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Eventos antioxidantes asociados a la elicitación de suspensiones celulares de 
Thevetia peruviana para la producción de compuestos cardiotónicos

INTRODUCCIÓN

Los cultivos de células vegetales en suspensión 
representan una alternativa para la obtención 
de metabolitos secundarios de interés                    
industrial, frente a los métodos tradicionales de 
producción mediante síntesis química y                 
extracción directa de las plantas. La posibilidad 
de producir estos metabolitos bajo condiciones 

controladas y reproducibles y la posibilidad de 
desarrollar los procesos a escala industrial, 
hacen de ésta una técnica promisoria para la 
satisfacción de la creciente demanda de   
fármacos, cosméticos, biopesticidas, aditivos 
alimentarios y otros productos de alto valor 
agregado (Ramachandra Rao y Ravishankar, 
2002).

RESUMEN

Thevetia peruviana es una planta con capacidad de síntesis de glicósidos con actividad cardiotónica. El                
cultivo en suspensión de estas células vegetales es una alternativa para la producción, bajo condiciones 
controladas y reproducibles a escala industrial, de estos compuestos. En estos cultivos se ha reportado 
previamente la obtención de peruvósido, un glicósido cardiotónico que resulta de especial interés porque 
genera menos reacciones alérgicas en los pacientes, en comparación con otras moléculas de la misma            
naturaleza. En este trabajo, se estudiaron los eventos antioxidantes asociados a la elicitación de cultivos de 
células en suspensión con metil jasmonato (meJa) (100 mg l-1). Se evaluó la producción de peruvósido, la 
viabilidad celular, la producción de H2O2, la actividad de la enzima guayacol peroxidasa (G-POD) y la                 
producción de especies reactivas de oxígeno totales (EROS). La adición de MeJa promovió la síntesis de           
peruvósido y estimuló la reducción en los niveles de H2O2 mediante la promoción de la actividad de la          
guayacol peroxidasa. Los resultados de este estudio contribuyen a comprender los eventos bioquímicos en el 
cultivo de células en suspensión bajo condiciones de elicitación, constituyéndose en un aporte para la 
producción in vitro de compuestos bioactivos. 

Palabras clave: T. peruviana, glucósidos cardiotónicos, peruvósido, EROS.

ABSTRACT

Thevetia peruviana is a plant capable of synthesizing glycosides with cardiotonic activity. The suspension 
culture of these plant cells is an alternative for the production, under controlled and reproducible conditions 
on an industrial scale, of these compounds. In these cultures has been reported the obtaining of peruvoside, 
a cardiac glycoside which is attractive because it generates less allergic reactions in patients, compared with 
other molecules of the same nature. In this work, the antioxidant events associated with the elicitation of cell 
cultures in suspension with methyl jasmonate (meJa) (100 mg l-1) were studied. The peruvoside production, 
cell viability, production of H2O2, the activity of the enzyme guaiacol peroxidase (G-POD) and the production 
of total reactive oxygen species (EROS) were estudiated. The addition of MeJa promoted the synthesis of          
peruvoside and stimulated the reduction in H2O2 levels by promoting the activity of guaiacol peroxidase. The 
results of this study contribute to understand the biochemical events in the culture of cells in suspension 
under conditions of elicitation, constituting a contribution for the in vitro production of bioactive compounds.

Keywords: T. peruviana, cardiac glycosides, peruvoside, ROS 



Generalmente en los cultivos in vitro se               
obtienen los metabolitos en concentraciones 
muy bajas, por lo que es necesario implementar 
métodos que busquen aumentar los                    
rendimientos de dichos productos. Estos             
métodos incluyen la optimización de los 
medios de cultivo, la selección de líneas              
celulares más productivas, las modificaciones 
genéticas y las intervenciones en las rutas       
metabólicas involucradas en la síntesis de los 
metabolitos deseados (Dörnenburg y Knorr, 
1995).

Una de las alternativas más efectivas para   
incrementar la producción de metabolitos 
secundarios en los cultivos de células vegetales 
es la elicitación (Tzer Miin Chong, Abdullah, Lai, 
Nor’Aini, & Lajis, 2005; Lu, Wong, & Teng, 2001; 
Suvarnalatha, Rajendran, Ravishankar, &  
Venkataraman, 1994). Mediante esta estrategia, 
el metabolismo de las células puede ser                     
influenciado por factores externos, de tal forma 
que se genere un aumento de la biosíntesis del 
metabolito objetivo (Brodelius, 1996).                    
Dependiendo de su origen, los elicitores 
pueden ser bióticos o abióticos,  y entre ellos  se 
pueden encontrar sustancias químicas y           
biológicas como el metil jasmonato (MeJa), el 
ácido salicílico (AS), metales, sales, extractos de 
hongos, bacterias o levaduras y factores físicos 
como luz, presión osmótica, temperatura y 
estrés hidrodinámico generado por la agitación 
del cultivo (Vasconsuelo y Boland, 2007).

El MeJa es una molécula que está ampliamente 
distribuida en las plantas y que actúa como 
modulador de varios procesos fisiológicos, que 
incluyen desde la florescencia y la senescencia, 
hasta la  respuesta ante factores de estrés         
bióticos o abióticos, mediante la activación de 
la transcripción de genes que permiten a las 
células hacer frente a los patógenos o a otras 
condiciones deletéreas (Wolucka, Goossens y 
Inzé, 2005). Debido a que muchos  metabolitos 
secundarios se sintetizan cuando aparecen 

estas condiciones de estrés, el MeJa es        
usualmente utilizado como elicitor para               
favorecer, mediante la inducción de las                   
cascadas de señalización,  la síntesis de este 
tipo de metabolitos (Kang et al., 2006; Ram, 
Prasad, Singh, Hada y Kumar, 2013;                             
Sivanandhan et al., 2013).

Uno de los eventos asociados a la elicitación 
con MeJa es el aumento en la producción de 
especies reactivas de oxígeno (EROS). Especies 
como el peróxido de hidrógeno (H202) y el ion 
super óxido (O2-) se producen en las células en 
condiciones normales como producto de la 
actividad metabólica, pero aumentan en 
respuesta a condiciones de estrés (Jabs, 
Dietrich y Dangl, 1996). Se ha reportado que 
estas moléculas participan como segundos 
mensajeros durante la inducción de genes de 
defensa (Pauw, van Duijn, Kijne, y Memelink, 
2004). El peróxido de hidrógeno, por ejemplo, 
participa como mensajero luego de la                     
elicitación con MeJa en células de tomate 
(Orozco, Narváez y Ryan, 2001); lo mismo ocurre 
con el ion superóxido en cultivos de raíces de 
Panax ginseng, cuya concentración aumenta 
con la adición del elicitor (Ali, Yu, Hahn y Paek, 
2006). 

A pesar de que, por lo general, el uso de                
elicitores estimula la producción de EROS, y a 
que estas especies son perjudiciales para las 
células por su alta reactividad, se ha                       
encontrado que los elicitores también                  
estimulan la maquinaria antioxidante. Enzimas 
como la super óxido dismutasa (SOD), la            
ascorbato peroxidasa (APX) y la guayacol 
peroxidasa (G-POD) aumentan su actividad en 
presencia de MeJa y otros elicitores (A�ab et al., 
2011; Ali et al., 2006). En este sentido, el uso de 
elicitores como MeJa, tiene un efecto dual: por 
un lado, protege a las células frente a                        
condiciones de estrés, activando la maquinaria 
antioxidante y la síntesis de metabolitos                     
secundarios y, por otro, puede aumentar, en
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algunos casos, la producción de EROS, con los 
subsecuentes daños que estas especies 
pueden producir a nivel de las membranas 
fosfolipídicas, el ADN y otras estructuras              
celulares.

Thevetia peruviana es una planta de la familia 
de las apocináceas que se caracteriza porque la 
gran mayoría de sus órganos secretan látex 
venenoso (Khare, 2007). Sus semillas, hojas y 
frutos se usan en la medicina tradicional como 
purgantes y para el tratamiento de la fiebre 
intermitente (Corrêa y Penna, 1985). Esta                 
especie es importante en la industria                              
farmacéutica debido a su capacidad de síntesis 
de glicósidos con demostrada actividad            
cardiotónica. Se han reportado dos familias de 
estos glicósidos conocidos como Thevetinas       
A y B, aisladas de las semillas, hojas y fruto del 
árbol, aunque la  mayor concentración se ha 
encontrado en las semillas (Kohls, Scholz, 
Teske, Zark y Rullkötter, 2012; Villa, Hormaza         
y Arias, 2011).  Recientemente, se ha reportado 
que los glicósidos cardiotónicos presentan 
también propiedades anticancerígenas (Haux, 
1999; Smith, Madden, Vijjeswarapu y Newman, 
2001; Stenkvist, 1999; Vaklavas, Chatzizisis y 
Tsimberidou, 2011).

Existen reportes del establecimiento de cultivos 
in vitro de Thevetia peruviana con fines de 
micropropagación (Kumar, 1992; Sharma y 
Kumar, 1994). En nuestro laboratorio se han 
establecido cultivos de células de esta especie 
con la intención de producir metabolitos de 
valor agregado a escala industrial. En este           
sentido, se reportó previamente la obtención 
de peruvósido en las suspensiones y los efectos 
de la elicitación con MeJa en su producción 
(Zabala, Angarita, Restrepo, Caicedo, & Perea, 
2010). Este glicósido cardiotónico resulta de 
especial interés porque genera menos                    
reacciones alérgicas en los pacientes, en          
comparación con otras moléculas de la misma 
naturaleza (Abe, Iwase, Yamauchi, Yahara y

Nohara, 1995).

Con el objetivo de dilucidar los fenómenos 
bioquímicos que conllevan al aumento de la 
síntesis de peruvósido y a la inhibición del  
crecimiento celular en cultivos de células en 
suspensión de T. peruviana tratados con MeJa, 
en este trabajo se evalúan los eventos                  
antioxidantes asociados a la elicitación, a través 
de la medición de EROS y guayacol peroxidasa 
(G-POD).
 
MATERIALES Y MÉTODOS

Material vegetal 

Para el establecimiento de los callos, se               
seleccionaron de manera aleatoria frutos 
verdes del árbol. Los frutos se lavaron con 
detergente comercial y agua destilada para 
remover las impurezas y eliminar el látex             
segregado. Posteriormente, se sumergieron en 
etanol 70% (v/v) por 5 minutos y en hipoclorito 
de sodio 10% (v/v) por el mismo periodo de 
tiempo. 

Establecimiento de callos y suspensiones 
celulares

Para la obtención de los explantes, se removió 
la capa superficial verde del fruto (exocarpio) y 
se tomaron muestras del mesocarpio de        
aproximadamente 1.5 mm de espesor. Los 
explantes se trasladaron de manera aséptica, 
en una cámara de flujo laminar, al medio de 
cultivo sólido para la inducción de los callos.

Se utilizó como medio de inducción, medio SH 
(Schenk y Hildebrandt, 1972) suplementado 
con 30 g/l de sacarosa, 2 mg/l de 2,4-D y 2 mg/l 
de kinetina. El pH se ajustó a 5.8 antes de la 
esterilización de los medios en autoclave 
(1210C, 20 psi, 15 min).  El mismo medio y           
composición hormonal se utilizó para los          
cultivos sólidos y las suspensiones. En el caso



de los cultivos sólidos se utilizó adicionalmente 
una concentración de 7 g/l de agar.  

Los subcultivos se realizaron cada 14 días   
transfiriendo los explantes a medio de cultivo 
fresco. Después del cuarto subcultivo, las              
células que crecían sobre el explante fueron 
raspadas y cultivadas en medio nuevo. 

Una vez obtenida suficiente masa de callos 
friables, estos fueron trasladados a 100 ml de 
medio líquido contenido en matraces de 250 
ml, para el establecimiento de las                                 
suspensiones, que se mantuvieron agitadas y a 
temperatura ambiente a 110 rpm en un              
agitador orbital (Dimaq, diámetro de órbita 2.5 
cm). Las suspensiones se tamizaron para            
eliminar los agregados provenientes de los 
callos y obtener suspensiones más finas. 

Elicitación con MeJa

Para el montaje experimental, se mezcló el 
contenido de dos suspensiones celulares con 
mínimo 4 subcultivos en un matraz que se aforó 
con medio líquido hasta 1 L. Para garantizar 
uniformidad del inóculo, se mantuvo en              
agitación, y se sirvieron 17 ml de la suspensión 
celular en matraces de 100 ml.

Para la elicitación con MeJa, se preparó una 
solución de 17100 mg l-1, agregando 0.21 µl de la 
sustancia pura (Sigma/Aldrich St. Louis, MO, 
USA) en 11.8 ml de etanol (99%), de tal forma 
que al agregar 100 µl a cada suspensión, se 
obtuviera una concentración final de 100 mg l-1.  
La solución de MeJa se esterilizó con filtros de 
0.2 µm y se agregó a los cultivos el día cero. Se 
tomaron muestras durante los primeros 5 días 
de cultivo. La biomasa se filtró y se almacenó en 
nitrógeno líquido para los análisis posteriores.

Análisis de H2O2, Guayacol peroxidasa 
(G-POD), y EROS totales

El análisis de H2O2 intracelular se realizó 
siguiendo un reporte previo (Chong, Abdullah, 
Fadzillah, Lai, y Lajis, 2005). Para esto, se tomó la 
biomasa y se maceró en frio con la adición de 
nitrógeno. Se tomaron 0.2 g de la biomasa y se 
homogenizaron con la adición de 2 ml de TCA 
0.1% (p/v). El homogenizado se llevó a                  
centrifugación por 15 min a 12000 gravedades. 
Luego se tomaron 0.5 ml del sobrenadante y se 
le agregaron 0.5 ml de bu�er fosfato (pH = 7) y 1 
ml de KI 1M. La absorbancia se leyó, después de 
10 min de incubación, a 390 nm. El blanco se 
preparó de la misma manera, pero sin la 
adición del sobrenadante. La determinación de 
la concentración de peróxido en la muestra se 
realizó aprovechando el cambio de coloración 
producido por la oxidación del Yodo. Una curva 
de calibración se construyó previamente.

Para la determinación de la actividad G-POD se 
tomaron 0.3 g de biomasa macerada y se           
disolvieron en 2 ml de bu�er fosfato 10 mM 
suplementado con polivinilpirrilidona (PVP) al 
4% (p/v). Luego se centrifugó por 15 min a 
12000 gravedades. Se tomaron 60 µl del              
sobrenadante y se mezclaron con 600 µl de 
guayacol 1% (v/v). Posteriormente, se                  
adicionaron 2.2 ml de bu�er fosfato 10 mM (pH 
= 7) y 150 µl de H202 100 mM. Finalmente, se leyó 
la absorbancia a 470 nm durante 10 min,             
comparando con un blanco preparado de la 
misma forma que la mezcla anterior, pero sin la 
adición de H202.  La actividad se determinó 
mediante la reacción entre el Guayacol, una 
sustancia incolora, y el H202, que en presencia 
de G-POD produce tetraguayacol, una                  
sustancia coloreada que se detecta                                                                         
espectrofotométricamente. Se usó la velocidad 
lineal inicial y un coeficiente de extinción molar 
de 26.6 mM-1 cm -1 como indicador de la               
actividad de la G-POD. La cuantificación de 
EROS totales se realizó fluororimétricamente.
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Análisis de H2O2, Guayacol peroxidasa 
(G-POD), y EROS totales

El análisis de H2O2 intracelular se realizó 
siguiendo un reporte previo (Chong, Abdullah, 
Fadzillah, Lai, y Lajis, 2005). Para esto, se tomó la 
biomasa y se maceró en frio con la adición de 
nitrógeno. Se tomaron 0.2 g de la biomasa y se 
homogenizaron con la adición de 2 ml de TCA 
0.1% (p/v). El homogenizado se llevó a                  
centrifugación por 15 min a 12000 gravedades. 
Luego se tomaron 0.5 ml del sobrenadante y se 
le agregaron 0.5 ml de bu�er fosfato (pH = 7) y 1 
ml de KI 1M. La absorbancia se leyó, después de 
10 min de incubación, a 390 nm. El blanco se 
preparó de la misma manera, pero sin la 
adición del sobrenadante. La determinación de 
la concentración de peróxido en la muestra se 
realizó aprovechando el cambio de coloración 
producido por la oxidación del Yodo. Una curva 
de calibración se construyó previamente.

Para la determinación de la actividad G-POD se 
tomaron 0.3 g de biomasa macerada y se           
disolvieron en 2 ml de bu�er fosfato 10 mM 
suplementado con polivinilpirrilidona (PVP) al 
4% (p/v). Luego se centrifugó por 15 min a 
12000 gravedades. Se tomaron 60 µl del              
sobrenadante y se mezclaron con 600 µl de 
guayacol 1% (v/v). Posteriormente, se                  
adicionaron 2.2 ml de bu�er fosfato 10 mM (pH 
= 7) y 150 µl de H202 100 mM. Finalmente, se leyó 
la absorbancia a 470 nm durante 10 min,             
comparando con un blanco preparado de la 
misma forma que la mezcla anterior, pero sin la 
adición de H202.  La actividad se determinó 
mediante la reacción entre el Guayacol, una 
sustancia incolora, y el H202, que en presencia 
de G-POD produce tetraguayacol, una                  
sustancia coloreada que se detecta                                                                         
espectrofotométricamente. Se usó la velocidad 
lineal inicial y un coeficiente de extinción molar 
de 26.6 mM-1 cm -1 como indicador de la               
actividad de la G-POD. La cuantificación de 
EROS totales se realizó fluororimétricamente.

Todas las mediciones se realizaron por duplicado, 
tomando la biomasa de dos suspensiones             
celulares. 

Viabilidad celular y pH

Se utilizó el colorante eosina nigrosina para 
determinar la viabilidad celular. Las células 
teñidas se tomaron como no viables. El conteo 
se realizó por duplicado, contando 5 campos 
con al menos 150 células para determinar el 
porcentaje de viabilidad. De igual forma, se 
monitoreó el pH de las suspensiones durante 
los 5 días de muestreo.

Extracción y cuantificación de peruvósidos

Para la extracción de peruvósidos totales (extra e 
intracelulares) se agregaron 5 ml de metanol a 5 
ml de cultivo (medio y células) y se llevó a baño 
ultrasónico durante 20 minutos a 400C. Luego, se 
centrifugó a 10000 rpm durante 5 minutos y se 
retiró el sobrenadante. La biomasa restante se 
resuspendió en 10 ml de metanol y se centrifugó 
nuevamente. Las muestras se evaporaron y se 
filtraron con filtros de 0.2 µm para el posterior 
análisis.  

La detección del peruvósido se realizó por High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC), 
empleando una columna C-18, y como fase móvil 
una mezcla de acetonitrilo/ agua (30:70) a un flujo 
de 05.ml min-1. Se realizó una curva de calibración 
usando el estándar comercial (Sigma/Aldrich St. 
Louis, MO, USA), que             presentó en un tiempo 
de retención de      22.9 min. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Viabilidad celular y pH

La adición de MeJa al cultivo no produjo          
cambios en el pH en ninguno de los ensayos. El 
pH se mantuvo entre 5.6 y 5.8 durante los  
primeros días de cultivo, por lo que la inhibición

en el crecimiento celular que se obtuvo en 
trabajos previos (datos no publicados) no se 
puede atribuir a la variación del pH por la 
adición del elicitor. En otras líneas celulares se 
han reportado aumentos en el pH cuando se 
adiciona MeJa al cultivo (Perassolo, Quevedo, 
Busto, Giulietti y Talou, 2011). La alcalinización 
del medio es una consecuencia de la                            
despolarización de la membrana por la acción 
del elicitor y el consecuente aumento del           
intercambio de iones como el K+, H+, Cl- y Ca+2 
(Zhao, Davis y Verpoorte, 2005). Sin embargo, en 
nuestro caso no se encontraron cambios en el 
pH que puedan dar evidencias del aumento en 
el flujo de estos iones. 

En la figura 1 se muestra el efecto del MeJa 
sobre la viabilidad celular, utilizando eosinia 
nigrosina (Figura 2).

Figura 1. Porcentaje de viabilidad de los 
cultivos elicitados (cuadro sin relleno) y el 

control (cuadro con relleno sólido) durante 
los primeros 5 días de cultivo.

Figura 2. Tinción con eosina nigrosina de 
células de T. peruviana. El colorante permite 

distinguir células viables (blancas, flecha 
sólida) de las no viables (rojas, flecha sin relleno).

Tiempo de Cultivo (Días) 

%
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La viabilidad en las células no tratadas se       
mantuvo durante los 5 primeros días de cultivo 
en valores cercanos al 80%, pero en las células 
tratadas con MeJa se redujo a valores cercanos 
al 60% en el quinto día de cultivo (Figura 1). Este 
resultado es consistente con la pérdida en la 
capacidad de crecimiento de las células que se 
reportó previamente en los tratamientos con 
MeJa. En general, la inhibición del crecimiento 
celular y la reducción de la viabilidad son                
eventos comunes a la elicitación.  Los                          
resultados obtenidos concuerdan con los 
reportados para otras líneas celulares elicitadas 
con MeJa, en los que la pérdida de la viabilidad 
coincide con la reducción en las velocidades 
específicas de crecimiento y en la biomasa seca 
total  (Patil, Lenka, Normanly, Walker y Roberts, 
2014). La disminución en el porcentaje de                 
viabilidad sugiere un aumento en los daños de 
las membranas celulares como consecuencia 
del aumento del potencial de membrana y el 
cambio en el flujo de iones señalados                        
anteriormente. Sin embargo, la pérdida en la 
viabilidad no se podría explicar de esta manera 
considerando los resultados obtenidos en el 
pH, que se mantuvo en un valor más o menos 
constante y no se alcalinizó, como inicialmente 
habría de esperarse. De esta forma, es posible 
que un factor distinto al cambio del potencial 
de la membrana debido al flujo de iones sea el 
causante de los daños en la membrana y, por 
ende, en la reducción observada en la                        
viabilidad. La presencia de EROS, en especial 
del ion hidroxilo (OH-), es un evento que                 
desencadena la peroxidación lipídica (Gill y 
Tuteja, 2010), por lo que un aumento en la 
producción de estas especies por la presencia 
de un elicitor puede ser una de las razones que 
explican esta disminución en la viabilidad sin la 
previa alcalinización del medio de cultivo y la 
despolarización de la membrana.

Producción de peruvósidos

En la figura 3 se muestra el efecto de la adición

de MeJa (100 mg l-1) sobre la producción de 
peruvósido. En los cultivos no tratados, no se 
detectó producción del metabolito los dos 
primeros días de cultivo. La concentración 
máxima alcanzada en este caso fue de tan sólo 
0.5 mg l-1 en el día 5. A diferencia de los cultivos 
no tratados, en los cultivos elicitados con MeJa 
se consiguió una producción de 2.2 mg l-1 al 
inicio del cultivo.

El efecto de la adición de MeJa fue inmediato: 
con tan sólo cuatro horas después de ser       
agregado al cultivo, se logró pasar de 0 mg l-1 de 
peruvósido en el control a 2.2 mg l-1. Así mismo, 
la máxima concentración se alcanzó el día 4, 
con 2.4 mg l-1. 

Los resultados obtenidos coinciden con un 
reporte previo, en el que se demostró la                  
capacidad del MeJa en la inducción del               
peruvósido (Zabala et al., 2010), y con los          
obtenidos en una experiencia reciente  (datos 
no publicados), en la que se logró aumentar la 
producción de peruvósido  2.5 veces  respecto 
al control. De esta forma, se demuestra que en 
los cultivos de T. peruviana, el MeJa actúa como 
segundo mensajero en la respuesta ante           
factores de estrés externos, y más aún, que la 
adición exógena de esta sustancia puede

Figura 3. Producción de peruvósido en 
cultivos elicitados con MeJa (cuadro sin 

relleno) y en el control (cuadro con relleno 
sólido) durante los primeros 5 días de cultivo.
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simular condiciones de estrés que provocan 
cambios fisiológicos celulares que la célula 
ejecutaría en condiciones de presión reales, 
como por ejemplo, la acumulación de                
metabolitos secundarios como el peruvósido. 

En general, el MeJa estimula la producción de 
una gran variedad de metabolitos secundarios 
sin ninguna especificidad. Se ha encontrado  
que este elicitor puede promover la síntesis de 
flavonoides, terpenoides, esteroides,                      
alcaloides, fenilpropanoides y otra gran                 
variedad de metabolitos (Goyal, Lambert, 
Cluzet, Mérillon y Ramawat, 2012). Cuando se 
detecta en la superficie de las células una señal 
de estrés, las células responden abriendo los 
canales iónicos de Ca2+, activando proteínas del 
tipo G y estimulando la actividad fosfolipasa 
PLA2, que cataliza la hidrólisis de fosfolípidos 
como la fosfatidilcolina (PC), cuyo producto, la                           
lisofosfatidilcolina (LysoPC) es el precursor del 
MeJa. Una vez que la concentración de MeJa 
aumenta al interior de la células, puede                  
transformarse en una gran variedad de                  
oxylipinas cíclicas que interactúan con el DNA 
para activar la síntesis de metabolitos                   
secundarios (Reverberi, Fabbri, & Fanelli, 2012). 
Estos mismos eventos se producen cuando el 
MeJa es agregado de manera exógena a los 
cultivos. A pesar de que no se realizaron                        
estudios en ese sentido, es probable que el 
aumento en la síntesis de peruvósido obtenida 
en este estudio responda a un mecanismo                
similar al señalado anteriormente, en el que el 
MeJa agregado se transloca al interior de las 
células y sirve de precursor en la síntesis de 
otras oxilipinas que interactúan con el DNA para 
activar algún gen o grupo de genes                            
involucrados en la ruta del mevalonato, que es 
la ruta a partir de la cual se sintetizan los                     
glicósidos cardiotónicos. Se han reportado dos 
genes involucrados en la síntesis de glicósidos 
cardiotónicos: el gen P5βR y el P5βR2. Ambos 
genes codifican para la enzima progesterona 5β 
reductasa, que cataliza la conversión de la 

progesterona en 5β pregonana-3,20-diona, que 
es considerado el primer paso para la síntesis 
de los glicósidos cardiotónicos. El gen P5βR se 
expresa en condiciones normales, pero el P5β
R2 se sobreexpresa sólo en condiciones de 
estrés como las altas temperaturas, el estrés 
salino y las heridas en los tejidos (Pérez, Moya, 
Tuñón y Gavidia, 2010). Este es entonces un gen 
que sólo se activa cuando las células                    
responden al estrés, y podría ser un sitio sobre 
el cual, las oxilipinas como el MeJa actúan para 
estimular la producción del peruvósido y otros 
metabolitos secundarios. Se requieren estudios 
adicionales para confirmarlo, en especial 
porque no existen estudios que relacionen la 
expresión de este gen con el aumento en las 
concentraciones intracelulares de MeJa. Se 
conoce, sin embargo, que el H202 y el etileno     
regulan la expresión de este gen (Pérez-Bermúdez 
et al., 2010).

Las concentraciones de peruvósido reportadas en 
este estudio son más altas que las reportadas 
para la producción de otros glicósidos                       
cardiotónicos en otras especies vegetales. Por 
ejemplo, en células en suspensión de Digitalis 
purpurea se reporta una concentración máxima 
de cardenólidos de 0.7 mg g-1 de peso seco  
(Pérez-Bermúdez et al., 2010), mientras que para 
células de Digitalis lanata elicitadas con MeJa, se 
reporta una producción máxima de 200 µg g-1 
(peso seco) (Pérez, Capote, Gerth y Jiménez, 
2012). En un reporte de nuestro grupo, se logró 
obtener con células de T. peruviana tratadas con 
MeJa una concentración máxima de 8.93 mg l-1 

(Zabala, Angarita, Restrepo, Caicedo, & Perea, 
2010b), un valor que se aleja bastante del                
obtenido en este estudio y que pone de                  
manifiesto la alta variabilidad de los cultivos.

Medición de H2O2, Guayacol peroxidasa 
(G-POD), y EROS totales

En la figura 4 se muestran los resultados de la 
producción de H2O2 durante los 5 primeros días 
de cultivo para las células elicitadas con MeJa y
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para los tratamientos control.

Salvo en los días 0 y 2, la concentración de H2O2 
fue mayor en los cultivos no elicitados. En el día 
0, no se encontraron diferencias significativas 
en la producción de peróxido entre ambos 
tratamientos. En el día 2, la concentración 
encontrada fue mayor en los cultivos elicitados. 
La mayoría de los reportes coinciden en señalar 
que la elicitación estimula la producción de 
EROS, en especial de H2O2,  y sugieren que esta 
especie actúa como segundo mensajero en la 
cascada de transducción de señales en 
respuesta a múltiples factores de estrés              
(Paranhos, Fernández y Corchete, 1999;               
Perassolo et al., 2011; Pérez et al., 2010;                 
Reverberi et al., 2012; Zhao et al., 2005). Por 
ejemplo, en células de Digitalis lanata elicitadas 
con Chitoplan y Silioplant, se reportan                
aumentos en la producción de peróxido con 
respecto al control (Pérez et al., 2012). Lo mismo 
ocurre con los cultivos de Digitalis thapsi, en el 
que se reportan concentraciones de hasta 20 
µmol l-1  de H2O2, cuando las células se tratan 
con Ca2+ (Paranhos et al., 1999)]. Estos                    
resultados no están de acuerdo con los                 
obtenidos en nuestro caso, en el que el                
peróxido, en lugar de aumentar con la                           
elicitación, disminuye. Sin embargo, el                
aumento del peróxido con la adición de             

elicitores no es un evento generalizado. Se han 
reportado casos de elicitación con MeJa, en los 
que la concentración de H2O2 disminuye en 
relación con los cultivos no tratados (Pérez et 
al., 2012). En este punto, la respuesta del H2O2 
depende de la especie y de la concentración del 
elicitor. 

A pesar de que se ha encontrado que el               
peróxido responde de manera bifásica después 
de la elicitación y  que su concentración 
aumenta después de transcurridas tres horas 
de interacción entre la membrana y la señal de 
estrés (Zhao et al., 2005), el hecho de no haber 
encontrado diferencias significativas entre los 
cultivos control y los elicitados con  MeJa el día 
cero de cultivo, indica que en el caso de                  
T. peruviana la respuesta no sigue esta regla, ya 
que los análisis para este día se realizaron 
cuatro horas después de adicionado el elicitor, 
tiempo tras el cual deberían observarse               
diferencias en la producción de H2O2 entre 
ambos cultivos. 

En la figura 5 se muestran los resultados de la 
actividad de la G-POD. En este caso se observa, 
respecto al control, un aumento en la actividad 
de la G-POD en los cultivos elicitados con MeJa 
en los días 1, 2, 4 y 5, mientras que en los días 0 
y el 3 no se encontraron diferencias entre los 
dos tratamientos. Resultados similares han sido 
encontrados en plantas de trigo expuestas a 
cadmio, en las que el estrés  produce un 
aumento en la actividad G-POD y otras enzimas 
antioxidantes (Milone, Sgherri, Clijsters y Navari, 
2003). De igual forma, se reportó que la adición 
de MeJa a cultivos de raíces de Panax ginseng 
estimula la actividad de esta enzima (Lu et al., 
2001).

Figura 4. Producción H2O2 en cultivos
elicitados con MeJA (100 mg l-1), durante 

los 5 primeros días de cultivo.
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Figura 5. Actividad G-POD en cultivos
elicitados con MeJA (100 mgl-1), 

durante los 5 primeros días de cultivo.
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El aumento en la actividad de la G-POD en las 
células elicitadas con MeJa explica los menores 
niveles en la producción de H2O2 respecto a los 
niveles del control. Al aumentar la actividad 
G-POD, su sustrato se ve disminuido. De esta 
forma, el MeJa está actuando como un               
efectorde la maquinaria antioxidante.

Los resultados de la figura 4, indican que hay 
una alta producción de peróxido en los cultivos 
no elicitados y que la adición del MeJa             
contribuye a la disminución de estas                   
cantidades de peróxido mediante el aumento 
de la actividad antioxidante de la G-POD. De 
esta forma, los efectos de la elicitación con 
MeJa en T. peruviana, en relación con los              
eventos antioxidantes, parece inclinarse más 
hacia la actividad antioxidante que hacia la 
generación de especies reactivas como el 
peróxido. Esta hipótesis se ve reforzada cuando 
se considera el aumento en la producción de 
peruvósido, lo que indica que se están                    
activando rutas del metabolismo secundario 
que se activan sólo cuando las células                 
responden a un tipo de estrés.

Varias razones conllevan a pensar que la

adición de MeJa en los cultivos de T. peruviana 
no estimula la producción de EROS, sino que, 
por el contrario, favorece la respuesta                    
antioxidante. En primer lugar, porque el pH del 
medio se mantuvo constante y, como se           
mencionó anteriormente, la adición de                
elicitores generalmente desencadena la              
alcalinización del medio de cultivo. Cuando 
esto ocurre, se observa además que con la 
adición del elicitor se estimula también la 
formación de especies reactivas de oxígeno          
(Chong et al., 2005), que son las responsables 
de la oxidación de la membranas, de su               
despolarización y del subsecuente aumento en 
el flujo de iones y la alcalinización del medio. 
Que en este estudio el pH se haya mantenido 
constante, sugiere que la adición de MeJa no 
desencadena eventos oxidativos. Sumado a 
esto, está el hecho de que la adición de MeJa, 
lejos de estimular la producción de peróxido, lo 
redujo en comparación con las células no               
tratadas, mediante la activación de una enzima 
antioxidante como la G-POD.
Al estudiar la producción de EROS totales           
(Figura 6), se puede ver cómo la producción de 
estas especies es prácticamente nula (las 
pendientes de las curvas son cero o negativas), 
lo que apoya el argumento anterior. 

Ahora bien, dos resultados parecieran ir en 
contra de la hipótesis del efecto antioxidante 
del MeJa; a pesar de que la inducción de un

Figura 6. Determinación de EROS totales 
por fluorescencia para diferentes días (D) 

de cultivo tratados con MeJa (Me).
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metabolito secundario como el peruvósido 
produce que las células activen sus                           
mecanismos de respuesta ante el estrés, 
muchos autores parecen coincidir en que la 
producción de EROS, y en especial de peróxido, 
es un suceso indispensable y de ocurrencia 
previa a la inducción del metabolismo                   
secundario. Algunos estudios sugieren que el 
aumento de la síntesis de metabolitos                   
secundarios no necesariamente debe estar 
mediada por la presencia de EROS (Zhao et al., 
2005). Si se toma en cuenta esta última               
consideración, el aumento encontrado en la 
producción de peruvósido no necesariamente 
tuvo que estar asociado a la producción de 
EROS, lo que es consistente con los resultados 
del pH. Sin embargo, la pérdida en la viabilidad 
en la membrana y la reducción en el                          
crecimiento celular, son sucesos que deben ser 
estudiados más a fondo. 

Aunque la inhibición del crecimiento celular 
con la adición de MeJa puede explicarse 
asumiendo que las células entran en un estado 
de latencia, la pérdida en la viabilidad de la 
membrana en los cultivos elicitados no es 
fortuita, y deben investigarse a fondo sus              
posibles causas.

Así bien, los resultados obtenidos en este             
estudio sientan bases para la acción del MeJa 
como detonante de la respuesta antioxidante 
en cultivos de T. peruviana, pero aún existen 
interrogantes en cuanto a la relación que existe 
entre la elicitación, la respuesta antioxidante y 
la acumulación de metabolitos con esta              
especie vegetal que aborda la elicitación desde 
un enfoque bioquímico.

CONCLUSIONES

• El MeJa puede ser utilizado como un elicitor 
efectivo para la producción de peruvósido en 
cultivos de T. peruviana.

• El MeJa estimula la defensa oxidante en         
cultivos de T. peruviana mediante la promoción 
de la actividad de la G-OPD y la reducción en los 
niveles de EROS.

• La adición de MeJa  no desencadena la 
producción de EROS.

• El aumento en la producción de peruvósido en 
cultivos de células de T peruviana elicitados con  
MeJa  100 mg l-1, el día cero de cultivo, no está 
mediado por la presencia de EROS.

RECOMENDACIONES

• Se sugiere realizar más estudios para dilucidar 
los mecanismos por los cuales la adición de 
MeJa reduce la viabilidad de los cultivos de          
T. peruviana.

• Se sugiere investigar la producción de EROS y 
G-POD en periodos de tiempos más cortos.
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