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RESUMEN

Peumus boldus Mol. es un arbol nativo que crece en el centro y sur de Chile.
El alcaloide mas conocido del boldo es la boldina, debido a que posee una
alta actividad antioxidante. El producto mdas exportado para lograr la
extraccion corresponde a las hojas, las cuales contienen la menor
concentracion de boldina. El boldo posee varias limitaciones que dificultan
la obtencion de material vegetal a escala industrial, por lo que se necesitan
alternativas tecnologicas para la obtencion de boldina. La busqueda por
literatura indica que se han utilizado desde cultivos convencionales, sintesis
quimica, hasta cultivos en suspension a partir de tejidos vegetales para la
obtencion de metabolitos especializados, sin embargo, presentan varias
limitaciones. Ultimamente, se ha utilizado el aislamiento de células
meristematicas del cambium vascular obteniendo resultados dptimos para la
produccion de algunos productos naturales. Otra alternativa para la
produccion de metabolitos secundarios es el cultivo de células
meristematicas del brote y de la raiz, sin embargo, el aislamiento, cultivo y
manejo de dichas fuentes meristematicas se complica debido a que su

densidad esta limitada a una pequefia porcion apical.
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ABSTRACT

Peumus boldus Mol. is a native tree that grows in the center and south of
Chile. Boldo’s most important alkaloid is the boldine, due to its high
antioxidant activity. The most exported product to achieve extraction is the
leaves, which contain the least concentration of boldine. Boldo possesses
several limitations that make it difficult to obtain vegetal matter in a
conventional way, therefore, it is necessary to find new biotechnological
alternatives to get boldine. Literature indicates that conventional cultures,
chemical synthesis, and suspension cultures from vegetal tissue have been
used to the obtention of specialized metabolites, however, they show various
restrictions. Lately, the isolation of meristematic cells from wvascular
cambium has been used achieving optimal results to produce some natural
products. Another alternative to produce secondary metabolites is the culture
of meristematic cells from the sprout and the root, yet the isolation, culture
and management of these meristematic sources become challenging since the

density is limited to a small apical portion.



I. INTRODUCCION

Peumus boldus Mol. es un arbol nativo que crece principalmente en el centro
y sur de Chile, se conoce por sus propiedades medicinales otorgadas por el
alcaloide boldina, esta se caracteriza por ser una sustancia benéfica para el
ser humano debido a que tiene un alto poder antioxidante, como consecuencia
se ha utilizado para el tratamiento de varios tipos de enfermedades (Speisky
y Cassels 1994). Este alcaloide estd presente en la corteza y en menor
concentracion en las hojas, siendo este tltimo el mayor producto exportado
para la obtencion de extractos con fines farmacologicos (Barros y Benedetti
2011). La demanda internacional de boldina es permanente, pero las
exportaciones desde Chile son marginales. A causa diversas limitaciones de
la especie en cuanto a crecimiento lento, ademas de que la recoleccion de
hojas se realiza en bosques silvestres, debido a la falta de plantaciones
forestales, provocan la sobreexplotacion, poniendo en riesgo la conservacion
de la especie y condicionando su uso sostenible (Roach y Bascur 2001). Por
lo descrito anteriormente, es fundamental buscar nuevas alternativas de
produccion de forma sostenible. Se requiere resolver esta problematica

debido a que el alcaloide tiene una gran importancia econdémica y nuevas



técnicas se podrian utilizar para el resto de las especies nativas que posean
compuestos bioactivos, con el objetivo de desarrollar, producir y empaquetar

ingredientes activos de alto valor afiadido

Se realizé una busqueda bibliografica que abracd distintas técnicas para la
obtencion de productos naturales y especialmente alcaloides. La informacion
recopilada es fundamental para proporcionar al proyecto FONDEF
ID21110386 “Implementacion de una plataforma biotecnoldgica para la

produccion sostenible de boldina.”

La presente memoria estara constituida por un capitulo llamado Cuerpo, el
que a su vez estd formado por distintas secciones y otro capitulo de
Conclusiones. El Cuerpo parte con la importancia de los productos naturales
para el ser humano y el caso del boldo, luego contintia con la utilizacion de
cultivo de tejidos para la produccion de metabolitos secundarios. La siguiente
seccion del cuerpo incluye informacién sobre la generacion de lineas
celulares a partir de células meristematicas cambiales, y finalmente se aborda

la busqueda de otras fuentes meristematicas para iniciar lineas celulares.



II. CUERPO

2.1 Importancia de productos naturales y el caso de Peumus boldus

(Mol.).

La industria farmacéutica, a través de los anos, ha utilizado distintos
compuestos producidos por plantas debido a sus propiedades medicinales.
Dichos compuestos denominados metabolitos secundarios o especializados
forman parte del metabolismo secundario de las plantas y se pueden dividir
en tres grupos quimicamente distintos: terpenos, fenoles y compuestos que
contienen nitrégeno tales como alcaloides, glucdsidos cianogénicos,
glucosinolatos y aminodcidos no proteicos (Taiz y Zeiger 2002). La
obtencion de metabolitos secundarios ha tenido un desarrollo importante a
medida que se van necesitando nuevos compuestos para producir articulos de
interés comercial, asi como productos farmacoldgicos, cosméticos,
biopesticidas agroquimicos, saborizantes o aditivos alimentarios, fragancias
y pigmentos naturales (Chiang y Abdullah 2007). En principio, la obtencion
de compuestos naturales se ha realizado mediante cultivos convencionales

los cuales presentan limitantes. Generalmente son métodos que suelen ser
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muy costosos, demoran tiempo, requieren mucha cantidad de material
vegetal, ademas de producir contaminacion ambiental (McCoy y O'Connor
2008). Estas limitantes se ven reflejadas directamente en Peumus boldus Mol.
el cual es un arbol nativo que crece en el centro y sur de Chile, y que durante
afios se ha utilizado con fines farmacologicos (Speisky y Cassels 1994,

Luebert y Pliscoff 2006).

P. boldus se ha utilizado desde 1875 por britanicos y estadounidenses como
tratamiento para malestares leves del sistema digestivo (Bastien 1987). Se
han descrito una amplia gama de tratamientos contra enfermedades en los
cuales el boldo podria actuar, principalmente relacionados a aterosclerosis,
dano por isquemia-reperfusion, hepatotoxicidad inducida por farmacos,
enfermedades autoinmunes e inflamatorias, ciertos tipos de cancer y algunas
enfermedades neurodegenerativas (Speisky y Cassels 1994). En Chile, es
comin la automedicacion mediante infusiones para aliviar dolores
estomacales. La boldina, principal alcaloide del boldo para la industria
farmacéutica, corresponde a una sustancia solida, de color amarillento pardo,
de sabor amargo, inestable y fotosensible oxidandose por la luz solar (Barros

y Benedetti 2011). Posee una alta actividad antioxidante, a la que se le



11

atribuye sus propiedades farmacoldgicas antes mencionadas. Es por esto que
la boldina se sitia como una sustancia potencialmente benéfica para la
prevencion de varias condiciones patologicas (Speisky y Cassels 1994). En
el arbol, esta se encuentra localizada principalmente en hojas y en mayor
concentracion en la corteza, conteniendo un 6% del alcaloide en comparacion
con las hojas que es tan solo de 0,02% a 1% (Cassels 2004). El producto mas
exportado corresponde a hojas secas, enteras o trituradas con las que se
producen extractos y/o aceites esenciales. Los principales paises en donde se
logra el valor agregado son Espafia, Francia, México y Alemania, puesto que
se usa integramente en la industria medicinal (Barros y Benedetti 2011). Los
reportes de exportacion de productos no madereros sitlian a las hojas de boldo
como un producto muy valioso, en 2017 se reportaron ingresos por
exportaciones de aproximadamente cinco millones de dolares

estadounidenses al afio (Caselli y Gonzalez 2018).

El boldo corresponde a una especie endémica forestal que posee un gran valor
dentro del mercado nacional e internacional. Las hojas corresponden a la
biomasa seca que contiene menor porcentaje del alcaloide por lo que se

requiere demasiado material vegetal para proveer de boldina a la industria
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farmacéutica. Ademas, el boldo es una especie de crecimiento lento, similar
al peumo y al quillay, demorando alrededor de dos afios en alcanzar los 50
cm de altura (Roach y Bascur 2001), por lo que se requiere de varios afios
para que un individuo consiga llegar a la edad adulta. Se ha descrito que, en
bosques abiertos con baja densidad, el crecimiento medio anual en diametro
a la altura del pecho (DAP) es de 0,36 cm (Duran 2005). Las hojas
comercializadas se obtienen a partir de bosques silvestres debido a que no es
rentable el establecimiento de plantaciones forestales o agricolas (Vogel et
al. 2011). La extraccion de hojas se realiza por cosecha en bosques jovenes
lo que conduce a un producto recolectado muy heterogéneo resultado del
tiempo de acopio que se necesita (Roach y Bascur 2001). El resultado de las
limitaciones de la especie provoca que la exportacion de boldina sea
marginal, ademés de la sobreexplotacion del recurso (Barros y Benedetti
2011). Por todo lo anterior, se requieren métodos para la produccion de

manera sostenible de boldina y con un mayor valor agregado.
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2.2 Cultivos de tejidos para la produccion de metabolitos secundarios

in vitro

Existen varios métodos alternativos para la produccién de compuestos
naturales, y uno de estos es la sintesis quimica o quimiosintesis para producir
moléculas de estructura simple. Sin embargo, muchos compuestos naturales
tienen multiples centros quirales lo que resulta en una sintesis quimica
compleja o no rentable (Wu y Chappell 2008). Como alternativa para sortear
estas restricciones, se ha optado por el cultivo de c€lulas y tejidos vegetales,
el cual ha funcionado para un amplio rango de especies, sin embargo, s6lo
una fraccion reducida de compuestos naturales se pueden producir a una
escala industrial (McCoy y O'Connor 2008). Usando el cultivo de tejidos se
puede lograr la produccion de metabolitos secundarios, lo que ha sido de gran
utilidad para la industria medicinal (Neumann et al. 2020). Se ha descrito un
protocolo mediante cultivo in vitro de brotes de boldo para la obtencion de
extractos que contienen fenoles y alcaloides. En el caso de la fraccion

alcaloides, solo un 12% corresponden a boldina.!

! L https://patentimages.storage.googleapis.com/b8/d4/11/2¢63cda4d87948/W02013056386A1.pdf
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Los cultivos de células vegetales se inician a través del uso de explantes, los
cuales se disponen en un medio de cultivo sélido o liquido en el cual se
produce la formacion de nuevas células. En algunos casos se forma un callo,
que corresponde a una masa desorganizada de células que han sufrido una
desdiferenciacion o reprogramacion celular, que en medios de cultivo y
condiciones de crecimiento adecuados se diferencian (Fehér 2019). Los
cultivos en suspensiones celulares se originan a partir del cultivo de callos en
medio liquido y en agitacion, lo que da como resultado la formacion de
grupos de células en la periferia del explante (Neumann et al. 2020). A través
de los afios, los sistemas de cultivos de células vegetales han tenido un avance
considerable debido a la experiencia que se ha obtenido gracias a cultivos de
células animales. Los cultivos en suspension han logrado superar la mayoria
de las desventajas que poseen los cultivos convencionales junto con la
sintesis quimica para la produccion de productos naturales. Los cultivos
celulares en suspension proporcionan condiciones de crecimiento
homogéneas logrando la optimizacion de procesos, acelerando la produccion
y proporcionando una fuente de material vegetal renovable de productos
naturales (McCoy y O'Connor 2008, Fischer et al. 2015). Ademas, permiten

la produccion de metabolitos vegetales de estructura quimica mas compleja,
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la produccion en cualquier temporada del afio, fuera de los habitats naturales
de las especies, la produccion en forma aseéptica y controlada, asi como
también, la produccidén de compuestos a partir de especies que se encuentran
en peligro de extincion (Sood 2020). Sin embargo, presentan varias
limitaciones en cuanto a rendimientos y crecimiento deficiente, ademas de la
inconsistencia de los productos naturales producidos (Roberts 2007), esto
debido a cambios genéticos y epigenéticos desencadenados por las

condiciones de cultivo (Baebler et al. 2005, Grafi et al. 2007).

2.3 Lineas celulares a partir de células meristematicas cambiales

Alternativamente al callo como explante para iniciar cultivos celulares en
suspension, se ha logrado aislar y multiplicar células meristematicas
cambiales a partir del sistema vascular de plantas superiores, lo que supone
una herramienta biotecnologica avanzada para obtener productos naturales
(Lee et al. 2010, Yun et al. 2012). La primera vez que se aislaron células
meristematicas del cambium (CMC) fue de Taxus cuspidata, para la

produccion de paclitaxel, un alcaloide de importancia farmacoldgica debido
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a su capacidad antitumoral, lo que resultdé en una biosintesis mas notoria
dentro de la region que contiene estas celulas (Strobel et al. 1993). Lee et al.
(2010) aislaron CMC a partir de un tallo de Taxus cuspidata, separando
xilema que contenia cambium, del floema, corteza y epidermis.
Posteriormente, el tejido se cultivo y las CMC en proliferacion se separaron
de las células de callo o desdiferenciadas (DDC), obteniendo dos tipos de
células morfoldgicamente distintas. La evaluacion microscopica de las CMC
mostré6 abundantes vacuolas pequefias, caracteristicas de células del
cambium vascular, mientras que las DDC poseian una sola vacuola tipica de
células parenquimaticas (Lee et al. 2010). Las CMC poseen paredes celulares
primarias delgadas, ademds de un tamafio celular pequefio y compacto. Las
DDC, por otro lado, son de mayor tamafio y poseen paredes celulares
secundarias gruesas (Moon et al. 2015). Retomando el estudio Lee et al.
(2010), se expusieron CMC a radiacion ionizante resultando en un alto
porcentaje de muerte celular en comparacion con DDC, y una respuesta
similar se obtuvo en presencia del antibidtico zeocina en ambos tipos

celulares (Chankova et al. 2007).
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Se prefiere usar células indiferenciadas para el establecimiento de cultivos
celulares en suspension, con el fin de lograr mayores tasas de multiplicacion
celular y respuesta a tratamiento de elicitacion y permeabilizacion (Partap et
al. 2022). Se determinaron los niveles de produccion de paclitaxel de
suspensiones celulares iniciadas a partir de distintos tipos celulares y
elicitadas, siendo CMC las que sintetizaron mas paclitaxel que cualquier otra
linea celular de DDC (Lee et al. 2010). De la misma manera, CMC de
Catharanthus roseus mostraron un crecimiento rapido después de 3 meses de
subcultivo, mientras que DDC resultaron con un crecimiento lento luego de
30 dias de subcultivo. En el mismo estudio, se establecieron condiciones de
cultivo optimas para la induccion de CMC, logrando una mayor acumulacion
de alcaloides indol-terpenoides (Moon et al. 2015). Es por esto por lo que, la
utilizacion de CMC puede ser una estrategia importante para la produccion
sostenible de alcaloides y asi evitar el bajo rendimiento de los cultivos

tradicionales en suspension.
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2.4 Otras fuentes meristematicas para iniciar lineas celulares

El concepto de totipotencia es la capacidad de una célula vegetal para
convertirse en una planta completa y las células meristematicas de los brotes
cumplen con la definicion de totipotencialidad, debido a que tienen la
capacidad de autorrenovarse y producir una progenie celular que puede
experimentar diferenciacion (Laux 2003). La elongaciéon del meristema
fundamental corresponde al crecimiento primario e incluye los denominados
meristemas primarios, que se dividen en meristemas apical caulinar,
radicular, intercalar y germinal. Una vez que se completa la elongacion de
una seccion de la planta puede ocurrir el crecimiento secundario que incluye
dos tipos de meristemas, el cambium vascular y el cambium del corcho
(Stewart y Dermen 1970, Taiz y Zeiger 2002, Morus et al. 2014). Como otra
alternativa a la utilizacion de meristemas del cambium vascular para cultivos
celulares, se suele utilizar meristema apical del brote y meristema apical de
la raiz. No obstante, el aislamiento, cultivo y manejo de dichas fuentes
meristematicas se complica debido a que su densidad esta limitada a una
pequeiia porcion apical (Yun et al. 2012, Greb y Lohmann 2016, Ochoa-

Villarreal et al. 2016, Loake y Ochoa-Villarreal 2017).
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La técnica de capa fina, capa de células delgadas o thin cell layer (TCL) fue
descrito por primera vez en Nicotiana tabacum (Tran Thanh Van 1973). Las
capas de celulas delgadas se pueden extraer longitudinalmente (ITCL) o
transversalmente (tTCL) de diferentes tipos de 6érganos vegetales, el tamafio
varia desde 100 micrémetros hasta 1-2 milimetros dependiendo el tipo de
tejido, obteniendo cortes compuestos por unas pocas capas de células.
Ademas, el numero reducido de células permite que estas estén expuestas de
manera uniforme sobre el medio de cultivo. El objetivo de la técnica es
disminuir la interaccion entre 6rganos y mantener un minimo de interaccion
entre tejido y célula (Duong Tan et al. 2003). Los cortes de capa fina
longitudinal es la técnica mas utilizada, sin embargo, cortan varios tipos de
tejidos, por otro lado, los cortes de capa fina transversales se dirigen a una
capa mas especifica de células o de tejido (Teixeira da Silva y Dobranszki
2014). A la fecha no se registran estudios relacionados con la utilizacion de
discos de capa fina para iniciar cultivos celulares vegetal. Es posible que los
discos de capa fina tomados desde zonas apicales, sean un potente explanto

para generar cultivo de células meristematicas.
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III. CONCLUSIONES

El boldo es una especie nativa con alto valor comercial, principalmente dada
por la boldina, alcaloide de importancia farmacoldgica. Actualmente, las
investigaciones que abordan la obtencion de productos naturales mediante
cultivos celulares, presentan varias limitaciones en cuanto a crecimiento y
rendimiento. Por otro lado, no se conocen estudios que utilicen técnicas de
cortes en capa fina o células delgadas transversales para la obtencion de
metabolitos especializados, ya que su aplicacion ha sido limitada a la
micropropagacion. Esta técnica de cortes en capa fina transversal, aplicada

en P. boldus podria permitir la obtencidon de boldina de forma sostenible.
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