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ARTÍCULO DE INVESTIGACIÓN

Estimulación de cardenólidos en brotes de Digitalis purpurea L. 
cultivados in vitro mediante elicitores

Stimulation of cardenolides production in Digitalis purpurea L. shoot 
cultures by elicitors addition

Naivy Lisbet Pérez-Alonso* 1, Franklyn Arana Labrada**2, Alina Capote Pérez** 1, Anabel Pérez 
Pérez 1***, Rafael Sosa3**, Angel Mollineda4***, Elio Jiménez González5* 

Resumen

Digitalis purpurea L. es una de las principales fuentes de cardenólidos tales como digoxina y digitoxina. Estos fármacos 
son ampliamente usados en la disfunción cardíaca y para regular las arritmias del corazón. El presente trabajo se realizó 
con el objetivo de estudiar el efecto de tres elicitores en el cultivo de brotes de Digitalis purpurea var. Roter Berggold para 
incrementar la producción in vitro de cardenólidos. La elicitación es una estrategia para incrementar la producción de 
biomasa y metabolitos secundarios en el cultivo in vitro. Los elicitores evaluados fueron ChitoPlant (0,001; 0,01; 0,1 g.L-

1); SilioPlant (0,01; 0,1; 1,0 g.L-1) y Jasmonato de metilo (60, 80 y 100 µM), descritos por primera vez para el incremento 
de cardenólidos. Se demostró que la elicitación es una estrategia viable para el incremento de cardenólidos en brotes de 
D. purpurea. El ChitoPlant®, redujo la altura sin afectación en el resto de las variables morfológicas evaluadas. Además 
indujo un incremento significativo en el contenido de cardenólidos. El SilioPlant® (0,01 g.L-1) no provocó afectaciones en 
la biomasa e incrementó significativamente la síntesis de cardenólidos en los brotes en 3,6 y 6,9 veces el contenido de 
digoxina y digitoxina respectivamente. La elicitación con el jasmonato de metilo provocó una reducción de la biomasa. Los 
contenidos de digoxina y digitoxina se incrementaron ligera y significativamente con 80 y 100 µM de jasmonato de metilo 
respectivamente. El mejor resultado integral se obtuvo con 0,01 g.L-1 de SilioPlant, el cual indujo la mayor producción neta 
de cardenólidos por frasco de cultivo (4,72 µg digoxina y 88,27 µg digitoxina).

Palabras clave: chitoplant, digitoxina, digoxina, jasmonato de metilo, silioplant. 

Abstract

Digitalis purpurea L. is one of the main sources of cardenolides such as digitoxin and digoxin. These drugs are widely used 
to strengthen cardiac diffusion and to regulate heart rhythm. The aim of this study was to evaluate the influence of three eli-
citors on shoots of Digitalis purpurea var. Roter Berggold in semisolid media in order to increase cardenolides biosynthesis. 
Elicitation is a strategy to increase biomass and secondary metabolites production on in vitro cultures. The elicitors evalua-
ted were ChitoPlant (0,001; 0,01; 0,1 g.L-1); SilioPlant (0,01; 0,1; 1,0 g.L-1) and Methyl jasmonate (60, 80, 100 µM), which 
are reported here to induce cardenolide production for first time. Elicitation resulted an effective strategy to increase carde-
nolide production on D. purpurea shoot cultures. ChitoPlant induced a decrease in shoots length, but had no effect on the 
rest of morphological parameters evaluated. As well, ChitoPlant increased cardenolide content.  SilioPlant (0,01 g.L-1) did 
not affect biomass production and at the same time, increased in 3,6-fold and 6,9-fold digoxin and digitoxin content respec-
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Introducción 

Las plantas son consideradas una fuente valiosa para 
la producción de compuestos de interés farmacéutico 
(Fischer et al., 2007). Entre ellas se destacan las perte-
necientes al género Digitalis, siendo Digitalis purpurea 
L. una de las dos únicas especies de interés económico 
de dicho género como fuente de cardenólidos (Sales 
et al., 2011). Estos compuestos muestran propiedades 
farmacodinámicas similares pero la digitoxina y la di-
goxina son los más relevantes para la industria farma-
céutica (Hornberger et al., 2000). En medicina, estos 
compuestos son fármacos valiosos en el tratamiento 
de la insuficiencia cardíaca (Piñol et al., 2008), pero en 
los últimos años se han descrito también sus efectos 
en el control del cáncer de riñón, de próstata y leuce-
mia (Lewis, 2009).

El cultivo de plantas es hasta el momento la única 
fuente comercial para la producción de cardenólidos 
(Kuate et al., 2008), pues la síntesis química de estos 
compuestos no es económicamente viable. 

La variación de las condiciones ambientales que ocu-
rre durante el crecimiento de las plantas en el campo, 
provoca la fluctuación y heterogeneidad de las sustan-
cias activas y su concentración en los extractos obte-
nidos a partir de ellas (Roca-Pérez et al., 2004). Por las 
razones anteriormente expuestas, es prioritario el de-
sarrollo de estrategias biotecnológicas, específicamen-
te el cultivo de tejidos, para la producción de estos 
compuestos activos (Vanisree y Tsay, 2007).

En consecuencia, varios métodos de cultivo in vitro de 
Digitalis spp. han sido descritos en la literatura científi-
ca. 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 inves-
tigaciones bioquímicas encaminadas al conocimiento 
de las rutas que rigen la biosíntesis de los cardenólidos 
(Gavidia et al., 2007).

No obstante, los bajos rendimientos de cardenólidos 
obtenidos en estas investigaciones han impedido su 
aplicación a escala comercial. En este sentido han sido 
ensayadas diversas alternativas con el objetivo de in-
crementar la producción de cardenólidos en el género 
Digitalis, tales como cambios en la composición nutri-
cional de los medios de cultivo, la biotransformación, 
la adición de precursores y la modificación genética 
(Hagimori et al., 1983; Saito et al., 1990; Gurel et al., 
2010). 

En el caso específico de D. purpurea, por su importan-
cia en la industria farmacéutica, existe una demanda 
creciente de tecnologías de producción alternativas 
al cultivo en condiciones naturales. El cultivo in vitro 
de células y tejidos permitiría contar con sistemas de 
producción definidos, en condiciones controladas, así 
como obtener rendimientos constantes del metabolito 
de interés (Paek et al., 2005; Vanisree y Tsay, 2007). 

El empleo de elicitores bióticos y abióticos constituye 
una estrategia para estimular la síntesis de metaboli-
tos secundarios de plantas cultivadas in vitro (Zhang 
y Memelink, 2009). La elicitación se ha descrito, ma-
yormente, en el cultivo de suspensiones celulares, en 
cambio existen muy pocos ejemplos de su aplicación 
en brotes cultivados in vitro (Liu et al., 2007; Orlita et 
al., 2008; Coste et al., 2011). 

Hasta el momento, en la literatura consultada sólo 
existen dos precedentes del empleo de elicitores, am-
bas en Digitalis lanata Erhn (Ghanem et al., 2010; Pé-
rez-Alonso et al., 2012). En su investigación, Ghanem 
et al. (2010) compararon el efecto de la adición de 
ácido salicílico, extracto de levadura y cloruro de cal-

tively. Elicitation with Methyl jasmonate resulted in decreased biomass production. Digoxin and digitoxin content was slight 
and significantly increased by Methyl jasmonate 80 and 100 µM respectively. The best integral result was reached with 
0,01 g.L-1 of SilioPlant, which induced the highest net yields per culture flask (4,72 µg of digoxin and 88,27 µg of digitoxin). 

Key words: chitoplant, digitoxin, digoxin, methyl jasmonate, silioplant.
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Abreviaturas 

6-BAP	 6-Bencilaminopurina 
ACN	 Acetonitrilo 
AIA	 Ácido indol-3-acético 
ChP 	 ChitoPlant® 

gMF	 Gramos de masa fresca 
gMS	 Gramos de masa seca 
HPLC 	 Cromatografía Líquida Alta Resolución (del inglés High-Performance Liquid Chromatography) 
MJ	 Jasmonato de metilo 
MS	 Sales inorgánicas propuestas por Murashige y Skoog (1962) 
SiP	 SilioPlant®
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cio en brotes de Digitalis lanata Ehrh. propagados en 
medio de cultivo semisólido, obteniendo los mayores 
contenidos de cardenólidos con 200 mM de cloruro 
de calcio. Por su parte, en previas investigaciones, Pé-
rez-Alonso et al. (2012) describieron el efecto de la 
adición de elicitores en brotes cultivados en SIT. El 
ChitoPlant® a la vez que favoreció la producción de 
masa fresca y seca por SIT, provocó un incremento 
en 3,2 veces el contenido de lanatósido C, principal 
cardenólido de esta especie, respecto al control sin eli-
citar. Además, se estableció una correlación (r=0,893; 
p<0,01) entre marcadores de estrés oxidativo y el con-
tenido de cardenólidos.   

Teniendo en cuenta estos antecedentes se estudió el 
efecto de la adición de elicitores bióticos y abióticos 
sobre el contenido de cardenólidos y la respuesta mor-
fológica en brotes de D. purpurea. Hasta el momento, 
no existen precedentes del efecto de los elicitores en 
estudio en D. purpurea.  

Materiales y métodos 

En esta investigación se utilizó como material vegetal 
plantas in vitro obtenidas a partir de semillas de Di-
gitalis purpurea L. var. Roter Berggold. Las semillas 
fueron adquiridas en la empresa Pharmasaat GmbH 
(Alemania). Estas fueron desinfectadas según el pro-
tocolo propuesto por Erdei et al. (1981). Las mismas 
fueron colocadas para su germinación en cámara de 
crecimiento con un fotoperíodo de 16 h con lámparas 
fluorescentes de luz blanca, con una intensidad de flu-
jo de fotones fotosintéticos de 40 µmol.m-2.s-1 a 27±2 
°C de temperatura. 

Se empleó el medio de cultivo compuesto por las sales 
MS (Murashige y Skoog, 1962) suplementadas con 1,0 
mg.L-1 de tiamina y 30 g.L-1 de sacarosa. Se utilizaron 
frascos de policarbamato de 500 mL de capacidad a 
los cuales se añadieron 50 mL de medio de cultivo. Las 
plántulas obtenidas crecieron hasta alcanzar una altura 
aproximada de 4,0 cm. Las hojas y raíces de estas fue-
ron cortadas. Los brotes con una altura aproximada de 
2,0 cm y en segundo subcultivo fueron transferidos a 
un medio de cultivo propuesto por Erdei et al. (1981) 
modificado compuesto por sales MS (100%) suple-
mentado con 1,0 mg.L-1 de tiamina; 100 mg.L-1 de mio-
inositol; 1,0 mg.L-1 de 6-bencilaminopurina (6-BAP); 
0,1 mg.L-1 de ácido indol-3-acético (AIA) y 30 g.L-1 de 
sacarosa. Se utilizaron 40 explantes por tratamiento. 

Se ensayaron tres elicitores: jasmonato de metilo (MJ) 
(Duchefa NV, Holanda) (60, 80 y 100 µM); ChitoPlant® 
(ChP®) (Quitosana, Chipro GmbH, Bremen, Alemania) 
((0,001; 0,01; 0,1 g.L-1) y SilioPlant® (SiP®) (dióxido de 
silicio al 35% (p/v), Chipro GmbH, Bremen, Alemania) 
(0,01; 0,1; 1,0 g.L-1).Los mismos fueron añadidos al 
medio de cultivo referido anteriormente. El ChP® y el 
SiP® fueron añadidos previo a la esterilización. Para el 
MJ se preparó una solución en etanol a 100 mM y se 
esterilizó por filtración con una membrana de filtración 

ANALIPORE® (OSI) de celulosa estéril, con una porosi-
dad de 0,22 µm.

Los brotes se cultivaron en cámara de crecimiento con 
un fotoperiodo de 16 h con lámparas fluorescentes de 
luz blanca, con una intensidad de flujo de fotones fo-
tosintéticos de 40 µmol.m-2.s-1 y ocho horas de oscuri-
dad, a 27±2 °C de temperatura.

A los 28 días de cultivo se realizaron las evaluaciones 
morfológicas referentes a la altura, número de brotes 
por explante, masa fresca y masa seca por frasco utili-
zado. Se cuantificaron los contenidos de digoxina y di-
gitoxina. Se calculó la producción neta de cardenólidos 
(µg de cardenólidos por frasco de cultivo) teniendo en 
cuenta la masa seca obtenida por frasco de cultivo.   

El protocolo de extracción que se empleó para la 
determinación de cardenólidos fue el propuesto por 
Wichtl et al. (1982) con las modificaciones descritas 
por Pérez-Alonso et al. (2009). La detección de carde-
nólidos se realizó mediante cromatografía líquida de 
alta resolución (HPLC, Agilent 1100) equipado con un 
detector de arreglo de diodos y una columna Inertsil 
ODS-3 (150x4,6 mm, 5µm). Se inyectaron 10 µl de la 
solución final. Como solvente fue utilizado una mezcla 
de acetonitrilo (ACN)/agua (25:75) con un flujo de 1.5 
ml.min-1. El gradiente varió de la siguiente forma: inicio 
(25% ACN), 4 min (25% ACN), 34 min (37% ACN), 45 
min (50% ACN), a partir de 60 min (25% ACN) hasta 
65 min que termina el análisis. Todas las determina-
ciones fueron realizadas a una temperatura de 40 °C. 
Los cardenólidos fueron detectados a una longitud de 
onda de 220 nm. La digitoxina y la digoxina fueron 
identificados según el tiempo de retención y compa-
rados con los estándares obtenidos de una fuente co-
mercial (SIGMA). 

Para el análisis estadístico se utilizó el programa SPSS 
ver. 18,0, para el sistema operativo Windows. Para la 
elaboración de ficheros de datos y gráficos se utilizó 
el programa EXCEL del paquete Microsoft Office 2007. 
Para comprobar los supuestos de normalidad se apli-
caron las pruebas de Kolmogorov-Smirnov para mues-
tras grandes, de Shapiro-Wilk para muestras pequeñas 
y de Levene para determinar la homogeneidad de va-
rianza. Se aplicaron análisis no paramétricos en todos 
los datos puesto que no cumplieron los supuestos de 
normalidad y homogeneidad de la varianza. Se realizó 
la prueba de Kruskal-Wallis para p<0,05 de significa-
ción y las diferencias estadísticas entre los tratamien-
tos fueron determinadas mediante la prueba de Mann 
Whitney con la penalización de Bonferroni.  

Resultados y discusión

A partir de los resultados obtenidos se determinó que 
la elicitación es una estrategia que influyó en la pro-
ducción de biomasa y en el contenido de cardenóli-
dos. La adición de elicitores al medio de cultivo de 
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multiplicación, en dependencia de la concentración 
aplicada, provocó cambios en el crecimiento y el de-
sarrollo de los brotes de D. purpurea. Por su parte, los 
análisis por HPLC del contenido de cardenólidos reve-
laron la presencia de compuestos bioactivos en brotes 
de D. purpurea cultivados en medio de cultivo semisó-
lido. Los elicitores indujeron cambios significativos en 
la síntesis de cardenólidos con respecto al cultivo sin 
elicitar, los cuales se describen a continuación.

ChitoPlant®

La adición de ChitoPlant® en las concentraciones 
evaluadas produjo una disminución significativa en la 
altura de los brotes con respecto al tratamiento control 
sin elicitar (figura 1A). Sin embargo, no se observaron 
diferencias significativas en el número de brotes por 
explante ni en la masa fresca por frasco respecto al 
control ni entre las concentraciones ensayadas para 
cada elicitor. Contradictoriamente, se observó en la 
variable masa seca un incremento significativo al emp-
learse la mayor concentración de ChP (0,1 g.L-1) (figu-
ra 1B). Esto pudo deberse al incremento de lignina y 
fenoles que provoca la quitosana según Vasconsuelo 
y Boland (2007). 

La adición de ChP en cualquiera de las tres concentra-
ciones ensayadas incrementó los contenidos de digo-
xina y de digitoxina con respecto al control sin elicitar 
(figura 2). Sin embargo, entre las concentraciones de 
ChP evaluadas no se observaron diferencias significati-
vas para los contenidos de digoxina ni digitoxina. 

El ChP contiene como ingrediente activo la quitosana, 
un derivado de la quitina, componente que se encuen-
tra en la pared celular de hongos, en insectos y crus-
táceos (Mathew y Sankar, 2012). La quitosana activa 
mecanismos de defensa en las plantas estrechamente 
relacionados con la inducción de resistencia sistémica al 
ataque de microorganismos (Agrawal et al., 2002). Sin 
embargo, su efecto en la inducción de metabolitos se-

cundarios no ha sido ampliamente investigado, lo que 
dificulta la comparación de resultados en otras espe-
cies. En el cultivo de órganos, pocos resultados mues-
tran el efecto del ChP en la producción de biomasa y 
síntesis de metabolitos secundarios. En el género Digita-
lis solo un estudio previo en D. lanata (Pérez-Alonso et 
al., 2012) muestra el efecto del ChP para la producción 
de biomasa y cardenólidos y se obtuvo un incremento 
significativo en lanatósido C (316 µg.gMS-1).  

Los oligosacáridos como el ChP, han sido descritos 
como potentes moléculas señales que regulan el cre-
cimiento y desarrollo de las plantas (Sudha y Ravishan-
kar, 2002). Ait Barka et al. (2004) describieron que una 
concentración de 1,75% (v/v) en el medio de cultivo 
induce un incremento en el desarrollo de los explantes 
en Vitis vinífera L., pero una concentración de 2,0% 
(v/v) tuvo un efecto negativo en el cultivo. De manera 
similar, Kim et al. (2005) observaron un incremento en 
la altura y la masa fresca de plantas de Ocimum basi-
licum L. (17 y 12% respectivamente) así como en el 
contenido de fenoles y terpenos con concentraciones 
de quitosana hasta 1,0 g.L-1. Estos resultados muestran 
que la quitosana provocó un incremento en la biosín-
tesis de los isoprenoides, aspecto que aplicado a los 
resultados del presente trabajo, corrobora el aumento 
del contenido de los cardenólidos ante el ChP como 
respuesta de defensa de la planta.

SilioPlant®

El aumento de las concentraciones de SilioPlant® afec-
tó el desarrollo de los brotes. El tratamiento donde 
se empleó la menor concentración del SiP mostró 
un comportamiento similar al control en las variables 
evaluadas, excepto para la altura que disminuyó con 
el incremento de las concentraciones ensayadas (figu-
ra 3A). En cuanto al número de brotes por explante, 
la mayor concentración del SiP provocó una disminu-
ción con respecto a los tratamientos evaluados y fue la 
única que mostró diferencias significativas (figura 3B). 

Leyenda: control se refiere al cultivo sin elicitar 
Medias con letras no comunes dentro de cada variable difieren estadísticamente según prueba de Kruskal-Wallis/Mann-Whitney 
para p<0,05 (n=40 para número de brotes/explante; n=10 para masa seca por frasco)
Figura 1. Efecto del ChitoPlant® en la producción de biomasa de Digitalis purpurea L. (A: altura; B: masa seca/frasco) durante 28 
días en medios de cultivo semisólidos.
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Para las variables masa fresca (figura 3C) y masa seca 
por frasco (figura 3D) se observó un detrimento en las 
concentraciones de 0,1 y 1,0 g.L-1.  

El SiP indujo un incremento en el contenido de digo-
xina y digitoxina excepto en la mayor concentración 
(1,0 g.L-1) que provocó una disminución en el conteni-
do de digoxina sin diferencias significativas respecto al 
control sin elicitor (figura 4). 

Los mayores valores de digoxina (10,0 µg.gMS-1) y 
digitoxina (187,8 µg.gMS-1) se alcanzaron en el tra-
tamiento con 0,01 g.L-1 de SiP, lo que corresponde 
a incrementos de 3,6 y 6,9 veces en el contenido 
de digoxina y digitoxina respectivamente, en com-
paración con el control. Resultados similares fueron 
observados por Pérez-Alonso et al. (2012) quienes 
alcanzaron un incremento de 2,2 veces el contenido 
de lanatósido C respecto al control con 0,01 g.L-1 

de SiP. 

Es de destacar, que a pesar de que todos los tratamien-
tos con SiP incrementaron el contenido de digitoxina 
en los brotes respecto al control, se observó una dismi-
nución de su contenido con concentraciones mayores 
que 0,01 g.L-1.

Existen pocos antecedentes sobre la utilización de 
este elicitor en el cultivo in vitro, aunque el efecto be-
neficioso del silicio en la nutrición en plantas ha sido 
estudiado en condiciones naturales (Epstein, 2001). El 
silicio es un elemento bioactivo con un efecto positivo 
en el crecimiento de las plantas, mejora las propieda-
des mecánicas de los tejidos, reduce la transpiración 
y además incrementa la resistencia de las plantas 
frente a organismos patógenos (Fauteux et al., 2005; 
Hammerschmidt, 2011). Sin embargo, ninguna de las 
concentraciones ensayadas provocó una mayor pro-
ducción de biomasa que en el control sin elicitar.   

En la actualidad se desconoce la naturaleza exacta 
de la interacción del silicio con las rutas bioquímicas 
relacionadas con la resistencia en plantas y por con-
siguiente en la acumulación de metabolitos secunda-
rios asociados a esta. Al respecto, Fauteux et al. (2005) 
encontró que el silicio actúa en mecanismos comunes 
para todas las especies de plantas así como en aque-
llos relacionados con la expresión de genes. Bonilla 
(2008) refiere que el óxido de silicio se acumula en la 
pared celular e incrementa su impermeabilidad y resis-
tencia al ataque de patógenos, no solo por constituir 
una barrera física, sino también por configurar com-
puestos silico-orgánicos que son muy estables frente a 
las enzimas de los patógenos. 

El efecto positivo del SiP sugiere que este elicitor pue-
de estar asociado con la acumulación de metabolitos 
secundarios relacionados con los mecanismos de de-
fensa en plantas como los cardenólidos. Sin embargo, 
no existen ejemplos alentadores que contribuyan a 
dilucidar su acción en el incremento de cardenólidos.   

Jasmonato de metilo

El jasmonato de metilo provocó un efecto negativo 
en todas las variables evaluadas independientemente 
de las concentraciones estudiadas con diferencias sig-
nificativas respecto al control (figura 5). Al respecto, 
Howe (2004) afirma que uno de los efectos más no-
tables de los jasmonatos exógenos es la inhibición del 
crecimiento y Crozier et al. (2000) lo describen como 
un retardador del crecimiento en diversas especies.

Además, en los primeros días de cultivo en los trata-
mientos con MJ los ápices de los brotes tenían una 
coloración violeta rojo pálido y a los 28 días las hojas 
mostraban una coloración verde pálido similar al color 
de plantas con clorosis. Siguiendo a Zacarías y Lafuen-

Leyenda: control se refiere al cultivo sin elicitar
Medias con letras no comunes para cada cardenólido difieren estadísticamente según prueba de Kruskal-Wallis/Mann-Whitney 
para p<0,05 (n=4)
Figura 2. Efecto de la concentración de ChitoPlant® en el contenido de digoxina y digitoxina (µg.gMS-1) en brotes de Digitalis 
purpurea L. en medios de cultivos semisólidos a los 28 días de cultivo.
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te (2008), esto podría atribuirse a que la aplicación del 
MJ provoca una disminución en la expresión de los 
genes involucrados en la fotosíntesis y una reducción 
en el contenido de clorofila en las hojas de las plantas. 

Los metabolismos primario y secundario comparten 
rutas y precursores, en los cuales la utilización de 
fuentes nutricionales disponibles como el carbono y 
el nitrógeno dependen en parte de la presencia de un 

grado de estrés que afecten a las plantas (Tisserat y 
Vaughn, 2008). Este estrés puede ser ocasionado por 
elicitores, los cuales pueden activar rutas metabólicas 
que dan origen a los metabolitos secundarios, por lo 
que la planta desvía parte del material del metabolismo 
primario para estos fines. Por esta razón, las plantas 
bajo tratamiento con elicitores pueden mostrar cam-
bios morfológicos como disminución o detención del 

Leyenda: control se refiere al cultivo sin elicitar
Medias con letras no comunes dentro de cada variable difieren estadísticamente según prueba de Kruskal-Wallis/Mann-Whitney 
para p<0,05 (n=40 para altura y número de brotes/explante; n=10 para masas fresca y seca por frasco)
Figura 3. Efecto del SilioPlant® en la producción de biomasa de Digitalis purpurea L. (A: altura; B: número de brotes/explante; C: 
masa fresca/frasco; D: masa seca/frasco) durante 28 días en medios de cultivo semisólidos.

Leyenda: control se refiere al cultivo sin elicitar
Medias con letras no comunes para cada cardenólido difieren estadísticamente según prueba de Kruskal-Wallis/Mann-Whitney para 
p<0,05 (n=4)
Figura 4. Efecto de la concentración de SilioPlant® en el contenido de digoxina y digitoxina (µg.gMS-1) en brotes de Digitalis pur-
purea L. en medios de cultivos semisólidos a los 28 días de cultivo.
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crecimiento. Este efecto supresor en el metabolismo 
primario ha sido descrito para el ácido jasmónico por 
Coste et al. (2011) en brotes de Hypericum hirsutum L. 
e Hypericum maculatum Crantz. De igual manera, Hu 
et al. (2011) informaron de la reducción de la biomasa 
por el efecto del MJ en el cultivo de suspensiones ce-
lulares de Fagopyrum esculentum L. 

La adición de MJ en las concentraciones ensayadas 
indujo variaciones en el contenido de digoxina y di-
gitoxina (figura 6). La mayor concentración (100µM) 
provocó un incremento en el contenido de ambos 
cardenólidos con diferencias significativas respecto al 
control. El incremento de la digitoxina fue más notable 
(37 µg.gMS-1) y difirió significativamente con el resto 
de las concentraciones evaluadas. Mientras, el mayor 
valor de digoxina se alcanzó en el tratamiento con 
80µM (9,4 µg.gMS-1) con diferencias significativas res-
pecto al resto de los tratamientos, que equivale a un 
aumento de 3,3 veces con respecto al control. Estos 
resultados indican que el MJ podría influir diferencial-
mente en las enzimas asociadas a la producción de 
cardenólidos. 

El efecto de los jasmonatos en el incremento de un 
metabolito y en el detrimento de otro, ha sido obser-
vado por Coste et al. (2011) en brotes de H. hirsutum. 
La inducción de metabolitos secundarios es uno de 
los efectos del MJ comúnmente observado (Kim et al., 
2007; Hu et al., 2011; Mathew y Sankar, 2012). Auto-
res como Gundlach et al. (1992) demostraron que la 
inducción por el jasmonato no es específica para un 
tipo de metabolito, sino que influye de manera general 

en un amplio espectro de sustancias de bajo peso mo-
lecular tales como flavonoides, antraquinonas y varias 
clases de alcaloides. 

Por su parte, Kim et al. (2009) indujeron cambios en 
el contenido de ginsenósidos en el cultivo de raíces 
de Panax ginseng C.A. Meyer, mediante la elicitación 
con el MJ. 

Haciendo un análisis del efecto de los elicitores en la 
producción neta por frasco de cultivo (tabla 1), los me-
jores resultados se alcanzaron en el tratamiento con 
0,01 g.L-1de SiP (4,72 µg de digoxina y 88,27 µg de 
digitoxina). El segundo mejor resultado se obtuvo en 
el tratamiento con 0,1 g.L-1 de ChP, que alcanzó una 
producción neta por frasco de cultivo de 4,95 µg de 
digoxina y 36,88 µg de digitoxina. Esta variable ha sido 
utilizada con el objetivo de evaluar las potencialidades 
del método desarrollado para la producción a nivel co-
mercial. A su vez, ratifica la importancia de la produc-
ción de biomasa para obtener una mayor producción 
de cardenólidos en D. purpurea.  

Estos resultados muestran que el tipo y el contenido 
de los cardenólidos dependen de la concentración 
y del elicitor utilizado en el cultivo de brotes de D. 
purpurea. Este aspecto ha sido señalado por autores 
como Ruiz-May et al. (2009) quienes describieron que 
el tipo de alcaloides y su acumulación en el cultivo de 
raíces de Catharanthus roseus L. estuvieron relaciona-
dos con ambos factores. 

La acumulación de metabolitos secundarios en plan-
tas es considerada como una respuesta de defensa al 

Leyenda: control se refiere al cultivo sin elicitar
Medias con letras no comunes dentro de cada variable difieren estadísticamente según prueba de Kruskal-Wallis/Mann-Whitney 
para p<0,05 (n=40 para altura y número de brotes/explante; n=10 para masa fresca y seca por frasco)
Figura 5. Efecto del jasmonato de metilo en la producción de biomasa de Digitalis purpurea L. (A: altura; B: número de brotes/
explante; C: masa fresca/frasco; D: masa seca/frasco) durante 28 días en medios de cultivo semisólidos.
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ataque de patógenos, la cual es activada por elicito-
res que actúan como compuestos de señalización de 
las respuestas de defensa en plantas (Namdeo, 2007; 
Pawar et al., 2011). En Digitalis se conoce que la sín-
tesis de cardenólidos ocurre como un mecanismo de 
defensa de la planta ante el ataque de insectos (Wink, 
2010). 

Teniendo en cuenta las valoraciones realizadas por 
Pérez-Bermúdez et al. (2010) sobre los genes relaci-
onados con la ruta biosintética de los cardenólidos, 
específicamente el P5βR2 cuya expresión fue indepen-
diente del MJ, es posible que el incremento de estos 
con el MJ se deba a la interacción sinérgica entre el 
etileno y el jasmonato y no al efecto aislado del MJ. 
Para ambos se ha descrito su contribución significa-
tiva a la resistencia contra herbívoros (Onkokesung 
et al., 2010). Los mecanismos de defensa en plantas 

están interconectados por una compleja red de rutas 
de señalización de hormonas (Pieterse et al., 2009; 
Mejía-Teniente et al., 2010). Estas rutas responden a 
condiciones de estrés o a elicitores, que modulan la 
biosíntesis de compuestos de defensa como un resul-
tado combinado de las acciones múltiples de señaliza-
ción (Zhao et al., 2005). 

Aunque se han considerado muchas hipótesis sobre 
los mecanismos de acción de los elicitores, aún es 
necesario el estudio de los mismos. Los elicitores, a 
una concentración apropiada, pueden actuar como 
moléculas de señalización, las cuales son percibidas 
por un receptor presente en la membrana plasmática 
y que inicia la señal de transducción (Vasconsuelo y 
Boland, 2007). De esta manera, involucra la expresión 
de genes y la activación de rutas metabólicas implica-
das en la biosíntesis del compuesto deseado. Al res-

Leyenda: control se refiere al cultivo sin elicitar
Medias con letras no comunes para cada cardenólidodifieren estadísticamente según prueba de Kruskal-Wallis/Mann-Whitney para 
p<0,05 (n=4)
Figura 6. Efecto de la concentración de jasmonato de metilo en el contenido de digoxina y digitoxina (µg.gMS-1) en brotes de 
Digitalis purpurea L. en medios de cultivos semisólidos a los 28 días de cultivo.  

Tabla 1. Efecto de elicitores en la producción neta por frasco de cultivo de digoxina y digitoxina en brotes de Digitalis purpurea L. 
cultivados en medios de cultivo semisólidos durante 28 días.

 Tratamientos Digoxina (µg) Digitoxina (µg)

Control sin elicitar 1,12 10,84

ChitoPlant®0,001 g.L-1 2,92 18,55

ChitoPlant®  0,01 g.L-1 2,46 28,55

ChitoPlant®0,1 g.L-1 4,95 36,88

SilioPlant®0,01 g.L-1 4,72 88,27

SilioPlant®0,1 g.L-1 2,86 29,20

SilioPlant®   1,0 g.L-1 1,14 24,70

Jamonato de metilo 60 µM 1,12 5,38

Jamonato de metilo 80 µM 2,92 5,94

Jamonato de metilo 100 µM 2,12 11,83
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pecto, Orlita et al. (2008) consideraron que debido 
al escaso conocimiento de las rutas de biosíntesis de 
los metabolitos secundarios, el efecto de un elicitor 
en el cultivo de células o de tejidos no es predecible. 
Al respecto, Bhagwath y Hjortso (2000) utilizaron un 
diseño factorial donde incluyeron varios factores para 
la producción de metabolitos secundarios en el cultivo 
de raíces de Ambrosia artemissifolia L. y notaron que la 
mayoría de los métodos de elicitación son empíricos. 

En el caso específico de las especies de Digitalis, hay 
limitada información acerca de la acumulación de car-
denólidos mediante el uso de elicitores en el cultivo in 
vitro. En la literatura científica consultada solo existe 
una investigación desarrollada en D. lanata (Ghanem 
et al., 2010), quienes describen el estudio de elicito-
res como el ácido salicílico, el extracto de levadura y 
el cloruro de calcio. Este último elicitor incrementó el 
contenido total de cardenólidos 2,9 veces comparado 
con las plantas no elicitadas. 

Los cardenólidos están constituidos por una genina o 
aglicona que contiene el núcleo esteroidal y una se-
cuencia de moléculas de azúcares generalmente ra-
ros que se producen durante el ciclo de las pentosas 
como las digitoxosas (Piñol et al., 2008). En Digitalis 
la serie más común es la A pero la de mayor import-
ancia es la C, la diferencia entre sus geninas está en 
el grupo OH que tiene la digoxina en el carbono 12 
mientras que la digitoxina tiene un grupo hidrógeno, 
puede ser que fenómenos como la hidroxilación se 
vean  afectados por elicitores. Se desconoce cuáles 
variaciones encontradas en las series A y C son deter-
minadas genéticamente o cuáles pueden ser causadas 
por factores ambientales o externos (Yücesan, 2011). 

Teniendo en cuenta los procesos relacionados con la 
síntesis de metabolitos secundarios podemos especu-
lar sobre su efecto en algunos aspectos básicos aunque 
no existen evidencias que confirmen los posibles meca-
nismos en los que influyen directamente los elicitores.  
Estas pueden estar relacionadas con afectaciones en 
el metabolismo primario que modulan la expresión de 
moléculas del metabolismo primario involucrado en el 
transporte a vacuolas donde se almacenan dichos me-
tabolitos, limiten o favorezcan precursores de la ruta 
del ácido mevalónico descrita como ruta de biosíntesis 
de cardenólidos (Kreis y Müller-Uri, 2013).  Por otra 
parte pueden alterar la localización o la solubilidad de 
las enzimas, activar aquellas específicas que regulan 
la síntesis de digitoxina, en detrimento de las enzimas 
que rigen la síntesis de digoxina. Las acetiltransferasas 
y glucosiltransferasas (Kreis et al., 1986; Kandzia et al., 
1998) juegan importantes roles en la ruta biosintética 
de los cardenólidos y podría especularse que el ChP 
y en mayor medida el SiP, promovieran la glucosila-
ción y la acetilación provocando un incremento en el 
contenido de los cardenólidos, aunque se requiere de 
nuevos experimentos para probar esta hipótesis. 

Como estrategia para estimular la síntesis de metabo-
litos secundarios, la elicitación ha tenido una marcada 
aplicación comercial en los últimos años (Savitha et 
al., 2006). A esto se le adiciona, que podrían permitir 
el estudio de genes relacionados con la biosíntesis de 
cardenólidos mediante la evaluación de la expresión 
de los mismos ante el efecto del elicitor. 

Conclusiones

Se demostró que la elicitación es una estrategia viable 
para el incremento de cardenólidos en brotes de D. 
purpurea en medio de cultivo semisólido. El SilioPlant® 
a razón de 0,01 g.L-1 permitió incrementar en 3,6 y 6,9 
veces el contenido de digoxina y digitoxina respecti-
vamente. 
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