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INTRODUCCIÓN
Las plantas constituyen una fuente importante 

para el aislamiento de productos naturales como 
drogas, tintes, saborizantes, alimentos, fragancias, y 
otros químicos que se usan en la industria (1). Varios 
de estos compuestos son producto del metabolismo 
secundario, que las plantas no necesitan para su 
crecimiento, pero sí para su interacción con el medio 
ambiente que las rodea. Los metabolitos secundarios 
se agrupan en cuatro clases principales: terpenos, 
glicósidos, alcaloides y compuestos fenólicos, dentro 
de los cuales los fenólicos tienen gran importancia en 
la interacción planta-medio ambiente (2). 
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FACTORES QUE CONTROLAN EL CONTENIDO DE FENOLES  
EN EL CULTIVO DE CALLOS DE Theobroma cacao

Factors controlling phenol content on Theobroma cacao  callus culture

RESUMEN. Theobroma cacao L. se conoce en la medicina 
popular como antiséptico, diurético y antiparasitario. Los 
alimentos derivados de esta planta son ricos en productos 
naturales de alto valor agregado, entre los que se destacan 
los compuestos fenólicos. Por lo que manejar su cultivo  
in vitro es una fuente alternativa para la producción de estos 
metabolitos. El presente estudio se realizó con el objetivo 
de obtener compuestos fenólicos a partir del cultivo de 
callos con estructuras embriogénicas. Se establecieron 
las condiciones de cultivo (agitación, luz y concentración 
de glucosa) para aumentar la concentración de fenoles 
en los callos y los elicitores para lograr su incremento en 
callos y excreción al medio de cultivo. La acumulación 
de compuestos fenólicos se favoreció con el suplemento 
adicional de glucosa, el crecimiento en agitación y a la 
oscuridad. La adición de ciclodextrinas hidroxipropiladas 
al azar permitió el incremento del rendimiento específico 
de fenoles y la biomasa. 

ABSTRACT. Theobroma cacao L. is known in folk 
medicine as an antiseptic, diuretic and antiparasitic. Foods 
derived from this plant are rich in natural products of high 
added value, including phenolic compounds. As in vitro 
cultivation handle is an alternative source for the production 
of these metabolites. The present study was conducted 
to obtain phenolic compounds from callus culture with 
embryogenic structures. Culture conditions (agitation, light 
and glucose) were established to increase the concentration 
of phenols in calluses and elicitors to achieve the increase in 
callus and excretion into the culture area. The accumulation 
of phenolic compounds was favored with the additional 
supplement of glucose, growth in agitation and darkness. 
The addition of random hydroxylated cyclodextrins allowed 
the increase in the specific yield of phenols and biomass.
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Estos compuestos pueden ser de naturaleza 
compleja y se les asocia con importantes actividades, 
tales como antioxidante (3), antihipertensiva (4), 
antitumoral (5), insecticida (6), nematicida (7) y 
antimicrobiana (8). Los extractos de la planta de 
Theobroma cacao L. (T. cacao), ricos en compuestos 
fenólicos, se utilizan en medicina popular como 
antiséptico, diurético, antiparasitario (9) y en la última 
década han incrementado los estudios sobre estos 
compuestos en sus semillas y productos derivados. Sus 
funciones fisiológicas en la salud de humanos y animales 
se han correlacionado con actividades antimutagénica, 
antioxidante y antitumoral, entre otras (5, 10, 11).

En el caso de T. cacao, es importante buscar 
alternativas con vistas a la obtención de compuestos 
fenólicos, de manera tal que no se afecten las 
plantaciones que se utilizan para obtener los productos 
comerciales como el chocolate, la manteca y otros 
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productos derivados. En este sentido, el cultivo de 
células y tejidos es una alternativa biotecnológica en 
estudio desde hace varios años para la obtención 
de productos naturales de plantas. Hasta la fecha, 
existen diferentes estrategias para su producción a 
partir del cultivo de células (callos y suspensiones 
celulares) (12). 

La obtención de productos activos a partir del 
cultivo de células y tejidos tiene un potencial alto para 
la producción a gran escala y por largos períodos 
de tiempo bajo condiciones controladas (13). Sin 
embargo, en ocasiones se requiere de una gran 
cantidad de material vegetal para producirlos (14) y 
por ello se desarrollan alternativas para incrementar 
el rendimiento de los metabolitos en el cultivo in vitro 
de plantas, entre las que se encuentra: la optimización 
de condiciones de cultivo (15) y la elicitación (16, 17).

El cultivo de tejidos en T. cacao se estudia desde 
el siglo pasado, la embriogénesis es una de las 
alternativas más estudiadas y fue descrita inicialmente 
por Esan (18), posteriormente por Pence (19) y se 
trabaja hasta la actualidad para la propagación de 
plantas (20); no obstante, la diferenciación celular 
que se puede alcanzar con la formación de embriones 
podrían facilitar también la obtención de compuestos 
fenólicos. Actualmente existen resultados en el 
monitoreo de la acumulación de fenoles en semillas 
y suspensiones celulares de T. cacao (12), así como 
en callos embriogénicos y no embriogénicos (21). No 
obstante, hasta la fecha existe poca información sobre 
la manipulación de las condiciones de cultivo para la 
obtención de compuestos fenólicos en el mismo. 

Basados en los planteamientos anteriores, 
teniendo en cuenta la importancia de los compuestos 
fenólicos presentes en T. cacao y las ventajas del uso 
de las técnicas del cultivo in vitro para estos propósitos, 
la investigación estuvo encaminada a evaluar el efecto 
de diferentes factores que controlan la síntesis y 
excreción de compuestos fenólicos en el cultivo de 
callos con estructuras embriogénicas de T. cacao. 

MATERIALES Y MÉTODOS
El trabajo experimental se realizó en los 

Laboratorios de Ingeniería Metabólica y Cultivo de 
Células y Tejidos del Centro de Bioplantas, Ciego 
de Ávila, Cuba. El material vegetal para el cultivo  
in vitro se colectó en el banco de germoplasma de la 
Estación Experimental de Cacao de Baracoa, Instituto 
de Investigaciones Agro-Forestales, Baracoa, Cuba.

Para la formación de callos con estructuras 
embriogénicas, se siguió la combinación de las 
metodologías con modificaciones en la concentración 
de glucosa (166,52 mmol L-1) y 2,4-D (ácido 
2,4-Diclorofenoxiacético, 18,096 µmol L-1) de acuerdo 
a los resultados de experimentos previos (resultados 
no mostrados) (22, 23). Los estaminoides del clon 

UF677, previamente seleccionado por su contenido 
de compuestos fenólicos (resultados no mostrados), 
se desinfectaron con hipoclorito de sodio 1 % (v:v) por 
20 min, posteriormente se enjuagaron con abundante 
agua destilada estéril. El material vegetal se colocó 
en frascos de cultivo que contenían 25 mL de medio 
semisólido (10 explantes por frasco). 

Para la iniciación de los callos, los estaminoides 
se colocaron en medio de crecimiento de callos 
primarios (PCG) (22), constituido por sales del 
medio basal DKW (24), suplementadas con glucosa  
(166,52 mmol L-1), tiamina-HCl (2 mg L-1), ácido nicotínico  
(1 mg L-1), glicina (2 mg L-1), 2,4 D (18,096 µmol L-1),  
TDZ (N-phenyl-N -́1,2,3–thidiazol 5-ylurea, 0,023 µmol L-1),  
L- glutamina (250 mg L-1), mioinositol (200 mg L-1)  
y gelrite (2,5 g L-1) (DUCHEFA) por 14 días. Posteriormente, 
para la proliferación de los callos, se subcultivaron en 
medio de crecimiento de callos secundarios (SCG) 
(22) modificado por Maximova (23), constituido por 
las sales del medio basal WPM (25), suplementadas 
con glucosa (166,52 mmol L-1), tiamina-HCl (10 mg L-1), 
ácido nicotínico (1 mg L-1), piridoxina (1 mg L-1), 
mioinositol (100 mg L-1), 2,4 D (18,096 μmol L-1),  
6-BA (6-benciladenina; 0,222 μmol L-1) y gelrite  
(2,5 g L-1) (DUCHEFA) por 14 días. 

Finalmente se colocaron en medio de desarrollo 
de embriones (ED) (22), constituido por sales del 
medio basal DKW, suplementadas con sacarosa  
(87,64 mmol L-1), glucosa (5,55 mmol L-1), tiamina-HCl  
(2 mg L-1), ácido nicotínico (1 mg L-1), glicina (2 mg L-1) 
y mioinositol (100 mg L-1), donde se subcultivaron 
cada 14 d hasta la formación de callos con estructuras 
embriogénicas. Los cultivos se mantuvieron a la 
oscuridad con una temperatura de 25 ± 2  C. Los frascos 
de cultivo consistieron en pomos de vidrio de 250 mL 
de capacidad con tapas plásticas de cierre twig-soft 
para los experimentos relacionados con la formación de 
callos y erlenmeyers de 250 mL para los de producción 
de fenoles.
Obtención de compuestos fenólicos mediante el 
manejo de condiciones de cultivo de callos con 
estructuras embriogénicas

Para incrementar el contenido de fenoles y la 
biomasa de los callos con estructuras embriogénicas 
se evaluó el efecto de tres factores (concentración de 
glucosa, luz y agitación) en medio líquido de desarrollo de 
embriones. Para determinar el efecto de la concentración 
de glucosa en la concentración de fenoles y el incremento 
de la biomasa, se probaron diferentes concentraciones 
de glucosa (277,54; 222,03; 166,52; 111,02; 55,08 y  
0,00 mmol L-1). El experimento se realizó en condiciones 
de agitación, en zaranda orbital (RETOMED®) a 120 rpm, 
con una temperatura de 25 ± 2 °C y en condiciones de 
oscuridad, con erlenmeyers cubiertos de polietileno negro. 

El efecto de la luz se determinó en dos condiciones 
de cultivo: oscuridad, con erlenmeyers cubiertos 
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de polietileno negro, y luz, con lámparas blancas 
fluorescentes (Sylvania, F40T12/D 40 W) que 
proporcionaron un flujo de fotones fotosintéticos de  
60 μmol m-2s-1, ambos a una temperatura de 25 ± 2 °C, en 
condiciones de agitación y con 277,54 mmol L-1 de glucosa.

Para evaluar el efecto de la agitación se evaluaron 
dos condiciones de cultivo: estático y agitación, 
en zaranda orbital (RETOMED®) a 120 rpm, con 
una temperatura de 25 ± 2 °C, en condiciones de 
oscuridad, con erlenmeyers cubiertos de polietileno 
negro y con 277,54 mmol L-1 de glucosa. 

Para los tres experimentos se utilizó 1 g de callos 
para cada tratamiento y se evaluaron tres réplicas. 
A los 0, 14 y 28 d se determinó la concentración de 
fenoles solubles en los callos. Para cada tratamiento 
se calculó el incremento de la masa seca, restando la 
masa inicial (0 d) a la masa final (28 d). Se realizaron 
tres determinaciones por réplica. 
Influencia de agentes elicitores sobre la producción 
de fenoles y la masa de callos con estructuras 
embriogénicas y su excreción al medio de cultivo

Con el objetivo de estimular la síntesis de fenoles 
en callos con estructuras embriogénicas y su excreción 
al medio de cultivo, se utilizó la metodología descrita 
(15), con la modificaciones dadas por el uso de Biojas® 
(Biojas, ácido jasmónico, 1 g L-1 i.a.), producido por 
el Instituto Cubano de Investigaciones de Derivados 
de la Caña de Azúcar (ICIDCA) en lugar de metil 
jasmonato. Se evaluó el efecto de tres elicitores: dos 
ciclodextrinas: ciclodextrinas hidroxipropiladas al azar 
(CDHA) y ciclodextrinas dimetiladas al azar (CDMA) 
y el Biojas. 

Se transfirió a cada erlenmeyer, 1 g de callos 
con estructuras embriogénicas. Los tratamientos de 
elicitación fueron: control (sin elicitor); Biojas 100 µM; 
CDMA 50 mM; CDHA 50 mM; CDHA (50 mM)+ Biojas 
(100 µM) y CDMA (50 mM)+ Biojas (100 µM). Cada 
Erlenmeyer  contenía 25 mL de medio ED  líquido 
modificado según los resultados anteriores.

El medio de cultivo líquido con las ciclodextrinas 
se esterilizó en autoclave a 120 oC durante 20 min. 
El Biojas se adicionó en el momento de montaje del 
experimento, esterilizándolo mediante filtración, con 
filtro de 0,45 µm. A los siete días de la aplicación de 
los elicitores se determinó el incremento en la masa 
seca (MS) y la concentración de fenoles en los callos 
con estructuras embriogénicas y en el medio de cultivo 
(mg g-1 MS). Se procesaron tres erlenmeyers en cada 
tratamiento, considerado cada uno como una réplica. 
Se realizaron tres determinaciones por réplica.
Determinación de compuestos fenólicos

Para la extracción de compuestos fenólicos, los 
callos se liofilizaron y maceraron hasta obtener polvo 
fino. Las muestras se extrajeron en Soxhlet Büchi, de 
acuerdo al procedimiento descrito (26). Para ello se 
desengrasaron previamente con hexano (Merk) a 70 °C 

por 3 h (3 g en 30 mL), se secaron para eliminar los 
restos de hexano y se extrajeron con igual tiempo, 
temperatura y proporción de metanol (Merk). El 
procedimiento se repitió tres veces.

La extracción de los compuestos fenólicos 
excretados al medio de cultivo se realizó con la adición 
de igual volumen de acetato de etilo frío que de medio 
de cultivo y se dejó en agitación en la oscuridad toda la 
noche. La fase orgánica se concentró hasta sequedad 
60 °C en un rotoevaporador (Rotadex, Heidolph 94200) 
y finalmente se resuspendió en 1 mL de metanol. 

La cuantificación de fenoles se realizó en 
espectrofotómetro (T70, UV/VIS spectrometer, PG 
Instruments Ltd., China) según procedimiento (27). 
A 100 µL del extracto vegetal, se le adicionaron  
900 µL de agua destilada y 100 µL del reactivo de Folin-
Ciocalteu. La mezcla se dejó reposar durante cinco 
minutos, luego se agregaron 600 µL de una solución 
de 1 mol L-1 NaOH saturada con Na2CO3 y se incubó 
por 1 h a 25 °C para permitir el desarrollo del color. Se 
midieron las absorbancias en espectrofotómetro a 725 nm.  
El contenido de compuestos fenólicos se expresó 
en mg de fenoles por g de masa seca (mg g-1MS), 
referidos a una curva patrón de ácido clorogénico.
Análisis estadístico 

El procesamiento estadístico de los resultados se 
realizó con el utilitario Statistical Package for Social 
Sciences (SPSS) versión 20 para Windows (28). 
Se realizaron pruebas paramétricas (T-test, ANOVA 
de un factor y bifactorial). Se aplicaron pruebas de 
Tukey HSD en los casos en los cuales los ANOVA 
presentaron diferencias significativas. Previamente se 
demostró que los datos de cada tratamiento cumplían 
los supuestos de distribución normal y homogeneidad 
de varianzas, según las pruebas Kolmogorov-Smirnov 
y Levene respectivamente para p≤0,05. Los detalles 
del tratamiento estadístico aparecen en cada figura o 
tabla en el acápite resultados y discusión.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
En las Figuras 1, 2 y 3 se muestran los resultados 

relacionados con el efecto de la concentración de 
glucosa (Figura 1), la luz (Figura 2) y la agitación 
(Figura 3) en la concentración de fenoles solubles (A) 
y en el incremento de la masa seca de los callos con 
estructuras embriogénicas (B). 

La concentración de fenoles solubles (Figura 1 A) 
tuvo un máximo (17,79 y 16,87 mg g-1 MS) a los  
14 y 28 días, para el tratamiento de mayor concentración 
de glucosa (277,54 mmol L-1), sin diferencias 
significativas a iguales tiempos con 222,03 mmol L-1 del 
azúcar. En tanto que a 55,08 mmol L-1 la concentración 
de fenoles fue baja, sin diferencias con el control. 
Mientras que, el incremento de masa se favoreció con 
la mayor concentración de glucosa (277,54 mmol L-1),  
sin diferencia con la menor (55,08 mmol L-1), con  
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0,3 g por encima del resto de los tratamientos y 0,56 g 
superior al control. Estos resultados pueden estar 
relacionados con el estrés osmótico provocado por altas 
concentraciones de azúcares, que pudieron favorecer la 
síntesis y acumulación de los compuestos fenólicos. Sin 
embargo, el incremento de la masa se puede asociar 
tanto con el aumento de la síntesis de fenoles como con 
la diferenciación de los embriones para el tratamiento 
con más glucosa. Este comportamiento no fue igual con 
la menor concentración, donde el incremento de masa 
no se correspondió con un aumento en la diferenciación 
de los embriones. 

La producción de algunos fenoles está 
estrechamente relacionada con los azúcares (29). Su 
síntesis incrementa con el uso de glucosa durante el 

cultivo in vitro de Vitis vinífera L., en concentraciones 
de 58,00; 234,00 y 468,00 mmol L-1 (30). Lo que se 
asoció con que estos azúcares alteran la expresión 
de genes estructurales y regulatorios, especialmente 
UDP-glucosa:antocianidin 3-0-glucosiltransferasa, 
junto a una reprogramación masiva en rutas de 
señales de transducción. Este gen se correlacionó 
con el contenido de antocianinas en frutos de Vitis 
vinífera L. (31). Se comprobó que la síntesis de 
antocianinas y de algunos flavonoides se favorece con 
el incremento de glucosa (30). Por lo que el incremento 
de compuestos fenólicos que se obtuvo en el presente 
experimento (Figura 1A) podría estar relacionado con 
la síntesis de diferentes fenoles, entre los que deben 
encontrarse antocianinas y flavonoides. 

A: ANOVA bifactorial          B: ANOVA simple        Tukey, p≤0,05, n=9)            Medias con letras distintas difieren significativamente	   

Figura 1. Efecto de la concentración de glucosa (277,54; 222,03; 166,52; 111,02; 55,08 y 0,00 mmol L-1) 
en la concentración de fenoles solubles (mg g-1 MS) (A) y el incremento de la masa seca de los 
callos con estructuras embriogénicas (g) (B)

A: ANOVA bifactorial 	 B: T-test 	                Tukey, p≤0,05, n=9              Medias con letras distintas difieren significativamente

Figura 2. Efecto de la luz (277,54; 222,03; 166,52; 111,02; 55,08 y 0,00 mmol L-1) en la concentración de 
fenoles solubles (mg g-1MS) (A) y el incremento de la masa seca de los callos con estructuras 
embriogénicas (g) (B)
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La concentración de fenoles solubles (Figura 2A) 
y el incremento de la masa seca de los callos (Figura 2B) 
fueron mayores en condiciones de oscuridad que a 
la luz. La concentración de fenoles tuvo un máximo 
(18,97 mg g-1 MS) a los 14 d que se mantuvo, sin 
diferencias significativas, a los 28 d (18,21 mg g-1 MS). 
El incremento de masa seca en los callos cultivados 
a la oscuridad fue ligeramente superior (0,05 g) a 
los que se encontraban a la luz, no obstante esta 
diferencia de masa aportó a la diferencia encontrada 
en la concentración de fenoles. 

El efecto de la luz en el desarrollo de estructuras 
embriogénicas y tejidos se ha estudiado a profundidad 
en los últimos años, como es el caso de la influencia de 
la luz en la embriogénesis de cultivos como Campanula 
punctata var. rubriflora (32) y Agave tequilana var. 
Azul (33). Sin embargo, son menores los estudios 
realizados sobre la influencia de la luz en la síntesis de 
metabolitos secundarios. En este sentido, se conoce 
que la ausencia de luz puede hacer que los cultivos 
se estresen, y por consiguiente se active la síntesis 
de algunos metabolitos secundarios. Por ejemplo, la 
producción furanocumarinas se estimula a la oscuridad 
durante el cultivo in vitro de brotes de Ruta graveolens 
ssp divaricata (34); sin embargo, la síntesis de ácidos 
fenólicos se estimuló en presencia de las luces blanca 
y azul. Para el caso de la concentración de fenoles 
solubles en callos de T. cacao, los mejores resultados 
fueron en condiciones de oscuridad; no obstante, en 
condiciones de luz también se obtuvieron compuestos 
fenólicos, lo que indica que en cada condición podrían 
estar acumulándose diferentes grupos de compuestos 
fenólicos, lo que habría que comprobar en futuras 
investigaciones.

Al analizar el efecto de la agitación en la 
concentración de fenoles solubles (Figura 3A) y el 
incremento de la masa seca de los callos (Figura 3B), 
se encontró que la agitación influyó de manera 
positiva en ambos parámetros. La concentración de 
fenoles fue mayor en agitación a partir de los 14 d  
(19,57 mg g-1 MS), sin diferencias significativas con los 
28 d (19,13 mg g-1 MS), con un incremento además, de 
la masa seca a los 28 d, que supera al cultivo estático 
en 0,1 g. La agitación es un factor que puede influir 
también en la obtención de fenoles. 

En el cultivo in vitro de embriones de Manguifera 
indica L. se encontró presencia de fenoles tanto en 
condiciones de cultivo estática como con agitación 
(35) y esta última favoreció el crecimiento de los 
embriones somáticos, sin que estos se afectaran por 
la presencia de compuestos tóxicos, como es el caso 
de algunos fenoles. 

En la Figura 3 se puede observar también que el 
aumento en la concentración de fenoles no afectó el 
incremento de masa en el tratamiento de agitación. 
Esto se ve reflejado también en la Figura 4, donde 
se pueden observar los callos con estructuras 
embriogénicas (fundamentalmente embriones 
globulares) (A, B y C) y diferentes estados en la 
formación de los embriones (embrión acorazonado 
(D), torpedo (E) y cotiledonar (F)), a los 28 d de estar 
en agitación, oscuridad y con glucosa a 50 g L-1.

En resumen, las condiciones de cultivo juegan 
un papel fundamental, no solo en el establecimiento 
del cultivo in vitro, sino también en la producción de 
metabolitos en cultivos ya establecidos. La fuente de 
carbono, la luz y la agitación son los factores que se 
evaluaron en el presente trabajo. 

Figura 3. Efecto de la agitación (277,54; 222,03; 166,52; 111,02; 55,08 y 0,00 mmol L-1) en la concentración 
de fenoles solubles (mg g-1MS) (A) y el incremento de la masa de los callos con estructuras 
embriogénicas (g) (B) 

A: ANOVA bifactorial 	 B: T-test	            Tukey, p≤0,05, n=9 	      Medias con letras distintas difieren significativamente
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Los mejores resultados se obtuvieron para 50 g L-1 
de glucosa, en la oscuridad y con agitación. Estos 
tratamientos incrementaron tanto la masa seca como 
el contenido de fenoles. No obstante, hasta este 
momento solo se obtuvo aumento en el contenido 
de fenoles en los callos, por lo que se ensayaron 
diferentes elicitores para estimular su excreción al 
medio de cultivo.

Los resultados del efecto de los tratamientos 
de elicitación probados, el incremento de la masa 
seca y la concentración de fenoles solubles en los 
callos con estructuras embriogénicas de T. cacao L. 
se muestran en las Figuras 5 y 6, respectivamente. 
Todos los elicitores estimularon el incremento de 
masa seca de callos (Figura 5) en comparación con 
el control. La combinación CDMA+Biojas fue la que 
estimuló en mayor medida el incremento de masa de 
callos con estructuras embriogénicas con 1,83 veces 
el incremento del control. El elicitor que estimuló menor 
incremento de masa fue CDHA, con solo 1,22 veces 
el valor del control. 

El efecto de los elicitores en la producción de 
fenoles durante el cultivo de callos con estructuras 
embriogénicas de T. cacao fue positivo (Figura 6). La 
concentración de fenoles en los callos con estructuras 
embriogénicas incrementó en todos los casos, 
excepto para el tratamiento con Biojas, que mantuvo 
la concentración de fenoles por debajo del control.

La mayor concentración de fenoles en callos y 
medio de cultivo se obtuvo con el tratamiento CDHA 
(18,50 y 4,82 mg g-1 MS respectivamente). 

Sin embargo, la excreción de fenoles al medio 
de cultivo, no mostró diferencias significativas con 
CDHA+Biojas (4,05 mg g-1 MS). Los menores valores 
se encontraron en el control y Biojas. Por lo que en 
las condiciones de elicitación probadas el tratamiento 
de CDHA mostró el mejor resultado, solo y combinado 
con Biojas. 

La adición de elicitores es una práctica común 
para incrementar el contenido de metabolitos 
secundarios que tienen baja o nula concentración en el 
cultivo in vitro comparado con plantas intactas (14). Se 
ha comprobado que las ciclodextrinas tienen una fuerte 
actividad elicitando cultivos celulars de V. vinifera para 
la producción de resveratrol y esta actividad se logra 
solo con ciclodextrinas y con la combinación de éstas 
con metiljasmonato (36, 37). 

En suspensiones celulares Silybum marianum L.,  
el metil jasmonato y las ciclodextrinas CDHA y CDMA 
estimularon la síntesis y excreción al medio de cultivo 
de flavolignanos y alcohol coniferílico (15), los mejores 
resultados se obtuvieron con la combinación de 
CDMA a 50 mmol L-1 + metiljasmonato 100 µmol L-1. 
Sin embargo, en el cultivo de callos con estructuras 
embriogénicas de T. cacao (Figura 6) se obtuvo mayor 
excreción de compuestos fenólicos al medio de cultivo 
con el tratamiento de CDHA 50 mmol L-1 sin diferencias 
con el de CDHA a 50 mmol L-1 + Biojas 100 µmol L-1.

En el presente trabajo, la acumulación de 
compuestos fenólicos en callos se favoreció con el 
suplemento adicional de glucosa, el crecimiento en 
agitación y a la oscuridad. 

Figura 4. Callos con estructuras embriogénicas (fundamentalmente embriones globulares) (A, B y C)  
y diferentes estadios en la formación de los embriones: embrión acorazonado (D), torpedo (E) 
y cotiledonar (F), a los 28 d de estar en agitación, oscuridad y con glucosa a 50 g L-1 
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Medias con letras distintas difieren significativamente (ANOVA 
simple, Tukey, p≤0,05, n=9)

Control (sin elicitor); Biojas 100 µmol L-1; CDHA 50 mmol L-1; 
CDMA 50 mmol L-1; CDHA (50 mmol L-1)+Biojas (100 µmol L-1)  
CDMA (50 mmol L-1)+Biojass (100 µmol L-1)

Figura 5. Efecto de los elicitores en el incremento de 
la masa seca (g) de callos con estructuras 
embriogénicas de T. cacao L. 

 

Medias con letras distintas difieren significativamente (ANOVA bifactorial, 
Tukey, p≤0,05, n=9)

Control (sin elicitor); Biojas 100 µmol L-1; CDHA 50 mmol L-1; 
CDMA 50 mmol L-1; CDHA (50 mmol L-1) + Biojas (100 µmol L-1) 
CDMA (50 mmol L-1) + Biojass (100 µmol L-1) 

Figura 6. Efecto de los elicitores en la concentración 
de fenoles solubles (mg g-1 MS) en callos 
con estructuras embriogénicas de  
T. cacao L. y excretados al medio de cultivo

CONCLUSIONES
♦♦ El uso de elicitores provocó un incremento 

significativo de compuestos fenólicos y los valores 
que se obtuvieron en callos (9,02-18,50 mg g-1 MS) 
con todos los tratamientos, excepto Biojas, están 
por encima de los que se obtuvieron en estudios 
anteriores (datos no mostrados) para las flores 
de plantas en ambiente natural (7,44 mg g-1 MS) y 
cercanos a los de hojas (19,98 mg g-1 MS). 

♦♦ La excreción al medio de cultivo se mantuvo por 
debajo de lo encontrado en los extractos de órganos 
de plantas en ambiente natural y se desconoce 
cuáles son los compuestos fenólicos presentes en 
cada caso. 

♦♦ Para futuras investigaciones, se hace necesario 
incrementar los niveles de excreción de los 
fenoles al medio de cultivo así como identificar su 
composición química.
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