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RESUMEN EJECUTIVO 

 

El estudio de perfil de ácidos grasos en sistemas biotecnológicos de Theobroma cacao L. es crucial para 

comprender cómo inductores de estrés pueden mejorar la producción de metabolitos valiosos. El cacao, 

de la variedad fino de aroma es económicamente significativo para Ecuador, pero su cultivo enfrenta 

desafíos como el cambio climático y las enfermedades. Los enfoques biotecnológicos ofrecen un 

entorno controlado para explorar alternativas sostenibles que mejoren la biosíntesis de lípidos, esencial 

para la calidad de productos derivados del cacao, como el chocolate y los cosméticos. La investigación 

empleó sistemas in vitro para evaluar los efectos de los inductores de estrés (metil jasmonato, ácido 

salicílico, glicerol y temperatura elevada) en cultivos de callos de cacao. Se probaron tres medios de 

cultivo (MS, B5 y WPM) para optimizar la producción de biomasa; la combinación de WPM con 

hormonas específicas obtuvo los mejores resultados. Los ácidos grasos se extrajeron y cuantificaron 

mediante espectroscopía FTIR, centrándose en componentes principales como ácidos oleico, esteárico 

y palmítico. Los resultados demostraron que metil jasmonato y ácido salicílico aumentaron 

significativamente la biomasa y la producción de ácidos grasos, mientras que la temperatura elevada 

indujo estrés oxidativo, alterando también el perfil lipídico. Estos hallazgos sugieren que los inductores 

de estrés pueden modular la síntesis de ácidos grasos en cultivos de callos de cacao, lo que ofrece 

posibles estrategias para mejorar la producción de metabolitos en condiciones controladas. Este estudio 

sienta las bases para futuras investigaciones destinadas a optimizar los sistemas biotecnológicos para la 

producción sostenible de cacao. 

 

Palabras clave: Theobroma cacao L., ácidos grasos, estrés biótico, cultivo in vitro, metabolitos 

secundarios. 
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ABSTRACT 

 

The study of fatty acid profiling in biotechnological systems of Theobroma cacao L. is crucial to 

understand how stress inducers can enhance the production of valuable metabolites. Cocoa of the fine 

de aroma variety is economically significant for Ecuador, but its cultivation faces challenges such as 

climate change and disease. Biotechnological approaches offer a controlled environment to explore 

sustainable alternatives to improve lipid biosynthesis, essential for the quality of cocoa-derived products 

such as chocolate and cosmetics. The research employed in vitro systems to evaluate the effects of stress 

inducers (methyl jasmonate, salicylic acid, glycerol, and elevated temperature) on cocoa callus cultures. 

Three culture media (MS, B5 and WPM) were tested to optimize biomass production; the combination 

of WPM with specific hormones obtained the best results. Fatty acids were extracted and quantified by 

FTIR spectroscopy, focusing on major components such as oleic, stearic, and palmitic acids. The results 

showed that methyl jasmonate and salicylic acid significantly increased biomass and fatty acid 

production, while elevated temperature induced oxidative stress, also altering the lipid profile. These 

findings suggest that stress inducers can modulate fatty acid synthesis in cocoa callus cultures, offering 

possible strategies to enhance metabolite production under controlled conditions. This study lays the 

foundation for future research aimed at optimizing biotechnological systems for sustainable cocoa 

production. 

 

 

 

Key words: Theobroma cacao L., fatty acids, biotic stress, in vitro culture, secondary metabolites. 
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CAPÍTULO I 

MARCO TEÓRICO 

1.1. Antecedentes investigativos  

El cacao (Theobroma cacao L.) es una especie tropical de gran relevancia agronómica y 

económica, especialmente en países latinoamericanos como Ecuador, Colombia, Brasil y Perú, 

donde su cultivo constituye un pilar fundamental para la agricultura y las exportaciones (Chaustre 

& Castillo, 2018). Botánicamente, esta especie se clasifica en tres variedades principales: 

Forastero, Criollo y Trinitario (Afoakwa, 2014). A estas se suma el cacao Nacional, un ecotipo 

exclusivo de Ecuador, originario de la cuenca amazónica y caracterizado por su perfil genético 

único y cualidades organolépticas superiores (Loor et al., 2019). El cacao Nacional, reconocido 

como "fino de aroma" por la Organización Internacional del Cacao (ICCO), representa 

aproximadamente el 60% de la producción total de cacao en Ecuador (Bermudez et al., 2022). Su 

distintivo sabor floral, notas frutales y baja amargura lo han posicionado como uno de los 

materiales más cotizados en la industria chocolatera mundial, a pesar de que solo contribuye con 

el 2% de la producción global (Mora et al., 2022). Esta escasa producción se debe, en parte, a su 

histórica susceptibilidad a enfermedades, como la moniliasis (Moniliophthora roreri) y la escoba 

de bruja (Moniliophthora perniciosa), que devastaron cultivos a principios del siglo XX (Jiménez 

et al., 2022). 

A diferencia del Forastero, variedad predominante en el mercado por su alta productividad y 

resistencia, pero con perfiles de sabor más amargos y menos complejos, el cacao Nacional es 

cultivado principalmente por su calidad aromática, un atributo que lo hace indispensable para 

chocolates premium (Afoakwa, 2014). Además de su valor comercial, este cultivo desempeña un 

rol clave en la conservación de la biodiversidad y en la sostenibilidad socioeconómica de miles de 

pequeños agricultores, quienes dependen de su producción para sus medios de vida (Chaustre & 

Castillo, 2018).  

El cultivo del cacao enfrenta desafíos críticos que comprometen su sostenibilidad y producción a 

largo plazo. Entre los principales problemas se encuentran los patógenos fúngicos, como 

Moniliophthora roreri y Phytophthora spp., que pueden reducir los rendimientos hasta en un 50% 

en áreas sin un manejo fitosanitario adecuado, según lo reportado por Jiménez et al. (2022). 

Asimismo, el cambio climático representa una amenaza significativa, ya que el aumento de las 

temperaturas y la alteración de los patrones de precipitación incrementan el estrés hídrico y afectan 

las zonas óptimas para el cultivo del cacao, como lo indican Ceccarelli et al. (2024). Otro factor 

crítico es la contaminación del suelo por metales pesados, como cadmio y plomo, cuya 

acumulación en suelos agrícolas, documentada por Plasencia et al. (2022) y Varela et al. (2023), 
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pone en riesgo tanto la productividad del cacao como la seguridad alimentaria de los productos 

derivados. Estos desafíos requieren la implementación de estrategias integrales que combinen el 

mejoramiento genético, prácticas agrícolas sostenibles y políticas de conservación para garantizar 

la preservación del cacao Nacional, un emblema de calidad y patrimonio biocultural de Ecuador, 

como lo destacan Bermudez et al., (2022). 

No obstante, el cacao enfrenta desafíos críticos que amenazan su sostenibilidad. Entre ellos 

destacan los patógenos fúngicos, que reducen rendimientos hasta en un 50 % en zonas sin manejo 

fitosanitario (Jiménez et al., 2022); el cambio climático, ya que según Ceccarelli et al. (2024), el 

aumento de temperaturas y la alteración en los patrones de lluvia podrían incrementar el estrés 

hídrico y afectar la distribución geográfica óptima para el cultivo; y la contaminación del suelo, 

debido a la acumulación de metales pesados como cadmio y plomo en suelos agrícolas, lo cual 

pone en riesgo tanto la productividad como la seguridad alimentaria (Plasencia et al., 2022; 

Varela et al., 2023). Estos factores exigen estrategias integrales que combinen mejoramiento 

genético, prácticas agrícolas sostenibles y políticas de conservación para preservar el legado del 

cacao Nacional como emblema de calidad y patrimonio biocultural de Ecuador (Bermúdez et al., 

2022).  

Desde una perspectiva genética, el cacao Nacional es una variedad autóctona con alto valor 

filogenético. Su diversidad genética ha sido objeto de interés para programas de mejoramiento, ya 

que contiene características únicas relacionadas con el aroma, el sabor y la adaptación a 

condiciones ecológicas particulares. Esta riqueza genética lo convierte en una base estratégica para 

enfrentar los retos del cambio climático y la aparición de nuevas enfermedades (Loor et al., 2019). 

En el campo de la investigación, el cacao Nacional ha sido objeto de numerosos estudios 

relacionados con la propagación in vitro, la caracterización molecular, la respuesta a estrés abiótico 

y biótico, así como la optimización de técnicas para aumentar su productividad y resiliencia 

(Ceccarelli et al., 2024). Estos avances no solo buscan mejorar su rendimiento, sino también 

garantizar la conservación de su perfil organoléptico original y su viabilidad frente a las amenazas 

actuales del sistema agroproductivo. 

 

1.2. Cacao fino de aroma en Ecuador: desafíos y oportunidades  

Ecuador se ha consolidado como uno de los principales productores mundiales de cacao fino de 

aroma, variedad altamente valorada por sus propiedades sensoriales únicas, como su aroma floral, 

notas frutales y baja acidez. Esta característica ha convertido al país en un referente global en la 

producción de cacao de alta calidad, con reconocimiento por parte de organismos internacionales 

como la ICCO (Morales et al., 2015). No obstante, esta industria enfrenta diversos retos que 
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comprometen su sostenibilidad y competitividad. Uno de los principales desafíos agronómicos es 

el impacto de enfermedades fúngicas como la moniliasis, causada por M. roreri, y la escoba de 

bruja, provocada por Moniliophthora perniciosa (Morato et al., 2023). Estas patologías han 

demostrado una alta capacidad de diseminación y adaptación, afectando seriamente la 

productividad y calidad de los frutos, especialmente en zonas con alta humedad y poca renovación 

genética (Jaimes et al., 2022). Además, la limitada resistencia genética del cacao Nacional frente 

a estos patógenos intensifica el problema, lo cual obliga a los agricultores a recurrir a prácticas de 

manejo intensivas, muchas veces costosas y de difícil acceso para pequeños productores. 

El cambio climático se ha sumado como una amenaza creciente, alterando las condiciones 

edafoclimáticas necesarias para el desarrollo óptimo del Theobroma cacao L. Las variaciones en 

temperatura, el aumento de eventos extremos como sequías o lluvias intensas, y el desplazamiento 

de zonas agroecológicas aptas han incrementado la incidencia de plagas y enfermedades, además 

de afectar el rendimiento del cultivo y la calidad del grano (Carvajal et al., 2021). Estos efectos, 

además de los altos costos de producción y la volatilidad de los precios internacionales, generan 

pérdidas económicas considerables y debilitan la posición de Ecuador en el mercado mundial del 

cacao, impactando principalmente a los pequeños y medianos productores, quienes constituyen la 

base del sistema cacaotero nacional. A pesar de estas adversidades, el cacao fino de aroma ofrece 

oportunidades significativas tanto en el plano económico como en el científico. Desde el punto de 

vista funcional, esta variedad no solo se distingue por su aroma, sino también por su particular 

composición de lípidos. La manteca obtenida del Theobroma cacao L. contiene una mezcla de 

ácidos grasos que incluye principalmente ácido palmítico (C16:0), esteárico (C18:0) y oleico 

(C18:1), los cuales inciden directamente en las propiedades físicas del chocolate como el punto de 

fusión, la textura y la estabilidad del producto final (Atanassova & Aayush, 2024). 

El perfil lipídico del cacao ecuatoriano fino de aroma no solo determina atributos sensoriales 

importantes, sino que también es clave en aplicaciones industriales, particularmente en los sectores 

alimentario, cosmético y farmacéutico. La calidad y proporción de estos ácidos grasos condiciona 

la dureza y cremosidad de la manteca de cacao, factor fundamental en la elaboración de chocolates 

premium y productos cosméticos de alta gama (Miller & Van, 2022). Por ello, la caracterización, 

conservación y mejoramiento del perfil lipídico del cacao Nacional representa una línea prioritaria 

de investigación para sostener la diferenciación del producto ecuatoriano frente a la oferta global 

(Quelal et al., 2020). En este contexto, se hace indispensable integrar estrategias de innovación 

biotecnológica, mejora genética, análisis fisiológicos y estudios de composición química, con el 

objetivo de optimizar la resistencia del cultivo y asegurar la calidad intrínseca del cacao Nacional.  
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1.3. Taxonomía de Theobroma cacao L. 

Theobroma cacao L. es una especie vegetal de notable importancia económica, botánica y cultural. 

Pertenece a la familia Malvaceae, subfamilia Byttnerioideae, grupo que incluye plantas 

predominantemente tropicales (Bekele et al., 1994). El género Theobroma abarca alrededor de 22 

especies, muchas de las cuales se encuentran distribuidas en zonas húmedas de América del Sur y 

Central; sin embargo, Theobroma cacao L. es la única especie que ha sido domesticada a gran 

escala debido a su uso alimentario, industrial y su impacto socioeconómico en países productores. 

A nivel taxonómico, su clasificación es la siguiente: 

- Reino: Plantae 

- División: Magnoliophyta 

- Clase: Magnoliopsida 

- Orden: Malvales 

- Familia: Malvaceae 

- Género: Theobroma 

- Especie: Theobroma cacao L. 

Esta especie es originaria de la cuenca del Amazonas, una de las regiones con mayor diversidad 

genética del planeta. Se presume que su domesticación comenzó hace más de 5.000 años por 

civilizaciones precolombinas que reconocieron su valor nutricional, medicinal y simbólico 

(Bhattacharjee & Akoroda, 2018). Posteriormente, su cultivo se extendió hacia Mesoamérica, 

donde adquirió un rol central en las culturas maya y azteca, siendo utilizado como moneda, bebida 

ritual y ofrenda ceremonial. Tras la colonización europea, el cacao fue difundido globalmente, 

iniciando su cultivo comercial intensivo en África, Asia y Sudamérica (Myers, 2023). En 

condiciones naturales, Theobroma cacao L. crece como un arbusto o pequeño árbol de sombra, con 

hojas simples, flores caulifloras y frutos en forma de baya leñosa (mazorca), que contienen las 

semillas, comúnmente conocidas como granos de cacao (Wartenberg et al., 2020). Estas semillas 

son la principal fuente de manteca de cacao, compuesta en su mayoría por triglicéridos ricos en 

ácidos grasos como el oleico, palmítico y esteárico, los cuales definen muchas de las propiedades 

físicas y sensoriales del chocolate (Kongor et al., 2024).  

 

1.4. Producción de ácidos grasos en sistemas biotecnológicos 

Los desafíos agronómicos, ecológicos y comerciales que enfrenta el cultivo de Theobroma cacao 

L. han impulsado la búsqueda de alternativas sostenibles que permitan mejorar su productividad, 

calidad y resistencia. En este contexto, los sistemas biotecnológicos, como los cultivos in vitro, se 

presentan como una herramienta prometedora para el estudio y producción de metabolitos de 
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interés, incluyendo los ácidos grasos. Estos enfoques permiten simular condiciones específicas y 

controlar variables experimentales clave, lo cual favorece una comprensión más precisa de los 

procesos fisiológicos y bioquímicos que ocurren a nivel celular (Rodríguez et al., 2022). El uso 

de sistemas biotecnológicos ofrece una plataforma eficaz para investigar metabolitos de interés, 

entre ellos la biosíntesis de lípidos en condiciones controladas, lo que resulta particularmente útil 

en especies como Theobroma cacao L., donde el metabolismo lipídico ha sido poco explorado en 

comparación con otros compuestos como los alcaloides o los polifenoles (Nieves et al., 2024). Esta 

limitación representa una oportunidad científica para profundizar en los mecanismos que regulan 

la producción de lípidos y su relación con factores ambientales y fisiológicos, lo cual podría tener 

aplicaciones prácticas en la mejora del contenido y calidad de la manteca de cacao. 

Estudiar la fisiología y bioquímica de los sistemas celulares de cacao permite evaluar cómo ciertos 

factores de estrés como la temperatura, la disponibilidad de nutrientes o la presencia de reguladores 

de crecimiento pueden influir directamente en la acumulación de metabolitos secundarios y 

compuestos lipídicos de interés industrial (Kulesza et al., 2024). De acuerdo con Zaytseva et al. 

(2021) los cultivos in vitro permiten, además, la manipulación de dichos factores para inducir o 

inhibir rutas metabólicas específicas, lo que contribuye tanto a la comprensión científica como a 

la optimización de procesos productivos. Los ácidos grasos son componentes esenciales en las 

plantas, no solo por su papel estructural en las membranas celulares, sino también como reservorios 

energéticos y precursores de compuestos de señalización (Villanova et al., 2017). Tienen una 

función clave en la adaptación de las plantas a condiciones adversas, participando en mecanismos 

de defensa frente a factores bióticos y abióticos (Winters et al., 2024). En este sentido, los sistemas 

de cultivo in vitro proporcionan un entorno altamente controlado para estudiar los factores que 

afectan la síntesis de ácidos grasos, como el tipo y concentración del medio de cultivo, la 

combinación de hormonas vegetales, o la presencia de inductores de estrés físico o químico 

(Bauddh et al., 2020). 

Por esta razón, la aplicación de sistemas biotecnológicos para la investigación del metabolismo 

lipídico de Theobroma cacao L. constituye una vía prometedora para la generación de 

conocimiento científico y el desarrollo de estrategias productivas más sostenibles. Esto no solo 

podría beneficiar al sector industrial, sino también contribuir a la conservación genética y la 

resiliencia de los cultivos frente a un entorno cambiante. 
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1.5. Influencia de los inductores de estrés en la síntesis de ácidos grasos 

Los inductores de estrés modifican significativamente las rutas metabólicas en las plantas, 

afectando directamente la síntesis de ácidos grasos mediante la activación o represión de genes 

clave y la modulación de enzimas específicas. En cultivos celulares de Theobroma cacao L., estos 

factores ofrecen una oportunidad para optimizar la producción de lípidos en condiciones 

controladas.  

Como se muestra en la Figura 1, se resume una red de factores de transcripción (TFs) y vías de 

señalización que modulan genes lipogénicos. Por ejemplo, El gen WRINKLED1 (WRI1) 

desempeña un papel crucial en la regulación de la síntesis de ácidos grasos al activar genes clave 

como BCCP2, KASI y FAD2, cuya expresión está modulada por señales energéticas, como el 

sistema T6P-SnRK1, que responde al estado metabólico de la célula. Por otro lado, los factores de 

transcripción de respuesta a estrés, como DREB2C y MYB89, regulan la expresión de desaturasas 

(FAD3, FAD7/8), que son esenciales para la biosíntesis de ácidos grasos insaturados en 

condiciones de estrés abiótico, adaptando el perfil lipídico de la planta a entornos adversos. 

Además, la interacción hormonal entre el ácido abscísico (ABA) y el MeJA actúa sinérgicamente 

para inducir la expresión de enzimas como DGAT y LOX, las cuales son fundamentales en la 

acumulación de triacilgliceroles (TAGs), un componente clave en el almacenamiento de lípidos, 

según lo reportado por He et al., (2020). Estas regulaciones genéticas y hormonales son esenciales 

para optimizar la biosíntesis de lípidos en plantas, especialmente en cultivos como el cacao, donde 

los ácidos grasos determinan la calidad del producto. 
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Figura 1.  

Factores de transcripción (TFs) y vías de señalización que controlan la síntesis de ácidos grasos. 

 

Nota. La figura muestra cómo factores como WRII y DREB2C integran señales ambientales (luz, 

temperatura) y hormonales (ABA, JA) para modular la expresión de enzimas lipogénicas (ej. ACC, 

FADs), optimizando el perfil de ácidos grasos bajo estrés (adaptado de He et al., 2020). 

 

1.6. Desdiferenciación y obtención de sistemas biotecnológicos para la producción de ácidos 

grasos  

La producción de ácidos grasos en sistemas biotecnológicos de Theobroma cacao L. se inicia con 

la desdiferenciación de tejidos vegetales en condiciones in vitro, un proceso clave para generar 

callos embriogénicos con capacidad de sintetizar lípidos bajo condiciones controladas (Henao & 

Urrea, 2020). Este enfoque ha demostrado ser eficaz no solo en cacao, sino también en otros 

cultivos oleaginosos, donde la selección de explantes (hojas jóvenes o cotiledones) y el uso de 

reguladores de crecimiento como auxinas y citoquininas optimizan la formación de callos ricos en 

metabolitos lipídicos (Keita et al., 2022). Los sistemas biotecnológicos, como los cultivos de 

callos o suspensiones celulares, ofrecen ventajas significativas al proporcionar plataformas 

estandarizadas y homogéneas para la producción de compuestos bioactivos, incluyendo ácidos 

grasos, flavonoides y alcaloides, con aplicaciones en las industrias farmacéutica, cosmética y 

alimentaria (Kongor et al., 2024). 

En el contexto del cacao, estos sistemas permiten una manipulación precisa de factores ambientales 

y bioquímicos. Por ejemplo, la adición de inductores de estrés como el metil jasmonato (MeJA) y 
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el ácido salicílico (AS) ha demostrado incrementar la eficiencia en la producción de metabolitos 

secundarios. Según Demirci (2022), el MeJA estimula la actividad de enzimas clave como la 

lipoxigenasa (LOX) y el diacilglicerol aciltransferasa (DGAT), lo que se traduce en una mayor 

acumulación de triacilglicéridos (TAGs) en callos de cacao. Por otro lado, el AS no solo induce la 

síntesis de ácidos grasos como mecanismo de defensa, sino que también promueve la producción 

de antioxidantes fenólicos, mejorando la resiliencia celular frente a estrés oxidativo (Woch et al., 

2023). 

Además de los callos, las plantas in vitro de cacao representan una herramienta complementaria 

para estudios metabólicos. Estos sistemas permiten explorar la biosíntesis de lípidos en tejidos 

diferenciados (ej. hojas o raíces) bajo condiciones controladas de luz, temperatura y nutrientes, 

facilitando la identificación de genes y vías reguladoras (Kongor et al., 2024). La combinación de 

estas plataformas con técnicas como la edición genética o la metabolómica abre nuevas 

posibilidades para optimizar la producción de ácidos grasos de alto valor agregado, reduciendo la 

dependencia de los cultivos tradicionales y sus limitaciones estacionales. 

 

1.7. Rutas metabólicas y regulación de la síntesis de ácidos grasos 

La síntesis de ácidos grasos en cultivos celulares de Theobroma cacao L. se lleva a cabo 

principalmente en los plastidios, donde la acetil-CoA carboxilasa (ACC) cataliza el paso limitante: 

la conversión de acetil-CoA a malonil-CoA, iniciando así la formación de ácido palmítico (C16:0) 

(Henao & Urrea, 2020). Esta ruta biosintética depende críticamente de la disponibilidad de 

sustratos (acetil-CoA, malonil-CoA) y cofactores como el NADPH, generado a través del ciclo de 

las pentosas fosfato y la fotosíntesis en tejidos fotosintéticos (Kulesza et al., 2024). Estudios 

recientes destacan que factores ambientales, como la temperatura, modulan la actividad de enzimas 

clave: bajas temperaturas incrementan la expresión de desaturasas (FAD2, FAD3), favoreciendo 

ácidos grasos poliinsaturados (ej. linoleico y α-linolénico), mientras que altas temperaturas 

promueven la elongasa (KASII), aumentando la proporción de ácidos grasos saturados (Das et al., 

2024). 

Además de la ruta principal, la elongación de ácidos grasos en el retículo endoplásmico y la vía 

del ácido shikímico juegan roles complementarios. La primera, mediada por elongasas (FAE), 

produce ácidos grasos de cadena larga (C20–C24), esenciales para ceras y esfingolípidos. La 

segunda, vinculada al metabolismo secundario, genera precursores para compuestos 
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fenilpropanoides con actividad antioxidante, que pueden influir en la estabilidad oxidativa de los 

lípidos (Su et al., 2021). 

Figura 2.  

Ruta metabólica del ácido shikímico para la biosíntesis de ácidos en microorganismos. 

Nota. Las flechas rojas indican puntos de regulación transcripcional, las líneas discontinuas 

representan múltiples pasos enzimáticos, y los óvalos coloreados destacan compartimentos 

metabólicos específicos (Wu et al., 2022). 

La aplicación de elicitores como el AS y MeJA ha demostrado ser una estrategia efectiva para 

manipular estas rutas. En Cereus hildmannianus, el AS induce la acetil-CoA 

carboxilasa y desaturasas, incrementando hasta un 30% la acumulación de ácidos grasos 

insaturados (Filippi et al., 2021). Por su parte, el MeJA activa la lipoxigenasa (LOX) y el 

diacilglicerol aciltransferasa (DGAT), y el diacilglicerol aciltransferasa (DGAT) enzimas clave en 

la síntesis de triacilglicéridos (Woch et al., 2023). Estos hallazgos sugieren que, en cacao, la 

combinación de elicitores con condiciones de cultivo optimizadas (ej. temperatura controlada y 

medios enriquecidos con carbono) podría mejorar la producción de lípidos con perfiles específicos, 

como alto contenido de ácido esteárico (C18:0) u oleico (C18:1), demandados por la industria 

alimentaria por sus propiedades funcionales y estabilidad. La integración de 

herramientas ómicas (transcriptómica, lipidómica) permitiría identificar blancos moleculares para 

ingeniería metabólica. Por ejemplo, la sobreexpresión de WRINKLED1 (WRI1), un regulador 

maestro de la lipogénesis, o la edición de genes de desaturasas mediante CRISPR/Cas9, podrían 

diseñar sistemas biotecnológicos de cacao con perfiles lipídicos personalizados. 
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1.8. Cuantificación de ácidos grasos  

La espectroscopía infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) es una técnica analítica 

ampliamente utilizada para la identificación y cuantificación de ácidos grasos en muestras diversas, 

debido a su rapidez, carácter no destructivo y capacidad para detectar grupos funcionales 

específicos, como se describe en Bobroff et al., (2016). Esta técnica se basa en la absorción de 

radiación infrarroja por los enlaces químicos, generando picos característicos en regiones 

espectrales que permiten diferenciar ácidos grasos ya sean saturados o insaturados, como el ácido 

palmítico, ácido esteárico (saturados) y el ácido oleico (insaturado).  

Para los ácidos grasos saturados, se observan bandas de absorción específicas, como la banda ancha 

de estiramiento O–H alrededor de 3400 cm⁻¹, los estiramientos de CH₂ alifáticos entre 2850–2920 

cm⁻¹, el estiramiento del grupo carbonilo C=O cerca de 1740 cm⁻¹ y el movimiento de "rocking" 

de CH₂ alrededor de 720 cm⁻¹. Por otro lado, los ácidos grasos insaturados presentan estiramientos 

=C–H de dobles enlaces cerca de 3010 cm⁻¹, estiramientos C=C alrededor de 1650 cm⁻¹ y 

vibraciones de torsión de =CH fuera del plano entre 944–970 cm⁻¹. Estas regiones espectrales 

permiten una diferenciación clara entre los tipos de ácidos grasos y su cuantificación mediante 

curvas de calibración, como se reporta en Lucarini et al., (2020). Aunque otras técnicas, como la 

cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) y la cromatografía de gases acoplada a 

espectrometría de masas (CG-EM), ofrecen alta sensibilidad y especificidad para analizar perfiles 

lipídicos (Baere et al., 2013). No obstante, FTIR se destaca por su simplicidad y capacidad para 

analizar muestras complejas sin necesidad de derivatización o volatilización, lo que la convierte 

en una herramienta complementaria esencial en el estudio de lípidos (Slimon et al., 2017). 

Por tanto, el estudio de diferentes inductores en cultivos in vitro de Theobroma cacao L. permite 

un enfoque más preciso para entender cómo se regula la síntesis lipídica en respuesta a condiciones 

ambientales. La manipulación controlada de factores como la temperatura, el glicerol, el AS y el 

MeJA no solo mejora la producción de ácidos grasos, sino que también contribuye al diseño de 

estrategias biotecnológicas sostenibles orientadas a la obtención de compuestos de alto valor 

industrial. 
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1.9. Objetivos 

1.9.1. Objetivo General 

Estudiar el perfil de ácidos grasos en sistemas biotecnológicos de Theobroma cacao L. 

sometidos diferentes inductores de estrés. 

1.9.2. Objetivos Específicos 

- Optimizar las condiciones de un sistema biotecnológico de Theobroma cacao L. para la 

obtención de mayor biomasa.  

- Determinar la influencia de distintos inductores de estrés en la producción de ácidos grasos 

en sistemas biotecnológicos de Theobroma cacao L. 

- Extraer y cuantificar los ácidos grasos producidos en los sistemas biotecnológicos de 

Theobroma cacao L. sometidos a distintos inductores de estrés. 
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CAPÍTULO II 

METODOLOGÍA 

2.1. Materiales 

El presente trabajo de titulación tuvo un enfoque experimental y se desarrolló en los laboratorios 

académicos, así como en el laboratorio de Biología Vegetal perteneciente a la Unidad Operativa de 

Investigación y Desarrollo (UODIDE) de la Facultad de Ciencia e Ingeniería en Alimentos y 

Biotecnología (FCIAB) de la Universidad Técnica de Ambato.  En la Tabla 1 se detallan los 

reactivos empleados, mientras que en la Tabla 2 se presenta el listado del material fungible y los 

equipos utilizados a lo largo de la investigación. 

 

Tabla 1.  

Listado de reactivos. 

Reactivos 

Medio Murashige y Skoog 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D) 

Medio Gamborg B5 6-Benzilaminopurina (BAP) 

Medio Woody Plant Medium Ácido salicílico (SA) 

Ácido naftalenoacético (ANA) Metil jasmonato (MeJA) 

Kinetina (KIN) Glicerol 

Sacarosa Isopropanol 

Phytagel NaOH en metanol 

Etanol 70 y 96 % HCl en metanol 

Hidróxido de Sodio Metanol 

Ácido Clorhídrico Agua destilada 

Agua Estéril Hexano 

 

Tabla 2.  

Listado de material fungible y equipos. 

Equipos Material fungible 

Autoclave Bisturís 

Balanza analítica Botellas de Vidrio Tapa Azul 100, 250, 500 y 100 mL 

Cámara climática Espátulas 

Centrífuga Filtros de Jeringa de 25 mm 
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Equipos Material fungible 

Congelador   Bisturís 

Destilador de Agua Jeringas 2 y 3 mL 

Espectrómetro FTIR Filtros de 25 mm 

Incubadora Agitador Magnético Elicrom 

Microcentrífuga Matraces de 250 mL 

Microondas Micropipeta 0,5 – 10, 20 – 200 y 100 – 1000 uL 

Refrigerador Papel Aluminio 

Plancha de Calentamiento  Paquete de Fundas Ziploc 

Plancha de Agitación Paquetes de Vasos Plásticos de 16 oz 

Potenciómetro Placas Petri 

Vórtex Pinzas 

Ultracongelador Probeta de 100 y 1000 mL 

 Puntas de Micropipetas Azules y Amarillas 

 Rollo de Parafilm 

 Callos de Theobroma cacao L. 

 Tubos Eppendorf 1,5 mL 

 Tubos Falcon 10 mL y 50 mL 

 Viales de 1,5 mL 

 Frascos ambar de 500 ml 

 

 

2.2. Métodos 

2.2.1. Obtención del material vegetal 

El material vegetal de Theobroma cacao L. fue proporcionado por el Departamento de Calidad 

del Cacao del Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) de la Estación 

Experimental Tropical Pichilingue, ubicada en Quevedo, Los Ríos. Se seleccionaron los 

sistemas con características morfológicas óptimas, como una textura firme y color uniforme, 

para asegurar un mayor potencial de regeneración, así como, reducir el riesgo de contaminación 

(Eibl et al., 2018). 
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2.2.2. Subcultivo de sistemas biotecnológicos 

Se utilizaron tres medios de cultivo para la micropropagación vegetal: Murashige & Skoog 

(MS), Woody Plant Medium (WPM) y Gamborg B5, con la finalidad de identificar el medio 

óptimo que promueva un mejor crecimiento y generar mayor biomasa (Tsai & Kinsella, 1981; 

Leathers & Scragg, 1989; Guillou & Verdier, 2022). Para evaluar la proliferación de 

biomasa, se emplearon las combinaciones de medio y reguladores de crecimiento vegetal 

descritas en la Tabla 3. Las concentraciones de sales minerales se ajustaron según las 

formulaciones originales de cada medio: 4,4 g/L para MS, 2,41 g/L para WPM y 3,2 g/L para 

B5. Además, se incorporó sacarosa como fuente de carbono (30 g/L) y phytagel como agente 

gelificante (7 g/L) para la preparación de medios sólidos (Guillou & Verdier, 2022). 

Tabla 3.  

Composición de medios de cultivo para promover el aumento de biomasa de Theobroma cacao 

L. 

Tratamiento Medio Fuente de 

Carbono 

Auxinas Concentración 

(mg/L) 

Citoquininas  Concentración 

(mg/L) 

1 MS S N/A 0 N/A 0 

2 MS S ANA 1 KIN 0,5 

3 MS  S ANA 2 KIN 0,5 

4 MS S 2,4-D 1 BAP 0,5 

5 MS S 2,4-D 2 BAP 0,5 

6 WPM S N/A 0 N/A 0 

7 WPM S ANA 1 KIN 0,5 

8 WPM  S ANA 2 KIN 0,5 

9 WPM S 2,4-D 1 BAP 0,5 

10 WPM S 2,4-D 2 BAP 0,5 

11 B5 S N/A 0 N/A 0 

12 B5 S ANA 1 KIN 0,5 

13 B5  S ANA 2 KIN 0,5 

14 B5 S 2,4-D 1 BAP 0,5 

15 B5 S 2,4-D 2 BAP 0,5 

Nota. Hormonas vegetales empeladas: Ácido naftalenacético (ANA), Kinetina (KIN), Ácido 

2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y 6-bencilaminopurina (BAP). 

 

2.2.3. Optimización de medios de cultivos 

Los sistemas biotecnológicos fueron cultivados, según las condiciones reportadas por Popova 

et al. (2023), en la cámara climática BINDER KVWF 720 a condiciones de incubación de 25 
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± 2 °C, humedad relativa del 40% y oscuridad para favorecer la proliferación celular y la 

formación de callo somático. 

Se realizó un seguimiento cada 7 días, documentando el crecimiento y cualquier cambio 

morfológico observable en el tejido o el medio. Conforme a la metodología propuesta por Luz 

et al. (2024) cada 28 días los sistemas biotecnológicos fueron subcultivos en medios frescos, 

hasta alcanzar una cantidad de biomasa suficiente para los análisis posteriores.   

 

2.2.4. Aplicación de inductores de estrés  

Una vez que se identificó la mejor composición de medio de cultivo para el incremento de 

biomasa celular. Se seleccionaron callos con características óptimas, color uniforme, alta 

friabilidad y ausencia de oxidación, y se transfirieron 2 ± 0,08 gramos al medio de cultivo con 

los inductores de estrés a una concentración y característica determinada: MeJA [150 uM], AS 

[50 uM], glicerol al 3% y como inductor de estrés térmico, la biomasa celular se incubó a 35 °C 

(Leathers & Scragg, 1989). El estudio fue desarrollado con 3 réplicas y se empleó un control 

que permitió evaluar el efecto de los diferentes inductores de estrés en intervalos de 7, 14, 21, 

28 días. Las condiciones de crecimiento fueron las reportadas anteriormente en la sección 2.2. 

Los tratamientos sometidos a estrés térmico fueron incubados en una estufa MEMMERT a 

35 °C y demás condiciones similares.  Los callos fueron extraídos cuidadosamente con pinzas, 

se retiró el medio de cultivo adherido y posteriormente se lavaron con agua destilada estéril 

para eliminar residuos. En base a la metodología empleada por García et al. (2021) las muestras 

fueron pesadas y almacenadas en sobres de aluminio a –80 °C, con el fin de preservar su 

integridad estructural y prevenir la oxidación de metabolitos sensibles, como los lípidos y 

compuestos fenólicos. 

 

2.2.5. Extracción de ácidos grasos   

Se empleó la metodología estandarizada descrita por la ASSOCIATION OF OFFICIAL 

ANALYTICAL CHEMISTS (2016), con algunas modificaciones. Las 15 muestras obtenidas, 

(dos por cada uno de los cinco tratamientos) fueron descongeladas y secadas en estufa a 60 °C 

durante una hora, las cuales fueron tratadas con una hidrólisis ácida y se transfirieron a matraces 

de 250 mL, donde se adicionó 100 mL de ácido clorhídrico (HCl) 3 N. La mezcla se calentó 

hasta alcanzar el punto de ebullición y se mantuvo en estas condiciones durante 

aproximadamente 45 minutos. Finalizada la hidrólisis, el contenido fue filtrado, y el residuo 
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sólido restante se enjuagó cuidadosamente con agua destilada caliente directamente sobre el 

mismo filtro, asegurando la eliminación de residuos ácidos. 

El residuo sólido se dejó secar a temperatura ambiente y fue sometido a una extracción con 

60 mL de hexano en un equipo automático de extracción continua (VELP SER 148) durante 2 

horas y 10 minutos. El proceso incluyó tres fases: 40 minutos de inmersión con hexano en 

ebullición a 135 °C ± 2 a 60 minutos de lavado del sistema y la muestra, y 30 minutos finales 

para la recuperación parcial del disolvente. De esta manera, se obtuvo la fracción lipídica total, 

incluyendo los ácidos grasos liberados durante la hidrólisis. 

 

2.2.6. Cuantificación de ácidos grasos  

Para la cuantificación de ácidos grasos, se aplicó la metodología descrita por Ismail et al. (1963) 

utilizando espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) como una 

determinación cuantitiva. Inicialmente, se elaboró una curva de calibración para el ácido 

esteárico, siendo este el ácido graso mayoritario en la manteca de cacao (Sherazi et al., 2007). 

Para ello, se prepararon soluciones estándar con hexano a concentraciones de 1, 5, 10, 15, 20 y 

25 mg/mL. Estas soluciones permitieron construir la curva de calibración mediante la obtención 

de espectros en absorbancia y realizar el ajuste de ecuaciones lineales.  

Una vez concluido el proceso de extracción lipídica, cada muestra fue resuspendida en 3 mL de 

hexano, asegurando el lavado completo del recipiente de extracción para evitar pérdidas de 

muestra (Committe, 2022). Las soluciones resultantes fueron almacenadas en viales estériles, 

adecuadamente sellados, para su análisis inmediato. Las mediciones fueron realizadas con un 

espectrofotómetro FTIR modelo Spectrum Two (ATR) de la marca PerkinElmer, utilizando el 

software Spectrum 10. Para cada muestra se realizaron tres barridos consecutivos, obtenidos en 

modo de transmitancia, los cuales posteriormente se transformaron a absorbancia para el 

análisis cuantitativo. 
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CAPÍTULO III 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

3.1. Optimización de las condiciones del sistema biotecnológico de Theobroma cacao L. 

Para la obtención de una mayor cantidad de biomasa de callos de Theobroma cacao L., se evaluaron 

cinco diferentes combinaciones hormonales en tres medios de cultivo: MS, B5 y WPM. Respecto 

al medio de cultivo MS (Tabla 4), ninguno de los tratamientos evaluados presentó una proliferación 

eficiente de biomasa de callo de Teobroma cacao L. Si bien el tratamiento 3 (ANA 2 mg/L – KIN 

0,5 mg/L) mostró una ligera ventaja en comparación con los demás, los resultados siguen siendo 

limitados (Bernabé et al., 2015). Como se observa en la Tabla 5, a partir del día 14 se observó una 

escasa formación de callo, y para el día 21 apenas se evidenció la presencia de una pequeña cantidad 

de callo friable. Sin embargo, este callo se volvió compacto, indicando una pérdida de crecimiento 

activo y una consistencia más dura, lo que no resulta favorable para el crecimiento de biomasa. Esto 

sugiere que, si bien la auxina ANA en mayor concentración combinada con una baja dosis de KIN 

puede inducir cierto grado de desdiferenciación celular, como lo han señalado diversos estudios 

Cabral et al., (2022); González et al., (2024); Yetgin et al., (2025) las condiciones del medio MS 

no fueron óptimas para promover una proliferación sostenida y adecuada del callo. 

Los tratamientos que contenían 2,4-D combinada con BAP (tratamientos 4 y 5) presentaron 

resultados aún menos favorables. Durante los primeros 21 días, no se observaron cambios 

significativos en la morfología del tejido y para el día 28 se evidenció la presencia de oxidación y 

necrosis en los callos (Kulesza et al., 2024). Este fenómeno ha sido asociado a la acumulación de 

compuestos fenólicos que, al no ser neutralizados, se oxidan en contacto con el oxígeno, 

provocando el oscurecimiento progresivo del tejido, como ha sido descrito por (Sivachandran et 

al., 2017).  En este contexto, el uso de 2,4-D combinado con BAP no solo resultó ineficaz para la 

inducción y proliferación de callo, sino que también comprometió la viabilidad del tejido vegetal 

(Nurazah et al., 2009).
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Tabla 4.  

Observaciones semanales de la optimización de medio de cultivo MS. 

Día Tratamiento Auxinas 
Concentración 

(mg/L) 
Citoquininas 

Concentración 

(mg/L) 
Observaciones 

 

 

7 

1 N/A 0 N/A 0 No se observó cambios. 

2 ANA 1 KIN 0,5 No se observó cambios. 

3 ANA 2 KIN 0,5 No se observó cambios. 

4 2,4-D 1 BAP 0,5 No se observó cambios. 

5 2,4-D 2 BAP 0,5 No se observó cambios. 

 

 

14 

1 N/A 0 N/A 0 No se observó cambios. 

2 ANA 1 KIN 0,5 Poca formación de callo. 

3 ANA 2 KIN 0,5 Poca formación de callo. 

4 2,4-D 1 BAP 0,5 No se observó cambios. 

5 2,4-D 2 BAP 0,5 No se observó cambios. 

 

 

21 

1 N/A 0 N/A 0 Poca formación de callo. 

2 ANA 1 KIN 0,5 Poca formación de callo. 

3 ANA 2 KIN 0,5 Poca formación de callo friable. 

4 2,4-D 1 BAP 0,5 No se observó cambios. 

5 2,4-D 2 BAP 0,5 Cambio de coloración (oxidación). 

 

 

28 

1 N/A 0 N/A 0 Cambio de coloración (oxidación). 

2 ANA 1 KIN 0,5 Cambio de coloración (oxidación). 

3 ANA 2 KIN 0,5 Poca formación de callo compacto. 

4 2,4-D 1 BAP 0,5 Poca formación de callo oxidado. 

5 2,4-D 2 BAP 0,5 Poca formación de callo oxidado. 
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Tabla 5.  

Análisis cualitativo del crecimiento del callo en el medio MS después de 28 días. 

Tiempo Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4 Tratamiento 5 

7    

 

 

14 

 

    

21 

     

28 
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En el medio de cultivo B5 (Tabla 6) se evidenció una respuesta ligeramente más favorable en 

comparación con el medio MS, destacando el tratamiento con ANA 2 mg/L + KIN 0,5 mg/L 

(Tratamiento 3). Como se observa en la Tabla 7, a partir del día 14 se observó la presencia de nuevo 

tejido calloso de tonalidad crema-blanquecina, lo que sugiere una respuesta inicial al estímulo 

hormonal aplicado. No obstante, a partir del día 21, el tejido comenzó a compactarse, un patrón ya 

observado en el medio MS, lo cual puede indicar una reducción en la actividad meristemática del 

callo. Aunque este cambio morfológico podría interpretarse como un signo de diferenciación, en el 

contexto de sistemas orientados a la proliferación de biomasa y la producción de metabolitos 

secundarios como los ácidos grasos, la formación de callo compacto representa una limitación, ya 

que está asociada a un menor potencial de crecimiento y posible estrés celular (Gómez et al., 2021). 

Por su parte, los tratamientos con 2,4-D en combinación con BAP continuaron mostrando respuestas 

desfavorables. Al igual que en el medio MS, se registró oxidación progresiva de los callos hasta el 

día 28, lo que indica que la combinación de este tipo de auxina con citoquinina no logró inducir una 

respuesta morfogénica positiva. La oxidación observada compromete la viabilidad del tejido y ha 

sido atribuida al exceso de compuestos fenólicos que, al oxidarse en presencia de oxígeno y enzimas 

como polifenoloxidasa y peroxidasa, generan oscurecimiento y necrosis, tal como lo describe 

Dwivedi et al., (2016) y Dymarska et al., (2015). 
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 Tabla 6.  

Observaciones semanales de la optimización de medio de cultivo B5. 

Día Tratamiento Auxinas 
Concentración 

(mg/L) 
Citoquininas 

Concentración 

(mg/L) 
Observaciones 

7 

1 N/A 0 N/A 0 No se observó cambios. 

2 ANA 1 KIN 0,5 No se observó cambios. 

3 ANA 2 KIN 0,5 Poca formación de callos friables 

4 2,4-D 1 BAP 0,5 Poca formación de callos friables 

5 2,4-D 2 BAP 0,5 No se observó cambios. 

14 

1 N/A 0 N/A 0 Poca formación de callos friables 

2 ANA 1 KIN 0,5 Poca formación de callos friables 

3 ANA 2 KIN 0,5 Cambio en la coloración (color crema) 

4 2,4-D 1 BAP 0,5 No se observó cambios. 

5 2,4-D 2 BAP 0,5 Poco crecimiento de callos friables. 

21 

1 N/A 0 N/A 0 Poco crecimiento de callos friables. 

2 ANA 1 KIN 0,5 Crecimiento de callos friables 

3 ANA 2 KIN 0,5 Formación de callos compactos 

4 2,4-D 1 BAP 0,5 Poco crecimiento de callos friables. 

5 2,4-D 2 BAP 0,5 Poco crecimiento de callos friables. 

28 

1 N/A 0 N/A 0 La biomasa se comenzó a compactar. 

2 ANA 1 KIN 0,5 Formación de callo con aspecto cremoso. 

3 ANA 2 KIN 0,5 Cambio de coloración (oxidación) 

4 2,4-D 1 BAP 0,5 Crecimiento de callos oxidados. 

5 2,4-D 2 BAP 0,5 Crecimiento de callos friable. 
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Tabla 7.  

Análisis cualitativo del crecimiento del callo en el medio B5 después de 28 días. 

Día Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4 Tratamiento 5 

7 

     

14 

     

21 

     

28 
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En cuanto al medio de cultivo WPM (Tabla 8), resultó ser el más eficiente en la inducción y 

proliferación de callo friables de Theobroma cacao L., en comparación con el medio MS y B5. 

Específicamente, el tratamiento 3 (ANA 2 mg/L + KIN 0,5 mg/L) mostró una respuesta altamente 

favorable a partir del día 21, con una mayor formación de callos friables y una mejor coloración, lo 

cual propone una alta tasa de división celular sin manifestaciones evidentes de estrés oxidativo ni 

compactación de biomasa (Jayusman et al., 2022). Como se observa en la Tabla 9, esta combinación 

hormonal parece haber logrado un balance optimo entre la proliferación celular y mantenimiento de 

la estructura friable. 

El éxito de este medio puede explicarse por la composición iónica menos concentrada del WPM, 

particularmente en nitrógeno total, calcio y sulfatos, lo cual lo hace más adecuado para especies 

leñosas o de crecimiento lento como lo es Theobroma cacao L. (Leathers & Scragg, 1989; 

Sivachandran et al., 2017). Normanshah et al. (2020) menciona que WPM favorece la formación 

de callos de cacao debido a su menor fuerza iónica en comparación con medios como MS, lo que 

permite un desarrollo más controlado y menos agresivo del tejido como sucedió en el tratamiento 1. 

A esto se suma el rol clave del ANA como auxina promotora de división celular y de la citoquinina 

KIN en la activación del metabolismo celular, lo cual puede haber contribuido sinérgicamente al 

éxito observado (González et al., 2024; Yetgin et al., 2025). 

Además del tratamiento 3, otros tratamientos también evidenciaron resultados positivos. Por 

ejemplo, el tratamiento 2 (ANA 1 mg/L + KIN 0,5 mg/L) que, aunque mostró una menor formación 

de callo, este fue friable con buena textura a partir del día 21, indicando que incluso a una menor 

concentración de auxina, el medio WPM mantiene una eficiencia destacada. Cabe señalar que en 

este tratamiento no se observó oxidación evidente ni compactación, y se reportó un callo con aspecto 

cremoso, una característica asociada a tejido metabólicamente activo (Lakshmaiah et al., 2022). En 

contraste, aunque en el tratamiento 5 (2,4-D 2 mg/L + BAP 0,5 mg/L) también hubo crecimiento, 

este se tradujo en formación de callos compactos y signos de oxidación. Este fenómeno podría estar 

relacionado con el tipo de auxina utilizada, ya que, a diferencia del ANA, el 2,4-D tiene un efecto 

más intenso sobre la inducción de callos, pero también puede favorecer la acumulación de 

compuestos fenólicos, lo que conlleva a oxidación y menor viabilidad celular (Fan et al., 2022).  
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Tabla 8.  

Observaciones semanales de la optimización de medio de cultivo WPM. 

Tiempo Tratamiento Auxinas 
Concentración 

(mg/L) 
Citoquininas  

Concentración 

(mg/L) 
Observaciones 

7 

1 N/A 0 N/A  0 No se observó cambios. 

2 ANA 1 KIN  0,5 No se observó cambios. 

3 ANA 2 KIN  0,5 Poco crecimiento de callos friables. 

4 2,4-D 1 BAP  0,5 No se observó cambios. 

5 2,4-D 2 BAP  0,5 No se observó cambios. 

 

 

14 

1 N/A 0 N/A  0 Poco crecimiento de callos friables. 

2 ANA 1 KIN  0,5 Poco crecimiento de callos friables. 

3 ANA 2 KIN  0,5 Cambio en la coloración (color crema). 

4 2,4-D 1 BAP  0,5 No se observó cambios. 

5 2,4-D 2 BAP  0,5 Poco crecimiento de callos friables. 

 

 

21 

1 N/A 0 N/A  0 Poco crecimiento de callos friables. 

2 ANA 1 KIN  0,5 Crecimiento de callos friables 

3 ANA 2 KIN  0,5 Mayor formación de callos friables (mejor crecimiento). 

4 2,4-D 1 BAP  0,5 Poco crecimiento de callos friables. 

5 2,4-D 2 BAP  0,5 Poco crecimiento de callos friables. 

 

 

28 

1 N/A 0 N/A  0 La biomasa se comenzó a compactar. 

2 ANA 1 KIN  0,5 Formación de callo con aspecto cremoso. 

3 ANA 2 KIN  0,5 Cambio en la coloración (poca oxidación), mayor crecimiento de biomasa. 

4 2,4-D 1 BAP  0,5 Poco crecimiento de callos oxidados. 

5 2,4-D 2 BAP  0,5 Poco crecimiento de callos compactos. 
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Tabla 9.  

Análisis cualitativo del crecimiento del callo en el medio WPM después de 28 días. 

Tiempo Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4 Tratamiento 5 

7 

     

14 

     

21 

     

28 
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A diferencia de estudios como Cabral et al., (2022) y Jadid et al., (2025), donde el 2,4-D muestra 

mejores resultados en la formación de callos, en combinación con BAP no presentó una biomasa tan 

desarrollada ni con características morfológicas deseables. Ikeuchi et al. (2019), menciona que el 

equilibrio entre auxinas y citoquininas es esencial para evitar procesos de diferenciación prematura 

y asegurar que el metabolismo celular se mantenga orientado hacia la formación de tejidos 

desdiferenciados. Un exceso relativo de auxina, como el observado en este tratamiento, mantiene las 

células en un estado de desdiferenciación, pero la presencia moderada de citoquinina actúa como 

coestimulante del crecimiento al promover divisiones celulares sostenidas (Konzock et al., 2022).  

Estos resultados en su conjunto demuestran que el medio WPM, particularmente en combinación 

con ANA y KIN, no solo optimiza la formación de callos friables, sino que también minimiza el 

estrés oxidativo y la compactación celular, dos problemas comunes en la propagación in vitro de 

Theobroma cacao L. Por tanto, este medio representa una plataforma sólida para futuros 

experimentos orientados a la producción de metabolitos como ácidos grasos o para el 

establecimiento de suspensiones celulares eficientes. 

 

3.2. Análisis estadístico 

Con base en los pesos registrados durante el seguimiento de cuatro semanas de los callos de 

Theobroma cacao L., se realizó un diseño experimental factorial de tres factores con el objetivo de 

optimizar el medio de cultivo para el crecimiento de callos de Theobroma cacao L., considerando 

tres tipos de medios básicos (MS, B5 y WPM), cinco combinaciones hormonales (tratamientos) y 

cuatro semanas de evaluación. El análisis de varianza mostró efectos altamente significativos (p < 

0,001) tanto para el tipo de medio, el tratamiento hormonal y el tiempo, como para todas sus 

interacciones (dobles y triples), lo que indica que el crecimiento de los callos depende no solo de 

cada factor por separado, sino también de cómo interactúan entre sí.  

La gráfica de cajas (Figura 3A) evidenció que el medio WPM, en combinación con el tratamiento 

3, promovió el mayor desarrollo de biomasa, con valores promedio superiores a 2.5 gramos por 

callo. Estos resultados se respaldan con la prueba de Tukey (Figura 3B), donde se observan 

diferencias significativas entre WPM y los demás medios, siendo WPM superior a B5 (p < 0,05) y 

a MS (p < 0,05), mientras que MS y B5 no difirieron entre sí. La falta de diferencia entre estos 

sugiere una capacidad similar en la promoción de la síntesis lipídica bajo las condiciones evaluadas. 

.  
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Figura 3. 

Análisis estadístico del crecimiento de callos de Theobroma cacao L. en diferentes medios de cultivo 

suplementados con combinaciones hormonales. 

Nota. A: Ilustra la distribución de biomasa de los callos de Theobroma cacao L. por medio de cultivo 

y tratamiento hormonal. B: Presenta los intervalos de confianza de Tukey al 95% para las diferencias 

entre las medias de los medios; la ausencia del cero en un intervalo indica una diferencia 

significativa. 

El tratamiento 3, que combinó 2 mg/L de ANA con 0.5 mg/L de KIN, resultó ser el más eficiente 

dentro del medio WPM, lo que sugiere que esta combinación favorece la proliferación celular en 

sistemas in vitro de Theobroma cacao L. (Osorio et al., 2022). En conjunto, estos resultados 

permiten concluir que la formulación hormonal adecuada, junto con un medio nutritivo óptimo 

como el WPM, y un tiempo de cultivo controlado, son claves para maximizar la producción de 

biomasa en cultivos de Theobroma cacao L. 

 

3.3. Determinación de la influencia de distintos inductores de estrés en el crecimiento de biomasa 

para la producción de ácidos grasos. 

El presente estudio evaluó el impacto de diferentes inductores de estrés sobre el crecimiento de 

biomasa y la posible biosíntesis de ácidos grasos en callos celulares de Theobroma cacao L. a lo 

largo de cuatro semanas de cultivo in vitro. Los tratamientos con glicerol y el control mostraron el 

mayor incremento de biomasa, alcanzando 3,5402 g y 4,4178 g respectivamente en la semana 4 

como se evidencia en la Tabla 10, mientras que los demás tratamientos mostraron un crecimiento 

limitado. Estos resultados sugieren que las condiciones de estrés pueden restringir la proliferación 

celular, aunque no necesariamente reducen la capacidad biosintética lipídica en las células 

(Mustiga et al., 2019).  
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Tabla 10.  

Peso fresco de callos inducidos a estrés durante el experimento. 

Inductor de estrés Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4 

Control 2,5479 ± 0,013 3,2827 ± 0,457 3,9353 ± 0,584 4,4178 ± 0,718 

Temperatura 2,5382 ± 0,001 2,2534 ± 0,107 2,5655 ± 0,065 1,8037 ± 0,090 

MEJA 2,0615 ± 0,031 2,1211 ± 0,050 2,2408 ± 0,115 1,9951 ± 0,180 

AS 2,5434 ± 0,008 2,2783 ± 0,287 2,3638 ± 0,287 2,1475 ± 0,331 

Glicerol 2,4864 ± 0,012 3,2216 ± 0,403 3,5402 ± 0,611 3,5402 ± 0,610 

Nota. El peso que se muestra es el promedio de las tres replicas montadas en el experimento. 

 

El control mostró un crecimiento progresivo y constante, alcanzando un peso de 4,4178 ± 0,718 g 

en la semana 4, lo que indica un desarrollo estable en ausencia de estrés inducido (Figura 4). El 

inductor temperatura presentó un crecimiento inicial moderado (2,5382 ± 0,001 g), con un aumento 

notable hasta 1,8037 ± 0,090 g en la semana 4, sugiriendo que el estrés térmico pudo haber limitado 

la biomasa a largo plazo tras un pico intermedio. El MeJA exhibió una tendencia decreciente tras 

un inicio exponencial (2,0615 ± 0,031 g en la semana 1), cayendo a 1,9951 ± 0,180 g en la semana 

4, lo que podría indicar una inhibición progresiva de la biomasa debido a su efecto en la regulación 

de desaturasas y la acumulación de triacilgliceroles (Wang et al., 2025). El AS mostró un 

comportamiento fluctuante, con un pico en la semana 2 (2,2783 ± 0,287 g) y un descenso a 2,1475 

± 0,331 g en la semana 4, sugiriendo una respuesta inicial positiva al estrés abiótico que no se 

sostuvo, posiblemente por agotamiento de recursos. Finalmente, el glicerol presentó un crecimiento 

sostenido, pasando de 2,4864 ± 0,012 g en la semana 1 a 3,5402 ± 0,610 g en la semana 4 (Zhu et 

al., 2021). 

Figura 4.  

Crecimiento de biomasa (peso fresco) de callos de Theobroma cacao L.  

Nota. Los puntos representan los pesos promedio. 
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Este crecimiento sostenido sugiere una mayor actividad metabólica global, lo que puede asociarse 

a una mayor síntesis de metabolitos secundarios como los ácidos grasos. En particular, el glicerol 

actúa como precursor clave en la vía de biosíntesis lipídica, ya que se incorpora como glicerol-3-

fosfato y alimenta rutas como la glucólisis y la formación de acetil-CoA (Villanova et al., 2020), 

esencial para la generación de triacilglicéridos. En contraste, los tratamientos con estrés térmico, 

MeJA y AS mostraron una reducción progresiva en el crecimiento de los callos a lo largo del 

experimento (Tabla 11). Sin embargo, esta disminución en biomasa no implica necesariamente una 

menor biosíntesis lipídica. Diversos estudios como Ullah et al., (2023) y Xu et al., (2017) en 

sistemas vegetales y microalgas han demostrado que, bajo condiciones de estrés, las células pueden 

redirigir su metabolismo hacia la acumulación de lípidos como estrategia de supervivencia. En este 

contexto, se plantea la hipótesis de que, aunque la biomasa global disminuye, la concentración 

relativa de ácidos grasos por unidad de biomasa podría incrementarse, particularmente en los 

tratamientos con MeJA y AS como lo describe Ramos & Figueroa (2023), que están implicados 

en la activación de genes relacionados con la síntesis de lípidos insaturados como el ácido oleico y 

linoleico. La condición de temperatura elevada podría haber favorecido la síntesis de ácidos grasos 

saturados como el palmítico, alterando el perfil lipídico sin necesariamente aumentar su cantidad 

total (Ahmadizadeh et al., 2020).  

Dichas tendencias evidencian que los distintos inductores de estrés generan respuestas contrastantes 

en los sistemas biotecnológicos de Theobroma cacao L. Mientras el glicerol favorece un 

crecimiento sostenido y una posible mayor actividad biosintética global, tratamientos como MeJA, 

AS y temperatura inducen una reducción en la biomasa sin descartar una intensificación en la 

síntesis de lípidos. Esto sugiere una reorientación metabólica hacia la producción de ácidos grasos 

como mecanismo adaptativo frente al estrés. 
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Tabla 11.  

Peso fresco de callos inducidos a estrés durante el experimento. 

 Semana Semana 0 Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4 

Control 

     

Temperatura 

     

MEJA 

(Metil 

Jasmonato) 

     

AS 

(Ácido 

Salicílico) 

     

Glicerol 
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3.4. Obtención preliminar del extracto lipídico de callos de Theobroma cacao L. sometidos a 

distintos inductores de estrés 

El tratamiento previo de los sistemas biotecnológicos consiste en realizar una hidrólisis ácida, que 

resulta particularmente efectiva para romper las complejas matrices celulares de estos tejidos 

vegetales como lo demuestran Kihika et al. (2024), permitiendo liberar hasta un 95% de los lípidos 

totales, significativamente mayor que el 70-80% reportado para el método Bligh y Dyer en 

condiciones estándar (Bligh & Dyer, 1959). Esta mejora en el rendimiento se atribuye 

principalmente a la capacidad de la hidrólisis ácida para degradar eficientemente los componentes 

estructurales de la pared celular (celulosa, hemicelulosa y pectinas) que pueden encapsular los 

lípidos y limitar su extracción (Liu et al., 2020). El sistema de extracción con hexano en el equipo 

VELP SCIENTIFICA SER 148 se fundamentó en estudios comparativos como el de AOAC (2016), 

que reporta para el hexano una eficiencia del 89-93% en la recuperación de ácidos grasos de cadena 

larga (C16-C18), superando a mezclas de cloroformo-metanol en muestras con alta carga de 

metabolitos secundarios (Imatoukene et al., 2020). 

Los resultados muestran variaciones significativas en la cantidad de extracto lipídico bruto 

producido por los callos de Theobroma cacao L. bajo diferentes tratamientos (Tabla 12), lo que 

sugiere una respuesta diferencial a cada inductor de estrés.  

Tabla 12.  

Pesos del extracto lipídico bruto obtenido de callos de Theobroma cacao L. 

Tratamiento Semana 1 (mg) Semana 2 (mg) Semana 3 (mg) Semana 4 (mg) 

MEJA 16,7 18,2 25,6 14,2 

AS 11,9 13,4 14,6 11,1 

Temperatura 6,6 8,6 13,6 12,7 

Glicerol 6,9 8,9 9,4 7,1 

Control 4,5 8,2 12,4 15,6 

Nota. Los valores presentados corresponden al peso del extracto lipídico bruto obtenido de los 

callos de Theobroma cacao L. en cada tratamiento y semana. Estos datos representan el material 

extraído, que posteriormente requiere cuantificación específica de los ácidos grasos. 

 

El tratamiento con MeJA mostró los mayores rendimientos de extracto lipídico, especialmente en 

la tercera semana (25,6 mg), seguido de una disminución en la cuarta semana. Este patrón podría 

indicar una activación temprana de las rutas biosintéticas de lípidos, como se ha reportado en otros 

sistemas vegetales (Demirci, 2022). Sin embargo, sin conocer aún la composición exacta de estos 

extractos, no podemos descartar que parte de este material corresponda a otros compuestos lipídicos 

inducidos por el MeJA. El AS produjo cantidades moderadas, pero más constantes de extracto a lo 
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largo del experimento. Estudios previos de Woch et al., (2023) sugieren que el AS puede inducir 

preferentemente ciertos tipos de lípidos, pero esta hipótesis deberá verificarse con los análisis 

posteriores de composición. Los tratamientos con temperatura y glicerol mostraron 

comportamientos distintos. La temperatura generó un incremento progresivo hasta la tercera 

semana, mientras que el glicerol mantuvo niveles relativamente bajos y estables. Estas diferencias 

podrían reflejar distintos mecanismos de acción: mientras la temperatura afectaría globalmente el 

metabolismo celular, el glicerol actuaría principalmente como sustrato metabólico (Villanova et 

al., 2017). 

 

3.5. Identificación y cuantificación de ácidos grasos empleando FTIR 

Estos hallazgos preliminares subrayan la importancia de integrar datos cuantitativos sobre ácidos 

grasos en la siguiente fase experimental. El análisis espectroscópico mediante FTIR y la 

cuantificación mediante curvas de calibración específicas para el ácido esteárico, ácido oleico y 

ácido palmítico como se visualiza en la Figura 5 permitió confirmar si las tendencias observadas en 

el crecimiento de biomasa se traducen efectivamente en diferencias significativas en la cantidad y 

tipo de ácidos grasos producidos. De este modo, se podrá establecer con mayor precisión la relación 

entre el estrés inducido, la proliferación celular y la capacidad biosintética de ácidos grasos en 

sistemas biotecnológicos de Theobroma cacao L. 
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Figura 5.  

Curva de calibración del ácido oleico, ácido palmítico y ácido esteárico. 

 

Nota. Se ilustra la relación lineal entre la absorbancia y la concentración (mg/ml) de cada ácido 

graso, incluyendo sus ecuaciones de regresión y coeficientes de determinación (R²). (A) Ácido 

Oleico. (B) Ácido Esteárico. (C) Ácido Palmítico.  

Bajo los cinco tratamientos durante el experimento, se mostró bandas características en ~2900 cm⁻¹ 

(estiramiento C-H) pertenecientes a cadenas lipídicas y ~1700 cm⁻¹ (estiramiento C=O de esteres), 

lo cual indico la presencia y variación de lípidos (Sharma & Uttam, 2016).  
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Figura 6.  

Espectros de FTIR de cada tratamiento para el ácido oleico. 

 

Nota. Las bandas principales corresponden a: (a) ~2900 cm⁻¹ (tensiones C-H de cadenas lipídicas), 

(b) ~1700 cm⁻¹ (carbonilos C=O de ésteres), y (c) 1000–1500 cm⁻¹ (región de huella dactilar de 

grupos funcionales complejos). (A) Muestra tomada a lo largo de las 4 semanas del Control. (B) 

Muestra tomada a lo largo de las 4 semanas de la Temperatura. (C) Muestra tomada a lo largo de 

las 4 semanas del Glicerol. (D) Muestra tomada a lo largo de las 4 semanas del Metil Jasmonato. 
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(E) Muestra tomada a lo largo de las 4 semanas del Ácido Salicílico. (F) Curva de calibración del 

Ácido Oleico.  

El ácido oleico, un ácido graso monoinsaturado, es un componente clave del perfil lipídico de 

Theobroma cacao L. De acuerdo, con bibliografía el tratamiento con MeJA incrementaría 

significativamente la acumulación de ácido oleico. Así mismo, en la Figura 6 se muestra una mayor 

intensidad del pico ~1650 cm⁻¹, específicos de ácidos grasos insaturados, lo cual sugiere una 

producción de ácido oleico. Este aumento se atribuye a la activación de enzimas desaturasas, como 

FAD2, que convierten ácidos grasos saturados en insaturados (He et al., 2020). Este hallazgo es 

consistente con estudios en tomates, donde MeJA aumentó los ácidos grasos insaturados, como el 

linolénico, aunque no afectó directamente el oleico (Czapski et al., 1992). Los picos a ~3010 cm⁻¹ 

y ~1650 cm⁻¹ son específicos para ácidos grasos insaturados, pero no distinguen entre oleico y otros 

insaturados como el linoleico. Por otra parte, el AS también promovió que el espectro de FTIR 

muestre intensidades en los picos de insaturación (~3010 cm⁻¹ y ~1650 cm⁻¹). Un estudio en colza 

demostró que AS incrementó el contenido de oleico bajo estrés por sequía, sugiriendo que AS activa 

vías de señalización de estrés que modulan la biosíntesis lipídica (Mabudi et al., 2022). La falta de 

picos específicos para oleico en FTIR limita la cuantificación precisa, y la superposición con otros 

insaturados complica la interpretación. De acuerdo con el estudio realizado por Ibarra et al., 

(2015), evidencia que el estrés causado por temperatura influye en el incremento de ácidos 

saturados como el palmítico, sin embargo, en la gráfica se muestra un aumento en el pico ~1650 

cm⁻¹. Este comportamiento puede deberse a la adaptación de Theobroma cacao L., una planta 

tropical, al estrés térmico moderado, que induce respuestas oxidativas que favorecen la 

insaturación. Un estudio en cultivos celulares de cacao encontró que temperaturas bajas 

incrementaron los ácidos poliinsaturados (Leathers & Scragg, 1989), lo que sugiere que el efecto 

a 35°C podría ser específico del sistema de cultivo in vitro. La ausencia de picos diferenciados para 

oleico frente a otros insaturados requiere análisis adicionales. La literatura indica que el glicerol se 

incorpora en triacilgliceroles, aumentando la síntesis de ácidos grasos, incluyendo los insaturados 

(Hu et al., 2014). Sin embargo, los picos FTIR a ~3010 cm⁻¹ y ~1650 cm⁻¹ no son exclusivos del 

oleico, y la región de huella digital (1000–1500 cm⁻¹) presenta señales superpuestas, lo que dificulta 

la identificación específica.  

Aunque los picos a ~3010 cm⁻¹ y ~1650 cm⁻¹ son indicativos de insaturación, no permiten 

diferenciar entre ácido oleico y otros insaturados como el linoleico, linolénico, entre otro. Además, 

los picos a 2850–2920 cm⁻¹ (estiramiento C-H) se superponen con los de los ácidos saturados, y la 

región de huella digital (1000–1500 cm⁻¹) contiene señales complejas que no son específicas. 
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Figura 7.  

Espectros de FTIR de cada tratamiento para el ácido palmítico. 

 

Nota. Las bandas principales corresponden a: (a) ~2900 cm⁻¹ (tensiones C-H de cadenas lipídicas), 

(b) ~1700 cm⁻¹ (carbonilos C=O de ésteres), y (c) 1000–1500 cm⁻¹ (región de huella dactilar de 

grupos funcionales complejos). (A) Muestra tomada a lo largo de las 4 semanas del Control. (B) 

Muestra tomada a lo largo de las 4 semanas de la Temperatura. (C) Muestra tomada a lo largo de 

las 4 semanas del Glicerol. (D) Muestra tomada a lo largo de las 4 semanas del Metil Jasmonato. 
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(E) Muestra tomada a lo largo de las 4 semanas del Ácido Salicílico. (F) Curva de calibración del 

Ácido Palmítico. 

El ácido palmítico, un ácido graso saturado, es esencial para la estabilidad estructural y energética 

en Theobroma cacao L. Los tratamientos mostraron efectos variados en su acumulación. Para el 

ácido palmítico bajo MeJA, es probable que favorece a la síntesis de ácidos insaturados, por lo que 

no se incrementen significativamente (Neag et al., 2022). Los espectros FTIR mostraron picos a 

~2850–2920 cm⁻¹ y ~1740 cm⁻¹, comunes a todos los lípidos, pero sin evidencia clara de un 

aumento específico en palmítico. Estudios en trigo sugieren que MeJA puede reducir los ácidos 

grasos saturados en favor de los insaturados (Repkina et al., 2023). La falta de picos específicos 

para palmítico en FTIR y la superposición con otros saturados limita la interpretación.  

Por el contrario, el tratamiento con AS muestra concentraciones específicas como se refleja en los 

picos FTIR a ~2850–2920 cm⁻¹, ~1740 cm⁻¹ y ~720 cm⁻¹ (Figura 7), que indican un aumento en 

ácidos saturados. Este incremento se atribuye a la activación de la vía de la sintasa de ácidos grasos 

(FAS) como respuesta al estrés. Un estudio en colza también reportó un aumento en palmítico bajo 

AS (Mabudi et al., 2022). Sin embargo, los picos FTIR no distinguen entre palmítico y otros 

saturados como el esteárico, lo que sugiere que la cuantificación específica se basó en una curva de 

calibración. El tratamiento a 35°C sugiere que el ácido palmítico no se incrementó 

significativamente. Los picos FTIR a ~2850–2920 cm⁻¹ y ~1740 cm⁻¹ estaban presentes, pero con 

menor intensidad para saturados en comparación con AS. Estudios en Arabidopsis indican que 

temperaturas altas suelen incrementar los saturados (Falcone et al., 2004), pero en cacao, el 

aumento en insaturados a 35°C podría reflejar una adaptación tropical. Estudios realizados por 

D’souza (1979); Gerber et al. (1988); Lu et al. (2020), sugieren que el glicerol incrementa ácidos 

grasos saturados, incluyendo el palmítico, según los picos FTIR a ~2850–2920 cm⁻¹ y ~1740 cm⁻¹.  

Como precursor de triacilgliceroles, el glicerol estimula la biosíntesis lipídica general. La literatura 

confirma que el glicerol actúa como fuente de carbono en la síntesis de lípidos (Kandoudi et al, 

2022). Los picos en FTIR para saturados no distinguen entre palmítico y otros ácidos grasos 

saturados. Además, la región de huella digital complica la interpretación.  
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Figura 8.  

Espectros de FTIR de cada tratamiento para el ácido esteárico. 

 

Nota. Las bandas principales corresponden a: (a) ~2900 cm⁻¹ (tensiones C-H de cadenas lipídicas), 

(b) ~1700 cm⁻¹ (carbonilos C=O de ésteres), y (c) 1000–1500 cm⁻¹ (región de huella dactilar de 

grupos funcionales complejos). (A) Muestra tomada a lo largo de las 4 semanas del Control. (B) 

Muestra tomada a lo largo de las 4 semanas de la Temperatura. (C) Muestra tomada a lo largo de 

las 4 semanas del Glicerol. (D) Muestra tomada a lo largo de las 4 semanas del Metil Jasmonato. 
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(E) Muestra tomada a lo largo de las 4 semanas del Ácido Salicílico. (F) Curva de calibración del 

Ácido Esteárico. 

Con base en los espectros FTIR de la Figura 8 para el ácido esteárico, es posible establecer una 

relación cualitativa y cuantitativa entre las muestras tratadas y el ácido graso presente. En todos los 

espectros se identifican bandas características asociadas a lípidos, como el estiramiento del grupo 

carbonilo C=O (~1740 cm⁻¹), los estiramientos CH₂ alifáticos (~2850–2920 cm⁻¹) y la señal de 

"rocking" (~720 cm⁻¹), las cuales también se observan con claridad en el espectro patrón del ácido 

esteárico. La coincidencia en la posición y forma de estas bandas entre los tratamientos y el ácido 

esteárico sugiere su presencia en los extractos lipídicos analizados, y permite inferir que este ácido 

graso saturado es uno de los componentes predominantes. Además, al comparar la intensidad de 

estas bandas a lo largo de las semanas en cada tratamiento, se puede observar un patrón de 

acumulación del ácido esteárico, particularmente evidente en tratamientos como el MeJA, el cual 

mostro intensidades aumentadas en los picos FTIR a ~2850–2920 cm⁻¹, ~1740 cm⁻¹ y ~720 cm⁻¹. 

Aunque MeJA favorece los insaturados, también se presume que incrementó los saturados (Xu et 

al., 2017). Esto podría deberse a la activación de vías lipídicas generales. Sin embargo, la falta de 

picos específicos para esteárico y la superposición con palmítico limitan la interpretación. El AS 

incrementó significativamente el ácido esteárico, como lo indican los espectros FTIR de la Figura 

8, los picos a ~2850–2920 cm⁻¹, ~1740 cm⁻¹ y ~720 cm⁻¹ fueron intensos, reflejando un aumento 

en ácidos grasos posiblemente saturados (Mabudi et al., 2022). Es probable que el ácido esteárico 

no se incrementara significativamente, dado el aumento de temperatura a 35°C. Los picos en FTIR 

para saturados estaban presentes, pero con menor intensidad. Esto contrasta con estudios que 

asocian temperaturas altas con más saturados (Hussain et al., 2022). Por otra parte, se presume que 

el glicerol incrementó los ácidos saturados, incluyendo el esteárico, según los picos FTIR 

mostrados. Su rol como precursor lipídico apoya este aumento (Kim, 2020).  

Si bien los picos en FTIR a ~2850–2920 cm⁻¹, ~1740 cm⁻¹ y ~720 cm⁻¹ son característicos de ácidos 

grasos saturados, no se diferencian entre esteárico y palmítico de manera precisa, ya que ambos 

comparten estructuras similares. Por ende, la falta de picos específicos para ambos ácidos complica 

la confirmación. De manera global los resultados del experimento con diferentes inductores de 

estrés evaluados modificaron significativamente tanto el crecimiento de los callos como el perfil de 

ácidos grasos saturados: A. Esteárico - A. Palmítico, evidenciando respuestas metabólicas como se 

muestra en las Figuras 7 y 8. 

 

 



40 

 

Figura 9.  

Efecto de los inductores de estrés en la biosíntesis de ácidos grasos saturados (ácido esteárico- 

ácido palmítico) en callos de Theobroma cacao L. 

 

Si se analiza desde un enfoque del efecto que genera el inductor de estrés se puede mencionar que 

los inductores de estrés modulan de manera diferencial la biosíntesis de ácidos grasos en 

Theobroma cacao L. 

Al emplear 50 uM de AS se destacó como el mayor inductor de estrés para la estimulación de la 

biosíntesis de ácidos grasos, logrando un pico de 10,4 mg/mL de ácidos grasos totales en la semana 

3. El AS es un componente clave de la Resistencia Sistémica Adquirida (SAR) y su acción se 

relaciona con la activación de genes de defensa y la posible influencia en la disponibilidad de 

precursores de acetil-CoA, como la acetil-CoA carboxilasa (ACCasa) y las desaturasas (Saxena et 

al., 2025). Además, incrementó significativamente los ácidos saturados, especialmente el palmítico 

(hasta 15.31 mg/mL en el día 21), y probablemente el esteárico, según los picos del FTIR. También 

aumentó el oleico, aunque en menor medida, como se observa en los picos a ~3010 cm⁻¹ y ~1650 

cm⁻¹. AS activa la vía de la sintasa de ácidos grasos y señalización de estrés, proporcionando energía 

y componentes estructurales para la defensa (Mabudi et al., 2022).  

De manera similar, el MeJA (150 uM) también demostró ser un inductor eficaz, ya que favoreció 

la producción de ácidos grasos, logrando un pico de 8,1 mg/mL en la semana 3, destacando el 

aumento de insaturados en la producción de ácidos grasos (picos a ~3010 cm⁻¹ y ~1650 cm⁻¹). Su 

mecanismo de acción implica una compleja ruta de señalización que, al activar factores de 

transcripción específicos (como los MYC), modula la expresión de genes implicados en la 
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biosíntesis lipídica. La diferencia en la magnitud del efecto entre el AS y el MeJA podría atribuirse 

a la especificidad de las vías de señalización activadas por cada compuesto y a la dosis empleada 

(Si et al., 2022). Aunque en menor medida. MeJA puede activar enzimas desaturasas y vías 

lipídicas, mejorando la fluidez de membranas y la producción de moléculas de señalización 

(Hassanpour, 2024), por lo tanto, se sugiere que incremento parte de ácidos grasos saturados e 

insaturados.  

El glicerol incrementó ambos tipos de ácidos grasos, con un pico de 4,5 mg/mL en la semana 3. La 

moderación del impacto del glicerol podría explicarse por su baja concentración como menciona 

Chen & Liu (2016), que al compararse con el grupo control, mantiene una biosíntesis basal de 

ácidos grasos, lo cual es previsible en un sistema biológico en crecimiento activo. Asimismo, el 

glicerol puede actuar como precursor de la biosíntesis lipídica, aumentando los picos de FTIR del 

ácido graso insaturado, así como el de los saturados. Su rol como fuente de carbono es bien 

documentado por Hu et al, (2014) y Lu et al., (2020).  

La temperatura a 35°C incrementó los ácidos grasos, con un pico de 5,7 mg/mL en la semana 3, 

destacando el oleico. La temperatura elevada, como factor de estrés abiótico, puede inducir la 

reorganización de membranas y la acumulación de lípidos, aunque su efecto parece ser menos 

pronunciado que el de los inductores de estrés químicos en este contexto (Niu & Xiang, 2018). 

Esto es contrario a la tendencia general de aumento en saturados a temperaturas altas, posiblemente 

debido a la adaptación tropical de Theobroma cacao L. (Canvin, 1965).  

Los resultados sugieren que los primeros 14 días existe una baja concentración de ácidos grasos 

saturados, con valores que oscilan de 1,5 mg/mL hasta 4,4 mg/mL. Sin embargo, a partir del día 21, 

con todos los inductores de estrés presenta una alta concentración de ácidos grasos destacándose 

principalmente los tratamientos con AS (10,4 mg/mL) y MeJA (8,1 mg/mL) frente a la Temperatura 

y Glicerol. Finalmente, se observa que al día 28 de experimentación, la síntesis de ácidos grasos 

empieza a decaer, mostrando esa sentencia para todos los tratamientos. 

Estos hallazgos no solo profundizan nuestra comprensión de los mecanismos de respuesta de la 

planta al estrés a nivel metabólico y de señalización, sino que también abren vías para futuras 

investigaciones biotecnológicas orientadas a la producción de metabolitos lipídicos valiosos  
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3.6. Análisis Estadístico  

Se observa un efecto significativo en el inductor de estrés y el tiempo de exposición, sobre la 

producción de ácidos grasos en los sistemas celulares de Theobroma cacao L. (Figura 10 A). La 

interacción significativa sugiere que los tratamientos no actúan de forma uniforme en el tiempo: 

algunos inducen una mayor producción en etapas específicas del cultivo, como ocurrió con el AS 

y el MeJA en la semana 3.  

Figura 10.  

Análisis estadístico de la producción de ácidos grasos en callos de Theobroma cacao L. 

Nota. A: Se muestra la distribución de la producción de ácidos grasos por tratamiento. B: Se 

presenta los ICs de Tukey (95%) para las diferencias entre medias, donde un intervalo que no 

incluya el cero indica una diferencia significativa. 

Los resultados demuestran que tanto los tratamientos aplicados como el tiempo de cultivo 

influyeron significativamente en la concentración de ácidos grasos producidos por los cultivos 

celulares de Theobroma cacao L. El ácido salicílico (SA) y el metil jasmonato (MeJA) destacaron 

como los tratamientos más efectivos en la inducción de lípidos (Figura 10 B). Durante la semana 3, 

ambos tratamientos alcanzaron sus máximos valores de producción de grasa, superando 

significativamente al control (p < 0,05 según Tukey HSD).  

 

Tratamientos

Bloques

ControlTGroSAMeJA

11111

10

8

6

4

2

0

R
e
su

lt
a
d

o
s

Gráfica de caja de ResultadosA B 



43 

 

CAPÍTULO IV 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

4.1. Conclusiones 

• La optimización del sistema biotecnológico de Theobroma cacao L. permitió establecer 

condiciones eficientes para la generación de biomasa callosa. El tratamiento con medio WPM 

suplementado con ANA (2 mg/L) y KIN (0,5 mg/L) mostró los mejores resultados en proliferación 

y crecimiento, favoreciendo además rutas metabólicas relacionadas con el estado embrioide y la 

síntesis de compuestos clave. La formación de callos friables, más activos metabólicamente, 

respalda la eficacia y viabilidad del sistema propuesto. 

• El estudio evidenció que los inductores de estrés afectan tanto el crecimiento de biomasa como la 

posible biosíntesis de ácidos grasos en callos de Theobroma cacao L. El control (4,4178 ± 0,718 

g) y el glicerol (3,5402 ± 0,610 g) favorecieron una mayor proliferación, mientras que MeJA, AS 

y temperatura la redujeron (1,9951 ± 0,180 g; 2,1475 ± 0,331 g; y 1,8037 ± 0,090 g, 

respectivamente). No obstante, a partir del día 21 se observó un aumento en la acumulación de 

ácidos grasos, destacando MeJA y AS, a pesar de su menor biomasa. Para el día 28, la síntesis 

disminuyó en todos los tratamientos. Esto sugiere que el estrés no solo limita la biomasa, sino que 

también puede activar rutas metabólicas asociadas a la síntesis de lípidos como mecanismo 

adaptativo. 

• La hidrólisis ácida y la extracción con hexano permitieron obtener altos rendimientos lipídicos, 

con MeJA y AS destacándose como los inductores más efectivos. Ambos tratamientos alcanzaron 

su pico de producción lipídica en la semana 3, superando los 8,1 y 10,4 mg/mL respectivamente 

con presencia clara de ácidos grasos en los espectros de FTIR. El análisis espectral confirmó estas 

tendencias al mostrar una mayor intensidad en las bandas características de ácidos grasos. En el 

caso de los saturados, como el palmítico y el esteárico, se observaron señales destacadas en ~2850–

2920 cm⁻¹, ~1740 cm⁻¹ y ~720 cm⁻¹, mientras que los insaturados, como el oleico, presentaron 

bandas más intensas en ~3010 cm⁻¹ y ~1650 cm⁻¹. 

• El estudio demostró que los inductores de estrés, especialmente el ácido salicílico y el metil 

jasmonato, modulan la biosíntesis de ácidos grasos en callos de Theobroma cacao L. y que el 

medio WPM suplementado con ANA y KIN favoreció la proliferación de biomasa, confirmando 

el potencial biotecnológico del sistema para producir lípidos de interés industrial. 
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4.2. Recomendaciones 

• El análisis mediante FTIR representa una herramienta valiosa para la identificación rápida y 

cualitativa de ácidos grasos en extractos lipídicos, destacándose por su bajo costo, facilidad de uso 

y capacidad para detectar grupos funcionales característicos. No obstante, para complementar esta 

técnica y fortalecer la precisión en la caracterización lipídica, se sugiere integrar cromatografía de 

gases acoplada a espectrometría de masas (GC-MS). Esta metodología permite una separación 

eficiente, identificación estructural detallada y cuantificación exacta de ácidos grasos individuales, 

incluyendo tanto los saturados como los insaturados (como palmítico, oleico, linoleico y esteárico). 

Su aplicación facilitaría validar si las variaciones observadas en el peso de los extractos 

corresponden efectivamente a la acumulación de ácidos grasos específicos y permitiría establecer 

con mayor claridad el impacto de distintos tratamientos sobre el perfil lipídico. Así, la combinación 

de FTIR y GC-MS ofrece un enfoque robusto y complementario para el estudio integral de lípidos 

bioactivos. 

• Para lograr una caracterización más completa y precisa del metabolismo lipídico inducido por 

estrés, se recomienda ampliar el estudio del perfil de ácidos grasos más allá de los compuestos 

comúnmente evaluados (palmítico, esteárico, oleico y linoleico). Es fundamental considerar la 

inclusión de otros ácidos grasos de interés bioquímico e industrial, como el linolénico (C18:3), 

araquídico (C20:0), eicosenoico (C20:1), behénico (C22:0), lignocérico (C24:0), así como aquellos 

de cadena corta y media (C8–C14), cuya síntesis puede estar asociada a respuestas adaptativas 

frente a condiciones abióticas. La identificación de estos compuestos permitiría un entendimiento 

más profundo de las rutas metabólicas implicadas, incluyendo procesos de elongación, 

desaturación mediada por desaturasas (FADs), y acumulación de lípidos de reserva como los 

triacilglicéridos, aportando información clave sobre los mecanismos bioquímicos activados por 

inductores como el ácido salicílico, metil jasmonato, estrés térmico y glicerol. 

• Para profundizar en la comprensión del metabolismo inducido por estrés en estos sistemas 

biotecnológicos, se recomienda ampliar el análisis más allá del perfil lipídico tradicional, 

incorporando la evaluación de otros grupos de metabolitos de interés, como los compuestos 

fenólicos y polifenólicos. Estos metabolitos secundarios cumplen funciones clave en la respuesta 

a condiciones abióticas, actuando como antioxidantes, moduladores de señales celulares y 

protectores del daño oxidativo. Su caracterización, junto con la de los ácidos grasos, permitiría una 

visión más integral del reordenamiento metabólico bajo estrés, facilitando la identificación de rutas 

biosintéticas relevantes. Esta información no solo enriquecería el conocimiento sobre la plasticidad 

metabólica de los sistemas vegetales o celulares estudiados, sino que también abriría oportunidades 

para su aplicación en la industria alimentaria como posibles sustitutos funcionales o ingredientes 

bioactivos con alto valor agregado. 
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ANEXOS  

 

Anexo 1.  

Resultado de la metodología empleada. 

Nota. La imagen fuer generadora en BioRender por los autores (Palacios & Sanchez, 2025). 

 

Anexo 2.  

Análisis de varianza de la optimización de las condiciones del sistema biotecnológico. 

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p 

Modelo 59 19,7904 0,33543 110,32 0,000 

  Lineal 9 14,1866 1,57629 518,45 0,000 

    Medio 2 2,5114 1,25571 413,01 0,000 

    Tratamiento 4 4,3633 1,09083 358,78 0,000 

    Semana 3 7,3119 2,43729 801,64 0,000 

  Interacciones de 2 términos 26 4,4005 0,16925 55,67 0,000 

    Medio*Tratamiento 8 1,9042 0,23802 78,29 0,000 
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    Medio*Semana 6 1,1073 0,18454 60,70 0,000 

    Tratamiento*Semana 12 1,3890 0,11575 38,07 0,000 

  Interacciones de 3 términos 24 1,2033 0,05014 16,49 0,000 

    Medio*Tratamiento*Semana 24 1,2033 0,05014 16,49 0,000 

Error 60 0,1824 0,00304       

Total 119 19,9729          

Nota. Análisis realizado en Minitab 18. 

 

Anexo 3.  

Peso fresco de callos inducidos a estrés durante el experimento. 

Inductor de 

estrés 

Semana 

1 
Promedio 

Semana 

2 
Promedio 

Semana 

3 
Promedio 

Semana 

4 
Promedio 

Blanco 

2,5611 
2,5479 

±0,013 

3,1069 
3,2827 

±0,457 

3,6286 
3,9353 

±0,584 

3,9801 
4,4178 

±0,718 
2,5474 2,9396 3,5682 4,0266 

2,5351 3,8016 4,6092 5,2466 

Temperatura 

2,5401 
2,5382 

±0,001 

2,2948 
2,2534 

±0,107 

2,4969 
2,5655 

±0,065 

1,7002 
1,8037 

±0,090 
2,5369 2,3343 2,6264 1,8645 

2,5376 2,1313 2,5734 1,8464 

MEJA 

2,0525 
2,0615 

±0,031 

2,1039 
2,1211 

±0,050 

2,2026 
2,2408 

±0,115 

2,0709 
1,9951 

±0,180 
2,0968 2,1781 2,3702 2,1254 

2,0354 2,0813 2,1497 1,7891 

AS 

2,5345 
2,5434 

±0,008 

2,4491 2,2783 

±0,287 

 

2,0978 
2,3638 

±0,287 

2,5233 
2,1475 

±0,331 
2,5435 2,2395 2,3254 2,0248 

2,5523 2,1462 2,6683 1,8943 

Glicerol 

2,5635 
2,4864 

±0,012 

2,807 
3,2216 

±0,403 

3,6535 
3,5402±0.

611 

2,9772 
3,5402 

±0,610 
2,5386 2,0332 2,5219 3,4538 

2,5542 2,6189 3,4893 4,1895 
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Anexo 4.  

Proceso de hidrolisis ácida en los callos de Theobroma cacao L. 

 
Nota. Callos sumergidos en una solución de HCl 3N. 

 

Anexo 5.  

Extracción del producto lipídico posterior a la hidrolisis ácida. 
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Anexo 6.  

Funcionamiento del espectrómetro FT-IR. 

 

 

Anexo 7.  

Concentración del extracto de ácidos grasos obtenidos. 

Inductor de estrés Replica  Semana 1 

(mg/mL) 

Semana 2 

(mg/mL) 

Semana 3 

(mg/mL) 

Semana 4 

(mg/mL) 

Metil Jasmonato (150 uM) R1 1,2471 4,3712 8,1289 6,2958 

R2 1,2722 4,3503 8,1052 6,3201 

Ácido salicílico (50 uM) R1 0,3870 3,3769 10,4352 6,3110 

R2 0,3839 3,3413 10,4151 6,3334 

Temperatura (35ºC) R1 0,0896 1,5199 5,7310 2,7675 

R2 0,0905 1,5341 5,7172 2,7316 

Glicerol (3%) R1 0,0018 1,7150 4,5419 2,1019 

R2 0,0016 1,7323 4,5282 2,1238 

Control R1 0,1835 1,7286 3,8634 2,3351 

R2 0,1782 1,7117 3,8748 2,3498 
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Anexo 8.  

Análisis de Varianza de la cuantificación de ácidos grasos. 

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p 

Modelo 19 310,536 16,3440 84795,85 0,000 

  Lineal 7 279,095 39,8708 206857,06 0,000 

    Tratamientos 4 79,315 19,8288 102875,69 0,000 

    Días 3 199,780 66,5934 345498,88 0,000 

  Interacciones de 2 términos 12 31,441 2,6201 13593,48 0,000 

    Tratamientos*Días 12 31,441 2,6201 13593,48 0,000 

Error 20 0,004 0,0002       

Total 39 310,540          

Nota. Análisis realizado en Minitab 18. 
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