farmacologico.
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Biotechnological strategies to produce medicinal plants of
pharmacological interest

ABSTRACT

Introduction: Plants are sources of a large number of secondary metabolites of commercial
interest that are used in the pharmaceutical, food and cosmetic industries and as a source
of numerous substances of chemical interest. Objectives: a) to enhance the biosynthesis
and accumulation of cardenolides; b) to develop a protocol for the in vitro propagation of
D purpurea; c) to obtain in vitro plants of Stevia rebaudiana Bertoni; d) to compare S. re-
baudiana plants grown in vitro with those propagated by cuttings; and e) to carry out a sys-
tematic review on biotechnological strategies applied to plants that produce high-intensity
sweeteners and have proven antidiabetic activity. Methods: They were obtained transgenic
lines carrying genes of interest from leaf segments. It was studied the effect of different
combinations of growth regulators for massive in vitro propagation of elite lines from both
plant species. They were carried out studies of the morphological and genetic characteristics
of the plants propagated in vitro. It was carried out a systematic review of four species of
medicinal plants with antidiabetic effects. Results: It was modified cardenolide biosynthe-
sis in transgenic lines expressing the VEPT gene. It was achieved direct shoot regeneration
from leaf segments with an average number of 18.9 shoots per leaf segment. Moreover, the
genetic stability of regenerated plants and secondary metabolite production was confirmed.
It was proposed an in vitro propagation protocol of S. rebaudiana. Plants propagated in vitro
are characterized by having homogeneous morphological characters and better phytosani-
tary status. The critical analysis of the bibliography allowed us to propose recommendations
for future studies. Conclusions: They were developed two in vitro culture protocols for ob-
taining medicinal plants with stable and uniform productivity of secondary metabolites. We
demonstrated the effectiveness of biotechnological strategies to enhance the biosynthesis
of secondary metabolites with pharmacological effects.

Keywords: cardenolides; Digitalis purpurea; digoxin; sweetener; Stevia rebaudiana

INTRODUCCION

Las plantas son fuentes de un gran nimero de metaboli-
tos secundarios de interés comercial que son usados en las
industrias farmacéutica, alimenticia, de cosméticos y como
fuentes de numerosas sustancias de interés quimico. @ La
enorme demanda de productos naturales que tiene el merca-
do internacional le ha concedido mayor importancia al cultivo
in vitro como fuente de metabolitos secundarios. @ De igual
modo, ha promovido el desarrollo de nuevas investigaciones
sobre las rutas biosintéticas de estos compuestos y la imple-
mentacion de nuevos enfoques para la produccion de meta-
bolitos secundarios empleando herramientas biotecnologi-
cas. 4 Teniendo en cuenta estos aspectos se identificaron
2 especies de plantas medicinales que producen metabolitos

secundarios de interés comercial y que no son cultivadas en
Cuba: Digitalis purpurea L. y Stevia rebaudiana Bertoni.

Los extractos de hojas de especies de Digitalis han sido
empleados para tratar enfermedades cardiovasculares por si-
glos. ® Estas plantas pueden producir mas de 30 tipos de glu-
cosidos cardiotonicos conocidos como cardendlidos, como la
digoxina y digitoxina. © Ademas, los cardendlidos derivados de
digitalis tienen actividad antiviral, un fuerte efecto citostatico
frente a varios tipos de tumores y un impacto beneficioso en la
fibrosis cistica. ? Las enfermedades cardiovasculares y el can-
cer son las principales causas de muerte a nivel mundial, por
ello el desarrollo de compuestos bioactivos para tratar estas
enfermedades es de alto interés a nivel mundial. ¢

Debido a que la sintesis quimica de los cardendlidos es
econémicamente inviable, las plantas de Digitalis e Isoplexis
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son la Unica fuente para la obtencion de cardendlidos, con Digi-
talis purpurea L. y Digitalis lanata L. como las principales fuen-
tes de materia prima para la industria farmacéutica. %" Sin
embargo, el cultivo de estas especies esta limitado por diver-
sos factores como el ciclo bienal de la planta, las condiciones
de estrés bidtico y abidtico y la baja frecuencia de germinacion.
(M Ademas, el contenido y la acumulacién de cardendlidos pue-
den variar en respuesta al clima, las condiciones del suelo y
el genotipo. (29 Adicionalmente, las altas temperaturas y las
fuertes lluvias tienen un efecto letal en las especies de Digitalis
cultivadas en paises tropicales como Cuba. (¥

Por ello, diversos métodos biotecnoldgicos (organogéne-
sis, embriogénesis somatica, cultivo en birreactor, adicion de
precursores biosintéticos y elicitacion) han sido aplicados con
el objetivo de producir biomasa y cardendlidos in vitro. 7113 Sin
embargo, los niveles de cardendlidos producidos in vitro fueron
considerablemente inferiores a los obtenidos en las condicio-
nes de campo. © Luego, la transformacién genética ha sido se-
Aalada como una alternativa promisoria. Para su aplicacion es
necesario desarrollar un esquema de seleccion eficiente, proto-
colos de transformacion y seleccionar genes candidatos para
potenciar la ruta de biosintesis de cardendlidos.

Stevia rebaudiana Bertoni es una especie de la familia As-
teraceae, nativa de la region tropical de Sudameérica. Por sus
propiedades medicinales ha alcanzado gran importancia a ni-
vel mundial. Su cultivo y consumo se han incrementado, por
el alto contenido de edulcorantes naturales no caldricos (es-
tevidsidos y rebaudidsidos) que presenta como metabolitos
secundarios. ® Estos compuestos, ademas de presentar pro-
piedades diuréticas y antimicrobianas, pueden ser ingeridos
sin ningun tipo de peligro por pacientes con enfermedades
gue provocan trastornos del metabolismo de los carbohidra-
tos como la Diabetes mellitus. '

Varios autores han enfocado sus estudios en el cultivo in
vitro de S. rebaudiana como método de propagacion masiva.
(19 Esto se debe al hecho de que el rango de germinacién de
las semillas es bajo, que su floracion esta condicionada por
un descenso grande en la temperatura media y que la repro-
duccién asexual (por brotes o esquejes) limita la produccion
a un bajo nimero de individuos. (7 Por lo que es necesario
desarrollar una metodologia de propagacion in vitro de S. re-
baudiana simple y adecuada a las condiciones de Cuba. Esto
permitiria producir un gran numero de plantas con caracte-
res morfoldgicos homogéneos y mejor estado fitosanitario,
que aquellas multiplicadas de forma convencional. La pro-
pagacion in vitro de plantas de Stevia seleccionadas por sus
cualidades agronémicas y rendimiento de metabolitos secun-
darios podria ser empleada para la produccion de semilla cer-
tificada con fines comerciales.
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Este trabajo persiguid 5 objetivos: a) potenciar la biosinte-
sis y acumulacion de cardendlidos en plantas transgénicas; b)
desarrollar un protocolo de propagacion in vitro de D purpurea
via organogénesis directa; c) obtener plantas in vitro de Stevia
rebaudiana Bertoni a partir de apices de plantas cultivadas ex
vitro; d) comparar las plantas de S. rebaudiana cultivadas in vi-
tro con aquellas propagadas mediante corte de esquejes; y €)
realizar una revision sistematica sobre las estrategias biotec-
noldgicas aplicadas a plantas que producen edulcorantes de
alta intensidad y poseen actividad antidiabética comprobada.

METODOS

Potenciacion de la produccion de cardenélidos en
plantas transgénicas que expresan el gen VEP1

El gen codificante para la enzima progesterona-5R-re-
ductasa de Arabidopsis thaliana se expreso en plantas trans-
génicas de D. purpurea. '® Para ello se realizé la construccion
del vector binario y se aplicé la seleccién con higromicina B.
(19 Se aplicaron técnicas basadas en PCR y secuenciacion
para confirmar la presencia de los transgenes en el genoma
de la planta, estimar el nimero de copias de los genes hpt
y VEP1, asi como confirmar la expresion del gen VEPT en
las lineas transgénicas. Finalmente, se cuantifico el conteni-
do de digoxina y digitoxina en las plantas transgénicas y las
plantas no transformadas. (19

Regeneracion via organogénesis directa, estabilidad
genética y produccion de metabolitos secundarios
en plantas de Digitalis purpurea propagadas in vitro

Para la propagacion masiva de lineas élites de plantas de
D. purpurea se desarrollé un protocolo rapido y eficiente segun
se describe en Pérez-Alonso N et al. ?9 Se evalud el efecto de
2 reguladores de crecimiento: dcido naftalenacético (ANA) y
6-benzilaminopurina (6-BAP) en la morfogénesis in vitro. Plantas
regeneradas y plantas de la linea madre fueron seleccionadas al
azar para realizar estudios de estabilidad genética empleando
la técnica de RAPD (del inglés Random Amplified Polymorphic
DNA). Se realizé un andlisis farmacogndstico del polvo de los ex-
tractos de hojas y la cuantificacion de digoxina y digitoxina.

Propagacion in vitro de Stevia rebaudiana a partir de
apices de plantas cultivadas ex vitro

Con el objetivo de obtener plantas in vitro de S. rebaudiana
a partir de apices de plantas cultivadas ex vitro se desarrollo un
protocolo descrito en Gonzalez-Herndndez D et al. @V Se proce-
di¢ a realizar el establecimiento in vitro de apices, para lo cual se
evalué el efecto de la concentracion de hipoclorito de sodio y el
tiempo de desinfeccién. Los brotes establecidos fueron transfe-
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ridos a medio de cultivo de multiplicacion, donde se determind el
efecto de los reguladores de crecimiento (6BAPy AIA: 2y 1,4y 1,
2y 0,4y 0)mg/Ly el nimero de subcultivos sobre el coeficien-
te de multiplicacion. Ademas, se evaluo la supervivencia de las
plantas propagadas in vitro durante la fase de aclimatizacion ex
vitro empleando diferentes combinaciones de los sustratos zeo-
lita y compost de cachaza (25-75, 75-25, 50-50, 0-100, 100-0) %.

Comparacion de plantas de S. rebaudiana obtenidas
por organogénesis y propagadas mediante corte

de esquejes, empleando variables morfométricas

y patrones de amplificacién aleatoria de acido
desoxirribonucleico polimérfico

Para validar el protocolo propuesto, se realizaron compa-
raciones entre las plantas propagadas in vitro y las plantas
multiplicadas mediante corte de esquejes. Primero se com-
paro la respuesta de las plantas in vitro en casa de cultivo con
las plantas multiplicadas por esquejes empleando variables
morfométricas, "y luego se emplearon marcadores molecu-
lares tipo RAPD como se describe en Gonzalez-Hernandez D
et al. @ Para la extraccion del ADN, se evaluaron dos protoco-
los de aislamiento con modificaciones.

Estrategias de propagacion in vitro y mejora
biotecnoldgica de plantas con actividades
edulcorante de alta intensidad y antidiabética

En un estudio preliminar se identificaron 4 especies de
plantas con efecto antihiperglucemiante respaldado por in-

vestigaciones cientificas, una previamente estudiada por el
grupo de trabajo (Stevia rebaudiana Bertoni) y 3 menos cono-
cidas como edulcorantes de alta intensidad (Cyclocarya pa-
liurus (Batal.) lljinsk, Glycyrrhiza glabra L.y Siraitia grosvenorii
(Swingle) C. Jeffrey ex A. M. Luy Zhi Y. Zhang). La revision de
la literatura se realizo utilizando Google Scholar y los términos
de busqueda booleanos como se describe en Kairuz E et al.
©® Para la especie C. paliurus se realizd una busqueda inten-
siva adicional que capturd todo lo que pudiera ser relevante,
porgue solo se recuperaron dos articulos sobre la tematica.
En este caso, el término de busqueda fue Cyclocarya paliurus.

Todos los andlisis estadisticos se realizaron empleando
el Programa STATISTICA 10.0 para Windows.

RESULTADOS

Potenciacion de la produccion de cardendlidos en
plantas transgénicas que expresan el gen VEP1

Se obtuvieron 9 lineas transgénicas resistentes a higro-
micina que contenian el gen codificante para la enzima pro-
gesterona-53-reductasa de Arabidopsis thaliana. Estas con-
tenian entre 1y 3 copias del transgén segun se estimd por
PCR cuantitativo y PCR inverso. La expresion del gen VEPT se
comprobo en 8 de las lineas transgénicas mediante RT-gPCR
(figura 1). Los contenidos de digoxina y digitoxina fueron au-
mentados 3,8 (757 ug/gPS) y 2,2 veces (199 ug/gPS), respec-
tivamente, en las plantas transgénicas cultivadas in vitro. La
transformacion genética permitié potenciar la produccion de
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Fig. 1. Determinacion del nivel de transcripto del transgén mediante RT-gPCR. A) la curva de fusidn presenta un pico Unico para la amplificacion
del gen VEP1; B) Electroforesis en gel de agarosa del producto del gen VEP1 en muestras de hojas de plantas transgénicas (1-4) y no transfor-
madas (C) de D. purpurea. Leyenda: MW, marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder (Promega); NTC, control negativo. C: Expresion relativa
normalizada del gen VEP1 en lineas transgénicas (L1-L9). Fuente: Kairuz E et al. (25)
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cardendlidos in vitro con mayor eficiencia que otras estrate-
gias biotecnoldgicas publicadas hasta el momento.

Regeneracion via organogénesis directa, estabilidad
genética y produccion de metabolitos secundarios
en plantas propagadas in vitro

Se desarrolld un protocolo rapido y eficiente para la pro-
pagacion in vitro de plantas de D. purpurea sin afectar la es-
tabilidad genética y la produccién de compuestos bioactivos.
Fue posible regenerar 18,9 brotes por segmento de hoja via
organogénesis directa en medio MS con 0,54 uM de &cido
naftalenacético y 13,2 uM de 6-benzilaminopurina. También
se confirmo la estabilidad genética de las plantas regenera-
das mediante RAPD. Ademas, el polvo de hojas elaborado a
partir de las plantas regeneradas cumplio con las especifica-
ciones de calidad de la Farmacopea Briténica (figura 2) y no
hubo diferencias significativas entre los contenidos de carde-
nélidos cuantificados en las plantas regeneradas y madres
(digoxina 22,6 ug gPS-1, digitoxina 220,7 ug gPS-1).

Propagacion in vitro de Stevia rebaudiana a partir de
apices de plantas cultivadas ex vitro

Para el establecimiento de un protocolo de propagacion
de plantas de S. rebaudiana a partir de apices de plantas
cultivadas ex vitro, se procedié a evaluar las condiciones de
desinfeccion. Se evaluaron 4 concentraciones de hipoclo-
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rito de sodio: (0,5; 1,0; 1,5y 2,0) v/v; durante 3 tiempos de
exposicion: (10, 15y 20) min. No existieron correlaciones
entre el nimero de explantes necrosados o contaminados
y el tiempo de desinfeccion. De acuerdo con los porcen-
tajes de supervivencia y desinfeccién analizados, se reco-
mienda emplear el hipoclorito de sodio al T % como agente
desinfectante.

Posteriormente, se determin¢ el efecto de los regula-
dores de crecimiento y el nimero de subcultivos sobre el
coeficiente de multiplicacion. El empleo de las combinacio-
nes de reguladores de crecimiento evaluadas no modificé
significativamente el coeficiente de multiplicacion. Durante
el segundo subcultivo de los explantes, los segmentos en
medio de multiplicaciéon con reguladores de crecimiento se
tornaron delgados, hiperhidricos y en algunos casos des-
pigmentados. Mientras que en el medio de cultivo donde
no se afadieron los mismos no se produjo afectacion en el
desarrollo de los brotes. En el tercer subcultivo se produjo
un incremento considerable del coeficiente. No fue posible
prolongar mas de 15 dias el periodo entre cada subcultivo,
pues se producian afectaciones en los explantes, debido
al agotamiento del medio de cultivo. Si se prolongaba este
tiempo o se superaba el quinto subcultivo, los brotes mos-
traban signos de delgadez general y marchitez en las hojas
y en los brotes nuevos.

Fig. 2. Examinacion microscopica del polvo de hojas de D. purpurea. A) epidermis, B) estomas (s) y tricomas (t), C) tricomas glandulares mul-
ticelulares (4 a 5 células), con tallo Unico y cabeza unicelular, D) vasos y traqueidas (tr). E) Test de Kedde, anélisis quimico cualitativo. Fuente:

Pérez-Alonso N et al. ?9
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Luego se evaluo el efecto del tipo de sustrato en la super-
vivencia de las plantas propagadas in vitro en condiciones de
aclimatizacion ex vitro. Las condiciones de cultivo garantiza-
ron una alta supervivencia de las plantas propagadas in vitro,
entre un 80 % a un 90 %, sin diferencias significativas entre los
tratamientos. Es posible emplear todas las combinaciones
valoradas en este trabajo, durante la fase de aclimatizacion
ex vitro. Con estos resultados se confecciond un protocolo de
propagacion in vitro para la especie en la figura 3.

Comparacion de plantas de S. rebaudiana obtenidas
por organogénesis y propagadas mediante corte

de esquejes, empleando variables morfométricas

y patrones de amplificacién aleatoria de acido
desoxirribonucleico polimérfico

La altura (46,94 cm) y el nimero de hojas de las plantas
(817,3) de S. rebaudiana propagadas in vitro fueron significati-
vamente superiores a los determinados en las plantas propa-
gadas por esquejes (33,68 cm y 259,9 respectivamente). No
se encontraron diferencias significativas entre ambos para el
numero de tallos (5,30 y 4,54, respectivamente). Las plantas
propagadas in vitro mantuvieron un crecimiento homogéneo
y fueron morfolégicamente similares a las plantas propaga-
das por esquejes.

El empleo del protocolo propuesto por Khayat y colabo-
radores no fue efectivo en S. rebaudiana. @® Mientras que, si
fue posible aislar ADN gendémico de esta planta, empleando
el protocolo de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) con

modificaciones. 2?4 De los 6 cebadores empleados en las
reacciones de amplificacion, solo en 1 fue posible observar
la presencia de bandas. En el patréon de amplificacion RAPD
obtenido utilizando el cebador R1: 5-CGACCGCAGT-3’, se
produjeron 63 bandas totales para las 10 muestras ana-
lizadas. Estas se encontraron distribuidas en 12 lineas de
bandas, de las cuales solo 2 fueron comunes para todas las
muestras (monomorficas). La similitud y la distancia genéti-
ca entre las muestras, se calcul¢ utilizando el método UPG-
MA con el coeficiente de Dice. Los valores de similitud se
encontraron entre 0,33y 1,00.

Estrategias de propagacion in vitro y mejora
biotecnoldgica de plantas con actividades
edulcorante de alta intensidad y antidiabética

Se realizd una revision sistematica de la literatura para
explorar el estado del conocimiento de 4 especies de plantas
que combinan 2 propiedades, a) producen metabolitos secun-
darios que son edulcorantes de alta intensidad y b) poseen
actividad antidiabética confirmada cientificamente. Esto per-
mitio elaborar un manuscrito donde se abordaron numerosos
aspectos que podrian ser empleados para el disefio de nuevas
investigaciones. En primer lugar, se resumieron los compues-
tos bioactivos de cada especie y las vias involucradas en su
biosintesis. Posteriormente, se describio la accion antidiabé-
tica y otros efectos medicinales de estas especies. Ademas,
se analizaron los principales estudios de propagacion in vitro
y las estrategias biotecnoldgicas utilizadas hasta el momen-

Protocolo de propagacion in vitro de apices de Stevia rebaudiana

Material vegetal

Extraer apices caulinares de
plantas adultas del Banco
de Germoplama. Aplicar

fungicida. minutos

Aclimatizacion

Llevar a aclimatizacion y mantener
en casa de cultivo, por 60 dias en
bolsas con sustrato de zeolita,
compost de cachaza, o
combinaciones de ambos.

O

Desinfeccién

”"

Desinfectar con etanol al
70% (5 s). NaCIO al 1%
durante 10, 15020

Multiplicacién

Multiplicar en medio de cultivo sin
reguladores de crecimiento, por
un maximo de cinco subcultivos,

realizados cada 15 dias.

Fragmentacion

Fragmentar &pices
hasta 2-3 cm de altura

Establecimiento
A

Establecer en medio de cultivo con
sales MS al 100%, 0,10 g/L de
tiamina, 100 mg/L de mio-inositol,
30 g/L de sacarosa, 4,4 uM de 6-
BAP, pH =57 y 2,6 g/L de Gelrite.

Fig. 3. Protocolo de propagacion in vitro de apices de Stevia rebaudiana Bertoni a partir de apices cultivados ex vitro
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to en estas especies. Finalmente, se discuten los enfoques
biotecnoldgicos mas prometedores y las perspectivas futu-
ras para la explotacion industrial de las 4 plantas medicinales
descritas en este estudio.

DISCUSION

A pesar de ser ampliamente conocida como una planta
ornamental y medicinal, queda mucho por investigar sobre
D. purpurea y otras especies del género Digitalis. En este tra-
bajo se comprobo la eficiencia del sistema de seleccion em-
pleando higromicina B y se introdujo, por vez primera en una
especie de Digitalis, un gen que puede influir en la ruta de sin-
tesis de los cardendlidos. Ademas, se brindaron herramientas
para la estimacion del numero de copias de los transgenes
empleando técnicas basadas en PCR alternativas a la hibri-
dacién de Southern, las cuales no habian sido aplicadas con
anterioridad en este género.

La obtencion de plantas transgénicas que producen can-
tidades superiores de cardendlidos abren la posibilidad de
desarrollar un proceso alternativo econémicamente viable,
mediante el uso de la biotecnologia y podria reducir los cos-
tos de produccion de digoxina y otras drogas que incluyan
cardendlidos. La optimizacion de las condiciones de cultivo
para una optima produccion de cardendlidos y la combina-
cién con otras estrategias biotecnoldgicas son algunos de los
retos para estudios futuros.

El protocolo descrito en este trabajo puede ser aplicado
exitosamente para la propagacién masiva de D. purpurea evi-
tando las variaciones del contenido de cardendlidos logrado
en condiciones naturales. @9 Esta técnica podria ser una via
eficiente para la produccién del material vegetal necesario
con el objetivo de obtener cardendlidos a escala industrial.
Ademas, este protocolo puede ser asociado a otras estrate-
gias como el cultivo en sistemas de inmersién temporal para
el escalado de la produccion. Por otro lado, el protocolo de
organogénesis presentado podria ser empleado en nuevos
estudios de transformacion genética e ingenieria metabdlica,
con el objetivo de potenciar el contenido de cardendlidos. El
cultivo in vitro de esta especie gana importancia en paises
como Cuba, que tiene un sistema de salud gratuito y la di-
goxina debe ser importada de paises como India y Turquia.
La aplicacion de las metodologias propuestas en este trabajo
permitiria reducir las importaciones y potenciar la produccion
nacional de los medicamentos que emplean cardendlidos.

Para el desarrollo de un protocolo de propagacion in vitro
de S. rebaudiana se estudiaron diversos factores que pueden
influir en la obtencién de plantas. Primero se analizaron las
condiciones de desinfeccion con hipoclorito de sodio. En la li-
teratura cientifica, se ha descrito el uso de NaClO al T % como
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agente de desinfeccion y diferentes tiempos de exposicion
en varios trabajos. Sin embargo, los resultados del presente
trabajo son superiores (supervivencia: 90 %-96,67 % y desin-
feccion: 74,07 %-79,31%). Lo cual implica que el proceso de
desinfeccion propuesto es mas ventajoso.

Estudios posteriores son necesarios para optimizar
las condiciones de cultivo en busca de aumentar el coefi-
ciente de multiplicacién. Mas no se debe desestimar que la
utilizacion de un medio de cultivo de multiplicacion libre de
reguladores de crecimiento puede llegar a representar una
situacion ventajosa. Pues, ademéas de hacer mas barato
el proceso de propagacion in vitro, permite obtener coefi-
cientes de multiplicacion relativamente cercanos a los al-
canzados mediante la utilizacion de medios de cultivo con
reguladores, pero sin el peligro de inducir deformaciones
morfoldgicas, o incluso genéticas.

En Stevia se ha estudiado poco el efecto de un nimero
maximo de subcultivos. Otros autores también han recomen-
dado un numero promedio de 5 subcultivos. La imposibilidad
de mantener periodos de subcultivos superiores a 2 sema-
nas y de prolongar el proceso de multiplicacion por mas de
5 subcultivos, podria estar relacionada con las condiciones
de cultivo in vitro, la cantidad del medio de cultivo y el tipo de
recipiente utilizado. Es probable que variando estas condicio-
nes se puedan determinar los valores 6ptimos que permitan
extender los periodos alcanzados.

Por otro lado, es una gran ventaja que la especie en cues-
tion cuente con tanta plasticidad de sustrato y mantenga, se-
gun los resultados alcanzados, altas tasas de supervivencia
en medios tan diferentes. Esto permite transferir a las plan-
tas hacia la fase de aclimatizacién exitosamente, con inde-
pendencia del sustrato. Luego es posible utilizar el sustrato
mas economico, o de mayor disponibilidad, indistintamente
sin afectar la productividad y de acuerdo con las condiciones
del lugar donde se ejecute. Adicionalmente, se demostro la
superioridad morfolégica y la estabilidad genética de las plan-
tas provenientes del cultivo in vitro frente a las reproducidas
tradicionalmente mediante corte de esquejes.

De manera general el protocolo de propagacion in vitro
de S. rebaudiana propuesto en esta investigacion es simple y
de facil implementacion. Este permitiria mantener una linea
de produccion que posibilite la extraccion de los metabolitos
secundarios (esteviosidos y rebaudiésidos) de manera conti-
nua. De esa manera se podria disponer de grandes cantida-
des de ese edulcorante natural para ser comercializado entre
la poblacién, y dirigido mas especificamente al tratamiento de
los pacientes diabéticos y prediabéticos. Asi como para ser
utilizado en la industria nacional sustituyendo edulcorantes
artificiales de obligada importacion comercial.
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Los edulcorantes naturales de alta intensidad derivados
de plantas son una alternativa factible para reducir la ingesta
de azucar en todo el mundo sin renunciar al sabor azucara-
do. Los potentes compuestos de sabor dulce producidos por
S. rebaudiana, C. paliurus, G. glabra 'y S. grosvenorii son susti-
tutos de sacarosa no caloricos, no cariogénicos y termoesta-
bles. Estas moléculas se obtienen cominmente de raices de
regaliz, frutos de Siraitia y hojas de stevia o C. paliurus. Los
extractos de estas secciones de plantas también son respon-
sables de multiples propiedades terapéuticas, incluida una
marcada accion antihiperglucemiante. Ademas, la evidencia
cientifica de este efecto antidiabético se ha confirmado en
compuestos también responsables del sabor dulce, como los
estevidsidos, la glicirricina y los mogrosidos. Por lo tanto, es-
tas plantas son muy valiosas para la industria alimentaria y
farmacéutica como nutracéuticos.

Sin embargo, la propagacion de plantas a través de téc-
nicas convencionales esta limitada. Ademas, S. grosvenorii
y C. paliurus son especies locales con severas restricciones
para la multiplicacién o clasificadas como plantas en peligro
de extincion. Por lo tanto, las técnicas de cultivo in vitro se han
desarrollado como una alternativa prometedora para reducir
la sobreexplotacion de las poblaciones naturales. Se han rea-
lizado varias investigaciones para la propagacion masiva y la
produccion de metabolitos secundarios en estas 4 especies.
La stevia y el regaliz se han estudiado mas ampliamente que
C. paliurus y S. grosvenorii. Ademas, el cultivo in vitro no solo
es Util para la propagacion de plantas; nuevas estrategias
para la conservacion de estas especies podrian lograrse sin
limitaciones ambientales o estacionales. Asimismo, deben
evaluarse los protocolos de regeneracion de plantas para con-
firmar la estabilidad genética, las caracteristicas fenotipicas y
el perfil metabdlico de los clones.

Los estudios de cultivo in vitro combinados con otros en-
foques biotecnoldgicos, como la elicitacion y la transforma-
cion genética, se han aplicado ampliamente en S. rebaudiana.
Entre otros, esto ha dado lugar a nuevos conocimientos so-
bre la biosintesis de estevidsidos y su regulacion. Del mismo
modo, pero en menor medida, informes sobre la aplicacion
de estas técnicas se han publicado para G. glabra. Por el con-
trario, queda mucho por investigar sobre la respuesta al es-
trés, la modificacion genética y la produccion de metabolitos
secundarios de C. paliurus y S. grosvenorii. La combinacion
de estas y otras herramientas biotecnoldgicas permitiria de-
sarrollar estrategias comerciales para la obtencion de edul-
corantes homogéneos y de alto rendimiento a partir de estas
especies de manera sustentable. Estos compuestos de sabor
dulce se utilizaran para tratar la Diabetes mellitus y revertir las
complicaciones asociadas a esta enfermedad.

En resumen, en esta investigacion se abordo la importan-
cia del cultivo in vitro para obtener plantas medicinales de for-
ma estable y con una productividad uniforme de metabolitos
secundarios. Ademas, se demostro la efectividad del empleo
de estrategias biotecnoldgicas, particularmente la ingenieria
genética, para potenciar la biosintesis de metabolitos secun-
darios de interés farmacoldgico. Para ello, se realizaron estu-
dios en 2 especies de plantas ampliamente conocidas en la
literatura cientifica. Ademas, se sentaron las bases para in-
vestigaciones posteriores en otras 3 especies de plantas me-
dicinales promisorias que aun no se han estudiado en Cuba.

Conclusiones

El sistema de seleccion hpt/higromicina B permitio reali-
zar la seleccion positiva de eventos transgénicos durante la
formacion y proliferacién de callos con una alta eficiencia.
Se potencio la produccion de cardendlidos en plantas trans-
génicas mediante la expresién de la progesterona-5Q-re-
ductasa de Arabidopsis thaliana. Se desarrollé un protocolo
rapido y eficiente para la propagacion in vitro de plantas de
D. purpurea via organogénesis directa. Esteprotocolo podria
ser aplicado para propagar lineas élites sin afectar su esta-
bilidad genética y la acumulacién de cardendlidos. Se propa-
garon in vitro plantas de S. rebaudiana a partir de apices de
plantas cultivadas ex vitro en corto tiempo. Las plantas pro-
pagadas in vitro mostraron mayor nimero de hojas y altura,
que las propagadas convencionalmente. No se detectaron
variaciones somaclonales entre ambos grupos de plantas.
Se recomienda el estudio de otras especies medicinales
como C. paliurus y S. grosvenorii.
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