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RESUMEN

Peumus boldus Mol. (boldo) es un arbol nativo que crece en el centro y sur de Chile, que
durante afios se ha utilizado con fines farmacoldgicos. La boldina es su principal alcaloide,
ampliamente usado por su alta actividad antioxidante. Para su obtencion se utiliza la
recoleccion de hojas o corteza en bosques mixtos, lo que ha llevado a la sobreexplotacion
de la especie. Recientemente, se ha recurrido al cultivo de células meristematicas del
cambium vascular (CMC) en plantas silvestres para la produccion de metabolitos
secundarios o especializados. Una alternativa para las plantas cultivadas in vitro es el
cultivo de células meristematicas del brote y de la raiz. Sin embargo, el aislamiento y
cultivo de estas fuentes meristematicas es complejo debido a que su presencia esta
limitada a una pequefia porcion apical. Una posible solucion es la utilizacion de discos de
capa fina (Thin cell layer, en inglés), transversales y proximales al meristema apical para
iniciar cultivos celulares. Debido a esto, el objetivo de esta investigacion es obtener y
caracterizar cultivos celulares de P. boldus obtenidos a partir de discos de capa fina desde
internodos y genotipos distintos cultivados in vitro. Mediante 3 objetivos especificos: 1.
Comparar la morfologia y el crecimiento de cultivos celulares obtenidos de discos de capa
fina de diferentes internodos de microplantas de tres genotipos de P. boldus. 2.
Caracterizar cito-histologicamente las respuestas de los cultivos celulares obtenidos de
discos de capa fina de diferentes internodos de microplantas de tres genotipos de P.
boldus. 3. Contrastar a nivel histoquimico la respuesta a la elicitacion de los cultivos
celulares obtenidos de discos de capa fina de diferentes internodos de microplantas de tres

genotipos de P. boldus.

Los principales resultados de la investigacion establecieron que los discos de capa fina del
primer internodo de genotipos especificos desarrollan una proliferacion friable, dptima
para iniciar cultivos celulares, de forma mas rapida y con un tamafio incluso mayor que
los discos iniciales. Seguidos por el segundo y, finalmente, por el tercer internodo, que
requiere mas tiempo para desarrollarse. Posteriormente, se realizaron cultivos celulares

con los diferentes tipos de internodos y se observaron células globulares con tendencia a
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la aglomeracion, asi como células alargadas, ambas con acumulacion de diversos
metabolitos secundarios. Los resultados histoquimicos muestran una acumulacion de
alcaloides en todos los cultivos, no hubo presencia de fenoles ni proteinas, ademéas que la
acumulacion de algunos metabolitos depende del tipo de proliferacion celular del cultivo.
Mientras que, en otros, el uso de metil jasmonato y tirosina podria influir en la

competencia entre rutas metabolicas.

Las principales conclusiones son que la proliferacion friable obtenida de los primeros
internodos se debe a una mayor presencia de células indiferenciadas procedentes del
cambium fascicular e interfascicular, las cuales provienen de discos de capa fina de brotes
de 4 cm de altura con un tamafio de médula pequefio en relacion con la corteza del brote
inicial. En relacion con los cultivos celulares, se determind que las células globulares
corresponden a células meristematicas, mientras que las células alargadas corresponden a
células desdiferenciadas del cértex. Respecto a los analisis histoquimicos, la acumulacion
de alcaloides no se ve influenciada por ningin patrén hormonal evaluado, lo que sugiere
que la produccion se debe a las multiples funciones de los alcaloides en respuesta al estrés.
Ademas, la elicitacion con metil jasmonato y tirosina tiende a causar una inhibicién o
estimulacidn en la sintesis de ciertos compuestos. Esta investigacion constituyd un estudio

exploratorio de pruebas histoquimicas en cultivos celulares meristematicos.
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ABSTRACT

Peumus boldus Mol. (boldo), a tree native to Chile, has been used for years for
pharmacological purposes due to its main alkaloid, boldine, known for its high antioxidant
activity. However, collecting leaves and bark in mixed forests has led to overexploitation
of the species. Recently, the cultivation of vascular cambium meristematic cells (CMC)
in wild plants has been explored as an alternative to produce secondary metabolites.
Although the cultivation of shoot and root meristematic cells in plants grown in vitro is
another option, their isolation and culture are complicated due to their presence limited to
a small apical portion. A possible solution is the use of thin layer discs, extracted
transversely and close to the apical meristem, to initiate cell cultures. Due to this, the
objective of this research is to obtain and characterize cell cultures of P. boldus obtained
from thin layer discs from internodes and different genotypes grown in vitro. Which was
addressed through 3 specific objectives: 1. Compare the morphology and growth of cell
cultures obtained from thin layer discs of different internodes of microplants of three
genotypes of P. boldus. 2. Cyto-histologically characterize the responses of cell cultures
obtained from thin layer discs of different internodes of microplants of three genotypes of
P. boldus. 3. Contrast at a histochemical level the response to elicitation of cell cultures
obtained from thin layer discs of different internodes of microplants of three genotypes of
P. boldus.

The main results of the research established that the thin layer discs of the first internode
of specific genotypes develop a friable proliferation, optimal for starting cell cultures,
more quickly and with an even larger size than the initial discs. Followed by the second
and finally the third internode, which requires more time to develop. Subsequently, cell
cultures were carried out with the different types of internodes and globular cells with a
tendency to agglomeration, as well as elongated cells, both with accumulation of various
secondary metabolites, were observed. The histochemical results show an accumulation

of alkaloids in all cultures, there was no presence of phenols or proteins, and the
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accumulation of some metabolites depends on the type of cell proliferation of the culture.
While, in others, the use of methyl jasmonate and tyrosine could influence the competition

between metabolic pathways.

The main conclusions are that the friable proliferation obtained from the first internodes
is due to a greater presence of undifferentiated cells from the fascicular and interfascicular
cambium, which come from thin layer discs of buds 4 cm high with a small pith size in
relation to the cortex of the initial shoot. In relation to the cell cultures, it was determined
that the globular cells correspond to meristematic cells, while the elongated cells
correspond to dedifferentiated cells of the cortex. Regarding histochemical analyses,
alkaloid accumulation is not influenced by any hormonal pattern evaluated, suggesting
that production is due to the multiple functions of alkaloids in response to stress.
Furthermore, elicitation with methyl jasmonate and tyrosine tends to cause an inhibition
or stimulation in the synthesis of certain compounds. This research constituted an

exploratory study of histochemical tests in meristematic cell cultures.
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Capitulo 1. Introduccién general

1.1. Importancia de productos naturales y el caso de Peumus boldus (Mol.)

La industria farmacéutica, a través de los afios, 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, glucésidos
cianogénicos, glucosinolatos y aminoacidos 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 farmacologico,
cosméticos, bioplaguicidas, 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 muy costosos, demoran tiempo y requieren
mucha cantidad de material vegetal (McCoy y O'Connor 2008). Estas limitantes se ven
reflejadas directamente en Peumus boldus Mol. (Monimiaceae) el cual es una especie
arbdrea nativa 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).

El boldo, como se le conoce cominmente, ha sido 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 en los cuales el boldo podria ser
eficaz, incluyendo el alivio del dolor de cabeza, dolor de oido, reumatismo, dolor
menstrual e inflamacion del tracto urinario. También se ha afirmado su capacidad como
sedante e hipndtico suave, asi como su potencial para contrarrestar el dafio causado por
isquemia-reperfusion, hepatotoxicidad inducida por farmacos, enfermedades autoinmunes

e inflamatorias, ciertos tipos de cancer y algunas enfermedades neurodegenerativas
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(Magistretti 1980, Speisky y Cassels 1994). En Chile, es comin la automedicacién
mediante infusiones de hojas de boldo para aliviar dolores estomacales (Poblete et al.
2023). La boldina se considera el principal alcaloide del boldo, ya que representa hasta un
19% del contenido total de alcaloides. Este alcaloide es una sustancia sélida, de color
amarillento pardo, de sabor amargo y fotosensible, oxidandose por la luz solar (Hulle
1983, Barros y Benedetti 2011). La boldina posee una alta actividad antioxidante, a la que
se le atribuyen las propiedades farmacoldgicas antes mencionadas. Es por esto por lo que
la boldina se sitia como una sustancia potencialmente benéfica para la prevencion de
varias condiciones patologicas (Speisky y Cassels 1994, Rodriguez et al. 2018). La
boldina se encuentra principalmente en las hojas del arbol, con concentraciones que
oscilan entre el 0,02% y el 1%. Sin embargo, su mayor concentracion se encuentra en la
corteza, donde puede llegar hasta un 6% del alcaloide en peso seco (Urzla y Acufia 1983,
Gotteland et al. 1995, Quezada et al. 2004). El producto mas exportado corresponde a
hojas secas, enteras o trituradas con las que se producen extractos y/o aceites esenciales.
Los reportes de exportacion de productos no madereros sitlan a las hojas de boldo como
un producto muy valioso, y en 2022 se reportaron ingresos por exportaciones de

aproximadamente doce millones de délares estadounidenses al afio (Poblete et al. 2023).

El boldo corresponde a una especie lefiosa endémica de Chile 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 farmaceéutica. Ademas, el boldo es una
especie de crecimiento lento, similar al peumo y al quillay, demorando alrededor de dos
afos 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 didametro a la altura del
pecho (DAP) es de 0,36 cm (Duran 2005). La extraccién de hojas se realiza por cosecha
en bosques silvestres jovenes, lo que conduce a un producto muy heterogéneo, resultado

del crecimiento particular de cada planta y del tiempo de acopio que se necesita (Roach y
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Bascur 2001). Ademas, aunque el establecimiento de plantaciones forestales podria ser
rentable para pequefios propietarios en espacios reducidos, a alta densidad y bajo
ambientes controlados en invernaderos, siguen existiendo factores externos como el
cambio climatico, los incendios forestales y la expansion de las fronteras agricolas y
urbanas que desmotivan la inversion privada en el establecimiento de bosques de boldo
(Benedetti y Barros 2018). El resultado de estas limitaciones provocan que la exportacion
de boldina sea marginal, ademas de la sobreexplotacion de este recurso forestal (Barros y
Benedetti 2011). Por todo lo anterior, se requieren metodos para la produccion sostenible

de boldina y con un mayor valor agregado.

1.2. Cultivos de tejidos para la produccion de metabolitos secundarios in vitro

Existen varios métodos alternativos para la produccion 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 células y tejidos
vegetales, el cual ha funcionado para un amplio rango de especies, sin embargo, sélo una
fraccion reducida de compuestos naturales se pueden producir a una escala industrial
(McCoy y O'Connor 2008). Con el uso del cultivo de tejidos se puede lograr la produccién
de metabolitos secundarios, lo que ha sido de gran utilidad para la industria medicinal
(Neumann et al. 2020). A traves del cultivo in vitro de brotes de boldo se ha obtenido un
protocolo para la obtencion de extractos que contienen fenoles y alcaloides. En el caso de

la fraccion de alcaloides, solo un 12% corresponden a boldina?.

1
https://patentimages.storage.googleapis.com/b8/d4/1f/2c63cda4d87948/W02013056386A1.pdf
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Los cultivos de células vegetales se inician a partir de explantes, los cuales pueden incluir
tallos, nodos, segmentos de hojas y raices, entre otros. Los explantes se colocan en un
medio de cultivo solido o liquido, donde se promueve la formacion de nuevas células. En
algunos casos, se forma un callo, que corresponde a una masa desorganizada de células
que han sufrido una desdiferenciacién 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). Los cultivos en suspension han logrado superar la
mayoria de las desventajas que poseen los cultivos convencionales y la sintesis quimica
para la obtencion de productos naturales. Los cultivos celulares en suspension
proporcionan condiciones de crecimiento homogéneas logrando la optimizaciéon de
procesos, acelerando la produccién y proporcionando una fuente renovable de productos
naturales vegetales (McCoy y O'Connor 2008, Fischer et al. 2015). Ademas, permiten la
produccion de metabolitos vegetales de estructura quimica mas compleja, la produccion
en cualquier temporada del afio, fuera de los habitats naturales de las especies, la
produccién en forma aséptica y controlada, asi como también, la produccion de

compuestos a partir de especies que se encuentran en peligro de extincién (Sood 2020).

1.3. Principales factores que afectan la iniciacion y mantenimiento de cultivos

celulares vegetales.

A pesar de que los cultivos de células vegetales en suspension han sido de gran utilidad
para la industria farmacéutica, presentan varias limitaciones en cuanto a rendimientos y
crecimiento deficiente, ademas de la inestabilidad en los productos naturales producidos,
lo que a menudo limita su utilidad comercial (Roberts 2007). Esto se debe a una
reprogramacion mitdtica que conduce a cambios genéticos y epigenéticos en las células
especializadas, desencadenados por las condiciones de cultivo (Ketchum et al. 1999,

Baebler et al. 2005, Grafi et al. 2007). Se ha documentado que el rendimiento del producto
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natural puede variar hasta diez veces con el tiempo para una misma linea celular. Ademas,
hay marcadas diferencias en la acumulacion de metabolitos entre diferentes lineas

celulares dentro de una misma especie (Ketchum y Gibson 1996).

Otro factor que limita las aplicaciones comerciales de los cultivos de células vegetales es
su tendencia a formar agregados celulares cuando las células se cultivan en biorreactores.
El tamafio de estos agregados celulares establece un microambiente heterogéneo donde el
oxigeno y los nutrientes no se distribuyen uniformemente. Debido a esto, las células que
se encuentran en el centro de un agregado tienen una fisiologia y metabolismo distinto a
las células ubicadas en la periferia (Naill y Roberts 2004). El desarrollo de estos distintos
entornos celulares puede ser un factor importante en la variabilidad que se describe a
menudo para la produccion de productos naturales a partir de cultivos celulares (Yun et
al. 2012). Otro desafio en la aplicacion de los sistemas de cultivo celular es su sensibilidad
al estrés por cizallamiento, que se convierte en un factor significativo durante su
crecimiento a escala industrial, especialmente cuando hay agregacion celular. Esto limita
considerablemente el potencial de crecimiento de las células durante el cultivo a gran
escala (Joshi et al. 1996). Finalmente, el rendimiento de los cultivos celulares reside en la
produccién de metabolitos secundarios de una especie, que puede variar segun el origen,
la temporada de cosecha y las condiciones ambientales predominantes en las que se
encuentra la planta. En P. boldus, la produccion de los metabolitos secundarios puede
variar dependiendo del 6rgano, sexo, edad y origen geografico del arbol (Vogel et al.
2005, Fuentes-Barros et al. 2018).

1.4. Lineas celulares a partir de células meristeméticas cambiales

Alternativamente al callo como explante para iniciar cultivos celulares en suspension, se
han logrado aislar y multiplicar células meristematicas cambiales a partir del sistema
vascular de plantas superiores, lo que supone una herramienta biotecnoldgica avanzada

para obtener productos naturales (Lee et al. 2010, Yun et al. 2012). La primera vez que se
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aislaron células meristematicas cambiales (CMC) fue a partir de tallo de Taxus cuspidata
silvestre, para la produccion de paclitaxel, un alcaloide de importancia farmacoldgica
debido a su capacidad antitumoral. La aplicacion result en una biosintesis mas notoria
dentro de la region que contiene estas células (Strobel et al. 1993). Lee et al. (2010)
aislaron CMC a partir de un tallo de T. cuspidata, separando el xilema junto a la zona
cambial, del floema, corteza y epidermis. Posteriormente, el tejido se cultivo y las CMC
en proliferacion se separaron de las células vegetales desdiferenciadas (DDC), obteniendo
dos tipos de células morfoldgicamente distintas (Fig. 1). La evaluacion microscopica de
las CMC mostré 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,
ademas de un tamafio celular pequefio y compacto. Las DDC, por otro lado, son de mayor

tamafo y poseen paredes celulares secundarias gruesas (Moon et al. 2015).

Figura 1. Imagen representativa de una célula meristematica cambial (CMC) y una célula
desdiferenciada (DDC) obtenidas a partir de un tallo de Taxus cuspidata. Izquierda: CMC
teflida con rojo neutro, indicando la presencia de vacuolas. Las flechas negras sefialan dos
de las muchas vacuolas tefiidas. Escala: 10 pm. Derecha: DDC tefiida con rojo neutro. La
flecha negra indica la presencia de una unica vacuola. Escala: 10 um. Extraida de Lee et
al. (2010).

Para el cultivo de células en suspension se prefiere usar células indiferenciadas, con el fin
de lograr mayores tasas de multiplicacién celular y respuesta a tratamientos de elicitacion
y permeabilizacién (Partap et al. 2022). Dado esto, se determinaron los niveles de
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produccién de paclitaxel de suspensiones celulares iniciadas a partir de distintos tipos
celulares y elicitadas, lo cual indic6 que los cultivos de CMC fueron los 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 en un crecimiento lento luego de 30
dias de subcultivo. Moon et al. (2015) establecieron condiciones de cultivo éptimas para
la induccion de CMC de C. roseus, logrando una mayor acumulacion de alcaloides indol-
terpenoides. Por estas razones, la utilizacion de CMC puede ser una estrategia importante
para la produccion sostenible de alcaloides y asi evitar el bajo rendimiento de los cultivos

en suspension tradicionales.

1.5. Otras fuentes meristematicas para iniciar lineas celulares

El cultivo de tejidos se ha convertido en una herramienta fundamental en la biotecnologia
debido a la propiedad de totipotencialidad innata de las plantas. La totipotencialidad se
refiere a la capacidad de una célula vegetal para desarrollarse en una planta completa. Las
células meristematicas son un ejemplo de totipotencialidad, ya que tienen la capacidad de
autorrenovarse y producir una progenie celular capaz de diferenciarse en diversos tipos
celulares (Laux 2003). La diferenciacion del meristema fundamental corresponde al
crecimiento primario de la planta, 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 cdmbium vascular y el cdmbium suberoso (Stewart
y Dermen 1970, Taiz y Zeiger 2002, Moru$ et al. 2014). Como otra alternativa a la
utilizacién de meristemas del cambium vascular para cultivos celulares, se suele utilizar
el meristema apical del brote y el meristema apical de la raiz. No obstante, el aislamiento,
cultivo y manejo de dichas fuentes meristeméticas se complica debido a que su densidad
estd limitada a una pequefia 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 o capa de células delgadas (thin cell layer, TCL) fue descrita por
primera vez en Nicotiana tabacum (Tran Thanh Van 1973). Las capas de células delgadas
se pueden extraer longitudinalmente (ITCL) o transversalmente (tTCL) de diferentes tipos
de 6rganos vegetales, el tamafio varia desde 100 um hasta 1-2 mm dependiendo el tipo de
tejido u 6rgano. De esta forma, se obtienen cortes compuestos por unas pocas capas de
células. Ademas, el nimero reducido de células permite que estas estén expuestas de
manera uniforme sobre el medio de cultivo. El objetivo de la técnica es mantener un
minimo de interaccién entre tejidos y 6rganos distintos (Duong Tan et al. 2003). Los
cortes de capa fina longitudinal son la técnica mas utilizada; sin embargo, cortan varios
tipos de tejidos simultaneamente. Por el contrario, los cortes de capa fina transversales se
dirigen a una capa mas especifica de células o de tejido (Teixeira da Silva y Dobranszki
2014). Es por esto por lo que la utilizacion de discos de capa fina transversales proximos
al meristema apical podria solventar la limitacion de densidad celular, ya que
corresponden a una fuente de células meristematicas mas amplia, especifica y de mas facil
manipulaciéon (Miyashima et al. 2013, Campbell y Turner 2017, Loake y Ochoa-Villarreal
2017, Partap et al. 2022). Ademas, el estudio de este tipo de células meristematicas
utilizadas como explante primario para iniciar cultivos celulares y su aprovechamiento

para obtener metabolitos secundarios aun no ha sido investigado.

24



PROPUESTA DE INVESTIGACION

A partir de los antecedentes descritos se formuld la siguiente pregunta de investigacion:
Con respecto a los discos de capa fina transversales a partir de microtallos ¢qué efecto
tiene la posicion del internodo y el genotipo de P. boldus en la obtencion de cultivos

celulares a partir de discos de capa fina?

HIPOTESIS

Los cultivos celulares iniciados a partir de discos de capa fina del primer internodo
generan células meristeméaticas en menor tiempo que internodos inferiores y de forma
independiente del genotipo de P. boldus.

OBJETIVO GENERAL

Obtener y caracterizar cultivos celulares de P. boldus obtenidos a partir de discos de capa

fina desde internodos y genotipos distintos cultivados in vitro.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Comparar la morfologia y el crecimiento de cultivos celulares obtenidos de discos
de capa fina de diferentes internodos de microplantas de tres genotipos de P.
boldus.

2. Caracterizar cito-histolégicamente las respuestas de los cultivos celulares
obtenidos de discos de capa fina de diferentes internodos de microplantas de tres
genotipos de P. boldus.

3. Contrastar a nivel histoquimico la respuesta a la elicitacion de los cultivos
celulares obtenidos de discos de capa fina de diferentes internodos de microplantas
de tres genotipos de P. boldus.
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Capitulo 2. EFFECT OF THIN LAYER DISCS OBTAINED FROM DIFFERENT
INTERNODES AND GENOTYPES OF Peumus boldus MOL. GROWN in vitro
FOR CELL CULTURE ESTABLISHMENT

ABSTRACT

In this study, the effect of transverse thin layer discs of Peumus Boldus Mol. was
evaluated. Internodes grown in vitro in cell culture production were reported to be a source
of boldine alkaloid production by meristematic cells. According to the
macromorphological analysis of cell proliferation, the optimal conditions of clones 2, 7
and 8 were the following: thin layer discs were cultured in culture medium containing %2
of MS and concentrations of 2 mg L! of 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid and 0,1 mg L™
of Kinetin. Under these conditions, the thin layer discs of the first internode showed
greater growth of friable cells, followed by the second and third internodes. Histological
analysis of the internodes showed that cell proliferation after 5 weeks in thin layer discs
of the first internode was mainly due to the multiplication of procambial meristematic
cells (CMC), provided by genotypes with a smaller pith size. Microscopy of cell cultures
in liquid media after 4 weeks showed a greater presence of agglomerated globular cells in
the first internode and a greater presence of elongated cells in lower internodes. Therefore,
the use of transverse thin layer discs with the presence of undifferentiated cells and a
culture medium supplemented with auxins and cytokinins could be used as a viable and

alternative method to the use of other types of initial explants to initiate cell cultures.

Keywords: Secondary metabolites 1; Alkaloid 2; Boldine 3; Cambial meristem cells 4;

Dedifferentiated cells 5; Cell suspensions 6; Industrial biotechnology 7.

Key message: The effect of cell proliferation on Peumus boldus transverse thin layer discs

was studied to provide a starting point for boldine production in cell culture.
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2.1. INTRODUCTION

The pharmaceutical industry has used different compounds produced by plants called
secondary or specialized metabolites. These natural compounds have been obtained
mainly through conventional cultivation, which has great limitations, since they are
generally very expensive, require time, labor, and a large amount of plant biomass
(McCoy y O'Connor 2008). There are several methods for obtaining natural products,
being cell suspension culture the most used technique in the pharmaceutical sector
(Neumann et al. 2020). This technique has worked for a wide range of species; however,
only a fraction of secondary metabolites can be produced industrially (McCoy y O'Connor
2008). Suspension cultures provide homogeneous growth conditions achieving protocol
optimization, accelerating production and providing a source of renewable plant material
(McCoy y O'Connor 2008, Fischer et al. 2015, Sood 2020). However, suspension cultures
present several limitations in terms of low yield and growth, in addition to the
inconsistency of the natural products formed (Roberts 2007). This is due to genetic and
epigenetic changes triggered by culture conditions (Baebler et al. 2005, Grafi et al. 2007,
Roberts 2007).

It has been possible to isolate and multiply cambium meristematic cells, which
corresponds to a biotechnological tool for obtaining natural products (Lee et al. 2010, Yun
et al. 2012). The first-time meristematic cambium cells (CMC) were isolated from a stem
of Taxus cuspidata, for the production of paclitaxel, an alkaloid of great medicinal
importance for its antitumor properties, this resulted in greater biosynthesis in the region
containing these cells (Strobel et al. 1993). Undifferentiated cells are preferred for the
establishment of suspension cell cultures to achieve higher rates of cell multiplication,
response to elicitation treatments, and permeabilization (Partap et al. 2022). Lee et al.
(2010) determined paclitaxel production levels and elicitation treatments in cell cultures
started from different types of T. cuspidata cells, resulting in CMC cell cultures
synthesizing more alkaloid than any other cell line DDC (dedifferentiated cells). The same

results have been reported for the species Catharanthus roseus, in addition to showing
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greater production of indole-terpenoid alkaloids by CMC, they also showed much faster
growth after 3 months of subculture (Moon et al. 2015). However, the method proposed
by Lee et al. (2010) involves the use of a horizontal cut in wild tissues, which is not

replicable in tissues cultured in vitro and is unfeasible in species with thin stems.

As an alternative to using vascular cambium meristems for cell culture from wild adult
tissue, the shoot apical meristem and root apical meristem are often used. However, the
isolation, culture and management of these meristematic cells is complicated by the fact
that their density is limited to a small apical portion (Lee et al. 2010, Yun et al. 2012,
Greb y Lohmann 2016, Ochoa-Villarreal et al. 2016, Loake y Ochoa-Villarreal 2017). The
thin cell layer technique could be an alternative to isolate and multiply cambium
meristematic cells. This was first described in Nicotiana tabacum (Tran Thanh Van 1973).
This technique corresponds to a method of initial explant selection used mainly in the field
of micropropagation. The technique aims to reduce the interaction between tissue and cells
other than plant material, as well as allow more uniform contact of the culture medium
with the explant. The cell discs can be extracted longitudinally (ITCL) or transversely
(tTCL) from different sections of the plant. The size can vary from 100 pm to 1-2 mm
depending on the type of tissue (Duong Tan et al. 2003). Longitudinal cuts in a thin layer
are the most used because they are easier to make, although they cover more types of
fabrics; On the other hand, thin layer cross sections are more specific sections of cells or
tissues (Teixeira da Silva y Dobranszki 2014). Thin layer discs transverse and proximal
to the apical meristem could solve the limitations that exist when using the apical
meristem, since it corresponds to a larger area that is easier to manipulate, which is
replicable in tissue cultured in vitro (Miyashima et al. 2013, Campbell y Turner 2017,
Loake y Ochoa-Villarreal 2017, Partap et al. 2022).

Peumus boldus Molina (Monimaceae), is a native tree of the central and southern Chile.
Boldo, as it is commonly known, is widely used for its medicinal properties (Speisky y
Cassels 1994, Luebert y Pliscoff 2006). Boldine is the main alkaloid of boldo and most
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important for the pharmaceutical industry, it corresponds to a solid substance of brownish
yellow color, with a bitter taste, unstable and photosensitive, oxidizing in the presence of
sunlight (Barros y Benedetti 2011). Boldine is found mainly in the leaves (1%) and in
higher concentrations in the bark (6%) (UrzlGa y Acufia 1983, Gotteland et al. 1995,
Quezada et al. 2004). Despite this, the most exported product is whole dried or crushed
leaves, which are used to produce extracts or essential oils (Barros y Benedetti 2011).
Reports on exports of non-timber products place boldo leaves as a very valuable product,
with export earnings of approximately US$12 million per year reported in 2022 (Poblete
et al. 2023). The leaves contain the lowest percentage of alkaloids, so too much plant
matter is needed to meet the commercial need. The commercialized leaves are obtained
by harvesting young wild forests, resulting in a very heterogeneous product (Roach y
Bascur 2001). Furthermore, although the establishment of forest plantations could be
profitable for small landowners in small spaces, with high density and under controlled
environments in greenhouses, there are still external factors such as climate change, forest
fires and the expansion of agricultural and urban frontiers. affecting these plantations,
discouraging private investment in the establishment of boldo forests (Benedetti y Barros
2018). Due to the limitations of the species, alternative methods are required to produce
boldine in a sustainable manner. A favorable alternative is the use of thin layer discs.
However, this technique has not yet been investigated for the generation of cell cultures
and the subsequent production of secondary metabolites. The objective of this study is to
investigate the effect of transverse thin layer discs of different internodes and genotypes

of P. boldus in vitro for the establishment of cell cultures.
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2.2. MATERIALS AND METHODS

2.2.1. Origin of plant material

The plant material was provided by the Laboratorio de Micropropagacion of the Instituto
Forestal de Chile (INFOR), Biobio, Chile. It consisted of 3 genotypes of P. boldus grown
in vitro by one year (genotypes 2, 7, and 8), and previously selected by their capacities to
produce boldine in the field (Benedetti y Barros 2018). The explants for each genotype

were obtained from to the first 3 internodes.

2.2.2. Anatomy of shoots
2.2.3. Histological characterization of internodes

For the histological characterization of each internode, three shoots of each genotype
grown in vitro, with a height of 4 cm, were used. The shoots were cut at the level of the
first 3 internodes, excluding the apical bud, in segments of approximately 0.3 cm?. Each
internode was fixed in FAA (formaldehyde, acetic acid in 50% ethanol) (Johansen 1940)
for 48 h. Samples were then dehydrated in ethanol series (50%-100%) and infiltered in
historresin (Leica Historresin Kit). The assembly was wrapped in film and was kept at -
10°C in the freezer for at least 48 h. The samples were then removed from the freezer and
for the film solution and were placed in an oven at 60 °C for polymerization (Paiva et al.
2011). Once hardened, the blocks were cut on a rotary microtome (Leica Biocut 2030)
with a thickness of 6 pum, and then placed on slides. Subsequently, the samples were
stained with stained with 0.05% toluidine blue, pH 4.7 (O'Brien et al. 1964). The sections
were examined and photographed using a Leica photomicroscope (Leica DM500, Leica

Biosystems, Nussloch, Germany).

2.2.4. Histometric measurement of internodes
Three linear measurements were made at three points on each internode per genotype three
times. The averages of cortex and pith thickness were measured in microns and the

pith/cortex ratio was also calculated using Image J software.
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2.2.5. Statistical analysis

Linear measurements were made at 3 points of the first, second and third internode in 3
shoots for each genotype (2, 7 and 8). The response variables correspond to the thickness
of the pith, cortex and the pith/cortex ratio, while the predictor variables correspond to the
genotype with three levels and the internode with three levels. A linear regression model
was fitted with the response variables for each predictor variable with its interaction.
Shapiro-Wilk normality tests and Levene's homogeneity of variance tests were performed.
Subsequently, for each response variable, a two-way Analysis of Variance (ANOVA) was
performed to evaluate the influence of the predictor variables on the response variables.
Estimated Marginal Means (Emmeans) tests were performed to contrast the differences
between the levels of the predictor variables in terms of the response variables, adjusted
using the Bonferroni method. All statistical analyzes and graph generation were performed
using the RStudio software environment version 2023.12.1+402 Ocean Storm for

Windows.

2.2.6. Selection of a hormone balance for cell proliferation and establishment of cell
cultures from thin layer disc
2.2.7. Sample preparation

The experimental unit corresponded to 4 cm long shoots of genotypes 2, 7, and 8.
Transverse thin layer discs made with a sharp blade were used as explants, arranged
horizontally in the culture medium, maintaining their orientation. The plates for each assay
contained three types of explants with three replicates each, divided into: first, second,
and third internode. This process was performed in a laminar flow cabinet disinfected with
70% ethanol and sterilized for 1 h under UV light; all the materials used were sterilized in

an autoclave at 1 atm and 121°C for 30 min.

2.2.8. Growing conditions

Two hormonal conditions where tried. For treatment 1, explants were arranged in culture
medium consisting of %2 of MS (Murashige y Skoog 1962), with a hormonal balance 2 mg
L* 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) + 0.1 mg L™ kinetin (Kn), in addition to 30 g
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L* sucrose, 500 mg Lt PVP, 0.35% (w/v) agar and pH 5.7. For treatment 2, a hormone
balance of 0.1 mg L 2,4-dichlorophenoxyacetic acid + 2 mg L* kinetin was used. It
began with the preparation of 12 plates for each genotype, 6 plates were assigned for each
treatment. Of the 6 plates per treatment, 3 were used for establishing cell cultures. Each
plate contained the 3 levels of internode, with 3 thin layer discs of each. The plates were
pretreated for 3 days at 4°C. After pretreatment, the 12 replicates for each genotype were

transferred to a growth chamber at 22 £ 2°C and 24 h dark for 6 weeks.

2.2.9. Macromorphological analysis of cell proliferation responses

Macromorphological analyses were performed at 0, 7, 14, 28, 35, and 45 days after the
start of growth in darkness, evaluating the three types of explants in each replicate. This
evaluation involved of a visual analysis using a magnifying glass (Olympus SZ61) in
which the type of cell proliferation response was associated to a coding level. Associating
the type of cell proliferation response with a specific code, as follows: no response type

"0": non-friable "1"; friable "2".

2.2.10. Establishment of cell cultures from thin layer discs

To establish cell cultures, 18 glass flasks were prepared: 9 for the initial culture and
another 9 for subculture. Liquid culture medium was used consisting of %2 of MS
(Murashige y Skoog 1962), with hormone balance 3 mg L 2,4-dichlorophenoxyacetic
acid + 0.1 mg L™* kinetin, in addition to 30 g L™* sucrose, 500 mg Lt PVP, and pH 5.7 was
used. The 3 plates from both treatments were used as inoculum, 6 plates in total for each
genotype. For each level of the internode, a 50 mL flask was used with 20 mL of liquid
culture medium and 2 pL of pectinase was added. The thin layer discs were placed in the
flask corresponding to the level of the internode, without separating the cell proliferation.
The flasks were sealed with aluminum and kept shaking at 80 rpm in the dark at 22 + 2°C.
After 2 weeks, subculturing was performed by transferring the fine cell culture by pour-

over to fresh culture medium with the same characteristics.
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2.2.11. Morphological characterization of cell cultures

After 2 weeks of subculture, a 30 pL aliquot was extracted from each flask and deposited
on aslide, without staining, with its respective coverslip for observation and photographed
using a Leica photomicroscope (Leica DM2500, Germany).
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2.3. RESULTS

2.3.1. Anatomy of shoots

The three internodes show clear differences in tissue differentiation for the three
genotypes. The first internode is in primary growth, where only portions of fascicular and
interfascicular cambium are observed around the entire disc. This aspect is more evident
in genotype 2, where a lower number of linearly adjacent cambium cells is observed,
unlike genotypes 7 and 8 (Fig. 2 A and D). In the second internode, a vascular ring
composed of a more defined cambium and a higher level of cellular differentiation is
observed. For genotype 2, a smaller interfascicular cambium and larger xylem areas are
observed (Fig. 2 B and E). In the third internode, the cambium is completely differentiated,
with a cambium zone composed of at least three cell layers. Periclinally divided cells and
cell wall thickening in the xylem cells are seen in all three genotypes, being less clear in
genotype 2 (Fig. 2 C and F). In relation to the shoot morphology, genotype 2 is
characterized by having thicker shoots compared to genotypes 7 and 8. In genotype 7, for
the first internode, portions of fascicular and interfascicular cambium are observed around
the entire disc (Fig. 3 A and D). In the second internode, a more defined cambium is
observed with a decrease in interfascicular cambium and a greater number of lignified
xylem cells (Fig. 3 B and E). In the third internode, the vascular cambium is present
surrounding the vascular ring (Fig. 3 C and F). In genotype 8, for the first internode, the
morphological differences are preserved with the previous genotypes (Fig. 4 A and D).
This early stage of development in the first internode shows limited secondary growth
activity compared to sections closer to the base. In the second internode, greater cell wall
thickening is observed in the xylem cells, and more fascicular and interfascicular cambium
cells compared to genotypes 2 and 7 (Fig. 4 B and E). For the third internode, the

characteristics are maintained with the previous genotypes (Fig. 4 C and F).
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A. First internode. B. Second internode. C. Third internode 10X. D. First internode. E.

Second internode. F. Third internode 40X. Scale 100 um. Staining with toluidine blue. Fa
fascicular cambium, In interfascicular cambium, Cx cortex, Pi pith, Ph phloem, Va

vascular zone, Xy xylem.
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A. First internode. B. Second internode. C. Third internode 10X. D. First internode. E.

Second internode. F. Third internode 40X. Scale 100 um. Staining with toluidine blue. Fa
fascicular cambium, In interfascicular cambium, Cx cortex, Pi pith, Ph phloem, Va

vascular zone, Xy xylem.
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Figure 4. Comparison of the histology of each internode of a boldo shoot of genotype 8.
A. First internode. B. Second internode. C. Third internode 10X. D. First internode. E.
Second internode. F. Third internode 40X. Scale 100 um. Staining with toluidine blue. Fa
fascicular cambium, In interfascicular cambium, Cx cortex, Pi pith, Ph phloem, Va

vascular zone, Xy xylem.

The results reveal differences in the anatomical characteristics of the internodes between
the different genotypes. Two-way analysis of variance indicates that there is no significant
interaction between internal level and genotype for all response variables (Fig. 5, 6 and
7). The main factor that shows a significant difference is the genotype (p: 4.00e-10). For
the pith variable there is a greater difference between genotypes 2 and 7 (p: 1.65e-9), and
between genotypes 2 and 8 (p: 2.79 e- 12), with genotype 2 showing the greatest difference
(Fig. 5). For the cortex variable, a significant difference is observed between genotypes 7
and 8 (p: 0.00530), with genotype 7 having a lower cortex thickness unlike genotype 8,
which has a greater difference in the cortex for the first internode (Fig. 6). While, for the

ratio variable, all genotypes present a highly significant difference (p < 0.001), with
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genotype 8 being the one with the lowest ratio value, followed by genotype 7, with

genotype 2 being the one with the most heterogeneous values (Fig. 7).
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Figure 5. Pith measurements in genotypes 2, 7 and 8, in the first, second and third

internode. Results of the two-way ANOVA for Pith evaluating the factor Genotype,

Internode, and their interaction. A Emmeans test was performed to evaluate differences

between genotype levels and internode levels, respectively, in relation to the Pith variable.
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Figure 6. Cortex measurements in genotypes 2, 7 and 8, in the first, second and third
internode. Results of the two-way ANOVA for Cortex evaluating the factor Genotype,
Internode, and their interaction. A Emmeans test was performed to evaluate differences
between genotype levels and internode levels, respectively, in relation to the Cortex

variable.
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Figure 7. Ratio measurements in genotypes 2, 7 and 8, in the first, second and third
internode. Results of the two-way ANOVA for Ratio evaluating the factor Genotype,
Internode, and their interaction. A Emmeans test was performed to evaluate differences
between genotype levels and internode levels, respectively, in relation to the Ratio

variable.

2.3.2. Macromorphological analysis of thin layer discs

At 7 days after pretreatment, thin layer discs of genotypes 2 and 8 reacted rapidly,
generating a globular response in clusters of small cells in the stem vascular cylinder zone,
even with high variability. This variability was reflected in differences in the continuity
of the vascular cylinder in the shoot (Fig. 8). The discs of the first internode presented
discontinuity due to the interfascicular cambium, a discontinuity that decreased until it
disappeared in the third internode, where there is a cambium zone. After 14 days of

pretreatment, it was still not possible to clearly distinguish between friable and non-friable

41



responses, more time would be needed for friable cell proliferation to develop in most

explants.

First internode

Second internode

% :
~

Third internode

Figure 8. Shoot of genotype 8 and thin layer discs in treatment 2 mg L of 2,4-D + 0.1
mg L! of Kn in the evaluation on day 0. A. First internode. B. Second internode. C. Third

internode. Scale 1cm.

Genotype 2 showed the difference between friable and non-friable responses later,
requiring up to 4 weeks after pretreatment. After this period, two different types of friable
responses were observed: one with clusters of small cells forming a smaller globular mass
in the parenchyma, and another with a larger mass composed of cells in the vascular

cylinder, with a higher biomass (Fig. 9).
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Figure 8. Photographs of thin layer discs of the first internode from genotype 2 after 21
days of treatment with 2 mg L of 2,4-D + 0.1 mg L of Kn. A. Friable proliferation
originating from the vascular cylinder. B. Friable proliferation originating from the

epidermis.

At 28 days a marked increase in cell proliferation was observed in thin layer discs that had
previously shown no response. After 28 days, in the third internode discs of genotype 2, a
non-friable response was observed with cell growth in up to four points of the vascular
cylinder, with smooth, spherical formations subsequently covered by non-friable
proliferation of the cortex. At 35 days, there was an increase in this spherical proliferation
in discs of the third internode, without being evident in discs of other shoot heights.
Although this spherical response could trigger the friable response in the vascular

cylinder, it was not evident in all discs that subsequently responded friably (Fig. 10).
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28 days 35 days

Figure 9. Thin layer disc development with globular response in genotype 2 with 2 mg L
Lof 2,4-D + 0.1 mg L of Kn treatment, at 28 and 35 days. A. Thin layer disc of the first
internode. B. Thin layer disc of the third internode. Arrows indicate cell proliferation.

At 28 days, with the treatment 2 mg L of 2,4-D + 0.1 mg L of Kn, a friable response
was observed in more than 50% of the thin layer discs of the first internode of all
genotypes. The first internode of genotype 7 stood out from the other genotypes by
presenting an intense white color (Fig. 11 and 12). After 35 days, these discs maintained
or increased their cell growth without losing their color. In this same evaluation, the thin
layer friable discs of the first and second internodes of all genotypes outperformed the
non-friable ones (Fig. 12). The presence of friable response in the different thin layer discs
could not be associated with different variables such as the stage of shoot development,
young growth, presence of expanding leaves, green coloration, and homogeneous
internode length (Fig. 13).
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Figure 10. Thin layer disc of the first internode with a semi-transparent friable response
proliferation of genotype 7 and treatment 2 mg L* of 2,4-D + 0.1 mg L of Kn at 28 days.
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Figure 11. Evolution of friable and non-friable responses in treatment 2 mg L-1 of 2,4-D
+0.1 mg L-1 of Kn, in genotypes 2, 7 and 8, during the 5 evaluations (0=0 days, 1=7 days,
2=14 days, 3=28 days, 4=35 days and 5=45 days).
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Figure 12. Photographs of different shoots used in the trial, most of which thin layer discs

showed a response, regardless of genotype and internode used at 35 days.

At 35 days after pretreatment, in the 0.1 mg L of 2,4-D + 2 mg L of Kn treatment,
genotype 7 had more non-friable responses in thin layered discs from the third internode
compared to discs from the second internode. In general, for all genotypes, discs from the
first internode did not react to the 0.1 mg L of 2,4-D + 2 mg L of Kn treatment (Fig.
14). At 45 days, it was observed that most of the responses observed at week 5 were
maintained (Fig. 15). At the end of the experiment, it could be observed that thin layered
discs from the first internode presented a faster response and a greater amount of biomass
formed, even with a considerably smaller explant size compared to thin layered discs from

other zones, regardless of the genotype and treatment used (Fig. 16).
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Distribution of responses with 0.1 2,4-D + 2 Kn treatment
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Figure 13. Evolution of friable and non-friable responses in treatment 0.1 mg L-1 of 2,4-
D + 2 mg L-1 of Kn, in genotypes 2, 7 and 8, during the 5 evaluations (0=0 days, 1=7
days, 2=14 days, 3=28 days, 4=35 days and 5=45 days).

14d 28d 35d
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Figure 14. Effect of hormonal balance of an explant of the first internode (A), second
internode (B) and third internode (C) of genotype 8 for 0 days (0 d), 7 days (7 d), 14 days
(14 d), 28 days (28 d) and 35 days (35 d), with 2 mg L™ of 2,4-D + 0.1 mg L* of Kn.

A
! -
22.4-D+0.1Kn Q 2
22.4-D+0.1Kn 7
22.4-D+0.1Kn 8
0.12,4-D +2Kn 2
0.12,4-D +2Kn °’ i
0.124-D +2Kn . ! 0 . 8

Figure 15. Photographs of cell proliferation of thin layer discs of the first internode (A),
second internode (B) and third internode (C) of genotypes 2, 7 and 8 in the two hormonal

balances used of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid and kinetin at 45 days.

As for the treatment 2 mg L of 2,4-D + 0.1 mg L™ of Kn (Fig. 12), it was observed that
all explant types used reacted in greater quantity, showing both friable and non-friable
response. However, it was observed that thin layered discs from the first internode showed
the highest amount of friable responses, followed by discs from the second internode and,
finally, from the third internode. With respect to the treatment 0.1 mg L of 2,4-D + 2 mg
Lt of Kn (Fig. 14), it was observed that the thin layer discs of the second internode showed
the highest number of friable responses for any genotype, while no clear trend was shown
for non-friable response. In general, the pattern of non-friable or no response given by
treatment remained constant for all genotypes.
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2.3.3. Cytological characterization of cell cultures

Subsequently, 45 days after pretreatment, cell cultures were established. 2 weeks after
subculture establishment and fine cell culture, different cellular structures were observed.
In cell cultures of the first internode of genotype 2, elongated cells were observed. The
cytoplasm was peripheral and there was evidence of cell lysis (Fig. 17 A1 and A3). On
the contrary, in genotype 8, cultures from the first internode showed a greater presence of
oval or circular cells, which tended to group together (Fig. 19 A). On the other hand,
genotype 7 cultures showed a mixture of both types of cells, with the presence of some
deformed cells (Fig. 18 Al and A3). Cultures of the second internode of genotype 2
showed rounded cells with a tendency to group together and elongated cells forming
chains. Cell lysis was also evident (Fig. 17 B2 and B3). This pattern was repeated in
cultures of genotypes 7 and 8, with more defined cells and without cell lysis (Fig. 18 B
and 19 B). Regarding the cultures of the third internode for genotype 2, an increase in the
number of rounded cells and elongated cells in division was observed (Fig. 17 C1). The
same for genotype 7 (Fig. 18 C). Finally, genotype 8 cultures showed cells with a greater
tendency to agglomerate and divide and in greater quantity than the previous genotypes
(Fig. 19 C).
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Figure 16. Microscopy photographs of an aliquot of cell cultures from each flask with

thin layer discs of the first internode, second internode, and third internode at 4 weeks in
shaking and darkness at 22 + 2°C of genotype 2. A. First internode. B. Second internode.

C. Third internode. Scale 100 pum.

A ---
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Figure 17. Microscopy photographs of an aliquot of cell cultures from each flask with
thin layer discs of the first internode, second internode, and third internode at 4 weeks in
shaking and darkness at 22 + 2°C of genotype 7. A. First internode. B. Second internode.
C. Third internode. Scale 100 pum.

A--

Figure 18. Microscopy photographs of an aliquot of cell cultures from each flask with
thin layer discs of the first internode, second internode, and third internode at 4 weeks in
shaking and darkness at 22 + 2°C of genotype 8. A. First internode. B. Second internode.
C. Third internode. Scale 100 pum.
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2.4. DISCUSSION AND CONCLUSION

This research allowed the characterization of the morphology of three different genotypes
of boldo cultivated in vitro, to then establish a protocol for the optimal generation of cell
proliferation to initiate cell cultures and identify the different cells that conform it by
means of the thin cell layer technique. In this study, the thin cell layer technique is used
to induce cell proliferation from boldo cambium meristematic cells (CMC) in semi-solid
medium. This technique is characterized as more complicated than the common cut due
to its diminutive size, between 1 and 2 mm; however, it is simpler than isolating an apical
meristem. The cross section is preferable when the objective of the study is focused on
observing the morphological characteristics of the species in different sections of the
plant. In addition, it has the advantage that the explant is in direct contact with the culture
medium and can be performed repeatedly on the same shoot. The thin layer technique has
been used in several protocols being mainly used for multiplication in tissue culture
(Teixeira da Silva y Dobranszki 2014).

The anatomy of the shoots of boldo genotypes allowed us to observe differences in tissular
organization and differentiation among the three internodes. The first internode is
characterized by little tissue differentiation and a greater proportion of interfascicular
cambium. In the second internode, secondary growth begins to develop, evidenced by the
decrease of the interfascicular cambium zone, the appearance of vascular cambium in
isolated areas of the shoot and the thickening of the cell walls. In the third internode, the
vascular cambium is in periclinal division around the entire shoot cylinder with lignified

cells.

Based on shoot anatomy, the cell proliferation response in thin layer explants was
explored, specifically in relation to the difference between friable and non-friable
responses. At 7 days after pretreatment, the thin layer discs exhibit various color scales,
initially attributed to the oxidation of the plant material in the intra- and interfascicular
cambium zone. After 14 days, the responses of the thin layer discs progressively increase

52



and are similar, starting with non-friable responses that transformed into friable ones. At
28 days after pretreatment, a marked increase in proliferation of thin layered discs is
observed. At 35 days after pretreatment, a less evident increase in explants with friable
responses was observed, establishing this as a cutoff time suitable for further investigation.
There is a common pattern in all three genotypes: thin layered discs from the first
internode are the first to show a friable response with lighter coloration, followed by discs

from the second internode and finally from the third internode.

The friable response showing characteristic transparent or whitish cell proliferation, colors
and textures are attributed to cambium meristematic cells (CMC) (Ye 2002, Yun et al.
2012, Moon et al. 2015, Zhou et al. 2015, Ochoa-Villarreal et al. 2016, Trehan et al.
2017). Friable responses originate from the vascular cambium and extend to the epidermis.
They originate from the cells of the interfascicular and fascicular cambium, which stain
purple with toluidine due to the presence of primary walls. On the other hand, the non-
friable response comes from parenchymal cells, which stain blue due to the presence of
secondary walls using toluidine blue staining (Moon et al. 2015, Partap et al. 2022). The
greatest CMC response is associated with initial explants with a small pith size for optimal
vascular cilium cell reaction. In addition, the shoots of genotypes 7 and 8 that present
greater friable responses are similar to those described by Guerra et al. (2023), who used
treatments with 4.44 uM of BAP in boldo nodal explants for shoot regeneration, obtaining
shoots of 5.9 cm in height. The use of BAP and/or some other cytokine could be a
contributing factor to achieve greater growth of the initial shoot from which to extract the
thin layer discs. The use of MS medium supplemented with BAP has already been tested
in regeneration protocols in other species, proving to be superior to other cytokines (Khatri
et al. 2019). Additionally, some in vitro shoot homogenization technique could be

considered for established explants to reduce variability within growth chambers.

As for the treatments, the one that achieved the highest number of friable responses was
the treatment 2 mg L of 2,4-D + 0.1 mg L of Kn. Thin layer discs from the first
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internode had the highest number of friable responses, followed by discs from the second
internode, and finally those from the third internode. Similar protocols have been reported
for CMC induction in other woody species by auxin addition. CMC cell cultures of Panax
ginseng have been successful using MS supplemented with 2.0 mg L* IAA (Jang et al.
2012). Similarly, for Tripterygium wilfordii, induction and separation of CMC cells was
achieved using concentrations of 2.0 mg L™ 2,4-D and 2.0 mg Lt NAA and 3% sucrose
(Song et al. 2019). The use of auxin is essential for CMC induction, as it regulates the
formation of the cambial zone and the translocation of nutrients and minerals between the
xylem and phloem (Smetana et al. 2019). Likewise, cytokinin utilization influences
cambial cell division (Miller et al. 1955). The combined use of both hormones is essential
for the correct induction and proliferation of CMCs. Similar studies have described that
the response of CMCs could be more influenced by higher levels of auxins than
cytokinins, while for DDCs it would be the opposite, needing more cytokinins than auxins.
Similarly, it was observed that auxin and cytokinin levels could influence the physical
characteristics of CMCs, such as their transparency and color (Moon et al. 2015). The
possibility is raised that the response pattern may change when using different
phytohormones and/or concentrations in the induction and multiplication medium, as well

as varying response times.

In cell cultures of the first internode of genotype 2, elongated cells with a dominant
vacuole were observed, causing displacement of the cytoplasm and evidence of cell lysis.
In contrast, in genotype 8, the cells were oval and tended to clump together. Genotype 7
showed a mixture of both cell types, but the elongated cells appeared less susceptible to
deformation. Similarly, the non-deformation of globular cells and their resistance to
shearing in liquid culture seems to confirm the high resistance of CMCs described by
Partap et al. (2022). In the second internode of genotype 2, agglomerated oval cells and
elongated dividing cells were observed, with evidence of cell lysis. This pattern was
repeated in genotypes 7 and 8, but with more defined cells. In the third internode of

genotype 2, there was a decrease in circular cells and an increase in dividing elongated
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cells. Genotype 7 maintained both cell types, while genotype 8 showed cells with a greater
tendency to agglomerate and divide. It is important to know that cell morphology in
suspension cultures can be altered by the auxins used in the liquid medium obtaining, for
example, globular isometric cells in the presence of 2,4-D tending to cell division but not
separation, or alternatively, more elongated cells using NAA (Reinert y Yeoman 2012).
Characterization with other methods or in the presence of a broad spectrum of auxins in
conjunction with cytokinins plays a fundamental role. Regarding the presence of cell
aggregates, although pectinase was used as a strategy to avoid agglomeration and to obtain
a fine and homogeneous cell culture, there was a high quantity in both cell types. It is
important to remember that the presence of cell aggregates is necessary to achieve cell
biomass growth and that, in some species such as strawberry, a greater amount of
aggregates leads to a greater production of specialized metabolites (Hulst et al. 1989,
Edahiro y Seki 2006).

In conclusion, this study provides a detailed understanding of the dynamics of friable and
non-friable responses in thin shell explants, highlighting the influence of genetic and
hormonal factors on this process, in addition to a macro-observation of the level of cellular
organization. in shoots of different genotypes of P. boldus. A 3-day cold pretreatment of
explants and culture medium based on % MS was used, with hormonal balance using 2
mg L-1 of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid + 0.1 mg L-1 of Kinetin. Promotes cell
proliferation initiated from undifferentiated cells identified as cambium meristematic cells
(CMC), characterized by a globular morphology, color, texture and resistance to liquid
culture. Being induced mainly and most efficiently from thin layer discs of the first and
second internodes of shoots with lower marrow/cortex ratio values, without the presence
of vascular cambium. Facilitating management and cultivation. Being optimal explants
for the establishment of cell cultures and the sustainable extraction of specialized
metabolites
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Capitulo 3. PERFIL HISTOQUIMICO DE CULTIVOS CELULARES
OBTENIDOS A PARTIR DE DISCOS DE CAPA FINA DE Peumus Boldus MOL.
CULTIVADO IN VITRO

3.1. INTRODUCCION

La investigacion en torno a la composicion quimica y la produccion de metabolitos
secundarios en Peumus boldus Mol. (Monimiaceae), ha sido objeto de interés debido a
sus propiedades medicinales (Speisky y Cassels 1994, Luebert y Pliscoff 2006, Rodriguez
et al. 2018). Esta especie, originaria del centro y sur de Chile, ha sido ampliamente
sobreexplotada debido a la boldina, un alcaloide con alto poder antioxidante al que se le
atribuyen las propiedades medicinales del boldo, esta se encuentra principalmente en la
corteza y las hojas, representando del 12 al 19% del contenido total de alcaloides (Hulle
1983, Benedetti y Barros 2018, Poblete et al. 2023). Otras investigaciones, debido a la
importancia farmacoldgica del boldo, han identificado la presencia de diversos
compuestos, como alcaloides, flavonoides, fenoles y terpenos en sus tejidos (Schmeda-
Hirschmann et al. 2003, Quezada et al. 2004, O’Brien et al. 2006, Simirgiotis y Schmeda-
Hirschmann 2010). Para su identificacion, se han empleado técnicas analiticas e
histoldgicas, destacando la histoquimica como una herramienta para detectar la
distribucion de metabolitos en tejidos vegetales (Guedes et al. 2022, Guedes et al. 2024).

El cultivo de células vegetales se ha convertido en una herramienta fundamental para la
industria farmacéutica y la biotecnologia. Los cultivos de células desdiferenciadas (DDC)
son especialmente convenientes para la produccion a gran escala de productos naturales
(Mustafa et al. 2011), ya que proporcionan condiciones de crecimiento homogéneas que
permiten la optimizacion de procesos, acelerando la produccion y ofreciendo una fuente
renovable de material vegetal para productos naturales (McCoy y O'Connor 2008, Fischer
et al. 2015, Sood 2020). Sin embargo, lograr este proceso de desdiferenciacion impulsa

cambios nocivos debido a modificaciones genéticas y epigenéticas en las células, lo que
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resulta en cultivos en suspension con bajas tasas de crecimiento y rendimientos deficientes
(Ochoa-Villarreal et al. 2015).

Para superar estas limitaciones, se prefiere aislar y cultivar células meristematicas
cambiales (CMC), que han mostrado tasas de crecimiento superiores y una mejor
respuesta a los elicitores (Lee et al. 2010). Los cultivos celulares compuestos por CMC se
han convertido en un sistema de estudio para entender la biosintesis y acumulacion de
metabolitos secundarios (Partap et al. 2022). Las investigaciones indican que la aplicacion
de elicitores como el metil jasmonato y la tirosina en cultivos de células vegetales puede
aumentar la produccion de una variedad de metabolitos secundarios, activando rutas
metabolicas especificas (Croteau et al. 2006, Xiao et al. 2009, Sadeghnezhad et al. 2019).
Sin embargo, la reaccién de los cultivos celulares a los elicitores es compleja y puede

variar segun las condiciones de cultivo y los mecanismos metaboélicos implicados.

Otra alternativa para generar cultivos celulares es utilizar células meristematicas presentes
en el meristemo apical del brote y de la raiz. Sin embargo, el aislamiento, cultivo y manejo
de estas fuentes se dificulta debido a que su densidad se limita a una pequefia porcion
apical (Yun et al. 2012, Greb y Lohmann 2016, Ochoa-Villarreal et al. 2016, Loake y
Ochoa-Villarreal 2017). La técnica de capa fina o capa de células delgadas (thin cell layer,
TCL) surge como solucién a un método de extraccion de un explante primario. Se puede
realizar longitudinalmente (ITCL) o transversalmente (tTCL) en diferentes tipos de
organos vegetales. De esta manera, se obtienen cortes compuestos por pocas capas de
células, lo que permite un mayor contacto con el medio de cultivo y reduce el contacto
entre 6rganos, manteniendo asi una minima interaccion entre tejidos y células (Duong Tan
et al. 2003, Teixeira da Silva y Dobranszki 2014). Debido a esto, la utilizacion de discos
de capa fina transversales cercanos al meristema apical podria resolver la limitacion de
densidad (Duong Tan et al. 2003, Teixeira da Silva y Dobranszki 2014).

Los cultivos meristematicos de boldo podrian contener una diversidad de metabolitos

secundarios debido a la alta concentracion de estos compuestos en el tejido del boldo,
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incluyendo la boldina (Hulle 1983, Schmeda-Hirschmann et al. 2003, Quezada et al. 2004,
Simirgiotis y Schmeda-Hirschmann 2010). No obstante, ain no se ha investigado la
distribucion de metabolitos en células meristematicas bajo la influencia de elicitores en
cultivos celulares, lo que representa un campo de investigacién exploratorio para dilucidar
la biosintesis y las vias metabdlicas de los metabolitos secundarios. Por ende, el objetivo
de esta investigacion es contrastar a nivel histoquimico la respuesta a la elicitacion de los
cultivos celulares obtenidos de discos de capa fina de diferentes internodos de

microplantas de tres genotipos de P. boldus.
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3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Origen del material vegetal

El material vegetal consistié en el genotipo 7 de Peumus boldus (Mol.) cultivados in vitro.
Los explantes para cada seccion se dividieron en: primer internodo, segundo internodo y

tercer internodo.

3.2.2. Preparacion de las muestras

La unidad experimental correspondid a brotes de longitud 4 cm del genotipo 7. Como
explantes se utilizaron discos de capa fina realizados con una hoja de cuchilla afilada,
dispuestos horizontalmente en el medio de cultivo manteniendo su orientacion. Se
establecieron 6 placas, estas contuvieron tres tipos de explantes con tres repeticiones cada
uno, se dividieron en: primer internodo, segundo internodo y tercer internodo. Este
proceso se realizé en camara de flujo laminar desinfectada con etanol al 70% vy esterilizada
por 1 h bajo luz UV. Todos los materiales utilizados fueron esterilizados en autoclave a 1

atmy 121°C por 30 min.

3.2.3. Condiciones de cultivo

Los explantes fueron dispuestos en medio de cultivo que consistio en % de MS
(Murashige y Skoog 1962), con un balance hormonal 2 mg L' de éacido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) + 0,1 mg L de kinetina (Kn), ademas de 30 g L de
sacarosa, 500 mg L de PVP, 0,35% (p/v) de agar y pH 5,7. Las réplicas estuvieron bajo
pretratamiento por 3 dias a 4°C. Posteriormente al pretratamiento, las 6 réplicas se
trasladaron a una camara de crecimiento a 22 + 2°C y fotoperiodo de 24 h de oscuridad

por 6 semanas.

3.2.4. Analisis macromorfoldgico de las respuestas de proliferacion celular

Se realizaron analisis macromorfoldgicos el dia 0, 28 y 35 dias después de iniciado el
crecimiento en oscuridad, evaluando los tres tipos de explantes de cada réplica del ensayo.
Esta evaluacion consistio en un analisis visual en lupa (Olympus SZ61) en la cual se asocio
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el tipo de respuesta de la proliferacion celular a un nivel de codificacion y se registrd. No
se consideraron discos sin respuesta. Las codificaciones corresponden a: respuesta friable
en el primer internodo “A1”; respuesta no friable en el primer internodo “A2”; respuesta
friable en el segundo internodo “B4”; respuesta no friable en el segundo internodo “B5”;
respuestas friable y no friable en el segundo internodo “B6”; respuesta friable en el tercer
internodo “G7”; respuesta no friable en el tercer internodo “G8”; respuestas friable y no

friable en el tercer internodo “G9”.

3.2.5. Establecimiento de cultivos celulares a partir de discos de capa fina

Para establecer los cultivos celulares, se prepararon 8 matraces para el primer cultivo. Se
uso6 un medio de cultivo liquido que consistio en %2 de MS, con un balance hormonal 3 mg
L de é&cido 2,4-diclorofenoxiacético + 0,1 mg L de kinetina, ademas de 30 g L de
sacarosa, 500 mg L de PVP, y pH 5,7. Se utilizaron como inéculo las 6 réplicas. Se
utilizé un matraz de 50 mL con 5 mL de medio de cultivo liquido para cada nivel de
codificacion. Se coloco el disco de capa fina en el matraz correspondiente al tipo de
respuesta, sin separar la proliferacion celular, y se agregaron 2 L de pectinasa a cada
matraz. Los matraces se sellaron con papel de aluminio y se mantuvieron en agitacion a
80 rpm en oscuridad a 22 + 2°C. Después de 2 semanas, se realizd un subcultivo
transfiriendo 2,5 mL de medio a un medio fresco control. Otros 2,5 mL de medio se
transfirieron a otro matraz para evaluar la respuesta a elicitacion. En los matraces control,
se agregd 2,5 mL de medio MS de las mismas caracteristicas. Para el tratamiento de
elicitacion se agregaron 0,075 mL de la hormona L-tirosina 10nM, 0,075 mL de metil
jasmonato 10 nM y 2,35 mL de medio de cultivo MS. Los matraces se sellaron con papel
de aluminio y se mantuvieron en agitacion a 80 rpm en oscuridad a 22 + 2°C por 2

semanas.

3.2.6. Analisis histoquimicos de los cultivos celulares
Cada matraz con 5 mL de cultivos celulares control y elicitado se transfirié a un tubo
Falcon de 15 mL en frio por 2 semanas. Cada cultivo celular contenido en los tubos Falcon
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se dividio en 100 pL y se transfirieron a tubos cénicos de 2,5 mL. Se utiliz6 una alicuota
de cada cultivo celular y se sometieron a diferentes pruebas histoquimicas (Tabla 1). Se

compararon con alicuotas sin tefiir usadas como blanco comparativo.
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Tabla 1 Pruebas histoquimicas utilizadas para determinar la presencia de metabolitos en

los cultivos celulares

Metabolitos Reactivo Método Color Referencia
Alcaloides Dragendorff Reactivo de Dragendorff Naranja (Johansen
durante 15 min, lavar en nitrito 1940)
sodico al 5%
Almidon Lugol Solucién de yoduro de potasio Granos negros (Johansen
al 1% durante 5 min 1940)
Compuestos Cloruro de Solucién de cloruro de hierro Negro/marron (Johansen
fendlicos hierro al 10% durante 5 min 1940)
Flavonoides DMACA Fijacion: Benzoato sédico de Magenta o azul (Feucht et
cafeina al 0,5% en butanol al al. 1986)
90% durante 5 min Reaccion:
1% p-
dimetilaminocinamaldehido
durante 2 h
Sustancias Sudan 111 Solucién saturada de sudan |11 Naranja (Brundrett
lipofilicas en etanol 70% durante 5 min. etal. 1991)
Proteinas Azul de Solucién de azul de Precipitados (Baker 1958)
mercurio de bromofenol durante 15 min, azules
bromofenol lavado en &cido acético al 5%
durante 20 min y lavado en
agua destilada durante 15 min
Terpenoides NADI 1% de a-naftol y 1% de Azul (David y
dimetil-p-fenilendiamina en Carde 1964)

solucién tampon fosfato, pH
7,2 durante 1 h 30 min
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3.3. RESULTADOS

3.3.1. Andlisis histoquimicos de los cultivos celulares

No hubo diferencias entre el control y los cultivos celulares elicitados para el tratamiento
Al. Tanto en el tratamiento A1 como en A2 no se detectaron compuestos fendlicos ni
proteinas. Para el tratamiento A2, tanto el control como los cultivos elicitados resultaron
positivos para alcaloides y flavonoides. Sin embargo, la elicitaciobn promovié la
acumulacion de almidon y lipidos en los cultivos celulares, pero inhibi6 la acumulacion
de terpenoides (Tabla 2). Ademas, el almidon y los lipidos se detectaron en cultivos con
proliferacion friable, a diferencia de cultivos con respuesta no friable. Los metabolitos
detectados se acumulan fundamentalmente en el citoplasma y ndcleo (Fig. 20), excepto

por los terpenoides que se detectaron en el citoplasma y la vacuola.

Tabla 2 Resultados de pruebas histoquimicas utilizadas para determinar la presencia de
metabolitos en los cultivos celulares del primer internodo. + reaccion positiva, -reaccion

negativa

Prueba histoquimica Matraz

Al A2

Control Elicitado Control Elicitado
Alcaloides + + + +
Almidon + + - +
Compuestos fendlicos - - - -
Flavonoides + + + +
Sustancias lipofilicas + + - +
Proteinas - - - -
Terpenoides + + + -
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Cultivo Al formado a partir de proliferaciones friables. Cultivo A2 formado a partir de

proliferaciones no friables.

Para los cultivos celulares B4, B5 y B6, se observaron respuestas positivas de alcaloides
(Tabla 3) y se detectaron en el ndcleo y citoplasma (Fig. 21). No se detect6 la presencia
de compuestos fendlicos ni proteinas. Se detectd la presencia de almidén (Fig. 23) y
flavonoides en el citoplasma, y para terpenoides la reaccion fue positiva en las vacuolas y
citoplasma. La elicitacion inhibid la acumulacion de terpenoides (Tabla 3). La presencia

de almiddn se repiti6 para los cultivos con proliferacion friable (Tabla 3).

Tabla 3 Resultados de pruebas histoquimicas utilizadas para determinar la presencia de

metabolitos en los cultivos celulares del segundo internodo. + reaccion positiva, -reaccién

negativa
Prueba histoquimica Matraz
B4 B5 B6
Control Elicitado Control Elicitado Control Elicitado

Alcaloides + + + + + +
Almidén + + - - + _
Compuestos fendlicos - - - - - i,
Flavonoides + + + + - -
Sustancias lipofilicas - - + + - -
Proteinas - - - - - -
Terpenoides + - + - + .
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Cultivo B4 formado a partir de proliferaciones friables. Cultivo B5 formado a partir de
proliferaciones no friables. Cultivo B6 formado a partir de proliferaciones friables y no

friables.

Los cultivos celulares identificados como G7, G8 y G9 comparten respuestas positivas
para la presencia de alcaloides en el citoplasma y nucleo (Fig. 22), almidon (Fig. 23) y
flavonoides solo en el citoplasma. La elicitacion promovié la acumulacién de almidén
(Tabla 4). No se detectaron terpenoides, proteinas, ni compuestos fendlicos. Siendo, solo
G7 control, positivo para terpenoides (Tabla 4) en vacuolas y citoplasma. En general,
todos los cultivos celulares muestran resultados positivos para alcaloides, principalmente

en el citoplasma y el nacleo (Fig. 20, 21y 22).

Tabla 4 Resultados de pruebas histoquimicas utilizadas para determinar la presencia de

metabolitos en los cultivos celulares del tercer internodo. + reaccion positiva, -reaccion

negativa
Prueba histoquimica Matraz
G7 G8 G9
Control Elicitado Control Elicitado Control Elicitado

Alcaloides + + + + + +
Almidon + + - + - +
Compuestos fendlicos - - - - - _
Flavonoides + + + + + +
Sustancias lipofilicas - - + + - +
Proteinas - - - - - -
Terpenoides + - - - - -
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Cultivo G7 formado a partir de proliferaciones friables. Cultivo G8 formado a partir de
proliferaciones no friables. Cultivo G9 formado a partir de proliferaciones friables y no

friables.

Los cultivos celulares elicitados muestran un leve aumento de intensidad de color
referente a los cultivos control (Fig. 20, 21 y 22). Se identificaron la presencia de nucleo,
vacuola, citoplasma, membrana plasmatica y pared celular. No se observo la presencia de
mitocondrias ni de reticulo endoplasmatico, ni de otros organulos mas especializados. Sin
embargo, se confirmd la presencia de diferentes tipos de plastos: leucoplastos,

cloroplastos y cromoplastos (Fig. 23).

Control Elicitado

A1

A2

Figura 19. Microscopia de céelulas del cultivo celular correspondiente a codificacion Al
y A2, control y elicitadas, tefiidas con reactivo Dragendorff para visualizacion de

alcaloides. Escala 50 um. Flechas sefialan el color positivo.
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Control Elicitado

B4

- -
L

B6

Figura 20. Microscopia de células del cultivo celular correspondiente a codificacion B4,
B5 y B6, control y elicitadas, tefiidas con reactivo Dragendorff para visualizacion de

alcaloides. Escala 50 pum. Flechas sefialan el color positivo.

Control Elicitado
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Figura 21. Microscopia de células del cultivo celular correspondiente a codificacion G7,
G8 y G9, control y elicitadas, tefiidas con reactivo Dragendorff para visualizaciéon de

alcaloides. Escala 50 um. Algunas flechas sefialan el color positivo.

Control Elicitado Control Elicitado
Almidon Almidon Lipidos Lipidos

Primer internodo

Segundo internodo

Tercer internodo

Figura 22. Microscopia de células del cultivo celular correspondiente a codificacion Al
del primer internodo, B4 del segundo internodo y G7 del tercer internodo, control y
elicitadas, tefiidas con reactivo Lugol y Sudan Il para visualizacién de almidén vy

sustancias lipidicas.
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3.4. DISCUSION Y CONCLUSION

La presencia de diferentes metabolitos secundarios, como alcaloides, flavonoides, fenoles
y terpenos, ha sido reportada previamente en drganos aéreos de P. boldus, los cuales
contribuyen a una alta capacidad antioxidante responsable de las propiedades medicinales
del boldo (Speisky y Cassels 1994, Schmeda-Hirschmann et al. 2003, Quezada et al.
2004). Para dilucidar la composicion quimica del boldo se han utilizado tanto técnicas
analiticas como histoldgicas. En este sentido, la histoquimica es una valiosa herramienta
que permite detectar la presencia y acumulacion de metabolitos en tejidos y células
vegetales. Por ejemplo, con técnicas histoquimicas, Guedes et al. (2023) determinaron la
presencia de proteinas, azlcares reductores, almidén, lipidos, fenoles, flavonoles y
terpenos en los tallos de boldo. La mayoria de estos metabolitos se acumulan en la médula,
radios parenquimaticos, floema y corteza. Ademas, se detectaron terpenos y lipidos en las

células del suber.

Los cultivos celulares compuestos por CMC han sido utilizados por lograr una mayor
acumulacién y produccion de diversos metabolitos secundarios (Moon et al. 2015, Zhou
et al. 2015, Moon et al. 2017, Song et al. 2019). La utilizacion de elicitores como el metil
jasmonato contribuye al incremento en la produccion de estos metabolitos, especialmente
aquellos derivados de la via de los fenilpropanoides (D’Onofrio et al. 2009). Ademas, la
tirosina se emplea como precursor en la sintesis de la mayoria de los alcaloides presentes
en el boldo (O’Brien et al. 2006, Cassels et al. 2019). Los andlisis histoquimicos muestran
que la adicién de metil jasmonato y tirosina al medio de cultivo produce cambios en la

dinamica de acumulacién de almidon, lipidos y terpenos.

A pesar de que el metil jasmonato y la tirosina son promotores de la sintesis de compuestos
fenolicos (Hu et al. 2014, Sadeghnezhad et al. 2019), la prueba histoquimica para fenoles
solubles no detectd la presencia de estos compuestos en los cultivos celulares. Ademas, la
ausencia de fenoles en los cultivos no elicitados indica que algun otro factor exdgeno pudo
inhibir la sintesis de fenoles solubles. Aunque se detectaron flavonoides tanto en los
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cultivos tratados como en los no tratados, parece que el metil jasmonato no indujo una
respuesta positiva en cuanto a la produccion del grupo de fenoles. Sin embargo, la
limitacion de los estudios histoquimicos a una caracterizacion cualitativa no permite
concluir al respecto, por lo que se necesitan estudios cuantitativos que confirmen si las
concentraciones y perfiles de flavonoides fueron modificados por los elicitores metil

jasmonato y tirosina.

Todas las células obtenidas a partir de los cultivos celulares producidos a partir de callos
de internodos de tallos de plantulas in vitro de P. boldus acumulan alcaloides,
independientemente de si fueron elicitadas o no. Sin embargo, no se detectaron en ninguin
cultivo celular fenoles y proteinas, que son sustancias constitutivas del boldo. Ademas, la
acumulacién de terpenoides estuvo afectada por la respuesta del callo, ya que, en las
células provenientes de una respuesta no friable, la elicitacion con tirosina y metil
jasmonato inhibi6 la sintesis y acumulacién de este metabolito. Los resultados sugieren
que, en los cultivos celulares derivados de callos no friables, la elicitacién con metil
jasmonato y tirosina tiende a causar una inhibicion o estimulacion en la sintesis de
compuestos. Ademas, es posible que la presencia de células desdiferenciadas por sobre
las células indiferenciadas, lo que compone un cultivo de células heterogéneas, haya
impuesto restricciones metabolicas, lo que provoca diferencias de acumulacién de
metabolitos entre los tipos de callos (Lee et al. 2010, Moon et al. 2015). Por otra parte, en
los cultivos celulares donde se suprimi6 la sintesis de terpenos, se elicito la sintesis de
almidon (tratamientos A2 G8 y G9) y lipidos (tratamiento A2). Esto podria deberse a la
competencia entre rutas metabolicas promovida por la aplicacion de metil jasmonato
(James et al. 2013, Sadeghnezhad et al. 2020). Es probable que, en determinadas
condiciones P. boldus inhiba la sintesis de terpenoides en favor de la produccion de

sustratos energeticos, como es el caso del almidén y los lipidos.

La efectividad del metil jasmonato en la produccién de alcaloides ha sido ampliamente

demostrada. Por ejemplo, la aplicacién del elicitor metil jasmonato en suspensiones
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celulares de CMC de Taxus cuspidata aumentd la produccion de paclitaxel en un 14,000
% en comparacion con un 220 % y un 433 % en cultivos en suspension de DDC derivados
de aciculas o embriones (Lee et al. 2010). También se ha estudiado en cultivos de células
de Catharanthus roseus (Rischer y Oresic 2006, Moon et al. 2015) y Nicotiana tabacum
(De Sutter et al. 2005, Galis et al. 2006). A diferencia de otros metabolitos, en los cultivos
celulares sin elicitacion, independientemente de si provienen o no de un callo friable, hay
una acumulacion de alcaloides. Estos resultados indican que esta via metabdlica en el
boldo no esté restringida bajo ninguna condicion hormonal evaluada, probablemente
debido a las multiples funciones de los alcaloides en respuesta al estrés bidtico y abidtico.
Aunque la elicitacién con metil jasmonato y tirosina podria haber tenido un efecto
positivo, no se pudo observar una diferencia notoria en la acumulacion de alcaloides en
los cultivos tratados con elicitores. Planteamos el uso de otro tipo de elicitores para
préximas investigaciones, como la exposicion a luz ultravioleta, dado que estas células
CMC se caracterizan por la sobreexpresidn de genes responsables de la respuesta al estrés
ambiental (Rando 2007).

En conclusion, el estudio histoquimico de los cultivos celulares de CMC de boldo revela
una organizacion celular caracterizada por la presencia de organelos basicos como el
nucleo, vacuola, citoplasma, membrana plasmatica y pared celular, pero una ausencia de
organelos mas especializados como las mitocondrias. La presencia de plastidios,
principalmente leucoplastos y cromoplastos, sugiere un estado de indiferenciacion celular
en concordancia con el origen de los cultivos. La investigacion sobre la composicion
quimica del boldo y la manipulacion de cultivos celulares ha revelado importantes
aspectos sobre la sintesis y acumulacion de metabolitos primarios y secundarios. Mientras
que el metil jasmonato y la tirosina han demostrado ser eficaces en la produccién de
metabolitos secundarios en otras especies, la via metabolica del boldo parece ser mas
compleja. Los estudios histoquimicos sugieren que la respuesta de los cultivos celulares a
los elicitores puede variar segun la naturaleza del callo y los mecanismos metabolicos

involucrados. Ademas, la acumulacion de alcaloides parece ser independiente de la
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elicitacion, lo que destaca su importancia en la respuesta del boldo al estrés. Futuras
investigaciones podrian explorar el uso de diferentes elicitores, como la exposicion a luz
UV, en conjunto con analisis cuantitativos para comprender y optimizar la produccion de
metabolitos de interés farmacolégico.
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