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Resumen

El presente estudio se realiz6 en el Centro de Bioplantas de la Universidad de Ciego de
Avila. El objetivo fue oobtener callos in vitro a partir del cultivo de Theobroma cacao L.
para determinar su contenido de compuestos fendlicos, asi como, determinar el contenido
de dichos compuestos en 6rganos de plantas de campo. Los estaminoides mostraron un
mayor crecimiento de callos y menor fenolizacion que el resto de los explantes evaluados.
Las nucelas mostraron el mayor grado de fenolizacion y el menor crecimiento de callos. El
thidiazuréon no tuvo influencia en el crecimiento del callo a los 56 dias mientras que el
acido 2,4-diclorofenoxiacético (12 mg.L-1) causé el mayor crecimiento de los callos a igual
tiempo sin diferencias con 8 mg.L™. Se observd un mayor crecimiento de los callos al
aumentar la concentracion de acido 2,4-diclorofenoxiacético, sin diferencias significativas
para 8 y 12 mg.L-'. Los mejores tiempos de desinfeccion de los explantes para la
formacion de callos fueron a los 10 y 15 minutos, pues con ellos se obtuvieron los menores
porcentajes de contaminacion y mayor formacion de callos. Se logré una mayor formacion
de callos al utilizar 3,0 mM de acido indol butirico. La mayor concentracion de compuestos
fenolicos ex vitro se encontr6 en semillas. Los callos formados a partir de nucelas
mostraron el mayor contenido de fenoles dentro de los tipos de callos evaluados. El mayor
contenido de fenoles solubles se detectd cuando no se utilizd6 hormona, mientras que la
mayor concentracion de fenoles ligados a la pared y totales se registraron para la mayor

concentracion de acido indol butirico.
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1. INTRODUCCION:

La biotecnologia ofrece una oportunidad para explotar las células, tejidos y organos de
plantas a través del cultivo in vitro, asi como su manipulacion genética para obtener
compuestos metabdlicos. En los Gltimos afios se ha incrementado el uso de estas técnicas
para la produccion de metabolitos a partir de plantas (Wu et al., 2001; Han et al., 2003;
Karam et al., 2003; Wong et al., 2004).

En la actualidad existen diferentes estrategias para la produccion de metabolitos
secundarios: a partir del cultivo de células (callos y suspensiones celulares) y el cultivo de
organos (brotes y raices transformadas y no transformadas) (Han et al., 2001; Giridhar et
al., 2005).

Las plantas son una fuente extraordinaria para el descubrimiento de nuevos metabolitos
secundarios, productos de valor medicinal para el desarrollo de drogas. La especie humana
depende de los metabolitos secundarios de plantas para desarrollar medicinas, saborizantes
para alimentos, perfumes y otros quimicos que se usan en la industria (Vanisree et al.,
2004).

La mayoria de los metabolitos secundarios de importancia farmacéutica se aislan a partir de
plantas debido a que su sintesis quimica no es factible economicamente (Oksman-
Caldentey e Inzé, 2004). Los compuestos secundarios en las plantas usualmente se
clasifican por sus caminos biosintéticos en tres grandes grupos: fenoles, terpenos y
esteroides-alcaloides. (Bourgaud et al., 2001).

Cada vez son mayores las evidencias que indican que el metabolismo secundario en las
plantas juega un papel critico en la salud humana. Y sus productos pueden ser importantes
como complemento nutricional (Hertog et al., 1993). Las plantas cuyos metabolitos
fenolicos posean propiedades farmacolodgicas, incluyendo actividad anticancer, antioxidante
y de inhibicion de la agregacion de plaquetas, son de especial interés en la actualidad (Rein

et al., 2000).



La obtencion de metabolitos secundarios se ve frecuentemente limitada debido a la
influencia de enfermedades, cambios climaticos, baja concentraciéon de los mismos en la
planta original e incluso problemas econémicos de los diferentes paises. En este sentido, el
cultivo de tejidos y células vegetales, in vitro, ofrece una fuente alternativa para la
produccion controlada de estos productos evitando los dafios ecoldgicos causados por la
sobreexplotacion de las especies productoras en la naturaleza y un mejor control de la
produccion; con independencia de factores ambientales, asegurando el cultivo de plantas
dificiles de propagar y una calidad constante del producto.

El cacao (Theobroma cacao L.) es endémico de la cuenca del Amazonas y la América
Central (Wood y Lass, 1985). Los alimentos derivados del cacao (manteca, cacao en polvo,
chocolate y otros productos relacionados con el chocolate) son alimentos ricos en diferentes
metabolitos secundarios, entre los que se encuentran los compuestos fenodlicos, con una
alta actividad biologica.

Entre los compuestos fendlicos se agrupan un considerable rango de sustancias que poseen
un anillo aromatico con un sustituyente hidroxilo y aunque un grupo significativo de ellos
estan presentes en los animales, la mayoria son de origen vegetal. En verdad la presencia de
una fraccion fendlica es un rasgo caracteristico de todos los tejidos vegetales. (Bourgaud et
al., 2001).

En estudios recientes se demostro que existen altos niveles de compuestos fenolicos en 112
plantas medicinales tradicionales en China, asociadas con actividad anticancer. También se
encontrd que las hidroxiantraquinonas, acidos fenodlicos y taninos fueron los principales
compuestos en los cultivares Rheum tanuticum Maxim. ex Balf., Rheum officinale Bail y
Rheum palmatu (Cai et al., 2004 a).

Los compuestos fenolicos en las plantas presentan varias funciones bioldgicas: actividad
antioxidante (Krenn et al., 2003, Cai et al., 2004a, Cai et al., 2004b, Mohd et al., 2004)
actividad antifungica (Manojlovic et al., 2005), antialimentaria (Morimoto et al., 2002), y
anticancerigena (Cai ef al., 2004b), entre otras. Los compuestos fenodlicos son de naturaleza
compleja, se asocian con los procesos de maduracion, y con mecanismos de defensa ante
diferentes tipos de estrés

Las evidencias de multiples investigaciones realizadas demuestran que los metabolitos

secundarios detectados en plantas solo representan una pequefia porcion de la



potencialidad que las plantas poseen para producirlos. El conocimiento del contenido de
estos compuestos en los diferentes érganos es de vital importancia si se pretende desarrollar
estrategias para su produccion eficiente de forma in vitro.
Es por todo lo anteriormente mencionado sobre los compuestos fendlicos, la posibilidad de
obtenerlos y manipularlos a través del cultivo in vitro, que la hipotesis del presente trabajo
fue:
La aplicacion de técnicas biotecnologicas, permite determinar la presencia de compuestos
fenolicos en callos de diferentes tejidos de Theobroma cacao L.
Por lo que se trazaron los siguientes objetivos:
* Obtener callos in vitro a partir del cultivo de diferentes tejidos de plantas de
Theobroma cacao L.
* Determinar el contenido de compuestos fenolicos a partir de 6rganos de plantas de
campo de Theobroma cacao L.
* Realizar la determinaciéon de compuestos fendlicos de Theobroma cacao L. en
callos obtenidos a partir de diferentes explantes.
Novedad cientifica: En Cuba no existe referencia sobre el estudio y obtencion de
metabolitos secundarios a partir de plantas de Theobroma cacao L. Con este trabajo se
pretende dar inicio al aislamiento e identificacion de estos productos en diferentes 6rganos
de la planta de campo y por vias biotecnologicas, asi como, la determinacion de su
actividad antioxidante que permitiria estudiar su posible aplicacion en la industria médico
farmacéutica cubana.
Valor practico: Se identificaron los principales oOrganos productores de compuestos
fendlicos en plantas de Theobroma cacao L. que permitiran trazar estrategias para la

produccion de estos compuestos con el empleo del cultivo in vitro.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 El cultivo de cacao. Origen v distribucion Geografia

El cacao (Theobroma cacao L.) es un cultivo de gran importancia para mucho paises de
América latina, Africa y Asia, al constituir la tercera mercancia agricola exportada en el
mundo después del café y del aziicar (Sasson, 1993), Y era cultivado en América, mucho
tiempo antes de la llegada de los Europeos (Braudeau, 1970). Su nombre fue derivado
directamente de la lengua maya “Kajkab” significado Amargo jugo lo cual hubo muchos
cambios hasta finalmente transformarse en “cacao” por facilidad de expresion (Barahona,
1987).

Las primeras referencias de la planta de cacao y sus productos son encontradas en los
relatos de los exploradores y conquistadores que siguieron a colon (Baker, 1891). Desde
este tiempo y posterior a los Aztecas, este cultivo adquirié un alto valor econémico ya sea
por su uso como alimento, moneda o como bebida ceremonial, fue Hernan Cortez quien dio
a conocer al mundo los atributos de este producto, convirtiendo a Espafia en el primer pais

europeo que utilizo el cacao y monopolizd su uso por muchos afios (Hardy, 1960).

Este cultivo es nativo de la selva himedas de América del sur entre los 18° Ny 15° S a una
altura generalmente inferior a 1, 250m de la cuenca del Orinoco y el ri6 Amazonas
(Braudeau, 1970, donde predomina condiciones de calor, sombra y humedad para su

desarrollo. (Urquhart, 1963)

A partir del siglo XVI se sembrd en muchas de las regiones tropicales de Centro y Sur
América y en muchas de las islas del caribe. Los espanoles, los holandeses y los
portugueses, llevaron el cacao a las islas de Golfo de Guinea en el continente Africano
durante el siglo XVII, y a los holandeses y espanolases se debe su introduccion en el
sureste de Asia, durante los siglos XVI y XVII. En el siglo XIX los alemanes llevaron el

cacao a las islas de Samoa y Nueva Guinea en el Pacifico Sur. (Urquhart, 1963, Vos et al.,
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2003). Segun Walgate (1990), el conteniente Africano representaba un 54% de la
produccion mundial, América del Sur 36% y Asia y Oceania con un 10%.

La fecha de introduccion en Cuba no se conoce con exactitud. Algunas hipdtesis plantean
que fue introducido por Cabaiguéan, actual provincia de Sancti Spiritus, en 1540 desde
Meéxico, durante la etapa de la colonizacion espanola (Marquez y Aguirre, 2003), otras
sustentan el criterio de que fueron los franceses quienes establecieron las primeras

plantaciones en la zona de Ti arriba, en la antigua provincia de oriente (castilla, 1981)

Segun Mejia y Palencia, (2000) de las cuales aproximadamente un 90% son utilizadas
como materia prima para la elaboracion de chocolate. Los paises productores generan un
ingreso anual de mas de 3000 millon de ddlares por exportacion de cacao en grano y sus
productos derivados (ITC, 2001). Africa representaba un 54% de la produccion mundial,
América del sur 36% y Asia y Oceania con un 10% (Watgate, 1990). Costa de marfil es el
pais con el mayor produccion de 38% del total mundial (Motamayor, et al., 2002).
Adicionalmente este cultivo depende de subsistencia de muchos pequefios agricultores para

genera trabajo; permitiendo asi, mejora sus niveles de vida. (Mejia y Palencia, 2000).

En la actualidad se encuentran plantadas 7 019 245 hectareas y la produccion total es de 3
923 183 toneladas, con un rendimiento promedio de 560, 6 kg.ha' (FAO, 2006). Segin la
Organizacion Internacional del Cacao ICCO (2009), la produccion mundial llegara 3, 466

millones de toneladas.

Desafortunadamente, el cultivo del cacao no ha podido desarrollarse en toda su magnitud
por lo que existe un déficit de produccion, debido al bajo potencial productivo de los
materiales sembrados y a la falta de hibridos adaptados a las zonas cacaoteras; asociado a la
edad avanzada de las plantaciones, bajas densidades de siembra, la alta incidencia de
enfermedades fungosas, las condiciones adversas de cultivo y los bajos precios del

producto en el mercado (Lopez et al., 1997; ITC, 2001; Mejia y Palencia, 2000).

En Cuba las principales areas de cultivo estan ubicadas en las provincias de Guantdnamo

(75%), Santiago de Cuba (14%), Granma (8%) y Holguin (3%), con un area total de 8 383
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hectareas. El municipio de Baracoa, Guantanamo ocupa el 51% de las areas productoras del
pais (Marquéis, 2003) con una produccion de 1 500 toneladas y un rendimiento promedio
de 266,1 kg.ha™, inferior en un 50% a la media mundial (FAO, 2006) entre las causas de
los bajos rendimiento en Cuba se encuentran la carencia de material de propagacion y
clones altamente productivos, el manejo inadecuado de la plantacion y las afecciones por

plagas y enfermedades (Menéndez et al, .2002)

Numerosos estudios han demostrado la importancia del compuesto flavonoides
antioxidantes presentes en el mismo por sus efectos beneficios en la salud (Cakirer, 2003),
los cuales actuan en inhibicion d los dafios oxidativos (Verstraeten et al., 2003) 'y
previenen diversas enfermedades como la trombosis (Pearson et al., 2002), las
enfermedades cardiovasculares (Kris-Etherton y Keen, 2002) y el cancer (Wollgast y
Anklam, 2000; Carnesecchi et al., 2002); de ahi que el gobern6 cubano haya implementado
un programa para el aumento del consumo de este producto (castro, 2005), lo cual

demandaré de un incremento en la plantacion del cultivo.

2.2 Botanica de la Theobroma cacao L

Se aparicion en la literatura botanica en 1582 fue bajo la pluma de Charles DE L Eclisc.
En 1737 Carlos Linneo sustituye el nombre del género por el de Theobroma, dentro de la
especie Theobroma cacao L. a partir de la cual se clasifican todos los cacaos cultivados

hoy. (Braudeau, 1970).

2.2.1 Clasificacién Taxondémica.

Segun Motamayor, et. Al (2002) desde el tiempo de vista botanico el cacao se clasifica de
la siguiente manera:

Reino: Plantea

Subreino: Tracheobionta

Division:  Spermatophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Malvales

Familia:  Sterculiaceae
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Subfamilia: Byttnerioideae
Tribu: Theobromeae
Género:  Theobroma

Especie:  Theobroma cacao L.

El género Theobroma se divide en 6 secciones que comprende 22 especies todas originarias
de los bosques humedos tropicales de la América Ecuatorial. Entre ellos el Theobroma cacao
L., el tnico que se cultivada ampliamente. (Cuatrecasas, 1964; Toxopoeus, 1985; Mossu,

1990).

2.2.2. Variedades comerciales

Los arboles de cacao tienden a ser agrupados por tradicion en tres grupos principales
llamados Criollo, Forastero y Trinitario; de los cuales muchos hibridos han sido y

continuaran siendo desarrollados (ITC, 2001).

La diversidad es mas evidente en caracteres del fruto como la forma, relieve de la
superficie y color; asi como la forma de la semilla y el color de los cotiledones y en menor
grado en caracteres del porte, follaje y flores. Menos visibles pero de gran importancia

economica son las diferencias en susceptibilidad a enfermedades fungosas (Ledn, 2000).

Urquhart (1963), Braudeau (1970), Nosti (1970), Engles et al., (1979), Castilla (1981) y
Bekele (1994), coincidieron en plantear la existencia de tres grupos de cacao: Criollos,
Forasteros y Trinitarios; clasificacion basada en los caracteristicas morfologicas y

agrondmicas

2.2.2.1 Criollos 0 nativos: El apelativo “'Criollo”” fue en su origen atribuido lo

espafioles al cacao cultivado inicialmente en Venezuela y en particular todos tipos de
cotiledones blancos antiguamente cultivados en América central y México. Segin Castilla
(1981) existen 6 clasificaciones del cacao criollo; criollo de Venezuela, de Ceilan, de Java,
de Samoa de Madagascar, de Nicaragua y de criollos porcelana. El criollo representa los
cacaos originales de gran calidad, famosos por su finura y sus aromas poderosos con un

destino a la chocolateria de alta gama, de escaso contenido en taninos, reservado para la
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fabricacion de chocolates mas finos. El arbol es fragil y de escaso rendimiento. Representa,
como mucho, el 10% de la produccion mundial. (Braudeau, 1970) debido a su fragilidad
frente a las enfermedades y frente a los insectos se ha reportado que los Criollos son
extremamente susceptibles, especialmente a Phytophthora spp y Ceratocystis y no
sobreviven a ataques persistentes de plagas (Toxopeus, 1985). Se cultiva en América en
Venezuela, Honduras, Colombia, Ecuador Nicaragua, Guatemala, Trinidad, Jamaica,

Meéxico y granada; y en el caribe, en la zona del océano indio y en Indonesia

2.2.2.2 Forasteros El grupo de los forasteros comprenden a los cacaos de Brasil y
Africa Occidental, que proporcionan el 80% de la produccién mundial. También se llaman
amazonicos, porque estan distribuidos en forma natural, en la cuenca de ese rid y sus
afluentes. El centro de origen es el area localizada entre los rios Napo, Putumayo y Caqueta
en América del sur. Los estaminoides son pigmentados de violeta, las mazorcas son
amarillas cuando maduras con surcos y rugosidad con poco conspicuos, lisos y de extremo
redondeado. La cascara de la mazorca es relativamente gruesa con mesocarpio fuertemente
lignificado. Los granos son mds o menos aplastados con cotiledones frescos de color
purpura oscura. Las semillas requieren de 4 a 6 dias para la fermentacion. Los arboles de
este grupo estan considerados como los mas vigorosos, de alto rendimiento, con semillas
planas y purpuras (Toxopeus, 1985.; Figueira et al.; 1997.; Leon, 2000.; Toxopeus, 1985.;
Figueira et al.; 1997.; Ledn, 2000;).

Segun Engels et al. (1979) los cacaos tipos forasteros estan divididos en cuatro subgrupos:
Angoleta, Cundeamor, Amelonado y Calabacillo, pero Castilla (1981) plantear que existe
otro llamado lagarto. Braudeau (1970) e ITC (2001) explic6 que la mayoria de arboles
plantados de forasteros son hibridos, y sea entre variedades de forastero o mezclado entre
criollo y Forastero. Estos hibridos son mucho resistentes a los ataques de Crinipellis
perniciosa (enfermedad de la escoba de bruja). Debido a la resistencia de esta planta a las
enfemerdades actualmente el 90% del cacao que se cultiva en el mundo es de la variedad

forastero y mucho mas productivo que criollo (Braudeau, 1970 y ITC, 2001)
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Los clones Forasteros en especial los tipos Bajo amazoénicos son empleados en el 95% de la
produccion comercial de chocolate (Ancho y Fowler, 1994). Se trata de un cacao normal,
con el tanino mas elevado. Carece del fino sabor del Criollo y es conocido como el cacao
mas comun en la industria del chocolate. Los mejores productores usan granos mezclados
para dar cuerpo y amplitud al chocolate, pero la acidez, el equilibrio y la complejidad de los
mejores chocolates provienen de la variedad criolla. (Motamayor, et. al 2002)
Actualmente la mayoria de arboles plantados de Forastero son hibridos, ya sea entre
variedades de Forastero o una mezcla entre Criollo y Forastero. Estos hibridos son
preferidos debido a la mayor resistencia a las enfermedades conocidas y a que tienen una
mayor produccion (ITC, 2001).

2.2.2.3 Trinitarios Datos historicos muestra que el cacao Trinitario es nativo al
pais Trinidad resultando de un hibridacion natural entre el criollo y el Almidonado
Forastero (Motamayor et al., 2003; 2008), este hibridismo ocurrido en la isla de Trinidad
alrededor del afio 1730 (Braudeau, 1970), donde, después de un terrible huracan que en
1727 destruy6 practicamente todas las plantaciones de la Isla, surgié como resultado de un
proceso de cruce. (Motamayor et al., 2002)
Motamayor et al (2003) plantearon existe dudas en la obtencion del mismo incluyendo el
origen del Trinitario; los progenitores Amelonado son de tipos Bajo amazonicos, el
Orinoco o las Guyanés. Al existir una representacion completa de segregacion entre
forasteros y Criollos, de ahi que las caracteristicas genéticas y de calidad sean intermedias
entre ellos. Los Trinitarios ocupan entre un 10 y 15% de la produccion mundial Hancook y
fowler, 1994).
2.3 Métodos de propagacion

2.3.1 Propagacion en el campo
La propagacion del cacao se realiza por la via sexual o por semillas y por métodos de
reproduccion asexual o vegetativa, la cual utiliza los métodos de estacas, injertos y

acodos (Soto y Herrera, 1985; Moreno et al., 1983., Castilla (1981)).

2.3.2 Propagacion sexual
Es la forma mas generalizada y facil para reproducir el cacao (Moreno et al., 1983).pero de

este manera nunca se consigue conservar integramente los caracteres de la planta madre.
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Castilla, 1981). Existen dos formas principales de producir cacao por semillas; la primera
es plantando las semillas directamente en el campo y la segunda es sembrando las semillas
en un semillero temporal (Hardy, 1960).
Las principales ventajas planteada por Castilla (1981) son: Las posturas pueden ser
transplantadas al campo en un tiempo mas corto, es mas facil la obtencidon de posturas para
la plantacion, el sistema radicular alcanza mayor desarrollo y el sistema de reproduccion es
mas economico.

2.3.3 Propagacion asexual ex Vitro
Castilla (1981) explico que la reproduccion asexual, vegetativa o agamica es la
reproduccion, por medio de partes vegetativas. Dicho practica no implica cambio en la
constitucion genética de la nueva planta manteniendo las caracteristicas en la planta nueva
como de la madre.
En ningun individuo superior es posible fijar indefinidamente sus caracteres cuantitativos
por medio de la reproduccion sexual, por cuanto resulta dificil repetir la combinacién de
gametos que originaron el genotipo del individuo. De alli que la propagacion vegetativa que
da lugar a la propagacion de clones, es el Unico procedimiento que permite perennizar
genotipos superiores (Vera, 1987). Los métodos mas utilizados para la propagacion del
cacao en forma asexual o vegetativa, son el injerto, la estaca y el acodo.
Las técnicas descritas de propagacion vegetativa presentan eficiencia variable, requieren de
jardines clonales para producir suficiente material para la propagacion y un alto costo por
planta obtenida, por lo que su utilizacion es muy limitada. Como resultado de programas de
mejoramiento genético del cacao desarrollados en diversos centros del mundo, existe una
cantidad considerable de genotipos mejorados: sin embargo una de las mayores limitantes
para aprovechar este germoplasma mejorado es la falta de métodos de clonacion masiva de
plantas seleccionadas, eficientes tanto desde el punto de vista econdmico como agrondémico
(Lopez — Baez et al., 2001)

2.3.4. Propagacion asexual in vitro
Las dificultades en la propagacion convencional del cultivo han incrementado el interés por

el empleo de métodos biotecnologicos en el cacao. Muchos esfuerzos se han realizado para

desarrollar metodologias de propagacion in Vitro a través de brotes auxiliares (Janick y
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Whipkey, 1985, Figueira et al., 1991; Adu-ampomah et al., 1992); sin embargo, no ha sido
posible lograr la formacion de series sucesivas de brotes.

La biotecnologia ofrece una oportunidad para explotar las células, tejidos y organos de
plantas a través del cultivo in vitro asi como su manipulacion genética para obtener los
compuestos deseados. En los ultimos afios se ha incrementado el uso de estas técnicas para
la produccion de estos compuestos secundarios a partir de plantas (Wu et al., 2001; Han et

al.,2001; Karam et al., 2003; Wong et al., 2004).

El cultivo in vitro del cacao se ha trabajado por varios grupos de investigadores utilizando
diferentes tipos de explantes como nuclear (Chatelet et al., 1992; sondahl et al., 1993),
pétalos (sondahl et al., 1994 y Young et al., 2003) y estaminoides (Lopez Baez et al., 1993;
Alemanno et al., 1997; Li et al., 1998, Silva et al., 2002 y Young et al., 2003). A pesar de
los avances alcanzados en el mundo, existen dificultades por los bajos porcentajes de
conversion de los embriones somaticos en plantulas (Furtek et al., 2001 y Silva et al 2002)
y la variable respuesta de los genotipos a la embriogénesis somatico en plantulas (Silvia et
al., 2002) debido a que los clones de tipo forastero responden mejor a la formacion y
conversion de los embriones que los tipos trinitarios (Almanno et al., 1997)

La propagacion invito es uno de los métodos en desarrollado para buscar una solucion de este
problema por los bajos porcentajes de conversion de los embriones somaticos en plantulas y
la variable respuesta de los genotipos a la embriogénesis.

Las mayores ventajas del cultivo in vitro sobre la produccion agricola convencional son: la
sintesis de los metabolitos secundarios tiene lugar en un ambiente controlado,
independiente de las condiciones del clima y del suelo; se eliminan las influencias
bioldgicas negativas tales como microorganismos e insectos; es posible seleccionar
variedades con la mayor produccion de metabolitos secundarios y es posible disminuir los
precios e incrementar la produccién con la automatizacion del proceso (Mulabagal y Tsay,

2004).

2.4 El cultivo de callos para la obtencion de fenoles
El callo es un crecimiento desorganizado de células obtenido a parte de un determinado
tejido. La formacion de callo comienza con el aislamiento de o6rganos o tejidos

diferenciados, los cuales posteriormente se desdiferencian ante la presencia de auxina
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exogena en el medio de cultivo. En las células se presenta una proliferacion continua,
acelerada y de apariencia desorganizada, dando origen a una masa amorfa de tejidos
(Goémez, 1998)

Se ha formado callos utilizando diferentes tipos de explantes y plantas in vitro asi como el
uso de drganos o fragmentos de Organos encerrados en frutos o inflorescencias. Solo un
pequeio porcentaje de las células en un explante dado contribuyen a la formacién del callo
generalmente esta situado en la superficie del explante o en la superficie extirpada. La
tendencia es a emplear tejidos mas indiferenciados y los mas jovenes posibles, lo cual ha
permitido obtener éxito en el cultivo in Vitro de diferentes especies (Gomez, 1998).

La fase de formacion de callos se obtiene facilmente solamente con la presencia en el
medio de cualquier tipo de auxina (Gomez, 1998). Las auxinas son ampliamente utilizadas
en el micro propagacion y su in cooperacion en los medios para estimular el crecimiento de
los callos y las suspensiones celulares. El tipo de compuesto y la concentracion requerida
depende del nivel de auxina del explante y la capacidad del tejido a sintetizar auxinas
naturales, asi como la interaccion entre la auxina sintética anadida y la sustancia natural
endoégeno. (George, 2008)

La auxina mas frecuentemente utilizada para iniciar el cultivo de callos es el 2, 4-D, aunque
algunos investigadores prefieren utilizar ANA o AIA, o para transferir los callos a estos
medios después de haber sido iniciado con 2,4-D. La induccion de callos de plantas de
hojas anchas, 2,4-D se obtienen al utilizar niveles de concentracion entre 4.5 — 13.6 uM
(1.0-3.0 mg.L-1) (George, 2008)

Algunos investigadores han utilizado mezclas de diferentes auxinas para la formacion de
callos (Blackmond ez, al.; 1981). Biswas et., al. (2007) utilizaron concentraciones de BAP
y KIN, para inducir brotes y induce raices con WPM suplementado con 0.1 mg.L-1 IBA,
IAA, y NAA. Sarker et., al (2007) obtuvo mejor resultados con el uso de 0.3mg/L de AIB
en la induccién de raices a partir de brotes regenerados en plantas de Corchorus capsularis
L)

Caboni y Tonalli (1999), sefialan que el AIB es la auxina mas efectiva para la induccion de
raices en un amplio rango de especies. También es conocido que el AIB es superior al ATA

y ANA por ser de forma natural mas estable (Hutchinson 1995). Munshi et al. 2007, obtuvo
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similares resultados al obtener la regeneracion in Vitro de la Col (Brassica oleracea L. var.
Capitata) a través del cultivo de hipocotilo y cotiledones.

Jalal y Colin (2006) en subcultivos consecutivos obtuvieron callos y suspensiones celulares
en Teobroma cacao con la utilizacion de acido indolbutirico (AIB) y zeatina (Z). Ellos
utilizaron concentraciones de 1 mg .L™' IBA y 0-05 mg L' de zeatina para formacion de

callosy 10 mg 1 "' IBA'y 0-5 mgL"" zeatina para obtencién de la suspensioén celular.

CH.CH.CH.-COOH

s *

indolebutyric acid (IBA)

2.5 Los Metabolitos

Las plantas poseen rutas metabolicas por las cuales sintetizan y utilizan ciertos compuestos
organicos: azlcares, aminoacidos, acidos comunes, nucledtidos y polimeros derivados de
ellos, por un proceso se denomina metabolismo primario, (Looney y Ellis, 2000; Verpoorte
et al., 2000). También a través del metabolismo secundario se obtienen compuestos
quimicos que cumplen funciones no esenciales en las plantas, intervienen en las
interacciones ecologicas con el ambiente. (Croteau et al., 2000; Lincoln et al., 2006; Judd
etal.,2002).

Algunos metabolitos provienen del metabolismo primario, tales como: ficina (Singleton y
Buttle, 1998), papaina, quimopapaina, caricina, proteasa IV de papaya (Looze, 1998),
bromelina (Hernandez et al., 1997; Rowan, 1998). Otros provienen del metabolismo
secundario como: saponinas (Lu et al., 2001); taxol (wu et al., 2001, acido rosmarico
(Karma et al., 2003), ajmalicine y serpentine (Wong et al., 2004), flavonoides (Schijlen et
al., 2004), furanocoumarinas (Massot et al., 2000), antocianinas (Meyer et al., 2002)
artemisinina, (Kim ef al., 2001) y antraquinonas (Han et al., 2001), entre otros.

Cada vez son mayores las evidencias que indican que el metabolismo secundario en las
plantas juega un papel importante en la salud humana y en ocasiones para la nutricion
(Hertog et al., 1993). Los metabolitos secundarios son una fuente importante para la

obtencion de medicamentos y otros valiosos productos quimicos como: venenos,
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saborizantes, pegamentos, aceites, ceras, colorantes, insecticidas y aditivos nutritivos

(Verpoorte et al., 2000, Croteau et al., 2000; Lincoln et al., 2006; Judd et al., 2002).

Muchos productos de metabolitos secundarios estan implicados en relaciones ecologicas de
la planta productora con otros organismos de ambito natural, y es una fuente importante de
principios activos de medicamentos y de otros valioso productos quimicos como son las

esencias, colorantes, insecticidas y aditivos nutritivos (Verpoorte ef al., 2000).

Las evidencias de multiples investigaciones realizadas demuestran que los metabolitos
secundarios detectados en plantas solo representan una pequefia porcion de la habilidad
potencial que las plantas poseen para producirlos. El conocimiento del contenido de estos
compuestos en los diferentes 6rganos es de vital importancia si se pretende desarrollar

estrategias para su produccion eficiente de forma in Vitro. (Vanisree et al., 2004).

Las plantas son una fuente extraordinaria para el descubrimiento de nuevos metabolitos
secundarios. (Vanisree et al., 2004). La biotecnologia ofrece una oportunidad para explotar
las células, tejidos y organos de plantas a través del cultivo in vitro asi como su
manipulacion genética para obtener los compuestos deseados. En los tltimos afios se ha
incrementado el uso de estas técnicas para la produccion de estos compuestos secundarios a
partir de plantas. (Wu ef al.; 2001; Han ef al.; 2003; Karma et al.; 2003; Wong et al., 2004).
La mayoria de los metabolitos secundarios de importancia farmacéutica se aislan a partir de
plantas debido a que su sintesis quimica no es factible econdmicamente (Oksman-
Caldentey e Inz¢, 2004).

Las evidencias de multiples investigaciones realizadas demuestran que los metabolitos
secundarios detectados en plantas solo representan una pequeia porcion de la habilidad
potencial que las plantas poseen para producirlos. El conocimiento del contenido de estos
compuestos en los diferentes organos es de vital importancia si se pretende desarrollar
estrategias para su produccion eficiente de forma in vitro. Giridhar et al., 2005).

Existen diferentes estrategias para la produccion de metabolitos secundarios: a partir de
cultivo de células (callos y suspensiones celulares) y de oOrganos (brotes y raices
transformadas y no transformadas) (Han ef al., 2001; Giridhar ef al., 2005). Todos pueden
ser realizados a partir de estrategias eficientes de forma in vitro. (Wu et al., 2001; Han et

al.,2001; Karma et al., 2003; Wong et al., 2004).
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La posibilidad de obtener los metabolitos secundarios in vifro es una alternativa atractiva
para su produccion. Las mayores ventajas de esta tecnologia sobre la produccion agricola
convencional son: la sintesis de los metabolitos secundarios tiene lugar en un ambiente
controlado, independiente de las condiciones del clima y el suelo; se eliminan las
influencias bioldgicas negativas tales como microorganismos e insectos; se facilita la
seleccion de variedades con mayor produccion de metabolitos secundarios y es posible
disminuir los precios e incrementar la produccion con la automatizacion del proceso

(Mulabagal y Tsay, 2004).

Los compuestos secundarios en las plantas usualmente se clasifican en tres grandes grupos
en base a sus origenes biosintéticos: fenilpropanoides, terpenoides y esteroides y alcaloides.
(Bourgaud et al., 2001; Croteau et al., 2000; Lincoln et al., 2006). Estos compuestos
fenolicos en las plantas presentan varias funciones bioldgicas: actividad antioxidante
(Krenn et al, 2003, Cai et al., 2004a, Cai et al., 2004b, Mohd et al., 2004) actividad
antifingica (Manojlovic et al., 2005), antialimentaria (Morimoto et al., 2002), y

anticancerigena (Cai et al., 2004b), entre otras.

Los compuestos fendlicos se agrupan en un considerable rango de sustancias que poseen un
anillo aromatico con un sustituyente hidroxilo y aunque un grupo significativo de ellos
estan presentes en los animales, la mayoria son de origen vegetal. Ademas presentan una
fraccion fenolica que es caracteristica de cada tejido y especie vegetal. (Bourgaud et al.,
2001). En general son sintetizados por una de dos vias biosintéticas: la via del acido
shikimico o la de los policétidos (Bruneton, 1991.; Dominguez, 1973).; Trease, et al.
1996.; Wagner y Bladt (1996), o la via del acido malonico (o por las dos, por ejemplo los
flavonoides) (Croteau et al., 2000.; Lincoln et al., 2006.; Judd et al., 2002.; Bruneton,
1991.; Dominguez, 1973.; Trease, ef al. 1996.; Wagner and Bladt, 1996).

Por la via del 4cido shikimico ocurre en la biosintesis de la mayoria de los fenoles de las
plantas superiores. Los sustratos iniciales son la eritrosa-4-fosfato (de la via de las pentosas
fosfato) y el 4cido fosfoenolpiravico (proveniente de la glucélisis). Uno de los productos de
esta via es la fenilalanina, de la que se deriva la mayoria de los fenoles. La fenilalanina, un

aminodcido esencial parte del metabolismo primario de las plantas y animales, entra al
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metabolismo secundario cuando la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) cataliza la
eliminacioén de un amonio convirtiendo a la fenilalanina en acido cinamico.

La via del acido maldnico es una importante fuente de fenoles en bacterias y hongos, y en
las plantas superiores existe aunque no es tan utilizada como en aquéllos. Su sustrato es el
acetil-CoA. Junto con la via del 4cido shikimico participa en la biosintesis de los
flavonoides, la lignina y otros fenoles. (Lincoln et al., 2006)

Los compuestos fenolicos de las plantas son un grupo heterogéneo de productos con mas de
10.000 compuestos. Algunos son solubles en solventes organicos, otros son glucosidos o
acidos carboxilicos y por lo tanto solubles en agua, y otros son polimeros muy grandes e
insolubles. Este grupo también juega una variedad muy heterogénea de roles en las plantas,
que son atribuidos en general a los productos secundarios, muchos son productos de
defensa ante herbivoros y patdogenos (Verpoorte y col., 2000. ; Croteau et al., 2000; Lincoln
et al., 2006; Judd et al., 2002), otros proveen soporte mecanico a la planta, otros atraen
polinizadores o dispersores de semillas, algunos de ellos absorben la radiacion ultravioleta,
0 actuan como agentes alelopaticos (por ejemplo reducen el crecimiento de plantas
competidoras que estén cerca). (Swain, 1973; Levin, 1976; Cronquist, 1977; Lincoln et al.,
2006).

Los compuestos fenolicos en las plantas presentan varias funciones bioldgicas: actividad
antioxidante (Krenn et al., 2003, Cai et al., 2004a, Cai et al., 2004b, Mohd et al., 2004)
actividad antifungica (Manojlovic et al., 2005), antialimentaria (Morimoto et al., 2002), y
anticancerigena (Cai et al., 2004b), entre otras. Los métodos quimicos que se usan
comunmente para la separacion e identificacion de estos compuestos fitoquimicos a partir
de extractos de plantas, son la Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) (Weng y
Sheu, 2000, Derksen et al., 2003, Hai-Xia y Man-Cang, 2004; Coll y Tandron, 2005) La
cromatografia liquida en Capa Fina de Alta Resolucion (HP-TLC) (Narendra et al., 2005),
entre otros.

Las evidencias de multiples investigaciones realizadas demuestran que los metabolitos
secundarios detectados en plantas solo representan una pequefia porcion de la
potencialidad que las plantas poseen para producirlos. El conocimiento del contenido de
estos compuestos en los diferentes érganos es de vital importancia si se pretende desarrollar

estrategias para su produccion eficiente de forma in vitro.
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Uno de los mayores problemas de las plantas crecidas en campo como fuente de
metabolitos secundarios es asegurar el suministro constante de los compuestos pero esta
limitada debido a la influencia de enfermedades, cambios climaticos, baja concentracion de
los mismos en la planta original e incluso problemas econémicos de los diferentes paises.,
ya que este fuente alternativa ofrece mayor ventaja en un ambiente controlado para la
seleccion de variedades con mayor produccion de metabolitos secundarios.

En Cuba no existe referencia sobre el estudio y obtencion de metabolitos secundarios a
partir de plantas de Theobroma cacao L. Con este trabajo se pretende dar inicio al
aislamiento e identificacion de estos productos en diferentes tejidos de la planta por vias
biotecnologicas.

Se identificaron los mejores explantes productores de compuestos fenolicos en plantas de
Theobroma cacao L. lo que permitira trazar estrategias para la produccion de estos
compuestos con el empleo del cultivo “in vitro”.

En este sentido, el cultivo de tejidos y células vegetales ofrece una fuente alternativa para la
produccion controlada de estos productos evitando los dafios ecoldgicos causados por la
sobreexplotacion de las especies productoras en la naturaleza y un mejor control de la
produccién; con independencia de factores ambientales, asegurando el cultivo de plantas
dificiles de propagar y una calidad constante del producto.

Con todo lo anteriormente mencionado, la posibilidad de obtencién de compuestos
fenolicos a partir del metabolitos secundaria tiene una amplia ventaja especialmente en
diversos campos como: la medicina, la farmacia lucha contra plagas, en la industria

alimentaria.
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3. MATERIALES Y METODOS:

Los experimentos relacionados con el cultivo de tejidos se desarrollaron en los Laboratorios
de Células y Tejidos e Ingenieria Metabélica del Centro de Bioplantas, Ciego de Avila. En
todos los casos, los experimentos se montaron con 45 explantes por tratamiento.

Para el cultivo de tejidos, los botones florales, hojas jovenes y frutos inmaduros se
transportaron en agua destilada estéril a temperatura ambiente. La desinfeccion e
implantacion se realizé antes de las cuatro horas de tomado el material vegetal.

Las determinaciones de compuestos fendlicos se realizaron en el laboratorio de Ingenieria
Metabolica del Centro de Bioplantas. Para ello se utilizaron hojas jovenes y adultas, flores,
ramas, semillas y raices de plantas adultas de Theobroma cacao L. del poblado de Modesto
Reyes (Ciego de Avila), asi como, callos formados a partir de nucelas, pétalos,
estaminoides y hojas jovenes de dichas plantas.

Para las determinaciones bioquimicas el material vegetal se transport6 en nitrégeno liquido.

3.1 Establecimiento in vitro de Theobroma cacao L.

Proceso de desinfeccion:
Los botones florales (para extraer estaminoides y pétalos) y las semillas (para extraer las
nucelas) se desinfectaron de la siguiente forma:
« Lavado en solucion de detergente al 1%.
. Enjuague con agua destilada estéril tres veces.
« Desinfeccion con hipoclorito de sodio al 1% por 20 minutos.
. Lavado con agua destilada estéril cuatro veces.

3.1.1 Influencia de la cisteina y el polivinilpirrolidona como agentes
antioxidantes para el establecimiento de callos con estructuras
embriogénicas de Theobroma cacao L.

Explantes evaluados: Pétalos, estaminoides y nucelas.
Antioxidantes: Cisteina (0,0; 0,050; 0,100 y 0,150 g.L'l)
Polivinilpirrolidona (PVP) insoluble (0,0; 0,5; 1,0 y 1,5 g.L'™")
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Medio de cultivo semisdlido: Crecimiento primario de callos (PCG) del protocolo de
Pensylvania (Young ef al., 2003) con 0,005 mg.L™" de thidiazurén (TDZ) y 2 mg.L" de
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D).
Se evalu6 el numero de explantes fenolizados por tratamiento a los 14 dias después de
implantado el material vegetal y el crecimiento (mm) de los callos cada 14 dias para cada
tipo y dosis de antioxidante probado.
3.1.2 Influencia del tipo de explante en la formacion de callos de
Theobroma cacao L.
Explantes evaluados: Pétalos, estaminoides de botones florales de 1 cm de longitud y
nucelas de frutos inmaduros.
Medio de cultivo: PCG (Young ef al, 2003) con 0,005 mg.L" de TDZ y 2 mg.L" de 2,4-D.
Se evalud el crecimiento (mm) en el tiempo de los callos cada 14 dias después de
implantado el material vegetal
3.1.3 Influencia del thidiazurén y el &cido 2,4 diclorofenoxiacético en la
formacion de callos de Theobroma cacao L.
Explante: Estaminoides de botones florales de 1cm de longitud.
Medio de cultivo semisélido: PCG (Young et a/, 2003) con 2 mg.L'1 de 2,4-Dy TDZ (0,0;
0,005; 0,010; 0,020 y 0,030 mg.L™).
Medio de cultivo semisolido: PCG (Young et al, 2003) con 0,005 mg.L™" de TDZ y 2,4-D
(0,0; 2,0; 4,0; 8,0; y 12,0 mg.L™)
Se evaluo6 el crecimiento de los callos (mm) durante el transcurso del tiempo cada 14 dias
después de implantado el material vegetal para cada tipo y dosis de hormona probada.
3.1.4 Efecto del tiempo de desinfeccion sobre la contaminacion del material
vegetal y la formacion de callos a partir de hojas jovenes de
Theobroma cacao L.
Explante: Secciones de 1 cm” de hojas jovenes de Theobroma cacao L.
Procedimiento de desinfeccion: Se lavaron en solucion de detergente al 1%, se enjuagaron
tres veces con agua corriente y luego se trasladaron al flujo laminar en agua destilada
estéril.
Se desinfectaron en hipoclorito de sodio a 2% durante los diferentes tiempos evaluados (5,

10 y 15 min.). Después de la desinfeccion se realizaron tres enjuagues con agua estéril. Se

19



Obtencién de Compuestos Fendlicos de Theobroma cacao L. a través de Técnicas Biotecnolodgicas.

establecid un tratamiento testigo sin desinfeccion. Este ultimo se sometido solo a

condiciones de lavado y enjuague similares a los tratamientos con desinfeccion.

Medio de cultivo: Medio basal MS, suplementado con myo-inositol, tiamina.HCL, y la
hormona acido indol butirico (AIB) a 2.0 mM. Todos los tratamientos se incubaron en las
condiciones de oscuridad y se realizd la evaluacion del porcentaje de explantes
contaminados y porcentaje de formacion de callos cada 3 dias. Para el andlisis estadistico se
utilizaron como réplicas cinco grupos de nueve explantes cada uno.

3.1.5 Efecto de la concentracion de acido indol butirico en la formacion

de callos a partir de hojas jovenes de Theobroma cacao L.

Explante: Secciones de 1 cm?® de hojas jovenes de Theobroma cacao L.
Procedimiento de desinfeccion: Se lavaron en solucion de detergente al 1%, se enjuagaron
tres veces con agua corriente y luego se trasladaron al flujo laminar en agua destilada
estéril.
Se desinfectaron en hipoclorito de sodio a 2% durante 10 minutos. Después de la
desinfeccion se realizaron tres enjuagues con agua estéril.
Medio de cultivo: Medio basal MS, suplementado con myo-inositol, tiamina. HCL y la
hormona AIB a 0,0; 1,0; 2,0 y 3,0 mM. Se establecié un tratamiento testigo sin hormona.
Todos los tratamientos se incubaron en las condiciones de oscuridad y se realizé la
evaluacion del porcentaje de formacion de callos cada 3 dias. Para el andlisis estadistico se
utilizaron como réplicas cinco grupos de nueve explantes cada uno.
3.2 Determinacion de la concentracion de compuestos fenolicos en callos y diferentes
drganos de plantas de campo de Theobroma cacao L.
Para la extraccion de compuestos fenolicos de Theobroma cacao L., se maceraron en
nitrégeno liquido 100mg de cada material vegetal (hojas jovenes y adultas, flores, ramas,
semillas y raices de plantas adultas, callos formados a partir de nucelas, pétalos,
estaminoides y hojas jovenes de dichas plantas). Los fenoles solubles se extrajeron tres
veces con metanol. Los extractos se centrifugaron por 5 min a 12000 rpm. Los fenoles
ligados a la pared se extrajeron posteriormente con hidroxido de sodio 1M a 70°C por 16 h,
neutralizada la reaccion con acido clorhidrico 1M y centrifugados los extractos por 5 min a

12000 rpm .
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La concentracion de fenoles se determind con el reactivo Folin-Ciocalteu de acuerdo con el
método de Gurr et al. (1992).La densidad oOptica se midid con un espectrofotometro a

725nm. La curva patrén se establecié con acido clorogénico.

3.3 Procesamiento estadistico:

El procesamiento estadistico de los resultados se realiz6 con el utilitario Statistical Package
for Social Sciences (version 11.5 para Windows, SPSS Inc.). En todos los casos se
realizaron pruebas paramétricas: ANOVA de un factor, Tukey (p<0.05). En el caso de los
porcentajes de explantes contaminados y de formacion de callos los datos fueron

transformados por la ecuacion y’ = 2 arcsen (y/100)"* mientras que para el analisis del nimero de

explantes fenolizados se realizo por la ecuacion y= (0,5+y)">.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION:

4.1 Establecimiento in vitro de Theobroma cacao L.

4.1.1 Influencia de la cisteina y el polivinilpirrolidona como agentes

antioxidantes para el establecimiento de callos embriogénicos de Theobroma cacao L.

En las Tablas 1, 2 y 3 se muestran el comportamiento de la fenolizacion en los tres tipos de
explantes (estaminoides, pétalos y nucelas).
Tabla 1. Numero de estaminoides fenolizados ( X ) con el empleo de cisteina y

polivinilpirrolidona (PVP) a los 14 dias de implantado el material vegetal de Theobroma
cacao L

Tipo de antioxidante Concentracién de NuUmero de estaminoides
antioxidante (g.L™) fenolizados (x)

Cisteina 0,00 0,00 b

0,05 0,07 b

0,10 0,00 b

0,15 0,13 ab
Polivinilpirrolidona 0,00 0,00 b

0,50 0,33 a

1,00 0,00 b

1,50 0,00 b

Medias con letras distintas difieren significativamente segun pruebas paramétricas de ANOVA de

un factor y Tukey para p < 0.05. Datos transformados por la ecuacién y'= (0,5+y)".

Tabla 2. Numero de pétalos fenolizados ( x ) con el empleo de cisteina y
polivinilpirrolidona (PVP) a los 14 dias de implantado el material vegetal de Theobroma
cacao L.

Tipo de antioxidante Concentracién de NUmero de pétalos
antioxidante (g.L™) fenolizados (X)

Cisteina 0,00 2,50 b

0,05 1,35 ¢

0,10 3,65 a

0,15 3,65 a
Polivinilpirrolidona 0,00 2,50 b

0,50 2,55 b

1,00 3,60 ab

1,50 3,25 ab

Medias con letras distintas difieren significativamente segun pruebas paramétricas de ANOVA de

un factor y Tukey para p < 0.05. Datos transformados por la ecuacion y'= (0,5+y)"”
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Tabla 3. Namero de nucelas fenolizadas (X ) con el empleo de cisteina y polivinilpirrolidona (PVP)
a los 14 dias de implantado el material vegetal de Theobroma cacao L.

Tipo de antioxidante Concentracion de Numero de nucelas
antioxidante (g.L™) fenolizadas (X)

Cisteina 0,00 444 a

0,05 3,89 ab

0,10 4,89 a

0,15 3,67 ab
Polivinilpirrolidona 0,00 444 a

0,50 3,78 ab

1,00 3,78 ab

1,50 344 b

Medias con letras distintas difieren significativamente segun pruebas paramétricas de ANOVA de

un factor y Tukey para p < 0.05. Datos transformados por la ecuacién y'= (0,5+y)"”.

En el caso de los estaminoides (Tabla 1) la mayor cantidad de explantes se fenolizaron con
el tratamiento de PVP al 0,5 g.L"' sin diferencias significativas con el de cisteina 0,15 g.L™.
Para el caso de los pétalos (Tabla 2), las mayores concentraciones de ambos antioxidantes,
cisteina (0,15 gL' y 0,1 gLy PVP (1y 1,5 g.L") provocaron una mayor fenolizacion
del tejido. Mientras que en las nucelas (Tabla 3) se mantuvo una alta fenolizacién en todos
los casos, siendo el mayor valor para los controles y el tratamiento de cisteina a 0,1 g.L" sin
diferencias significativas con el resto de los tratamientos excepto para PVP 1,5 g.L". Los
explantes que presentaron la menor fenolizacion fueron los estaminoides, mientras que las

nucelas resultaron los tejidos mas fenolizados.

Jiménez (1998) refirié que los compuestos fenolicos acumulados en grandes cantidades en
las vacuolas se mezclan con los contenidos de los plastidios y otros organelos, donde se
encuentran las polifenoloxidasas, que producen la coloraciéon negra o marrén como
consecuencia del proceso de oxidacion, lo que constituye un impedimento en la formacion
de callos, no obstante, en el presente experimento, los resultados no mostraron que la

fenolizacion afectara en gran medida al crecimiento de los callos.

En la figura 1 se puede observar el crecimiento de los callos con los diferentes explantes y
antioxidantes evaluados. En el caso de las nucelas los tratamientos con cisteina (figura 1A)
solo mostraron diferencias significativas a los 28 dias, donde el mayor crecimiento de los
callos se asocié con la mayor concentracion del antioxidante (0,15 g.L™") sin diferencias

significativas con los de 0,05 y 0,1 g.L"'. Mientras que para el caso del PVP (figura 1B) a
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los 28 dias el menor crecimiento fue el tratamiento control. A los 42 dias se produjo un

mayor crecimiento en los callos tratados con PVP a 1y 1,5 g.L'. A partir de este momento

no existieron diferencias significativas entre tratamientos.
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Figura 1. Crecimiento de los callos con el empleo de cisteina y polivinilpirolidona (PVP)
en el tiempo (0, 14, 28, 42 y 56 dias) de implantado el material vegetal (Nucelas (A-B),
estaminoides (C-D) y pétalos (E-F)) de Theobroma cacao L. Medias con letras distintas
difieren significativamente segun pruebas paramétricas de ANOVA de un factor y Tukey

para p <0.05.
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Para los estaminoides (figura 1C y D), el crecimiento de los callos no estuvo asociado con
las concentraciones ni tipos de antioxidantes pues se mantuvo un crecimiento muy similar
en todos los momentos y concentraciones evaluadas excepto en el caso del la cisteina
(figura 1C) a los 14 dias donde los explantes colocados a concentracion de 0,05 g.L™!
mostraron un menor crecimiento.

En los pétalos tratados con cisteina (figura 1E), el tratamiento de 0,15 g.L"' mostré los
menores valores de crecimiento a los 14 dias, mientras que el menor valor a los 42 dias fue
para el control, sin diferencias significativas con el tratamiento de 0,1 g.L™" En el resto de
los momentos evaluados, el comportamiento fue similar para todos los tratamientos. Para
los tratamientos con PVP (figura 1F) el mayor crecimiento se encontré a 1 g.L™' sin
diferencias con 1,5 g.L" a los 28 dias, por otro parte a los 42 dias fue para la concentracion
de 0,5 g.L" sin diferencias con 1y 1,5 g.L™.

Estos resultados demostraron que para las nucelas de cacao existe la necesidad del empleo
de altas concentraciones de antioxidantes, en comparacion con los niveles utilizados en
cafeto por Santana (1993), quien refirid respuestas favorables con la cisteina en
concentraciones que variaron de 0,025 a 0,03 g.L™' para la formacién de callos a partir de
explantes de hojas.

En el caso de los estaminoides la fenolizacion fue muy baja en comparacion con los pétalos
y nucelas ademas de mostrar un crecimiento de los callos similar en todos los tratamientos
a los tiempos evaluados (figura 1C y D). En los pétalos (figura 1E y F) la fenolizacion fue
mayor que para en estaminoides. No obstante, el tejido que mostré una mayor fenolizacon
de todos los probados fue el de las nucelas, por lo que seleccionar el tipo de explante para
futuros experimentos de formacion de callos resulta de gran importancia.

De forma general podemos sefialar que los tipos y concentraciones de los antioxidantes
utilizados no influyeron en grado de fenolizacion y crecimiento de los callos. Se obtuvieron
los menores valores de fenolizacion cuando se emplearon los estaminoides como explantes.
A pesar de haber alguna diferencia en algunos de los momentos estudiados, durante el

crecimiento de los callos, a partir de los 40 y hasta los 56 dias, los valores se igualaron.
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4.1.2 Influencia del tipo de explante en la formacion de callos de Theobroma cacao L.

En la induccion de la embriogénesis somatica de cacao, varios autores estudiaron la
respuesta de explantes a la callogénesis, ya sea en estaminoides y pétalos (Lopez-Baez et
al., 1993; Alemanno et al., 1995, 1997; Young et al., 2003; Niemenak et al., 2007), como
en nucelas (Essan, 1977.; Chatelet et al., 1992 y Figueira y Janik, 1993) y en otros tipos de
explantes, los que obtuvieron diferentes resultados de acuerdo a la metodologia utilizada y
al tipo de explante. De igual modo, en el presente trabajo, a pesar que todos los explantes
indujeron callogénesis la respuesta varid en dependencia del tipo utilizado (figura 2).
Respuestas similares también han informado para otros cultivos como el café (Etienne et
al., 1999; Fisichella et al, 2000), entre otros.

Durante los 14 dias iniciales de cultivo en el medio de induccion de callo, los estaminoides
y pétalos mostraron un aumento en tamafio y volumen para dar lugar a la formacion de
callos en diferentes grados de intensidad, que fue mayor para el caso de los estaminoides
(figura 2), lo cual coincide con los resultados obtenidos por Alemanno (1995) y Li et al.

(1998), donde la formacion de callos fue mayor para los estaminoides que para los pétalos.

€
£
3
©
13)
8
3
o
©
5
a b
0 g T \ |
0 14 28 42 56

Tiempo de evaluacion (dias)
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Figura 2. Crecimiento en el tiempo (0, 14, 28, 42 y 56 dias) de callos embriogénicos
implantados a partir de nucelas, estaminoides y pétalos de Theobroma cacao L. Didmetro
de los callos (mm.). Medias con letras distintas difieren significativamente segiin pruebas
paramétricas de ANOVA de un factor y Tukey para p < 0.05.
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Contrario a esto, las nucelas presentaron un menor desarrollo y la aparicion del callo no
siempre se di6 tras el aumento de volumen del explante. En la mayoria de los casos los
explantes se necrosaron (figura 2 y 3A) y fue a partir de este tejido, que posterior a los 14
dias comenzo la formacion de callos, los que mantuvieron un menor crecimiento que en el
caso de los estaminoides y pétalos durante todo el tiempo evaluado, excepto a los 28 dias
donde no mostraron diferencias con los pétalos (figura 2).

Las etapas de la formacion de los callos para los 3 tipos de explantes empleados se puede

observar en la figura 3.

Figura 3. Etapas de la formacion de los callos para los 3 tipos de explantes. A. Nucelas, B.

Estaminoides y C. Pétalos.

En el caso de los estaminoides y pétalos se observa que ocurre la formacion de callos sin o
con muy poco necrosamiento (figura 3 B y C), ademas durante el crecimiento de los
mismos se encontraron diferentes tipos de callos que variaban en cuanto a su forma y
coloracion (figura no mostrada), la coloracion varia en dependencia de las etapas, algunos

callos adquieren una coloracién mas oscura por la presencia de fenoles.
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En los explantes donde hubo formacién de embriones (figura 4), los callos cesaron su
crecimiento y tenian aspecto de encontrarse en un proceso de necrosamiento, presentando
una coloracion café oscura, resultado de la acumulacion de compuestos fenolicos

(Alemanno, 1996 y 2003).

Figura 4. Embriones en diferentes estados de madurez, obtenidos a partir de nucelas,

estaminoides y pétalos de Theobroma cacao L

Los embriones se formaron a partir de los tres tipos de explantes pero en pequeias
cantidades hasta la fecha de la ultima evaluacién, lo que puede estar dado por la alta
asincronia de este proceso en el cacao (Alemanno, 1996 y 2003, Niemenak, 2007).

4.1.3 Influencia del Thidiazuron y el &cido 2,4 diclorofenoxiacético en la
formacion de callos de Theobroma cacao L.
En la figura 5 se muestra el comportamiento de la formacién de callos a partir de
estaminoides de Theobroma cacao L. con la variacion de concentraciones de TDZ (5 A) y
2,4-D (5 B) en el medio de cultivo.
En estos resultados se encuentra una baja influencia del TDZ sobre la formacion de callos a
partir de estaminoides (figura 5A), en el tratamiento control (sin TDZ), no existid
crecimiento de los callos durante todo el tiempo evaluado. A partir de los 14 y hasta los 42
dias el mayor crecimiento de los callos se obtuvo para la concentracion de 0,01 mg.L™ sin
diferencias con 0,005; 0,02 y 0,03 mg.L'l a los 14 dias, 0,02 y 0,03 mg.L'1 a los 28 dias y
0,005 y 0,03 mg.L"' a los 42 dias. A partir de los 42 dias no existieron diferencias
significativas entre los tratamientos probados.
En el caso del 2,4-D (figura 5 B), solo existieron diferencias a los 14 y 56 dias, donde los
mejores tratamientos fueron para las concentraciones 2 y 4 mg.L™' (14 dias ) y 12 mg.L"
sin diferencias con 8 mg.L" a los 56 dias. De manera general el tratamiento 0 mg.L"' no

favoreci6 el crecimiento de los callos en ninguno de los momentos evaluados.
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Figura 5. Crecimiento de callos con el empleo de diferentes concentraciones de
Thidiazurén (A) y acido 2,4 diclorofenoxiacético (B) en el tiempo (0, 14, 28, 42 y 56
dias) de implantado el material vegetal (estaminoides) de Theobroma cacao L. Diametro
de los callos (mm.). Medias con letras distintas difieren significativamente segiin pruebas
paramétricas de ANOVA de un factor y Tukey para p <0.05.

Segin Murthy et al. (1998) el TDZ es un compuesto derivado de la fenilurea, empleado
como herbicida que tiene una alta actividad citoquininica en el cultivo de tejidos vegetales.
Su empleo permite la formacion de callos, embriones somaticos, yemas axilares y
adventicias en plantas lefosas y afecta la elongacion en brotes y raices. Mientras que 2,4-D
se considera una potente auxina para inducir la formacién de callos y de embriones

somaticos (George, 2008).
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En el cacao la combinacion de estas dos hormonas (2,4-D y TDZ) resulta de gran
importancia para la obtencion de callos y embriones somaticos (Young et al., 2003), no
obstante, se han empleado otras combinaciones de auxinas y citoquininas con buenos
resultados como 2,4-D y 2iP (Tan y Furtek, 2003), 2,4-D y kinetina (Alemanno et al.,
2003). En el presente trabajo el TDZ no tuvo influencia en el crecimiento del callo a los 56
dias mientras que el 2,4-D (12 mg.L-1) caus6é el mayor crecimiento de los callos a igual
tiempo sin diferencias con 8 mg.L™.

4.1.4 Efecto del tiempo de desinfeccion sobre la contaminacion del material vegetal
y la formacion de callos a partir de hojas jovenes de Theobroma cacao L.
En la figura 6 se muestra el porcentaje de explantes contaminados en el tiempo posterior a

la desinfeccion con hipoclorito de sodio al 2% por 0, 5, 10 y 15 minutos.
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Figura 6. Porcentaje de explantes contaminados con los diferentes tiempos de
desinfeccion (0, 5, 10 y 15 minutos), a los 0, 3, 6, 9 y 12 dias de evaluados. Medias con
letras distintas difieren significativamente segun pruebas paramétricas de ANOVA de un factor y

Tukey para cada tiempo de evaluacion p < 0.05. Datos transformados por la ecuacion. X' = 2.
arc sen N (x/100).

A partir de los 3 dias de evaluacion (figura 6) el tratamiento control mostré un 100% de
explantes contaminados, mientras que el resto de los tratamientos comenzaron a mostrar
diferentes porcentajes de contaminacion a partir de los 6 dias de evaluacion, sin diferencias
significativas entre ellos y si con el control. A los 12 dias de evaluacion los tratamientos de
10 y 15 minutos de desinfeccion mantuvieron un menor porcentaje de explantes

contaminados con respecto al control no siendo asi para el tratamiento de 5 minutos de
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desinfeccion, siendo el tratamiento de 15 minutos el que menor porcentaje de
contaminacion mostrd (29%) aunque sin diferencias significativas con respecto a los
tratamientos de 5 (64%) y 10 minutos (53%). Es necesario sefiala que los explantes tratados
en el tiempo de 15 minutos manifestaban mayor sintomas de dafios que los demas

tratamientos (datos no mostrado).

La desinfeccion es un paso indispensable en el proceso de establecimiento del cultivo In
vitro de plantas, particularmente cuando los explantes proceden de condiciones del campo.
Al respecto, George, (2008) sefialdé que la concentracion y tiempo son factores importantes
en la desinfeccion de los explantes del campo. Una concentracion alta o un tiempo
extendido puede danar los tejidos, mientras una concentracion baja no destruye los
microorganismos. Asi, una baja concentracion con tiempo extendido no pueden ser mas
efectivo que las concentraciones altas en un periodo corto. Por este razon existe un punto

el cual los dos factores tienen mayor efecto sin causar dafios a las explantes.

Los contaminantes microbianos de la superficie de los explantes se eliminan cominmente
por inmersion de estos en soluciones desinfectantes tales como: etanol, hipoclorito de sodio
(NaClO), hipoclorito de calcio [Ca(ClO);], peroxido de hidrogeno (H»O,), cloro comercial
y bicloruro de mercurio (HgCl,), entre otros. (Capo, 1998 y Cassells, 1991, Jiménez,
1998).

El hipoclorito de sodio es uno de los desinfestante que con mayor frecuencia su uso se
informa en la literatura (George, 2008). Esto se basa en lo fundamental por su eficiencia y
bajo costo, sin embargo la dosis utilizada y el tiempo de desinfeccion cambian segin la
especie a trabajar en lo fundamental por las caracteristicas morfologicas y las estructuras

que se encuentran en su superficie.

Gaiser et al., (1981) en sus experimentos de descontaminacion mostraron que a cinco
minutos de desinfeccion en 1% de NaClO hubo mayor efecto que en un minuto con 0.1 %
en tallos de Epipyllum. Por su parte Kolozasarvari, (2005) realizé una doble desinfeccion
con hipoclorito de sodio al 19% por 20 y 5 minutos consecutivamente, después de

mantenerlo por 1 minuto en alcohol al 70%.

En la figura 7 se puede observar el comportamiento de la formacioén de callos durante el

experimento de desinfeccion para cada uno de los tiempos que se evaluaron.
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A los 6 y 9 dias de evaluacion (figura 7), el mayor porcentaje de formacion de callos se
obtuvo para el tratamiento de 10 minutos de desinfeccion (100%) y los menores para 0
(0%) y 5 minutos (13% a los 6 y 20% a los 9 dias). A los 15 minutos de desinfeccion se
alcanzo un 62 y 71% respectivamente, para un valor intermedio de formacion de callos.

A los 12 dias de evaluacion, el porcentaje de formacion de callos (figura 7) alcanzo el
mayor valor para el tratamiento de 10 minutos (100%) con diferencias significativas con
respecto a los tratamientos control y 5 minutos. No existio diferencia con los 15 minutos

de desinfeccion que alcanzoé un 84% de formacion de callos.
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Figura 7. Porcentaje de formacion de callos con diferentes tiempos de desinfeccion (0, 5,
10 y 15 minutos) a los 0, 3, 6, 9 y 12 dias de evaluados. Medias con letras distintas difieren
significativamente para cada tiempo de evaluacion segun pruebas paramétricas de ANOVA de un
factor y Tukey para p <0.05. Datos transformados por la ecuacion X'= 2. arc sen N(x/100).

Se puede decir entonces que los mejores tiempos de desinfeccion de los explantes para la
formacion de callos fueron 10 y 15 minutos, pues con ellos se obtuvieron los menores
porcentajes de contaminacion y mayor formacion de callos, pero con el tratamiento de
15 minutos se observd un mayor numero de explantes danados durante la desinfeccion y
menor formacion de callos que para los 10 minutos sin diferencias significativas. Por lo que
la desinfeccion de hojas jovenes para experimentos posteriores se realizdo con 10 minutos.
El material vegetal del que se partid y los callos formados en este tratamiento se pueden

observar en la figura 8.
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Figura 8. Material vegetal utilizado y formacion de callos a partir de hojas jovenes de
Theobroma cacao L.

4.1.5 Efecto de la concentracion de Acido indol butirico en la formacion de callos

a partir de hojas jovenes de Theobroma cacao L.

En la figura 9 se muestra el porcentaje de formacion de callos con la utilizacion de

diferentes concentraciones de AIB.
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Figura 9. Porcentaje de formacion de callos con la utilizacion de diferentes
concentraciones de AIB (acido indo Butirico) 0; 1,0; 2,0 y 3,0 mM alas 0, 3, 6, 9y 12

dias de evaluacion. Medias con letras distintas difieren significativamente para cada tiempo de
evaluacion segun pruebas paramétricas de ANOVA de un factor y Tukey para p < 0.05. Datos
transformados por la ecuacion X' = 2. arc sen N (x/100).

Se puede observar que a partir de los tres dias, la concentracion de 3,0 mM de AIB influy6
en una mayor formacién de callos hasta los 12 dias de evaluados, sin diferencias
significativas con respecto al tratamiento con 1,0 mM, pero si con respecto a los demas
tratamiento 2,0 mM y 0,0 mM de AIB y donde en este Gltimo no ocurri6 la formacion de

callos en ninguno de los momentos evaluados. El tratamiento de 1,0 mM constituye la
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mejor dosis utilizada, por ser esta la concentracion minima que nos proporciona igual
formacion de callo.

Un aspecto importante a sefialar es que el AIB forma parte del grupo de las auxinas que se
utiliza en lo fundamental para la formacion de raices, tanto en los métodos de propagacion
in vitro como ex vitro (Caboni y Tonalli, 1999, George, 2008), este regulador por lo general
no se usa para la formacion de callo, aunque no existen referencia al respecto. Sin embargo
en la aplicacion de este regulador solo o combinado en la induccion de raices de esquejes
de plantas, provoca que en su base se forme un callo inicial de cicatrizacién como respuesta
a la herida, surgiendo raices directamente del callo y del tejido diferenciado de la estaca
(Hartman et al., 1997). En nuestros resultados esta formacion de callo a partir de hoja va
acompanada de la aparicion de raicillas (datos no evaluados) que pudiera ser un suceso de

gran importancia para el cultivo de raices in vitro (ver figura 10).

Figura 10. Raices de callos in vitro formado con AIB a partir de hojas jovenes de
Theobroma cacao L.

4.2 Determinacion de la concentracién de compuestos fendlicos.

Determinacion de la concentracion de compuestos fendlicos en callos y diferentes
organos de plantas de campo de Theobroma cacao L.

En las tablas 4, 5 y 6 se muestran las concentraciones de fenoles en los diferentes 6rganos

de plantas de campo evaluados.
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Tabla 4. Concentracion de fenoles solubles, ligados a la pared y totales en hojas jovenes,
hojas adultas, flores, semillas, ramas y raices de plantas de campo de Theobroma cacao L.

Organo Concentracion de Concentracion de Concentracion de
fenoles solubles fenoles ligados a la fenoles totales (mg.g™
(mg.g* M.F.) pared (mg.g" M.F.) M.F.)

Hojas jovenes 0,16 ¢ 2395a 24,12 b
Hojas adultas 0,81 f 15,94 ¢ 16,02 d
Flores 0,74 d 14,62 d 15,36d
Semillas 2,13 a 29,27 a 31,41 a
Ramas 0,98 ¢ 5,36 ¢ 6,66 ¢
Raices 1,28 b 15,74 ¢ 17,22 ¢

Medias con letras distintas difieren significativamente segun pruebas paramétricas de ANOVA de
un factor y Tukey para p < 0.05.

Para el caso de los fenoles solubles (tabla 4), se puede observar que la mayor concentracion
de compuestos fenolicos se encontro en semillas con diferencias significativas con respecto
al resto de los 6rganos analizados, seguidas por las raices y el menor contenido fenoles se

encontr en hojas adultas.

En los fenoles ligados a la pared (tabla 4) el comportamiento fue similar, pues las semillas
mostraron mayor concentracion de fenoles, pero en este caso seguidas por las hojas
jovenes que estuvieron por encima de las raices y hojas adultas. El menor contenido de

fenoles ligados a la pared se observé para las ramas.

Los fenoles totales aparecen en la tabla 4, el comportamiento fue similar al de los fenoles
ligados a la pared, los contenidos mayores de fenoles totales se encontraron para las
semillas, seguidas por las hojas jovenes y raices, mientras que las ramas mostraron

concentraciones inferiores de los compuestos fenolicos.

Los fenoles totales son el resultado de la sumatoria de los fenoles ligados a la pared y los
solubles por lo que se explica que su comportamiento se encuentre en correspondencia con
lo obtenido para el caso de los fenoles solubles y ligados a la pared.

Los compuestos fenolicos se encuentran abundantemente en todas las partes de la planta,
tales como ramas, tallos, hojas, frutos, raices, flores, polen y semillas (Pratt y Hudson,
1992). Existe diferencia en la capacidad de sintesis, acumulacion y excrecion de

metabolitos fenolicos por las plantas. En la planta evaluada de Theobroma cacao L., las
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semillas, hojas jovenes y raices resultaron los 6rganos con mayor contenido de fenoles
solubles, mientras que las ramas, a pesar de tener mayor contenido de compuestos fenolicos
solubles que otros 6rganos, contienen los menores niveles de fenoles totales de los 6érganos
evaluados.

La semilla es el 6rgano de donde se produce el chocolate, que es un alimento rico en
compuestos fendlicos, por lo que los resultados obtenidos pueden estar relacionados con
que la sintesis de estos compuestos se realiza tempranamente en las hojas y posteriormente
se trasloca hacia sus diferentes funciones, almacenandose una gran parte en la semilla.

El tipo de fenol producido y su cantidad dependen del o6rgano de la planta y su estado de
desarrollo, lo cual se pudo confirmar en las evaluaciones realizadas a los diferentes 6rganos
de los clones. Por otra parte el genotipo ademas puede influir en los contenidos de fenoles.
Zapata et al. (2000) obtuvieron resultados similares en plantas de girasol y tabaco. Ellos
demostraron que la excrecion de estos compuestos depende del genotipo, edad y estado de
desarrollo de la planta. Por otra parte observaron mayor acumulacion de fenoles en la parte
aérea que en la raiz y en plantas adultas mas que en las jovenes, lo cual no coincide con los
resultados alcanzados en el presente trabajo, donde las raices mostraron mayor contenido
de compuestos fenolicos que las partes aéreas de la planta.

Por su parte, Zheng y Wang (2001) encontraron que la concentracion fendlica en hierbas
medicinales estuvo en el rango de 0.23 a 2.85 mg (equivalentes a 4cido galico, EAG).g" de
masa fresca. En la planta evaluada de Theobroma cacao L los valores de fenoles totales se
mantuvieron en el orden de los 6,66 a 24,12 mg. g"' de masa fresca, superior a lo informado
para las hierbas medicinales.

Los datos de fenoles solubles, ligados a la pared y totales en callos formados in vitro a

partir de estaminoides, pétalos y nucelas de Theobroma cacao L. se observan en la tabla 5.
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Tabla 5. Concentracion de fenoles solubles, ligados a la pared y totales en callos formados
in vitro a partir de estaminoides, pétalos y nucelas de Theobroma cacao L.

Organo Concentracion de Concentracion de Concentracion de
fenoles solubles fenoles ligados a la fenoles totales (mg.g™
(mg.g* M.F.) pared (mg.g* M.F.) M.F.)
Callos de
estaminoides 1,79 ab 2,70 b 4,50b
Callos de
pétalos 1,36 b 3,03b 4,39b
Callos de
nucelas 1,93 a 391a 5,84 a

Medias con letras distintas difieren significativamente segun pruebas paramétricas de ANOVA de
un factor y Tukey para p <0.05.

La mayor concentracion de fenoles solubles se encontrd en los callos formados a partir de
nucelas, sin diferencias con los de estaminoides, mientras que los provenientes de pétalos

mostraron menor concentracion (tabla 5).

Por otra parte, al analizar los fenoles ligados a la pared (tabla 5), los callos formados de
nucelas mostraron mayor concentracion al igual que para los fenoles solubles, pero los
formados de estaminoides y pétalos mantuvieron valores similares por debajo a los

obtenidos para las nucelas.

Al analizar la concentracion de fenoles totales (tabla 5) encontramos igual comportamiento
que para el caso de los fenoles ligados a la pared, siendo las nucelas las que mantuvieron la
mayor concentracion de fenoles. Este resultado puede estar relacionado con el
comportamiento del tejido nucelar como respuesta al cultivo in vitro. En la tabla 3 se pudo
observar que este es el tejido con mayor nimero de explantes fenolizados, no obstante, el
tejido se recupera y se logra una buena formacion de callos, aunque en menor medida que

para los pétalos y estaminoides.

Alemanno et al., (2003) analizaron la composicion fendlica durante el proceso de
formacion de callos a partir de pétalos y estaminoides en Theobroma cacao L. Durante todo
el proceso después de la implantacion, el contenido de polifenoles sufrio variaciones, para
los clones que evaluaron los niveles de compuestos fenolicos en los callos embriogénicos y
no embriogénicos tuvo un comportamiento diferente. La sintesis de estos compuestos en
callos, bajo diferentes condiciones creadas, para propiciar la embriogénesis somatica,

revel6 mayores concentraciones de estos compuestos en callos no embriogénicos. En el
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presente estudio no se llegaron a comparar los contenidos de fenoles para callos
embriogénicos y no embriogénicos pero si se encontrd diferencias entre los tipos de callos
obtenidos a partir de diferentes tejidos (nucelas, estaminoides y pétalos), siendo las nucelas
el tejido que produjo mayores niveles de fenoles.

Determinacidn de la concentracién de compuestos fendlicos (solubles, ligado a la

pared y totales) de callos In vitro con diferentes concentraciones de AIB en hojas de

Theobroma cacao L

En la tabla 6 se muestran los contenidos de fenoles en callos formados in vitro a partir de
hojas jovenes de cacao que fueron crecidos en diferentes concentraciones
de AIB (4cido indol butirico).

Tabla 6. Concentracion de fenoles solubles, ligados a la pared y totales en callos formados
in vitro con diferentes concentraciones de AIB (0; 1,0; 2,0 y 3,0 mM. L), a partir de hojas
jovenes de Theobroma cacao L.

Concentracion Concentracion de Concentracion de Concentracion de
de AIB (mM) fenoles solubles fenoles ligados a la fenoles totales (mg.g™
(mg.g* M.F.) pared (mg.g* M.F.) M.F.)
0,0 3,35a 6,68 b 10,03 b
1,0 1,70 bc 442b 6,11 be
2,0 1,40 bc 4,82b 6,23 be
3,0 1,95 b 9,41 a 11,364

Medias con letras distintas difieren significativamente segun pruebas paramétricas de ANOVA de
un factor y Tukey para p <0.05.

Para el caso de los fenoles solubles (tabla 6) se puede observar que la mayor concentracion
de compuestos fendlicos se encontré6 cuando no se utilizd AIB, con diferencias

significativas con respecto al resto de los tratamientos analizados.

En los fenoles ligados a la pared (tabla 6) las mayores concentraciones se encontraron con
3,0 mM de 4cido indo Butirico, tratamiento que se diferenci6é significativamente del resto
de concentraciones de AIB evaluadas. No se encontraron diferencias estadisticas entre los

tratamientos 0; 1,0 y 2,0 mM de AIB.
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El comportamiento de los fenoles totales fue similar al de los fenoles ligados a la pared
(tabla 6), los contenidos mayores de fenoles totales se encontraron para las hojas tratadas
con 3,0 mM de acido indo Butirico, mientras que para las restantes concentraciones
evaluadas no hubo diferencias significativas.

Los polifenoles en el cacao se encuentran en los pigmentos celulares de los cotiledones y
hojas (Osman et al., 2004). Caboni and Tonalli (1999), sefialan que el IBA es la auxina mas
efectiva para la induccion de raices en un amplio rango de especies, pero Jalal y Colin
(2006) en subcultivos consecutivos obtuvieron callos y suspensiones celulares en
Teobroma cacao con la utilizacion de acido indolbutirico (AIB) y zeatina (Z). Ellos
utilizaron concentraciones de 1 mg 17! IBA y 0-05 mg L' de zeatina para formacion de
callosy 10 mg 1 "' IBA'y 0-5 mg L' zeatina para obtencién de la suspension celular.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion coinciden con los informados en la
literatura para especies de este género y tiene gran importancia para desarrollar futuras
estrategias de produccion de estos metabolitos a partir del cultivo in vitro de Theobroma
cacao L. De aqui la importancia de determinar el 6érgano de mayor acumulacion de estos
metabolitos in vivo, lo cual permitira ajustar las condiciones para disefiar protocolos
eficientes que permitan la obtencion de estos compuestos a partir de dérganos o tejidos de
las plantas propagadas in vitro.

Para el caso de la Theobroma cacao L. la concentracion de compuestos fenolicos totales, se
encontrd en el siguiente orden descendente: semillas, hojas jovenes, raices, hojas adultas,
flores, ramas, callos de hojas (3,0; 0,0; 2,0 y 1,0 mM), callos de nucelas, callos de
estaminoides y callos de pétalos. Resulta importante sefialar que las hojas jovenes
contienen uno de los mayores niveles de compuestos fenodlicos en plantas de campo y a su
vez los callos formados a partir de ellas también poseen mayor cantidad de compuestos
fenolicos que los que se obtienen a partir de partes florales. Por lo que sera un dato a tener

en cuenta para proximas investigaciones con este cultivo.
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BIOPLANTAS

5. CONCLUSIONES:

1.

Los estaminoides mostraron un mayor crecimiento de callos y menor fenolizaciéon que
el resto de los explantes evaluados.

De los explantes evaluados, las nucelas mostraron el mayor grado de fenolizacion y el
menor crecimiento de callos.

El thidiazurén no tuvo influencia en el crecimiento del callo a los 56 dias mientras que
el acido 2,4-diclorofenoxiacético (12 mg.L-1) causo el mayor crecimiento de los callos
a igual tiempo sin diferencias con 8 mg.L™"

Se observd un mayor crecimiento de los callos al aumentar la concentracion de acido
2,4-diclorofenoxiacético, sin diferencias significativas para 8 y 12 mg.L-".

Los mejores tiempos de desinfeccion de los explantes para la formacion de callos
fueron a los 10 y 15 minutos, pues con ellos se obtuvieron los menores porcentajes de
contaminacioén y mayor formacion de callos.

Se logrdé una mayor formacion de callos al utilizar 3,0 mM de 4cido indol butirico.

La mayor concentracion de compuestos fenolicos ex vitro se encontrd en semillas, con
diferencias significativas con respecto al resto de los organos analizados. Los callos
formados a partir de nucelas mostraron el mayor contenido de fenoles dentro de los
tipos de callos evaluados.

El mayor contenido de fenoles solubles se detectd cuando no se utilizd6 hormona,
mientras que la mayor concentracion de fenoles ligados a la pared y totales se

registraron para la mayor concentracion de acido indol butirico.
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BIOPLANTAS

6. RECOMENDACIONES:
1. Obtener suspensiones celulares a partir de callos.
2. Realizar analisis por Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) a los extractos de

compuestos fenolicos analizados.
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