Enhancing cardenolides production by vep1 gene expression in transgenic Digitalis purpurea L.
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ABSTRACT
[bookmark: _GoBack]Metabolic engineering of Digitalis purpurea L. has risen as a powerful biotechnological tool to enhance in vitro cardenolides biosynthesis. On this goal, antibiotic selection systems and Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation protocols have been developed. In this work, Arabidopsis thaliana L. vep1 gene was expressed in cardenolides-producing D. purpurea plants. Hygromycin B was efficiently used as the selectable marker in calli induction and multiplication media. PCR analysis confirmed hpt and vep1 genes on genomic DNA of transformed plants. Also, vep1 transcriptional activity was measured by reverse transcription-quantitative PCR. Cardenolides content in transgenic lines was quantified by HPLC and compared with non-transgenic plants. Transgenic lines produced significantly higher digitoxin and digoxin concentrations than non-transgenic plants. Genetic transformation allowed to enhance cardenolides production with higher efficiency than other biotechnological strategies. Biomass and uniform cardenolides production in vitro will contribute to obtaining widely use drugs, as digoxin, in countries were D. purpurea is not cultivated.
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RESUMEN
La ingeniería metabólica es una prometedora herramienta biotecnológica a emplear para potenciar la biosíntesis de cardenólidos in vitro en Digitalis purpurea L. Con este objetivo se han desarrollado esquemas de selección con antibióticos y protocolos de transformación vía Agrobacterium tumefaciens. En este trabajo se expresó el gen vep1 de Arabidopsis thaliana L. en plantas de D. purpurea. Se empleó eficientemente la higromicina B como agente selectivo durante el proceso de inducción y multiplicación de callos. La inserción de los transgenes hpt y vep1 en el genoma de la planta transformada fue confirmada por PCR. Además, se determinó la actividad transcripcional del gen vep1 mediante amplificación en cadena de la polimerasa cuantitativa del reverso transcripto. El contenido de cardenólidos de las líneas transgénicas fue cuantificado por HPLC y comparado con plantas germinadas in vitro. Las líneas transgénicas produjeron concentraciones de digitoxina y digoxina significativamente superiores, con respecto a las plantas no transformadas. La transformación genética permitió potenciar la producción de cardenólidos con mayor eficiencia que otras estrategias biotecnológicas empleadas con este objetivo. La producción uniforme de biomasa y cardenólidos in vitro, permitirá obtener medicamentos imprescindibles como la digoxina, en países donde existen limitaciones para su cultivo. 
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