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RESUMEN EJECUTIVO

El estudio de perfil de &cidos grasos en sistemas biotecnoldgicos de Theobroma cacao L. es crucial para
comprender cdmo inductores de estrés pueden mejorar la produccion de metabolitos valiosos. El cacao,
de la variedad fino de aroma es econdmicamente significativo para Ecuador, pero su cultivo enfrenta
desafios como el cambio climético y las enfermedades. Los enfoques biotecnolédgicos ofrecen un
entorno controlado para explorar alternativas sostenibles que mejoren la biosintesis de lipidos, esencial
para la calidad de productos derivados del cacao, como el chocolate y los cosméticos. La investigacion
empled sistemas in vitro para evaluar los efectos de los inductores de estrés (metil jasmonato, acido
salicilico, glicerol y temperatura elevada) en cultivos de callos de cacao. Se probaron tres medios de
cultivo (MS, B5 y WPM) para optimizar la produccion de biomasa; la combinacién de WPM con
hormonas especificas obtuvo los mejores resultados. Los 4cidos grasos se extrajeron y cuantificaron
mediante espectroscopia FTIR, centrandose en componentes principales como &cidos oleico, estearico
y palmitico. Los resultados demostraron que metil jasmonato y 4&cido salicilico aumentaron
significativamente la biomasa y la produccién de acidos grasos, mientras que la temperatura elevada
indujo estrés oxidativo, alterando también el perfil lipidico. Estos hallazgos sugieren que los inductores
de estrés pueden modular la sintesis de acidos grasos en cultivos de callos de cacao, lo que ofrece
posibles estrategias para mejorar la produccién de metabolitos en condiciones controladas. Este estudio
sienta las bases para futuras investigaciones destinadas a optimizar los sistemas biotecnolégicos para la

produccion sostenible de cacao.

Palabras clave: Theobroma cacao L., &cidos grasos, estrés biotico, 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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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes investigativos

El cacao (Theobroma cacao L.) es una especie tropical de gran relevancia agronémica y
econdmica, especialmente en paises latinoamericanos como Ecuador, Colombia, Brasil y Perq,
donde su cultivo constituye un pilar fundamental para la agricultura y las exportaciones (Chaustre
& Castillo, 2018). Botanicamente, 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 amazdnica y caracterizado por su perfil genético
Unico y cualidades organolépticas superiores (Loor et al., 2019). El cacao Nacional, reconocido
como "fino de aroma" por la Organizacién Internacional del Cacao (ICCO), representa
aproximadamente el 60% de la produccion 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 mas cotizados en la industria chocolatera mundial, a pesar de que solo contribuye con
el 2% de la produccion global (Mora et al., 2022). Esta escasa produccién se debe, en parte, a su
historica susceptibilidad a enfermedades, como la moniliasis (Moniliophthora roreri) y la escoba
de bruja (Moniliophthora perniciosa), que devastaron cultivos a principios del siglo XX (Jiménez
etal., 2022).

A diferencia del Forastero, variedad predominante en el mercado por su alta productividad y
resistencia, pero con perfiles de sabor mas amargos y menos complejos, el cacao Nacional es
cultivado principalmente por su calidad aromatica, un atributo que lo hace indispensable para
chocolates premium (Afoakwa, 2014). Ademas de su valor comercial, este cultivo desempefia un
rol clave en la conservacion de la biodiversidad y en la sostenibilidad socioecondmica de miles de
pequefios agricultores, quienes dependen de su produccion para sus medios de vida (Chaustre &
Castillo, 2018).

El cultivo del cacao enfrenta desafios criticos que comprometen su sostenibilidad y produccién a
largo plazo. Entre los principales problemas se encuentran los patdgenos fungicos, como
Moniliophthora roreri y Phytophthora spp., que pueden reducir los rendimientos hasta en un 50%
en areas sin un manejo fitosanitario adecuado, segin lo reportado por Jiménez et al. (2022).
Asimismo, el cambio climatico representa una amenaza significativa, ya que el aumento de las
temperaturas y la alteracion de los patrones de precipitacion incrementan el estrés hidrico y afectan
las zonas Optimas para el cultivo del cacao, como lo indican Ceccarelli et al. (2024). Otro factor
critico es la contaminacion del suelo por metales pesados, como cadmio y plomo, cuya

acumulacion en suelos agricolas, 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 desafios requieren la implementacion de estrategias integrales que combinen el
mejoramiento genético, practicas agricolas sostenibles y politicas de conservacién para garantizar
la preservacion del cacao Nacional, un emblema de calidad y patrimonio biocultural de Ecuador,
como lo destacan Bermudez et al., (2022).

No obstante, el cacao enfrenta desafios criticos que amenazan su sostenibilidad. Entre ellos
destacan los patdgenos fungicos, que reducen rendimientos hasta en un 50 % en zonas sin manejo
fitosanitario (Jiménez et al., 2022); el cambio climatico, ya que segun Ceccarelli et al. (2024), el
aumento de temperaturas y la alteracion en los patrones de lluvia podrian incrementar el estrés
hidrico y afectar la distribucion geografica dptima para el cultivo; y la contaminacion del suelo,
debido a la acumulacion de metales pesados como cadmio y plomo en suelos agricolas, 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, practicas agricolas sostenibles y politicas de conservacién para preservar el legado del
cacao Nacional como emblema de calidad y patrimonio biocultural de Ecuador (Bermudez et al.,
2022).

Desde una perspectiva genética, el cacao Nacional es una variedad autoctona con alto valor
filogenético. Su diversidad genética ha sido objeto de interés para programas de mejoramiento, ya
que contiene caracteristicas Unicas relacionadas con el aroma, el sabor y la adaptacion a
condiciones ecoldgicas particulares. Esta riqueza genética lo convierte en una base estratégica para
enfrentar los retos del cambio climético y la aparicion de nuevas enfermedades (Loor et al., 2019).
En el campo de la investigacion, el cacao Nacional ha sido objeto de numerosos estudios
relacionados con la propagacion in vitro, la caracterizacion molecular, la respuesta a estrés abiotico
y bidtico, asi como la optimizacion de técnicas para aumentar su productividad y resiliencia
(Ceccarelli et al., 2024). Estos avances no solo buscan mejorar su rendimiento, sino también
garantizar la conservacion de su perfil organoléptico original y su viabilidad frente a las amenazas

actuales del sistema agroproductivo.

1.2. Cacao fino de aroma en Ecuador: desafios 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 Unicas, como su aroma floral,
notas frutales y baja acidez. Esta caracteristica ha convertido al pais en un referente global en la
produccioén 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 desafios agronémicos es
el impacto de enfermedades fungicas como la moniliasis, causada por M. roreri, y la escoba de
bruja, provocada por Moniliophthora perniciosa (Morato et al., 2023). Estas patologias han
demostrado una alta capacidad de diseminacion y adaptacion, afectando seriamente la
productividad y calidad de los frutos, especialmente en zonas con alta humedad y poca renovacién
genética (Jaimes et al., 2022). Ademas, la limitada resistencia genética del cacao Nacional frente
a estos patogenos intensifica el problema, lo cual obliga a los agricultores a recurrir a practicas de

manejo intensivas, muchas veces costosas y de dificil acceso para pequefios productores.

El cambio climéatico se ha sumado como una amenaza creciente, alterando las condiciones
edafocliméticas necesarias para el desarrollo éptimo del Theobroma cacao L. Las variaciones en
temperatura, el aumento de eventos extremos como sequias o lluvias intensas, y el desplazamiento
de zonas agroecoldgicas aptas han incrementado la incidencia de plagas y enfermedades, ademas
de afectar el rendimiento del cultivo y la calidad del grano (Carvajal et al., 2021). Estos efectos,
ademas de los altos costos de produccion y la volatilidad de los precios internacionales, generan
pérdidas econémicas considerables y debilitan la posicion de Ecuador en el mercado mundial del
cacao, impactando principalmente a los pequefios 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 econdmico como en el cientifico. Desde el punto de
vista funcional, esta variedad no solo se distingue por su aroma, sino también por su particular
composicion de lipidos. La manteca obtenida del Theobroma cacao L. contiene una mezcla de
acidos grasos que incluye principalmente acido palmitico (C16:0), estearico (C18:0) y oleico
(C18:1), los cuales inciden directamente en las propiedades fisicas del chocolate como el punto de

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

El perfil lipidico 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 proporcion de estos acidos grasos condiciona
la dureza 'y cremosidad de la manteca de cacao, factor fundamental en la elaboracion de chocolates
premium y productos cosméticos de alta gama (Miller & Van, 2022). Por ello, la caracterizacion,
conservacion y mejoramiento del perfil lipidico del cacao Nacional representa una linea prioritaria
de investigacion para sostener la diferenciacion del producto ecuatoriano frente a la oferta global
(Quelal et al., 2020). En este contexto, se hace indispensable integrar estrategias de innovacion
biotecnoldgica, mejora genética, analisis fisioldgicos y estudios de composicion quimica, con el

objetivo de optimizar la resistencia del cultivo y asegurar la calidad intrinseca del cacao Nacional.



1.3. Taxonomia de Theobroma cacao L.

Theobroma cacao L. es una especie vegetal de notable importancia econdmica, botanicay cultural.
Pertenece a la familia Malvaceae, subfamilia Byttnerioideae, grupo que incluye plantas
predominantemente tropicales (Bekele et al., 1994). EI género Theobroma abarca alrededor de 22
especies, muchas de las cuales se encuentran distribuidas en zonas himedas de América del Sury
Central; sin embargo, Theobroma cacao L. es la Unica especie que ha sido domesticada a gran

escala debido a su uso alimentario, industrial y su impacto socioeconémico en paises productores.
A nivel taxondémico, su clasificacion es la siguiente:

- Reino: Plantae

- Division: 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 domesticacion comenz6 hace mas de 5.000 afios por
civilizaciones precolombinas que reconocieron su valor nutricional, medicinal y simbdlico
(Bhattacharjee & Akoroda, 2018). Posteriormente, su cultivo se extendié hacia Mesoameérica,
donde adquiri6 un rol central en las culturas maya y azteca, siendo utilizado como moneda, bebida
ritual y ofrenda ceremonial. Tras la colonizacion europea, el cacao fue difundido globalmente,
iniciando su cultivo comercial intensivo en Africa, Asia y Sudamérica (Myers, 2023). En
condiciones naturales, Theobroma cacao L. crece como un arbusto o pequefio arbol de sombra, con
hojas simples, flores caulifloras y frutos en forma de baya lefiosa (mazorca), que contienen las
semillas, comUnmente conocidas como granos de cacao (Wartenberg et al., 2020). Estas semillas
son la principal fuente de manteca de cacao, compuesta en su mayoria por triglicéridos ricos en
acidos grasos como el oleico, palmitico y estearico, los cuales definen muchas de las propiedades

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

1.4. Produccién de acidos grasos en sistemas biotecnoldgicos

Los desafios agronémicos, ecoldgicos y comerciales que enfrenta el cultivo de Theobroma cacao

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

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

presentan como una herramienta prometedora para el estudio y produccion de metabolitos de
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interés, incluyendo los cidos grasos. Estos enfoques permiten simular condiciones especificas y
controlar variables experimentales clave, lo cual favorece una comprensién mas precisa de los
procesos fisioldgicos y bioquimicos que ocurren a nivel celular (Rodriguez et al., 2022). EIl uso
de sistemas biotecnoldgicos ofrece una plataforma eficaz para investigar metabolitos de interés,
entre ellos la biosintesis de lipidos en condiciones controladas, lo que resulta particularmente (til
en especies como Theobroma cacao L., donde el metabolismo lipidico ha sido poco explorado en
comparacion con otros compuestos como los alcaloides o los polifenoles (Nieves et al., 2024). Esta
limitacién representa una oportunidad cientifica para profundizar en los mecanismos que regulan
la produccién de lipidos y su relacién con factores ambientales y fisioldgicos, lo cual podria tener

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

Estudiar la fisiologia y bioquimica de los sistemas celulares de cacao permite evaluar como ciertos
factores de estrés como la temperatura, la disponibilidad de nutrientes o la presencia de reguladores
de crecimiento pueden influir directamente en la acumulacion de metabolitos secundarios y
compuestos lipidicos de interés industrial (Kulesza et al., 2024). De acuerdo con Zaytseva et al.
(2021) los cultivos in vitro permiten, ademas, la manipulacion de dichos factores para inducir o
inhibir rutas metabdlicas especificas, lo que contribuye tanto a la comprension cientifica como a
la optimizacién de procesos productivos. Los acidos 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 sefializacion (Villanova et al., 2017). Tienen una
funcidn clave en la adaptacion de las plantas a condiciones adversas, participando en mecanismos
de defensa frente a factores bioticos y abidticos (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 sintesis de acidos grasos, como el tipo y concentracion del medio de cultivo, la
combinacion de hormonas vegetales, o la presencia de inductores de estrés fisico o quimico
(Bauddh et al., 2020).

Por esta razon, la aplicacién de sistemas biotecnoldgicos para la investigacion del metabolismo
lipidico de Theobroma cacao L. constituye una via prometedora para la generacion de
conocimiento cientifico y el desarrollo de estrategias productivas mas sostenibles. Esto no solo
podria beneficiar al sector industrial, sino también contribuir a la conservacion genética y la

resiliencia de los cultivos frente a un entorno cambiante.



1.5. Influencia de los inductores de estrés en la sintesis de &cidos grasos

Los inductores de estrés modifican significativamente las rutas metabdlicas en las plantas,
afectando directamente la sintesis de &cidos grasos mediante la activacion o represion de genes
clave y la modulacién de enzimas especificas. En cultivos celulares de Theobroma cacao L., estos
factores ofrecen una oportunidad para optimizar la produccion de lipidos en condiciones

controladas.

Como se muestra en la Figura 1, se resume una red de factores de transcripcion (TFs) y vias de
sefializaciéon que modulan genes lipogénicos. Por ejemplo, ElI gen WRINKLED1 (WRI1)
desempefia un papel crucial en la regulacion de la sintesis de acidos grasos al activar genes clave
como BCCP2, KASI y FAD2, cuya expresion estd modulada por sefiales energéticas, como el
sistema T6P-SnRK1, que responde al estado metabdlico de la célula. Por otro lado, los factores de
transcripcion de respuesta a estrés, como DREB2C y MYB89, regulan la expresion de desaturasas
(FAD3, FAD7/8), que son esenciales para la biosintesis de acidos grasos insaturados en
condiciones de estrés abidtico, adaptando el perfil lipidico de la planta a entornos adversos.
Ademas, la interaccion hormonal entre el acido abscisico (ABA) y el MeJA actua sinérgicamente
para inducir la expresion de enzimas como DGAT y LOX, las cuales son fundamentales en la
acumulacion de triacilgliceroles (TAGS), un componente clave en el almacenamiento de lipidos,
segun lo reportado por He et al., (2020). Estas regulaciones genéticas y hormonales son esenciales
para optimizar la biosintesis de lipidos en plantas, especialmente en cultivos como el cacao, donde

los 4cidos grasos determinan la calidad del producto.



Figura 1.

Factores de transcripcion (TFs) y vias de sefializacion que controlan la sintesis de &cidos grasos.
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Nota. La figura muestra como factores como WRII y DREB2C integran sefiales ambientales (luz,
temperatura) y hormonales (ABA, JA) para modular la expresidn de enzimas lipogénicas (ej. ACC,

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

1.6. Desdiferenciacion y obtencién de sistemas biotecnoldgicos para la produccién de acidos
grasos

La produccion de acidos grasos en sistemas biotecnoldgicos de Theobroma cacao L. se inicia con
la desdiferenciacion de tejidos vegetales en condiciones in vitro, un proceso clave para generar
callos embriogénicos con capacidad de sintetizar lipidos bajo condiciones controladas (Henao &
Urrea, 2020). Este enfoque ha demostrado ser eficaz no solo en cacao, sino también en otros
cultivos oleaginosos, donde la seleccion de explantes (hojas jovenes o cotiledones) y el uso de
reguladores de crecimiento como auxinas y citoquininas optimizan la formacion de callos ricos en
metabolitos lipidicos (Keita et al., 2022). Los sistemas biotecnolégicos, como los cultivos de
callos o suspensiones celulares, ofrecen ventajas significativas al proporcionar plataformas
estandarizadas y homogéneas para la producciéon de compuestos bioactivos, incluyendo acidos
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 manipulacion precisa de factores ambientales

y bioquimicos. Por ejemplo, la adicion de inductores de estrés como el metil jasmonato (MeJA) y



el &cido salicilico (AS) ha demostrado incrementar la eficiencia en la produccién de metabolitos
secundarios. Segun 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
acumulacion de triacilglicéridos (TAGS) en callos de cacao. Por otro lado, el AS no solo induce la
sintesis de &cidos grasos como mecanismo de defensa, sino que también promueve la produccion
de antioxidantes fendlicos, mejorando la resiliencia celular frente a estrés oxidativo (Woch et al.,

2023).

Ademaés de los callos, las plantas in vitro de cacao representan una herramienta complementaria
para estudios metabdlicos. Estos sistemas permiten explorar la biosintesis de lipidos en tejidos
diferenciados (ej. hojas o raices) bajo condiciones controladas de luz, temperatura y nutrientes,
facilitando la identificacion de genes y vias reguladoras (Kongor et al., 2024). La combinacion de
estas plataformas con técnicas como la edicion genética o la metabolémica abre nuevas
posibilidades para optimizar la produccion de acidos grasos de alto valor agregado, reduciendo la

dependencia de los cultivos tradicionales y sus limitaciones estacionales.

1.7.Rutas metabdlicas y regulacién de la sintesis de &cidos grasos

La sintesis de &cidos 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 conversion de acetil-CoA a malonil-CoA, iniciando asi la formacién de &cido palmitico (C16:0)
(Henao & Urrea, 2020). Esta ruta biosintética depende criticamente 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 fotosintesis 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 expresion de desaturasas (FAD2, FAD3), favoreciendo
acidos grasos poliinsaturados (ej. linoleico y a-linolénico), mientras que altas temperaturas
promueven la elongasa (KASII), aumentando la proporcion de &cidos grasos saturados (Das et al.,
2024).

Ademaés de la ruta principal, la elongacion de acidos grasos en el reticulo endoplasmico y la via
del &cido shikimico juegan roles complementarios. La primera, mediada por elongasas (FAE),
produce 4cidos grasos de cadena larga (C20-C24), esenciales para ceras y esfingolipidos. La

segunda, vinculada al metabolismo secundario, genera precursores para compuestos



fenilpropanoides con actividad antioxidante, que pueden influir en la estabilidad oxidativa de los
lipidos (Su et al., 2021).

Figura 2.

Ruta metabolica del &cido shikimico para la biosintesis de acidos en microorganismos.
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Nota. Las flechas rojas indican puntos de regulacion transcripcional, las lineas discontinuas
representan multiples pasos enzimaticos, y los 6valos coloreados destacan compartimentos

metabolicos especificos (Wu et al., 2022).

La aplicacién de elicitores como el ASy 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 acumulacion de &cidos 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 sintesis de triacilglicéridos (Woch et al., 2023). Estos hallazgos sugieren que, en cacao, la
combinacion de elicitores con condiciones de cultivo optimizadas (ej. temperatura controlada y
medios enriquecidos con carbono) podria mejorar la produccion de lipidos con perfiles especificos,
como alto contenido de acido estearico (C18:0) u oleico (C18:1), demandados por la industria
alimentaria por sus propiedades funcionales y estabilidad. La integracion de
herramientas 6micas (transcriptomica, lipidémica) permitiria identificar blancos moleculares para
ingenieria metabdlica. Por ejemplo, la sobreexpresién de WRINKLED1 (WRI1), un regulador
maestro de la lipogénesis, o la edicion de genes de desaturasas mediante CRISPR/Cas9, podrian

disefiar sistemas biotecnolégicos de cacao con perfiles lipidicos personalizados.



1.8. Cuantificacion de acidos grasos

La espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) es una técnica analitica
ampliamente utilizada para la identificacion y cuantificacion de acidos grasos en muestras diversas,
debido a su rapidez, caracter no destructivo y capacidad para detectar grupos funcionales
especificos, como se describe en Bobroff et al., (2016). Esta técnica se basa en la absorcion de
radiacion infrarroja por los enlaces quimicos, generando picos caracteristicos en regiones
espectrales que permiten diferenciar acidos grasos ya sean saturados o insaturados, como el &cido
palmitico, acido estedrico (saturados) y el &cido oleico (insaturado).

Para los acidos grasos saturados, se observan bandas de absorcién especificas, como la banda ancha
de estiramiento O—H alrededor de 3400 cm™, los estiramientos de CH. alifaticos entre 2850-2920
cm, el estiramiento del grupo carbonilo C=O cerca de 1740 cm™ y el movimiento de "rocking"
de CH: alrededor de 720 cm™. Por otro lado, los acidos grasos insaturados presentan estiramientos
=C-H de dobles enlaces cerca de 3010 cm™, estiramientos C=C alrededor de 1650 cm™ y
vibraciones de torsion de =CH fuera del plano entre 944-970 cm™'. Estas regiones espectrales
permiten una diferenciacion clara entre los tipos de acidos grasos y su cuantificacion mediante
curvas de calibracion, como se reporta en Lucarini et al., (2020). Aunque otras técnicas, como la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y la cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG-EM), ofrecen alta sensibilidad y especificidad para analizar perfiles
lipidicos (Baere et al., 2013). No obstante, FTIR se destaca por su simplicidad y capacidad para
analizar muestras complejas sin necesidad de derivatizacion o volatilizacion, lo que la convierte

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

Por tanto, el estudio de diferentes inductores en cultivos in vitro de Theobroma cacao L. permite
un enfoque mas preciso para entender cémo se regula la sintesis lipidica en respuesta a condiciones
ambientales. La manipulacién controlada de factores como la temperatura, el glicerol, el ASy el
MeJA no solo mejora la produccion de &cidos grasos, sino que también contribuye al disefio de
estrategias biotecnoldgicas sostenibles orientadas a la obtenciéon de compuestos de alto valor

industrial.
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1.9. Objetivos

1.9.1.

1.9.2.

Objetivo General

Estudiar el perfil de acidos grasos en sistemas biotecnolégicos de Theobroma cacao L.

sometidos diferentes inductores de estrés.

Objetivos Especificos

Optimizar las condiciones de un sistema biotecnolégico de Theobroma cacao L. para la
obtencion de mayor biomasa.

Determinar la influencia de distintos inductores de estrés en la produccién de acidos grasos
en sistemas biotecnol6gicos de Theobroma cacao L.

Extraer y cuantificar los acidos grasos producidos en los sistemas biotecnol6gicos de

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

METODOLOGIA

2.1. Materiales

El presente trabajo de titulacién tuvo un enfoque experimental y se desarroll6 en los laboratorios
académicos, asi como en el laboratorio de Biologia Vegetal perteneciente a la Unidad Operativa de
Investigacion y Desarrollo (UODIDE) de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y
Biotecnologia (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 investigacion.

Tabla 1.

Listado de reactivos.

Reactivos

2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D)

Medio Murashige y Skoog

Medio Gamborg B5
Medio Woody Plant Medium
Acido naftalenoacético (ANA)
Kinetina (KIN)
Sacarosa
Phytagel
Etanol 70y 96 %
Hidroxido de Sodio
Acido Clorhidrico
Agua Estéril

6-Benzilaminopurina (BAP)
Acido salicilico (SA)
Metil jasmonato (MeJA)
Glicerol
Isopropanol
NaOH en metanol

HCI en metanol
Metanol

Agua destilada

Hexano

Tabla 2.

Listado de material fungible y equipos.

Equipos

Material fungible

Autoclave
Balanza analitica
Cémara climatica

Centrifuga

Bisturis

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

Espatulas

Filtros de Jeringa de 25 mm




Equipos Material fungible

Congelador Bisturis
Destilador de Agua Jeringas 2y 3 mL
Espectrometro FTIR Filtros de 25 mm
Incubadora Agitador Magnético Elicrom
Microcentrifuga 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 Agitacion Paquetes de Vasos Plasticos de 16 0z
Potenciometro Placas Petri
Vortex 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. Obtencion 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 Estacion
Experimental Tropical Pichilingue, ubicada en Quevedo, Los Rios. Se seleccionaron los
sistemas con caracteristicas morfologicas 6ptimas, como una textura firme y color uniforme,
para asegurar un mayor potencial de regeneracion, asi como, reducir el riesgo de contaminacion
(Eibl et al., 2018).
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2.2.2.

2.2.3.

Subcultivo de sistemas biotecnoldgicos

Se utilizaron tres medios de cultivo para la micropropagacion vegetal: Murashige & Skoog
(MS), Woody Plant Medium (WPM) y Gamborg B5, con la finalidad de identificar el medio
Optimo que promueva un mejor crecimiento y generar mayor biomasa (Tsai & Kinsella, 1981;
Leathers & Scragg, 1989; Guillou & Verdier, 2022). Para evaluar la proliferacion 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 segin 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. Ademas, se incorporé sacarosa como fuente de carbono (30 g/L) y phytagel como agente

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

Tabla 3.

Composicion de medios de cultivo para promover el aumento de biomasa de Theobroma cacao
L.

Tratamiento Medio Fuentede Auxinas Concentracion Citoquininas Concentracion

Carbono (mg/L) (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: Acido naftalenacético (ANA), Kinetina (KIN), Acido

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

Optimizacion de medios de cultivos

Los sistemas biotecnoldgicos fueron cultivados, segun las condiciones reportadas por Popova
et al. (2023), en la camara climéatica BINDER KVWF 720 a condiciones de incubacion de 25
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2.2.4.

2.2.5.

+ 2 °C, humedad relativa del 40% y oscuridad para favorecer la proliferacion celular y la

formacion de callo somatico.

Se realizd un seguimiento cada 7 dias, documentando el crecimiento y cualquier cambio
morfol6gico observable en el tejido o el medio. Conforme a la metodologia propuesta por Luz
et al. (2024) cada 28 dias los sistemas biotecnoldgicos fueron subcultivos en medios frescos,

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

Aplicacion de inductores de estrés

Una vez que se identificd la mejor composicion de medio de cultivo para el incremento de
biomasa celular. Se seleccionaron callos con caracteristicas 6ptimas, color uniforme, alta
friabilidad y ausencia de oxidacion, y se transfirieron 2 + 0,08 gramos al medio de cultivo con
los inductores de estrés a una concentracion y caracteristica determinada: MeJA [150 uM], AS
[50 uM], glicerol al 3% y como inductor de estrés térmico, la biomasa celular se incub6 a 35 °C
(Leathers & Scragg, 1989). El estudio fue desarrollado con 3 réplicas y se emple6 un control
que permitié evaluar el efecto de los diferentes inductores de estrés en intervalos de 7, 14, 21,
28 dias. Las condiciones de crecimiento fueron las reportadas anteriormente en la seccion 2.2.
Los tratamientos sometidos a estrés térmico fueron incubados en una estufa MEMMERT a
35 °C y demas condiciones similares. Los callos fueron extraidos cuidadosamente con pinzas,
se retir6 el medio de cultivo adherido y posteriormente se lavaron con agua destilada estéril
para eliminar residuos. En base a la metodologia empleada por Garcia 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 oxidacion de metabolitos sensibles, como los lipidos y

compuestos fendlicos.

Extraccién de acidos grasos

Se empled la metodologia 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 hidrélisis acida y se transfirieron a matraces
de 250 mL, donde se adicion6 100 mL de &cido clorhidrico (HCI) 3 N. La mezcla se calentd
hasta alcanzar el punto de ebullicion y se mantuvo en estas condiciones durante

aproximadamente 45 minutos. Finalizada la hidrdlisis, el contenido fue filtrado, y el residuo

15



2.2.6.

solido restante se enjuagd cuidadosamente con agua destilada caliente directamente sobre el

mismo filtro, asegurando la eliminacion de residuos acidos.

El residuo sélido se dejo secar a temperatura ambiente y fue sometido a una extracciéon con
60 mL de hexano en un equipo automatico de extraccién continua (VELP SER 148) durante 2
horas y 10 minutos. El proceso incluyé tres fases: 40 minutos de inmersion con hexano en
ebullicién a 135 °C + 2 a 60 minutos de lavado del sistema y la muestra, y 30 minutos finales
para la recuperacion parcial del disolvente. De esta manera, se obtuvo la fraccion lipidica total,

incluyendo los acidos grasos liberados durante la hidrolisis.

Cuantificacion de 4cidos grasos

Para la cuantificacion de acidos grasos, se aplic la metodologia descrita por Ismail et al. (1963)
utilizando espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) como una
determinacion cuantitiva. Inicialmente, se elaboré una curva de calibracion para el &cido
estedrico, siendo este el acido graso mayoritario en la manteca de cacao (Sherazi et al., 2007).
Para ello, se prepararon soluciones estandar con hexano a concentraciones de 1, 5, 10, 15, 20y
25 mg/mL. Estas soluciones permitieron construir la curva de calibracion mediante la obtencion

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

Una vez concluido el proceso de extraccion lipidica, cada muestra fue resuspendida en 3 mL de
hexano, asegurando el lavado completo del recipiente de extraccion para evitar pérdidas de
muestra (Committe, 2022). Las soluciones resultantes fueron almacenadas en viales estériles,
adecuadamente sellados, para su andlisis inmediato. Las mediciones fueron realizadas con un
espectrofotometro 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

analisis cuantitativo.
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.Optimizacion de las condiciones del sistema biotecnolégico de Theobroma cacao L.

Para la obtencidn 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 presentd una proliferacion
eficiente de biomasa de callo de Teobroma cacao L. Si bien el tratamiento 3 (ANA 2 mg/L — KIN
0,5 mg/L) mostr6 una ligera ventaja en comparacién con los demas, los resultados siguen siendo
limitados (Bernabé et al., 2015). Como se observa en la Tabla 5, a partir del dia 14 se observo una
escasa formacion de callo, y para el dia 21 apenas se evidencid la presencia de una pequefia cantidad
de callo friable. Sin embargo, este callo se volvié compacto, indicando una pérdida de crecimiento
activo y una consistencia mas dura, lo que no resulta favorable para el crecimiento de biomasa. Esto
sugiere que, si bien la auxina ANA en mayor concentracion combinada con una baja dosis de KIN
puede inducir cierto grado de desdiferenciacion celular, como lo han sefialado diversos estudios
Cabral et al., (2022); Gonzalez et al., (2024); Yetgin et al., (2025) las condiciones del medio MS

no fueron Gptimas para promover una proliferacion sostenida y adecuada del callo.

Los tratamientos que contenian 2,4-D combinada con BAP (tratamientos 4 y 5) presentaron
resultados ain menos favorables. Durante los primeros 21 dias, no se observaron cambios
significativos en la morfologia del tejido y para el dia 28 se evidenci6 la presencia de oxidacion y
necrosis en los callos (Kulesza et al., 2024). Este fendmeno ha sido asociado a la acumulacion de
compuestos fenolicos que, al no ser neutralizados, se oxidan en contacto con el oxigeno,
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 resulté ineficaz para la
induccion y proliferacion de callo, sino que también comprometio la viabilidad del tejido vegetal
(Nurazah et al., 2009).
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Tabla 4.

Observaciones semanales de la optimizacion de medio de cultivo MS.

Concentracion

Concentracion

Dia Tratamiento Auxinas Citoquininas Observaciones
(mg/L) (mg/L)
1 N/A 0 N/A 0 No se observé cambios.
2 ANA 1 KIN 0,5 No se observé cambios.
3 ANA 2 KIN 0,5 No se observé cambios.
7 4 2,4-D 1 BAP 0,5 No se observé cambios.
5 2,4-D 2 BAP 0,5 No se observé cambios.
1 N/A 0 N/A 0 No se observé cambios.
2 ANA 1 KIN 0,5 Poca formacion de callo.
3 ANA 2 KIN 0,5 Poca formacion de callo.
14 4 2,4-D 1 BAP 0,5 No se observé cambios.
5 2,4-D 2 BAP 0,5 No se observé cambios.
1 N/A 0 N/A 0 Poca formacion de callo.
2 ANA 1 KIN 0,5 Poca formacion de callo.
3 ANA 2 KIN 0,5 Poca formacion de callo friable.
21 4 2,4-D 1 BAP 0,5 No se observé cambios.
5 2,4-D 2 BAP 0,5 Cambio de coloracion (oxidacion).
1 N/A 0 N/A 0 Cambio de coloracion (oxidacion).
2 ANA 1 KIN 0,5 Cambio de coloracion (oxidacion).
3 ANA 2 KIN 0,5 Poca formacion de callo compacto.
28 4 2,4-D 1 BAP 0,5 Poca formacion de callo oxidado.
5 2,4-D 2 BAP 0,5 Poca formacion de callo oxidado.
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Tablab.

Analisis cualitativo del crecimiento del callo en el medio MS después de 28 dias.

Tiempo Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4 Tratamiento 5

14

21

28
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En el medio de cultivo B5 (Tabla 6) se evidencid una respuesta ligeramente mas favorable en
comparacion 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 dia 14 se observo la presencia de nuevo
tejido calloso de tonalidad crema-blanquecina, lo que sugiere una respuesta inicial al estimulo
hormonal aplicado. No obstante, a partir del dia 21, el tejido comenz6 a compactarse, un patrén ya
observado en el medio MS, lo cual puede indicar una reduccion en la actividad meristematica del
callo. Aunque este cambio morfol6gico podria interpretarse como un signo de diferenciacion, en el
contexto de sistemas orientados a la proliferacion de biomasa y la produccion de metabolitos
secundarios como los &cidos grasos, la formacion de callo compacto representa una limitacién, ya

gue esta asociada a un menor potencial de crecimiento y posible estrés celular (Gomez et al., 2021).

Por su parte, los tratamientos con 2,4-D en combinacién con BAP continuaron mostrando respuestas
desfavorables. Al igual que en el medio MS, se registré oxidacion progresiva de los callos hasta el
dia 28, lo que indica que la combinacion de este tipo de auxina con citoquinina no logré inducir una
respuesta morfogénica positiva. La oxidacion observada compromete la viabilidad del tejido y ha
sido atribuida al exceso de compuestos fendlicos que, al oxidarse en presencia de oxigeno 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 optimizacion de medio de cultivo B5.

Concentracion

Concentracion

Dia Tratamiento Auxinas Citoquininas Observaciones
(mg/L) (mg/L)
1 N/A 0 N/A 0 No se observé cambios.
2 ANA 1 KIN 0,5 No se observé cambios.
7 3 ANA 2 KIN 0,5 Poca formacion de callos friables

4 2,4-D 1 BAP 0,5 Poca formacion de callos friables
5 2,4-D 2 BAP 0,5 No se observé cambios.
1 N/A 0 N/A 0 Poca formacion de callos friables
2 ANA 1 KIN 0,5 Poca formacion de callos friables

14 3 ANA 2 KIN 0,5 Cambio en la coloracién (color crema)
4 2,4-D 1 BAP 0,5 No se observé cambios.
5 2,4-D 2 BAP 0,5 Poco crecimiento de callos friables.
1 N/A 0 N/A 0 Poco crecimiento de callos friables.
2 ANA 1 KIN 0,5 Crecimiento de callos friables

21 3 ANA 2 KIN 0,5 Formacion 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.
1 N/A 0 N/A 0 La biomasa se comenz0 a compactar.
2 ANA 1 KIN 0,5 Formacion de callo con aspecto cremoso.

28 3 ANA 2 KIN 0,5 Cambio de coloracidn (oxidacion)
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.

Analisis cualitativo del crecimiento del callo en el medio B5 después de 28 dias.

Dia Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4 Tratamiento 5

14

21




En cuanto al medio de cultivo WPM (Tabla 8), resultd ser el mas eficiente en la induccion y
proliferacion de callo friables de Theobroma cacao L., en comparacion con el medio MS y B5.
Especificamente, el tratamiento 3 (ANA 2 mg/L + KIN 0,5 mg/L) mostrd una respuesta altamente
favorable a partir del dia 21, con una mayor formacion de callos friables y una mejor coloracién, lo
cual propone una alta tasa de division celular sin manifestaciones evidentes de estrés oxidativo ni
compactacion de biomasa (Jayusman et al., 2022). Como se observa en la Tabla 9, esta combinacion
hormonal parece haber logrado un balance optimo entre la proliferacién celular y mantenimiento de

la estructura friable.

El éxito de este medio puede explicarse por la composicion iénica menos concentrada del WPM,
particularmente en nitrogeno total, calcio y sulfatos, lo cual lo hace mas adecuado para especies
lefiosas 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 formacién
de callos de cacao debido a su menor fuerza idnica en comparacion con medios como MS, lo que
permite un desarrollo mas controlado y menos agresivo del tejido como sucedi6 en el tratamiento 1.
A esto se suma el rol clave del ANA como auxina promotora de division celular y de la citoquinina
KIN en la activacion del metabolismo celular, lo cual puede haber contribuido sinérgicamente al
éxito observado (Gonzalez et al., 2024; Yetgin et al., 2025).

Ademaés 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 mostré una menor formacién
de callo, este fue friable con buena textura a partir del dia 21, indicando que incluso a una menor
concentracion de auxina, el medio WPM mantiene una eficiencia destacada. Cabe sefialar que en
este tratamiento no se observé oxidacion evidente ni compactacion, y se report6 un callo con aspecto
cremoso, una caracteristica asociada a tejido metabdlicamente 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 formacion de callos compactos y signos de oxidacion. Este fendmeno podria estar
relacionado con el tipo de auxina utilizada, ya que, a diferencia del ANA, el 2,4-D tiene un efecto
mas intenso sobre la inducciéon de callos, pero también puede favorecer la acumulaciéon de

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

Observaciones semanales de la optimizacion de medio de cultivo WPM.

Concentracion

Concentracion

Tiempo Tratamiento Auxinas Citoquininas Observaciones
(mg/L) (mg/L)

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

2 ANA 1 KIN 0,5 No se observd cambios.
7 3 ANA 2 KIN 0,5 Poco crecimiento de callos friables.

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

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

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 coloracidn (color crema).
14 4 2,4-D 1 BAP 0,5 No se observé cambios.

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

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 formacién de callos friables (mejor crecimiento).
21 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.

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

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

3 ANA 2 KIN 0,5 Cambio en la coloracién (poca oxidacion), mayor crecimiento de biomasa.
28 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.
Analisis cualitativo del crecimiento del callo en el medio WPM después de 28 dias.

Tiempo Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4 Tratamiento 5

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 formacion de callos, en combinacion con BAP no presentd una biomasa tan
desarrollada ni con caracteristicas morfologicas deseables. Ikeuchi et al. (2019), menciona que el
equilibrio entre auxinas y citoquininas es esencial para evitar procesos de diferenciacion prematura
y asegurar que el metabolismo celular se mantenga orientado hacia la formacion de tejidos
desdiferenciados. Un exceso relativo de auxina, como el observado en este tratamiento, mantiene las
células en un estado de desdiferenciacion, pero la presencia moderada de citoquinina actia 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 combinacion
con ANA y KIN, no solo optimiza la formacion de callos friables, sino que también minimiza el
estrés oxidativo y la compactacion celular, dos problemas comunes en la propagacién in vitro de
Theobroma cacao L. Por tanto, este medio representa una plataforma solida para futuros
experimentos orientados a la produccién de metabolitos como &cidos grasos o para el

establecimiento de suspensiones celulares eficientes.

3.2. Andlisis estadistico

Con base en los pesos registrados durante el seguimiento de cuatro semanas de los callos de
Theobroma cacao L., se realizd un disefio 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 basicos (MS, B5 y WPM), cinco combinaciones hormonales (tratamientos) y
cuatro semanas de evaluacion. El andlisis de varianza mostrd 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 cémo interacttan entre si.

La gréfica de cajas (Figura 3A) evidenci6 que el medio WPM, en combinacion con el tratamiento
3, promovi6 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 demas medios, siendo WPM superior a B5 (p < 0,05) y
a MS (p < 0,05), mientras que MS y B5 no difirieron entre si. La falta de diferencia entre estos

sugiere una capacidad similar en la promocién de la sintesis lipidica bajo las condiciones evaluadas.
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Figura 3.

Analisis estadistico del crecimiento de callos de Theobroma cacao L. en diferentes medios de cultivo
suplementados con combinaciones hormonales.

Grafica de caja de Respuesta B ICs simultaneos de 95% de Tukey
A Diferencias de las medias para Respuesta
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significativa.

El tratamiento 3, que combind 2 mg/L de ANA con 0.5 mg/L de KIN, result6 ser el mas eficiente
dentro del medio WPM, lo que sugiere que esta combinacién favorece la proliferacion celular en
sistemas in vitro de Theobroma cacao L. (Osorio et al., 2022). En conjunto, estos resultados
permiten concluir que la formulacién hormonal adecuada, junto con un medio nutritivo éptimo
como el WPM, y un tiempo de cultivo controlado, son claves para maximizar la produccion de

biomasa en cultivos de Theobroma cacao L.

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

para la produccion de acidos grasos.

El presente estudio evalud el impacto de diferentes inductores de estrés sobre el crecimiento de
biomasa y la posible biosintesis de &cidos 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 demés tratamientos mostraron un crecimiento
limitado. Estos resultados sugieren que las condiciones de estrés pueden restringir la proliferacion
celular, aunque no necesariamente reducen la capacidad biosintética lipidica 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 44178 + 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 mostré un crecimiento progresivo y constante, alcanzando un peso de 4,4178 + 0,718 ¢
en la semana 4, lo que indica un desarrollo estable en ausencia de estrés inducido (Figura 4). El
inductor temperatura present6 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. EI MeJA exhibié 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 podria indicar una inhibicidn progresiva de la biomasa debido a su efecto en la regulacién
de desaturasas y la acumulacion de triacilgliceroles (Wang et al., 2025). EI AS mostré 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 abidtico que no se
sostuvo, posiblemente por agotamiento de recursos. Finalmente, el glicerol present6 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.
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Este crecimiento sostenido sugiere una mayor actividad metabodlica global, lo que puede asociarse
a una mayor sintesis de metabolitos secundarios como los acidos grasos. En particular, el glicerol
actlia como precursor clave en la via de biosintesis lipidica, ya que se incorpora como glicerol-3-
fosfato y alimenta rutas como la glucdlisis y la formacion de acetil-CoA (Villanova et al., 2020),
esencial para la generacidn de triacilglicéridos. En contraste, los tratamientos con estrés térmico,
MeJA y AS mostraron una reduccién progresiva en el crecimiento de los callos a lo largo del
experimento (Tabla 11). Sin embargo, esta disminucion en biomasa no implica necesariamente una
menor biosintesis lipidica. 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 acumulacion de lipidos como estrategia de supervivencia. En este
contexto, se plantea la hipotesis de que, aunque la biomasa global disminuye, la concentracién
relativa de acidos grasos por unidad de biomasa podria incrementarse, particularmente en los
tratamientos con MeJA y AS como lo describe Ramos & Figueroa (2023), que estan implicados
en la activacion de genes relacionados con la sintesis de lipidos insaturados como el &cido oleico y
linoleico. La condicidn de temperatura elevada podria haber favorecido la sintesis de acidos grasos
saturados como el palmitico, alterando el perfil lipidico 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 biotecnoldgicos 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 reduccion en la biomasa sin descartar una intensificacion en la
sintesis de lipidos. Esto sugiere una reorientacion metabdlica hacia la produccion de acidos grasos

como mecanismo adaptativo frente al estreés.
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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
(Acido
Salicilico)

Glicerol
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3.4.Obtencion preliminar del extracto lipidico de callos de Theobroma cacao L. sometidos a

distintos inductores de estrés

El tratamiento previo de los sistemas biotecnoldgicos consiste en realizar una hidrélisis acida, 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 lipidos
totales, significativamente mayor que el 70-80% reportado para el método Bligh y Dyer en
condiciones estandar (Bligh & Dyer, 1959). Esta mejora en el rendimiento se atribuye
principalmente a la capacidad de la hidrélisis &cida para degradar eficientemente los componentes
estructurales de la pared celular (celulosa, hemicelulosa y pectinas) que pueden encapsular los
lipidos y limitar su extraccién (Liu et al., 2020). El sistema de extraccion con hexano en el equipo
VELP SCIENTIFICA SER 148 se fundamenté en estudios comparativos como el de AOAC (2016),
gue reporta para el hexano una eficiencia del 89-93% en la recuperacion de acidos 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 lipidico 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 lipidico bruto obtenido de callos de Theobroma cacao L.

Tratamiento Semanal(mg) Semana2(mg) Semana3(mg) Semana4 (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 94 7,1
Control 45 8,2 12,4 15,6

Nota. Los valores presentados corresponden al peso del extracto lipidico bruto obtenido de los
callos de Theobroma cacao L. en cada tratamiento y semana. Estos datos representan el material

extraido, que posteriormente requiere cuantificacion especifica de los &cidos grasos.

El tratamiento con MeJA mostr6 los mayores rendimientos de extracto lipidico, especialmente en
la tercera semana (25,6 mg), seguido de una disminucién en la cuarta semana. Este patron podria
indicar una activacion temprana de las rutas biosintéticas de lipidos, como se ha reportado en otros
sistemas vegetales (Demirci, 2022). Sin embargo, sin conocer aun la composicion exacta de estos
extractos, no podemos descartar que parte de este material corresponda a otros compuestos lipidicos

inducidos por el MeJA. El AS produjo cantidades moderadas, pero més constantes de extracto a lo
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3.5.

largo del experimento. Estudios previos de Woch et al., (2023) sugieren que el AS puede inducir
preferentemente ciertos tipos de lipidos, pero esta hipotesis deberd verificarse con los analisis
posteriores de composicion. Los tratamientos con temperatura y glicerol mostraron
comportamientos distintos. La temperatura generd un incremento progresivo hasta la tercera
semana, mientras que el glicerol mantuvo niveles relativamente bajos y estables. Estas diferencias
podrian reflejar distintos mecanismos de accion: mientras la temperatura afectaria globalmente el
metabolismo celular, el glicerol actuaria principalmente como sustrato metabdlico (Villanova et
al., 2017).

Identificacion y cuantificacion de acidos grasos empleando FTIR

Estos hallazgos preliminares subrayan la importancia de integrar datos cuantitativos sobre acidos
grasos en la siguiente fase experimental. El analisis espectroscdpico mediante FTIR y la
cuantificacion mediante curvas de calibracion especificas para el acido estearico, acido oleico y
acido palmitico como se visualiza en la Figura 5 permitié confirmar si las tendencias observadas en
el crecimiento de biomasa se traducen efectivamente en diferencias significativas en la cantidad y
tipo de acidos grasos producidos. De este modo, se podra establecer con mayor precision la relacion
entre el estrés inducido, la proliferacion celular y la capacidad biosintética de &cidos grasos en

sistemas biotecnolégicos de Theobroma cacao L.
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Figura 5.

Curva de calibracion del &cido oleico, acido palmitico y &cido estearico.
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Bajo los cinco tratamientos durante el experimento, se mostrd bandas caracteristicas en ~2900 cm™

(estiramiento C-H) pertenecientes a cadenas lipidicas y ~1700 cm™ (estiramiento C=0 de esteres),

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

Espectros de FTIR de cada tratamiento para el acido oleico.
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(E) Muestra tomada a lo largo de las 4 semanas del Acido Salicilico. (F) Curva de calibracion del
Acido Oleico.

El &cido oleico, un 4cido graso monoinsaturado, es un componente clave del perfil lipidico de
Theobroma cacao L. De acuerdo, con bibliografia el tratamiento con MeJA incrementaria
significativamente la acumulacién de &cido oleico. Asi mismo, en la Figura 6 se muestra una mayor
intensidad del pico ~1650 cm™, especificos de 4cidos grasos insaturados, lo cual sugiere una
produccién de acido oleico. Este aumento se atribuye a la activacion de enzimas desaturasas, como
FAD?2, que convierten acidos grasos saturados en insaturados (He et al., 2020). Este hallazgo es
consistente con estudios en tomates, donde MeJA aumentd los &cidos grasos insaturados, como el
linolénico, aunque no afectd directamente el oleico (Czapski et al., 1992). Los picos a ~3010 cm™
y ~1650 cm™" son especificos para acidos grasos insaturados, pero no distinguen entre oleico y otros
insaturados como el linoleico. Por otra parte, el AS también promovi6 que el espectro de FTIR
muestre intensidades en los picos de insaturacion (~3010 cm™ y ~1650 cm™). Un estudio en colza
demostrd que AS incrementd el contenido de oleico bajo estrés por sequia, sugiriendo que AS activa
vias de sefializacion de estrés que modulan la biosintesis lipidica (Mabudi et al., 2022). La falta de
picos especificos para oleico en FTIR limita la cuantificacion precisa, y la superposicién con otros
insaturados complica la interpretacion. De acuerdo con el estudio realizado por Ibarra et al.,
(2015), evidencia que el estrés causado por temperatura influye en el incremento de acidos
saturados como el palmitico, sin embargo, en la grafica se muestra un aumento en el pico ~1650
cm!. Este comportamiento puede deberse a la adaptacion de Theobroma cacao L., una planta
tropical, al estrés térmico moderado, que induce respuestas oxidativas que favorecen la
insaturacion. Un estudio en cultivos celulares de cacao encontré que temperaturas bajas
incrementaron los acidos poliinsaturados (Leathers & Scragg, 1989), lo que sugiere que el efecto
a 35°C podria ser especifico del sistema de cultivo in vitro. La ausencia de picos diferenciados para
oleico frente a otros insaturados requiere analisis adicionales. La literatura indica que el glicerol se
incorpora en triacilgliceroles, aumentando la sintesis de acidos grasos, incluyendo los insaturados
(Hu et al., 2014). Sin embargo, los picos FTIR a ~3010 cm™ y ~1650 cm™ no son exclusivos del
oleico, y la region de huella digital (1000-1500 cm™) presenta sefiales superpuestas, 1o que dificulta

la identificacion especifica.

Aunque los picos a ~3010 cm™ y ~1650 cm™ son indicativos de insaturaciéon, no permiten
diferenciar entre &cido oleico y otros insaturados como el linoleico, linolénico, entre otro. Ademas,
los picos a 28502920 cm™ (estiramiento C-H) se superponen con los de los &cidos saturados, y la

region de huella digital (1000—1500 cm™) contiene sefiales complejas que no son especificas.
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Figura 7.

Espectros de FTIR de cada tratamiento para el &cido palmitico.
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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.

36



(E) Muestra tomada a lo largo de las 4 semanas del Acido Salicilico. (F) Curva de calibracion del

Acido Palmitico.

El 4cido palmitico, un &cido graso saturado, es esencial para la estabilidad estructural y energética
en Theobroma cacao L. Los tratamientos mostraron efectos variados en su acumulacion. Para el
acido palmitico bajo MeJA, es probable que favorece a la sintesis de acidos insaturados, por lo que
no se incrementen significativamente (Neag et al., 2022). Los espectros FTIR mostraron picos a
~2850-2920 cm™ y ~1740 ecm™, comunes a todos los lipidos, pero sin evidencia clara de un
aumento especifico en palmitico. Estudios en trigo sugieren que MeJA puede reducir los &cidos
grasos saturados en favor de los insaturados (Repkina et al., 2023). La falta de picos especificos
para palmitico en FTIR y la superposicién con otros saturados limita la interpretacion.

Por el contrario, el tratamiento con AS muestra concentraciones especificas como se refleja en los
picos FTIR a ~2850-2920 cm™!, ~1740 cm™ y ~720 cm™* (Figura 7), que indican un aumento en
acidos saturados. Este incremento se atribuye a la activacion de la via de la sintasa de &cidos grasos
(FAS) como respuesta al estrés. Un estudio en colza también report6é un aumento en palmitico bajo
AS (Mabudi et al., 2022). Sin embargo, los picos FTIR no distinguen entre palmitico y otros
saturados como el estedrico, lo que sugiere gque la cuantificacion especifica se basé en una curva de
calibracion. El tratamiento a 35°C sugiere que el acido palmitico no se incrementd
significativamente. Los picos FTIR a ~2850-2920 cm™!' y ~1740 cm™! estaban presentes, pero con
menor intensidad para saturados en comparacion 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 podria reflejar una adaptacion tropical. Estudios realizados por
D’souza (1979); Gerber et al. (1988); Lu et al. (2020), sugieren que el glicerol incrementa acidos
grasos saturados, incluyendo el palmitico, segun los picos FTIR a ~2850-2920 cm™ y ~1740 cm™.

Como precursor de triacilgliceroles, el glicerol estimula la biosintesis lipidica general. La literatura
confirma que el glicerol actia como fuente de carbono en la sintesis de lipidos (Kandoudi et al,
2022). Los picos en FTIR para saturados no distinguen entre palmitico y otros acidos grasos

saturados. Ademas, la region de huella digital complica la interpretacion.
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Figura 8.

Espectros de FTIR de cada tratamiento para el acido estearico.
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e MJ28 Muestra 2223 Por Adminiztrator Fecha martes, junio 10 2025 — AS21 Muestra 2212 Por Ad or Fecha martes. junio 10 2025
— MJ T Musstra 2169 Por Adminiztrator Fecha viemes, junio 06 2025 — AS28  Mueztra 2225 Por Adminiztrator Fecha martes. junio 10 2025
0.1t
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.00 om-1
00 3500 3000 2500 0 1500 100 50 E1  Muestra 2123 Por Adminictrator Fecha midecoles, jumio 04 2025
em-1 E10 Muestra 2129 Por Adminictrator Fecha midrcoles, junio 04 2025
G7  Muestra 2158 Por Administrator Fecha viernes, junio 06 2025

— G21

4 Muestra 2089 Por Admineztrator Fecha martes. jumo 10 2025
Muestra 2202 Por Adminictrator Fecha martes. junio 10 2025

G28  Muestra 2214 Por Adminiztrator Fecha martes. junio 10 2025

Muestra 2135 Por Adminiztrator Fecha miércoles. junio 04 2025
Muecztra 2139 Por Administrator Fecha miércoles, junio 04 2025
Muestra 2142 Por Administrator Fecha miéecoles. junio 04 2025
Muestra 2125 Por Administrator Fecha mudecoles, juno 04 2025

Nota. Las bandas principales corresponden a: (a) ~2900 cm™! (tensiones C-H de cadenas lipidicas),
(b) ~1700 cm™ (carbonilos C=0 de ésteres), y (c) 1000—1500 cm™ (region 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 Acido Salicilico. (F) Curva de calibracion del

Acido Esteérico.

Con base en los espectros FTIR de la Figura 8 para el acido estearico, es posible establecer una
relacién cualitativa y cuantitativa entre las muestras tratadas y el acido graso presente. En todos los
espectros se identifican bandas caracteristicas asociadas a lipidos, como el estiramiento del grupo
carbonilo C=0 (~1740 cm™), los estiramientos CH: alifaticos (~2850-2920 cm™) y la sefal de
"rocking" (~720 cm™), las cuales también se observan con claridad en el espectro patron del &cido
estearico. La coincidencia en la posicion y forma de estas bandas entre los tratamientos y el &cido
estedrico sugiere su presencia en los extractos lipidicos analizados, y permite inferir que este acido
graso saturado es uno de los componentes predominantes. Ademas, al comparar la intensidad de
estas bandas a lo largo de las semanas en cada tratamiento, se puede observar un patrén de
acumulacion del &cido esteérico, particularmente evidente en tratamientos como el MeJA, el cual
mostro intensidades aumentadas en los picos FTIR a ~2850-2920 cm™, ~1740 cm™ y ~720 cm™.
Aunque MeJA favorece los insaturados, también se presume que incrementd los saturados (Xu et
al., 2017). Esto podria deberse a la activacion de vias lipidicas generales. Sin embargo, la falta de
picos especificos para esteérico y la superposicion con palmitico limitan la interpretacion. ElI AS
incrementd significativamente el &cido estearico, como lo indican los espectros FTIR de la Figura
8, los picos a ~2850-2920 cm™!, ~1740 cm™' y ~720 cm™* fueron intensos, reflejando un aumento
en acidos grasos posiblemente saturados (Mabudi et al., 2022). Es probable que el &cido esteérico
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 mas saturados (Hussain et al., 2022). Por otra parte, se presume que
el glicerol incrementd los acidos saturados, incluyendo el estearico, segin los picos FTIR

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

Si bien los picos en FTIR a ~2850-2920 cm ™!, ~1740 cm™' y ~720 cm™! son caracteristicos de acidos
grasos saturados, no se diferencian entre estearico y palmitico de manera precisa, ya que ambos
comparten estructuras similares. Por ende, la falta de picos especificos para ambos acidos complica
la confirmacion. 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
acidos grasos saturados: A. Esteérico - A. Palmitico, evidenciando respuestas metabdlicas como se

muestra en las Figuras 7 y 8.
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Figura 9.

Efecto de los inductores de estrés en la biosintesis de acidos grasos saturados (acido estearico-

&cido palmitico) en callos de Theobroma cacao L.
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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 biosintesis de &acidos grasos en
Theobroma cacao L.

Al emplear 50 uM de AS se destacd como el mayor inductor de estrés para la estimulacion de la
biosintesis de acidos grasos, logrando un pico de 10,4 mg/mL de 4cidos grasos totales en la semana
3. ElI AS es un componente clave de la Resistencia Sistémica Adquirida (SAR) y su accion se
relaciona con la activacién 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). Ademas, incrementd significativamente los acidos saturados, especialmente el palmitico
(hasta 15.31 mg/mL en el dia 21), y probablemente el estearico, segun los picos del FTIR. También
aumento el oleico, aunque en menor medida, como se observa en los picos a ~3010 cm™ y ~1650
cm™'. AS activa la via de la sintasa de acidos grasos y sefializacion de estrés, proporcionando energia

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

De manera similar, el MeJA (150 uM) también demostré ser un inductor eficaz, ya que favorecio
la produccion de &cidos grasos, logrando un pico de 8,1 mg/mL en la semana 3, destacando el
aumento de insaturados en la produccion de acidos grasos (picos a ~3010 cm™ y ~1650 cm™). Su
mecanismo de accion implica una compleja ruta de sefializacion que, al activar factores de

transcripcion especificos (como los MYC), modula la expresion de genes implicados en la
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biosintesis lipidica. La diferencia en la magnitud del efecto entre el AS y el MeJA podria atribuirse
a la especificidad de las vias de sefializacion activadas por cada compuesto y a la dosis empleada
(Si et al., 2022). Aunque en menor medida. MeJA puede activar enzimas desaturasas y vias
lipidicas, mejorando la fluidez de membranas y la produccion de moléculas de sefalizacion
(Hassanpour, 2024), por lo tanto, se sugiere que incremento parte de acidos grasos saturados e

insaturados.

El glicerol incrementé ambos tipos de acidos grasos, con un pico de 4,5 mg/mL en la semana 3. La
moderacion del impacto del glicerol podria explicarse por su baja concentraciéon como menciona
Chen & Liu (2016), que al compararse con el grupo control, mantiene una biosintesis basal de
acidos grasos, lo cual es previsible en un sistema biol6gico en crecimiento activo. Asimismo, el
glicerol puede actuar como precursor de la biosintesis lipidica, aumentando los picos de FTIR del
acido graso insaturado, asi 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 increment6 los acidos grasos, con un pico de 5,7 mg/mL en la semana 3,
destacando el oleico. La temperatura elevada, como factor de estrés abiotico, puede inducir la
reorganizacion de membranas y la acumulacion de lipidos, aunque su efecto parece ser menos
pronunciado que el de los inductores de estrés quimicos en este contexto (Niu & Xiang, 2018).
Esto es contrario a la tendencia general de aumento en saturados a temperaturas altas, posiblemente

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

Los resultados sugieren que los primeros 14 dias existe una baja concentracion de acidos grasos
saturados, con valores que oscilan de 1,5 mg/mL hasta 4,4 mg/mL. Sin embargo, a partir del dia 21,
con todos los inductores de estrés presenta una alta concentracion de acidos grasos destacandose
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 dia 28 de experimentacidn, la sintesis de &cidos grasos

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

Estos hallazgos no solo profundizan nuestra comprension de los mecanismos de respuesta de la
planta al estrés a nivel metab6lico y de sefializacién, sino que también abren vias para futuras

investigaciones biotecnolégicas orientadas a la produccion de metabolitos lipidicos valiosos
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3.6. Andlisis Estadistico

Se observa un efecto significativo en el inductor de estrés y el tiempo de exposicion, sobre la
produccion de acidos grasos en los sistemas celulares de Theobroma cacao L. (Figura 10 A). La
interaccion significativa sugiere que los tratamientos no actian de forma uniforme en el tiempo:
algunos inducen una mayor produccion en etapas especificas del cultivo, como ocurri6 con el AS

y el MeJA en la semana 3.
Figura 10.

Analisis estadistico de la produccion de &cidos grasos en callos de Theobroma cacao L.

A Gréfica de caja de Resultados B ICs simultédneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para Resultados
10 Gro - Control L
I
MeJA - Control ‘
e SA - Control i
T - Control |
@
S 6 MeJA - Gro ‘
©
35 \
2 SA - Gro
& \
4 T-Gro i
SA - MeJA -
2 T-MelA |
T-SA 1

C 50 25 00 25 50

Bloques 1 1 1 1 1
Tratamientos MeJA SA Gro T Control Si un intervalo no contiene cero, lzs medias correspondientes son significativamente
diferentes.

Nota. A: Se muestra la distribucion de la produccién de acidos grasos por tratamiento. B: Se
presenta los 1Cs 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 concentracion de acidos grasos producidos por los cultivos
celulares de Theobroma cacao L. El 4cido salicilico (SA) y el metil jasmonato (MeJA) destacaron
como los tratamientos mas efectivos en la induccion de lipidos (Figura 10 B). Durante la semana 3,
ambos tratamientos alcanzaron sus maximos valores de produccion de grasa, superando

significativamente al control (p < 0,05 seglin Tukey HSD).
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1.Conclusiones

La optimizacion del sistema biotecnolégico de Theobroma cacao L. permitidé establecer
condiciones eficientes para la generacion de biomasa callosa. El tratamiento con medio WPM
suplementado con ANA (2 mg/L) y KIN (0,5 mg/L) mostré los mejores resultados en proliferacion
y crecimiento, favoreciendo ademas rutas metabdlicas relacionadas con el estado embrioide y la
sintesis de compuestos clave. La formacion de callos friables, més activos metab6licamente,
respalda la eficacia y viabilidad del sistema propuesto.

El estudio evidencié que los inductores de estrés afectan tanto el crecimiento de biomasa como la
posible biosintesis de acidos 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 proliferacion, 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 dia 21 se observé un aumento en la acumulacién de
acidos grasos, destacando MeJA y AS, a pesar de su menor biomasa. Para el dia 28, la sintesis
disminuy6 en todos los tratamientos. Esto sugiere que el estrés no solo limita la biomasa, sino que
también puede activar rutas metabdlicas asociadas a la sintesis de lipidos como mecanismo
adaptativo.

La hidrolisis acida y la extraccion con hexano permitieron obtener altos rendimientos lipidicos,
con MeJA y AS destacandose como los inductores mas efectivos. Ambos tratamientos alcanzaron
su pico de produccion lipidica en la semana 3, superando los 8,1 y 10,4 mg/mL respectivamente
con presencia clara de acidos grasos en los espectros de FTIR. El analisis espectral confirmé estas
tendencias al mostrar una mayor intensidad en las bandas caracteristicas de acidos grasos. En el
caso de los saturados, como el palmitico y el estearico, se observaron sefiales destacadas en ~2850—
2920 cm™, ~1740 cm™ y ~720 cm™', mientras que los insaturados, como el oleico, presentaron
bandas mas intensas en ~3010 cm™ y ~1650 cm™.

El estudio demostré que los inductores de estrés, especialmente el &cido salicilico y el metil
jasmonato, modulan la biosintesis de &cidos grasos en callos de Theobroma cacao L. y que el
medio WPM suplementado con ANA y KIN favoreci6 la proliferacion de biomasa, confirmando

el potencial biotecnoldgico del sistema para producir lipidos de interés industrial.
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4.2. Recomendaciones

El anélisis mediante FTIR representa una herramienta valiosa para la identificacion rapida y
cualitativa de &cidos grasos en extractos lipidicos, destacandose por su bajo costo, facilidad de uso
y capacidad para detectar grupos funcionales caracteristicos. No obstante, para complementar esta
técnica y fortalecer la precisién en la caracterizacién lipidica, se sugiere integrar cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS). Esta metodologia permite una separacién
eficiente, identificacidn estructural detallada y cuantificacion exacta de &cidos grasos individuales,
incluyendo tanto los saturados como los insaturados (como palmitico, oleico, linoleico y esteérico).
Su aplicacion facilitaria validar si las variaciones observadas en el peso de los extractos
corresponden efectivamente a la acumulacion de &cidos grasos especificos y permitiria establecer
con mayor claridad el impacto de distintos tratamientos sobre el perfil lipidico. Asi, la combinacion
de FTIR y GC-MS ofrece un enfoque robusto y complementario para el estudio integral de lipidos
bioactivos.

Para lograr una caracterizacion mas completa y precisa del metabolismo lipidico inducido por
estrés, se recomienda ampliar el estudio del perfil de acidos grasos mas alla de los compuestos
comunmente evaluados (palmitico, estedrico, oleico y linoleico). Es fundamental considerar la
inclusion de otros acidos grasos de interés bioquimico e industrial, como el linolénico (C18:3),
araquidico (C20:0), eicosenoico (C20:1), behénico (C22:0), lignocérico (C24:0), asi como aquellos
de cadena corta y media (C8-C14), cuya sintesis puede estar asociada a respuestas adaptativas
frente a condiciones abi6ticas. La identificacion de estos compuestos permitiria un entendimiento
méas profundo de las rutas metabdlicas implicadas, incluyendo procesos de elongacion,
desaturacién mediada por desaturasas (FADs), y acumulacion de lipidos de reserva como los
triacilglicéridos, aportando informacion clave sobre los mecanismos bioquimicos activados por
inductores como el acido salicilico, metil jasmonato, estrés térmico y glicerol.

Para profundizar en la comprension del metabolismo inducido por estrés en estos sistemas
biotecnoldgicos, se recomienda ampliar el analisis mas alla del perfil lipidico tradicional,
incorporando la evaluacién de otros grupos de metabolitos de interés, como los compuestos
fendlicos y polifendlicos. Estos metabolitos secundarios cumplen funciones clave en la respuesta
a condiciones abidticas, actuando como antioxidantes, moduladores de sefiales celulares y
protectores del dafio oxidativo. Su caracterizacion, junto con la de los &cidos grasos, permitiria una
vision mas integral del reordenamiento metabolico bajo estrés, facilitando la identificacion de rutas
biosintéticas relevantes. Esta informacién no solo enriqueceria el conocimiento sobre la plasticidad
metabdlica de los sistemas vegetales o celulares estudiados, sino que también abriria oportunidades
para su aplicacion 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 metodologia empleada.
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Nota. La imagen fuer generadora en BioRender por los autores (Palacios & Sanchez, 2025).

Anexo 2.

Analisis de varianza de la optimizacion de las condiciones del sistema biotecnoldgico.

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. Analisis realizado en Minitab 18.
Anexo 3.
Peso fresco de callos inducidos a estrés durante el experimento.
Inductor de  Semana _ Semana ~ Semana ~ Semana ]
. Promedio Promedio Promedio Promedio
estrés
2,5611 3,1069 3,6286 3,9801
- 2547 32827 3933 44178
Blanco 2,5474 2,9396 3,5682 4,0266
+0,013 +0,457 +0,584 +0,718
2,5351 3,8016 4,6092 5,2466
2,5401 2,2948 2,4969 1,7002
- 25b382 22534 25655 18037
Temperatura  2,5369 2,3343 2,6264 1,8645
+0,001 +0,107 +0,065 +0,090
2,5376 2,1313 2,5734 1,8464
2,0525 2,1039 2,2026 2,0709
- 2065 21211 22408 19951
MEJA 2,0968 2,1781 2,3702 2,1254
+0,031 +0,050 +0,115 +0,180
2,0354 2,0813 2,1497 1,7891
2,5345 2,4491 2,2783 2,0978 2,5233
- 25434 - 23638 21475
AS 2,5435 2,2395 +0,287 2,3254 2,0248
. 0008 . #0287 0,331
2,5523 2,1462 2,6683 1,8943
2,5635 2,807 3,6535 29772
) - 24864 32216 __ 35402+0. - 3,5402
Glicerol 2,5386 2,0332 2,5219 3,4538
. *0012 ____ +0403 611 . #0610
2,5542 2,6189 3,4893 4,1895
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Anexo 4.

Proceso de hidrolisis acida en los callos de Theobroma cacao L.

Nota. Callos sufnergidos en una solucién de HCI 3N.

Anexo 5.

Extraccion del producto lipidico posterior a la hidrolisis &cida.
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Anexo 6.

Funcionamiento del espectrémetro FT-IR.

Anexo 7.

Concentracion del extracto de acidos grasos obtenidos.

Inductor de estrés Replica Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
Metil Jasmonato (150 uM) R1 1,2471 4,3712 8,1289 6,2958
R2 1,2722 4,3503 8,1052 6,3201
Acido salicilico (50 uM) R1 0,3870 3,3769 10,4352 6,3110
R2 0,3839 3,3413 10,4151 6,3334
Temperatura (35°C) 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.

Analisis de Varianza de la cuantificacion de acidos 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
Dias 3 199,780 66,5934 345498,88 0,000
Interacciones de 2 términos 12 31,441 2,6201 13593,48 0,000
Tratamientos*Dias 12 31,441 2,6201 13593,48 0,000
Error 20 0,004 0,0002
Total 39 310,540

Nota. Anélisis realizado en Minitab 18.
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