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RESUMEN

El cacao es un cultivo de gran importancia econémica que resulta de interés como fuente de compuestos de
origen natural. El cultivo de tejidos con empleo de elicitacion metabdlica es una alternativa para la produccion
a gran escala de estos metabolitos secundarios. El presente trabajo tuvo como objetivo determinar el efecto
del acido salicilico como elicitor para la produccién de biomasa celular de Theobroma cacao L. en tres
clones. Para la formacion de callos se utilizaron estaminoides de los clones ‘UF-613’, ‘UF-650" y ‘Pound-7.
Se adicionaron 0.02; 0.05; 0.10 y 0.15 mg I*de acido salicilico al medio de cultivo. Alos 15 y 28 dias de
cultivo se cuantifico el nimero de explantes que formaron callos y se calculé el porcentaje de formacion de
callos. En el clon de mejores resultados se identificaron los metabolitos secundarios presentes en callos y
medio de cultivo mediante tamizaje fitoquimico. La adicion de acido salicilico aceleré la formacion de callos
en los clones de cacao ‘UF-613’, ‘UF-650’ y ‘Pound-7’. Los resultados dependieron del clon y de las
concentraciones utilizadas. La identificacion de metabolitos secundarios en callos del clon ‘UF-650"y en el
medio de cultivo es punto de partida para futuras investigaciones.

Palabras clave: cultivo in vitro, metabolitos secundarios, tamizaje fitoquimico.

Effect of salicylic acid on callus formation in three Theobroma cacao
L. clones

ABSTRACT

Cocoa is a crop of great economic importance and it has interest as a source of naturally occurring compounds.
Thetissue culture using metabolic elicitation is an alternative for large scale production of secondary metabolites.
This study aimed to determine the effect of salicylic acid as elicitor for the production of cell biomass of
Theobroma cacao L. in three clones. For callus formation staminodes of ‘UF-613’, ‘UF-650’ and ‘Pound-7’
clones were used. It were added 0.02, 0.05, 0.10 and 0.15 mg I salicylic acid to the culture medium. At 15
and 28 days of culture the number of explants formed callus were quantified and the percentage of callus
formation was calculated. In the best results clone the secondary metabolites in callus and culture medium
were identified by phytochemical screening. The addition of salicylic acid accelerated callus formation in the
cocoa clones ‘UF-613’, ‘UF-650" and ‘Pound-7’. The results depended of the clone and the concentrations
used. The identification of secondary metabolites in callus of ‘UF-650’ clone and in the culture medium is the
starting point for future research.

Key words: tissue culture, phytochemical screening, secondary metabolites.

INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L.) es un cultivo
de gran importancia econémica, del cual se
obtienen multiples productos empleados en la
confiteria, la industria de los cosméticos, la
alimentacion animal y en la industria
farmacéutica.

Entre los metabolitos secundarios identificados
en plantas de cacao se encuentran los

polifenoles. Dentro de estos, los del grupo de
los flavonoides, como las catequinas (37%),
antocianinas (4%) y procianidinas (58%) han
despertado interés por sus posibles
aplicaciones para el cuidado de la salud
humana (Wollgast, 2000). Usualmente estos
compuestos cumplen un rol ecoldgico en la
interaccion de la planta con su ambiente y se
encuentran en muy bajas concentraciones, por
lo cual se hace necesario utilizar elevados
volumenes de material vegetal para obtener
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cantidades significativas de un compuesto de
interés (Foley y Moore, 2005).

Frente a las dificultades existentes para
sintetizar principios activos, tanto de uso
farmacéutico como fitosanitario, el cultivo de
tejidos se convierte en una alternativa para su
produccién. Ademas, el uso de elicitores
metabdlicos durante este proceso puede
incrementar la producciéon de los metabolitos
de interés (Zabala et al., 2009).

Las investigaciones en el campo de la
fitoquimica de los clones productivos de cacao
propagados mediante métodos biotecnoldgicos
son escasas (Jalal y Collin, 1979; Alemanno et
al., 2003; Rojas et al., 2008, Rojas et al., 2012).
Generalmente, no han estado encaminadas a la
obtencién de principios activos con actividad
biolégica y se hace cada vez més necesaria la
busqueda de alternativas de produccion de
metabolitos secundarios a partir de cultivos
celulares, debido a que la sintesis de estos
compuestos resulta muy dificil, o en ocasiones,
no viable econémicamente. En Cuba no se
encontraron referencias de estudios al respecto.

La elicitacién de rutas metabdlicas con
sustancias quimicas es una via para incrementar
la produccion de metabolitos secundarios. Entre
estos se encuentra el 4cido salicilico que ha sido
utilizado en diferentes especies de plantas. Por
ejemplo, se ha comprobado su accién en la
produccién de isoflavonoides (AS 20uM) en
suspensiones celulares de Pueraria tuberosa
(Shaily y Ramawat, 2008), acidos fendlicos (6.25
mg I SA) en Salvia miltiorrhiza (Dong et al.,
2010), flavonoides totales (0.05 mM AS) en
Andrographis aniculata (Mendhulkar y Moinuddin,
2013) y alfa tocoferol en cultivo de suspensiones
celulares de Elaeagnus angustifolia L. (1.0 mM
AS) (Badrhadad et al., 2013).

Teniendo en cuenta lo anterior, este trabajo tuvo
como objetivo determinar el efecto del acido
salicilico como elicitor para la produccion de
biomasa celular de Theobroma cacao L. entres
clones.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Las plantas de Theobroma cacao L.
seleccionadas como donadoras pertenecen al
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banco de germoplasma de la Estacién
Experimental del Ill Frente Oriental, Santiago
de Cuba, Cuba. Como material vegetal inicial
se utilizaron estaminoides (explantes) tomados
de botones florales, antes de la antesis, de los
clones ‘UF-613’, ‘UF-650"y ‘Pound-7'.

Desinfeccion

Para la desinfeccién del material vegetal, se
sigui6 la metodologia descrita por Silva et al.
(2002). Los botones florales se sumergieron
en solucién de detergente al 1.0% durante 30
min en agitacion (zaranda), seguido de tres
enjuagues con agua destilada estéril. Luego,
en area aséptica los explantes se
sumergieron en solucién de hipoclorito de
sodio (NaClO) al 2.0% durante 20 minutos,
seguido de cuatro enjuagues con agua
destilada estéril.

Efecto del acido salicilico

Para determinar el efecto del acido salicilico
en la formacion de callos se emple6 el medio
de cultivo propuesto por Silva et al. (2002) que
contiene Sales MS (Murashige y Skoog, 1962)
(4.32 g I'Y), vitaminas LB (L6pez-Baez,
1993)(10 ml I'), mio-inositol (100 mg I1), agua
de coco (50 ml 1Y), glicina (3.0 mg I'Y), sacarosa
(40 g I'Y), kinetina (0.25 mg I'Y), acido 2,4-
Diclorofenoxiacético (2,4-D) (2.0 mg I'Y) y agar
E (6.0 g I'Y). El medio de cultivo fue distribuido,
en frascos de 25 ml de capacidad, a razén de
10 ml por frasco.

Los tratamientos consistieron en la adicién al
medio de cultivo de &cido salicilico (0.02, 0.05,
0.10 y 0.15 mg IY) y un tratamiento control sin
este compuesto. Se colocaron cinco
estaminoides por frasco de cultivo, cada frasco
representé una réplica, y se realizaron 35
réplicas por tratamiento con dos repeticiones
en el tiempo.

Transcurridos 15 y 28 dias de cultivo se
describié la coloracion y consistencia de los
callos. Se cuantificé el numero de explantes
gue formaron callos y se calculé el porcentaje
de formacioén de callos.

Posteriormente, se seleccioné el clon que
mostrara mayor respuesta a la formacién de
callos en el menor tiempo evaluado y se
identificaron los metabolitos presentes en
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callos y medio de cultivo. Para ello, se realizé
un tamizaje fitoquimico por agotamiento de la
muestra mediante extraccion sucesiva con
solventes de polaridad creciente: éter etilico,
etanol y agua (Sandoval y Suérez, 1990; Evans,
1991; Payo, 2001). Se identificaron en cada
extracto, los metabolitos secundarios que de
acuerdo con su solubilidad, podian ser
extraidos en estos solventes.

Para la formacion de los extractos, se tomaron
callos y por separado, el medio de cultivo donde
se encontraban, por cada tratamiento. La
extraccién se realiz6 por maceracién,
realizando las filtraciones transcurridas 48
horas, para los extractos etéreos, etandlicos y
acuosos, respectivamente.

Se pes6 1.0 g de callo, procedente de cada
tratamiento y por separado 1.0 g del medio de
cultivo correspondiente, se adicionaron 3.0 ml
de éter etilico, transcurridas 48 h, se procedi6
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a la filtracion del extracto. En el caso de los
callos la filtracién se realiz6 por gravedad y para
los medios de cultivo, debido a su estado fisico,
se filtr6 a presion reducida o vacio. Para
obtener el extracto alcohdlico, al remanente, se
le adicionaron 15 ml de etanol al 82% (v/v) y se
procedi6é de igual forma. Posteriormente, se
adicionaron 15 ml de agua destilada, y se
efectud la extraccion a4-8 °C durante 48 h. Los
ensayos para el anédlisis fitoquimico
correspondiente a cada filtrado (Tabla 1) se
hicieron por triplicado.

Andlisis estadisticos

Los andlisis estadisticos se realizaron en el
programa estadistico computacional Statistica
version 6.0; con plataforma para sistema
operativo Windows®. A la variable expresada
en forma porcentual, se le realizé pruebas de
comparacion de proporciones para un nivel de
significacion del 5.0%.

Tabla 1. Relacion de ensayos realizados a extractos de callos de T. cacao formados a partir de estaminoides

y al medio de cultivo.

Extracto Ensayos Compuestos que identifica
Etéreo Dragendorff y Mayer Alcaloides
Baljet Cumarinas
Sudan Il Acidos grasos
Etandlico Resinas Resinas
Liebermann- Burchard Triterpenos y/o esteroides
Espuma Saponinas
Nihidrina Aminoacidos libres
Dragendorff y Mayer Alcaloides
Baljet Cumarinas
Kedde Glicésidos cardioténicos
Fehling Carbohidratos reductores
Cloruro férrico Fenoles y/o taninos
Shinoda Flavonoides
Antocianidinas Antocianidinas
Acuoso Espuma Saponinas
Fehling Carbohidratos reductores
Shinoda Flavonoides
Cloruro férrico Fenoles y/o taninos
Mucilagos Mucilagos
Mayer Alcaloides

Principios amargos y astringentes

Principios amargos
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RESULTADOS Y DISCUSION

En los tres clones de cacao evaluados, se
observo la formacion de un callo por explante,
el cual comenz6 a desarrollarse a partir de su
base. Los callos (Figura 1), fueron generalmente
de color amarillo, friables, en ningln caso se
observé hiperhidricidad. Estos resultados fueron
similares a los referidos por Lépez —Baez (1993),
guienes para este cultivo, describen, a partir de
la base del explante, la formacién de callos
nodulares y de color amarillo- crema, lo que
plantean como caracteristico de los callos con
estructuras embriogénicas.

Enla formacion de callos en el clon ‘Pound-7,
a los 15 dias de cultivo se observaron
diferencias significativas con el control a partir
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de 0.10 mg I'* de acido salicilico adicionado en
el medio de cultivo y se obtuvo la maxima
respuesta bioldgica (100%) con 0.15 mg I
Esto demuestra que a la mayor concentracion
evaluada se aceler6 la formacién de callos;
pues se ha referido que la callogénesis sin
elicitacion culmina a los 28 dias en este cultivo
(Lépez —Baez, 1993) (Figura 2).

En el clon ‘UF-613’ (Figura 3), a los 15 dias de
cultivo se logré una mayor formacion de callo por
explante, a partir de 0.05 mg I* de &cido salicilico
en el medio de cultivo sin diferencias significativas
entre los tratamientos que contenian el elicitor. A
los 28 dias se igual la respuesta bioldgica (100%
de formacion de callos) para estos tratamientos
con diferencias significativas con los dos
tratamientos restantes.

Figura 1. Formacién de callo de Theobroma cacao a los 28
dias de cultivo a partir de estaminoides.
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Figura 2. Efecto del &cido salicilico en la formacion de callos en cacao clon ‘Pound-7’ a partir

de estaminoides.
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Figura 3. Efecto del 4cido salicilico en la formacién de callos en cacao clon ‘UF-613’ a partir de

estaminoides.
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Figura 4. Efecto del &cido salicilico en la formacion de callos en cacao clon ‘UF-650" a

partir de estaminoides.

Enel clon ‘UF-650’, la formacion de callos difirié
de lo obtenido en los dos clones anteriores
(Figura 4). La mejor respuesta al elicitor se
mostré al utilizar la menores concentraciones
evaluadas (0.02 y 0.05 mg I''). A mayor
concentracion disminuyo significativamente la
formacion de callos, lo que demuestra que a
partir de estas concentraciones puede existir
un efecto inhibitorio de la callogénesis.

Para este clon se observé un 100% de
formacion de callos a los 15 dias de cultivo con
la adicién de 0.02 mg I*; concentracion que
mostré ser suficiente para inducir la formacion
de callos y obtener un valor maximo en la

respuesta biolégica. A los 28 dias se igual6 al
resultado obtenido con 0.05 mg I* de acido
salicilico y al control.

Estos resultados fueron superiores a los
alcanzados por Silva et al. (2002) quienes
lograron la mejor respuesta en el clon ‘UF-650’
(51.1%, de formacion de callos a partir de
estaminoides), con 22.7uM de tidiazurén (TDZ)
y un 82.1% de formacion de callos con la
combinacion de 2,4-D (13.56uM) y kinetina
(1.17uM).

Resultados similares fueron obtenidos por
Lingakumar et al. (2014) al evaluar el efecto de
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este precursor metabdlico sobre la
callogénesis en Vigna mungo (L.) Hepper
donde el &cido salicilico a una concentracion
muy baja (0.001 mg I*) indujo un 70% de
induccion de callo y su accién se potencié
combinada con &cido naftalenacético (ANA) y
bencilaminopurina (BAP).

La respuesta en la formacidn de callos se
favorecid con la adicion del acido salicilico en
dependencia de la concentracion utilizada del
elicitor. Estos resultados fueron similares a los
obtenidos por Gadzovska et al. (2012) al evaluar
la influencia del &cido salicilico en el cultivo in
vitro de brotes, callos y células en suspension
de la especie medicinal Hypericum perforatum
L. Estos autores plantearon que el elicitor no
tuvo efecto negativo sobre el crecimiento y
desarrollo de los explantes y aumenté la
concentracion de la hipericina (principio activo
obtenido de esta especie).

Los resultados mostraron que la mejor
respuesta en cuanto a formacion de callos
se obtuvo en el clon ‘UF-650’, con la menor
concentracion de &cido salicilico evaluada
(0.02 mg I'Y) y 100% de formacion de callos,
a los 15 dias de cultivo, lo que evidencié una
aceleracion en el proceso de induccién de la
callogénesis. En diferentes especies
vegetales se ha demostrado que la
produccion de metabolitos secundarios
puede ser reforzada por el tratamiento de
células indiferenciadas con elicitores
metabdlicos. Debido a que las interacciones
elicitor-receptor, se generan sefiales que
activan genes responsables de reacciones
de defensa, proceso en que la concentracién
del elicitor juega un papel importante
(Vasconsuelo, 2007). En este sentido, el clon
‘UF-650' es promisorio para la obtencién de
mayor biomasa celular en menor tiempo y
pudiera ser utilizado para la produccién de
metabolitos secundarios con estas condiciones
de cultivo. Por lo anterior, se utilizé para
identificar los metabolitos presentes.

El analisis fitoquimico de los callos y el medio
de cultivo en este clon permitié identificar varios
metabolitos secundarios (Tabla 2). El solvente
en el cual se extrajo la mayor diversidad fue el
etanol.

En los callos se identific6 presencia de
alcaloides, cumarinas, acidos grasos
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saponinas, carbohidratos reductores, fenoles
y/o taninos y flavonoides. Estos metabolitos han
sido referidos por Quifiones et al. (2013)
guienes cuantificaron fenoles totales en
extractos de callos provenientes de explantes
florales de cacao (estaminoides, pétalos y
nucelas).

Los resultados de esta investigacién mostraron
gue al medio de cultivo difunden fenoles y/o
taninos y en menor abundancia cumarinas,
alcaloides, antocianidinas y carbohidratos
reductores. En cuanto a los metabolitos de
mayor interés farmacologico; los fenoles y/o
taninos, fueron abundantes en el extracto
etandlico, pero también se obtuvieron en
extracto acuoso en callos y medios de cultivo.
Las cumarinas fueron mayormente extraidas
en extracto etéreo ylas antocianidinas difunden
totalmente al medio de cultivo en extracto
etandlico.

Estos resultados son promisorios, ya que
dependiendo de las concentraciones que se
logren obtener de estos metabolitos, los
extractos derivados del cultivo in vitro, luego de
estandarizados y comprobada su actividad,
pudiesen ser utilizados desde el punto de vista
farmacolégico. En este aspecto, diferentes
investigaciones hiomédicas muestran que los
compuestos fendlicos, contribuyen a la
prevencion de enfermedades cardiovasculares,
cancer, osteoporosis, diabetes vy
enfermedades neurodegenerativas (Fremont,
2000; Roupe et al., 2006).

De igual forma, los flavonoides han sido
ampliamente estudiados por su actividad
antioxidante, ademé&s exhiben efectos
beneficiosos en la permeabilidad capilar,
antiplaquetaria, antiviral, anti-inflamatoria,
antineoplasica (Scalbert y Williamson, 2000;
Pietta, 2000), entre otras. Dentro del grupo
de los flavonoides, los flavonoles se inhiben
la peroxidacion lipidica y afectan a la
producciéon de moléculas de lipidos o
derivados de lipidos que regulan la respuesta
inmune (Franco et al., 2013), y se ha
demostrado en bioensayos su accién sobre
la reduccion de la obesidad (Gu et al., 2013).
Igualmente, algunos de los representantes de
la familia de los alcaloides tienen actividad
antibacteriana frente a bacterias Gram-
negativas y las saponinas tienen actividad
antiestafilococica (Gurinder y Daljit 2009).
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Tabla 2. Resultados del tamizaje fitoquimico en los extractos etéreo, etandlico y acuoso en callos y medios

de cultivo de muestras de cacao clon ‘UF-650'.

Ensayos (Metabolitos) Callos Medios de Cultivo
Extracto etéreo T1 T2 T3 T4 CC T6 T7 T8 T9 CM
Mayer (alcaloides) + + + + + - - - - -
Baljet (cumarinas) + + + + + + + + + +
Sudan Il (Acidos grasos) + + o+ o+ + - - - - -
Extracto etandlico
Resinas - - - - - - - - - -
Liebermann- Burchard
(triterpenos y/o esteroides) ) ) ) ) ) ) ) ) ) i
Espuma (saponinas) + + + + + - - - - -
Mayer (alcaloides) + + + + + - - - + +
Baljet (cumarinas) + + + + + - - - - -
Fehling (carbohidratos
+ + o+ o+ + + + + + +
reductores)
FeCls (fenoles y/o taninos) + + + + + + I T
Shinoda (flavonoides) + + + + + - - - - -
Antocianidinas - - - - - + + + + +
Extracto acuoso
Espuma (saponinas) + + + + + - - - - -
Fehling (carbohidratos
+ + o+ o+ + + + + + +
reductores)
Shinoda (flavonoides) - - - - - - - - - -
FeCls (fenoles y/o taninos) + + + + + + + + + +

Mucilagos - -
Mayer (alcaloides) - -
Principios amargos y

astringentes

Leyenda: (-): Ausencia, (+): Presencia, (++) y (+++): Abundancia. AS: &cido salicilico. T1: Callos AS
(0.02 mg I'Y), T2: Callos AS (0.05 mg I*), T3: Callos AS (0.10 mg I*), T4: Callos AS(0.15 mg I'*), CC:
Control callo, T6: Medio Cultivo AS (0.02 mg I*), T7: Medio Cultivo AS (0.05 mg I'), T8: Medio Cultivo
AS (0.10 mg I'*), T9: Medio Cultivo AS (0.15 mg I'*) y CM: Control medio de cultivo

Con el método de tamizaje fitoquimico, no fue
posible observar un efecto elicitor del &cido
salicilico a las concentraciones evaluadas. Esto
pudo estar dado a que para observarse un
cambio cualitativo, en este caso de cambio de
coloracion, debe existir un salto cuantitativo
muy significativo, debido a la baja sensibilidad
de los ensayos. Sin embargo, los resultados
pueden ser punto de partida para posteriores
investigaciones que promuevan la produccion
de algunos metabolitos de interés en el medio

de cultivo, de donde se pueden extraer sin
afectar la produccion de biomasa. Atendiendo
a este resultado deben realizarse analisis
guimicos cuantitativos y promover la
produccion de biomasa en medios de cultivo
liquidos para su escalado.

Son conocidas las implicaciones fisiol6gicas del
acido salicilico en la planta, como en la
germinacion de las semillas (Rate et al., 1999),
la respiracion (Norman et al., 2004), lareduccion
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de la sintesis de etileno (Martinez et al., 2004).
Pero una de funciones més estudiadas es su
participaciéon como molécula sefial en defensas
locales y regulacion de la respuesta sistémica
adquirida (Shah, 2003). Se ha comprobado su
accioén en la expresion de proteinas PR (Rangel
et al., 2010) y en la regulacion de genes
relacionados con la biosintesis de metabolitos
secundarios como respuesta a la induccion de
la resistencia (Mendhulkar y Moinuddin, 2013).
Por todo ello, el acido salicilico, se ha utilizado
como elicitor metabdlico en el cultivo in vitro
de plantas. Sin embargo, no se encontré en la
literatura cientifica evidencias del uso de este
compuesto en el cultivo in vitro de cacao. En
este trabajo se comprobé que el &cido salicilico
adicionado al medio de cultivo puede acelerar
el proceso de formacion de callos que puede
ser fuente de biosintesis de metabolitos
secundarios.

CONCLUSIONES

El &cido salicilico adicionado al medio de cultivo
acelera el proceso de formacién de callos en
los clones de cacao ‘UF-613’, ‘UF-650"y ‘Pound-
7'. Los resultados dependen del clon y de las
concentraciones utilizadas. La identificacion de
metabolitos secundarios en callos del clon ‘UF-
650’y en el medio de cultivo es punto de partida
para futuras investigaciones.
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