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Evaluación de la expresion genetica de Linalool en genotipos de cacao 
nacional altamente homocigoticos proveniente de las principales zonas 
cacaoteras tradicionales del Ecuador
Genetic expression of Linalool in highly homozygotic national cocoa genotypes from the 
leading traditional cocoa-growing areas in Ecuador

Eduardo Morillo*1, Johana Buitron1 and James Quiroz-Vera2

Resumen: Ecuador es reconocido a nivel internacional como el principal productor de cacao fino tipo Nacional o sabor 
“Arriba”. Con la secuenciación del genoma del cacao se identificaron genes que regulan la producción de monoterpenos, 
entre ellos el gen LIS que codifica a la enzima linalool sintasa, y cataliza la síntesis de linalool que caracteriza al 
cacao Nacional. El objetivo del presente estudio fue evaluar la expresión del gen LIS en un grupo de clones altamente 
homocigóticos de una colección de cacaos centenarios (CCNC) mediante qPCR. Para el estudio se obtuvieron almendras 
de mazorcas autofecundadas de siete accesiones CCNC y tres clones comerciales: EET103 (Tipo Nacional), y dos clones 
no Nacionales (CCN51 e ICS95-Trinitario). Para cada clon se muestrearon almendras a las 20 (M1) y 22 (M2) semanas 
de autofecundación y 22 semanas más 24 horas de microfermentación (M3), obteniéndose en total 30 muestras para el 
análisis (tres momentos por genotipo). El ARN para el analisis de expresión se extrajo a partir de un pool de 10 almendras 
por muestra. El ARN obtenido se purificó y normalizó para la amplificación de dos genes: el gen SAND usado como gen 
de referencia y el gen LIS. Para cada muestra se corrieron tres réplicas técnicas por gen. La cuantificación de la expresión 
relativa se realizó mediante el método ΔΔCt. A partir del análisis se determinó que en los tres momentos analizados (M1, 
M2 y M3), la expresión del gen LIS varió entre las accesiones CCNC respecto a los calibradores ICS95 y CCN51. El 
clon comercial EET-103 y accesiones CCNC  mostraron una mayor expresión en M2 y M3; la accessión CCNC-210M, 
altamente homocigótica, registró la mayor expresión del gen LIS en M3 y el clon comercial EET-103 en M2. Los resultados 
obtenidos son útiles para el mejoramiento genético del cacao Nacional en INIAP y una apropiada utilización y valoración 
de los recursos genéticos locales.

Palabras clave: qPCR, gen LIS, ΔΔCt, sabor Arriba

Abstract: Ecuador is internationally recognized as producing fine National-type or “Arriba” flavor cocoa. With the sequencing 
of the cocoa genome, genes that regulate the production of monoterpenes were identified, including the LIS gene that 
encodes the enzyme linalool synthase, which catalyzes the synthesis of linalool, an acyclic monoterpene considered to be 
the main aromatic component that characterizes National cocoa. The objective of the present study was to evaluate the 
expression of linalool in a group of highly homozygous clones from a collection of cocoas from the main traditional cocoa-
growing areas (CCNC) using qPCR. Almonds were obtained from selfed cobs of seven CCNC accessions selected for their 
high level of homozygosis, and also three commercial clones: EET103 (Nacional), CCN51, and ICS95 (Trinitario). For each 
clone, beans were sampled at 20 (M1) and 22 (M2) weeks of selfing, and 22 weeks plus 24 hours of micro fermentation 
(M3), obtaining a total of 30 samples for the study (3 moments per genotype). RNA was extracted from a pool of 10 beans 
for each sample. The RNA obtained was purified and normalized to amplify two genes: SAND (reference) and LIS (linalool). 
For each sample, three technical replicates were run per analyzed gene. Relative expression quantification of the LIS gene 
was performed using the ΔΔCt method. The analysis determined that at times M1 and M2, the expression of the LIS gene 
varied between the CCNC genotypes analyzed with respect to the Trinitario ICS 95 genotype, used as a calibrator. The 
commercial clone EET-103 and CCNC accessions showed higher expression in M2 and M3. The acquisition CCNC-210M, 
highly homozygous, registered the highest expression of the LIS gene in M3 and the commercial clone EET-103 in M2. 
Our results are helpful for the INIAP cocoa breeding program promoting the use and valorization of local genetic resources.

Key words: qPCR, LIS gene, ΔΔCt, “Arriba” flavor.
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Introducción
El Ecuador es productor del 75 % de cacao fino y apor-

ta el 60% de la producción mundial con el cacao tipo “Na-
cional” o “Sabor Arriba”1. A principios del siglo XX, el cacao 
Nacional era el único cacao que se cultivaba en el Ecuador, 
árboles de este tipo con más de 80 años de edad han sido 
identificados y se ha conformado una colección de materia-
les de las principales zonas cacaoteras tradicionales, de-
nominada Colección Cacao Nacional Centenario (CCNC). 
Estos materiales se conservan ex situ en la Estación Ex-
perimental Litoral Sur (EELS) del INIAP y en la Estación 
Experimental Portoviejo (EEP)2.

El cacao ecuatoriano tiene gran demanda en el mer-
cado internacional por su aroma y sabor. Estas caracte-
rísticas están determinadas por la almendra, las prácticas 
agrícolas, el tratamiento pos cosecha y su procesamiento3.  
Los polifenoles de mayor concentración encontrados en 
el cacao son la epicatequina y las leucocianidinas; estos 
compuestos pueden representar hasta el 10-15 % del peso 
de la almendra, y durante la fermentación, se observa una 
disminución del 70 al 80 % de los contenidos de polifeno-
les solubles, principalmente constituidos por epicatequina 
y procianidinas4. Una caracterización de los cambios que 
ocurren en el perfil volátil de las semillas fermentadas de 
cacao de tipo Criollo, Forastero y Nacional, reportó que el 
cacao Criollo y Nacional produjeron volátiles con aromas 
florales y frutales como bencenoetanol, acetato de pentanol 
y linalool, mientras que el cacao Forastero presentó niveles 
muy bajos de estos compuestos5. Estudios sobre las pro-
piedades organolépticas del cacao confirman que los poli-
fenoles y los terpenos son los principales contribuyentes a 
su aroma6. Adicionalmente se investigó la contribución del 
linalool al sabor del cacao y encontró que el cacao suave 
y aromático contenía niveles más altos de linalool que el 
cacao no aromático7. Más recientemente se reportan dos 
rutas de biosíntesis relacionadas principalmente con la nota 
floral del cacao Nacional: la ruta de biosíntesis de monoter-
penos y la ruta de degradación de L-fenilalanina8.

El linalool (3,7-dimetil-1,6-octadien-3-ol) es un mono-
terpeno de cadena abierta que se encuentra en aceites 
esenciales de varias especies vegetales. Sus dos enantió-
meros R-linalool y S-linalool son diferentes en los vapores 
fragantes que producen, R-linalool tiene un aroma a ma-
dera y un aroma fresco similar a la lavanda. S-linalol tiene 
un aroma dulce, floral y ligeramente amaderado9. Existen 
genes pertenecientes a la familia TPS que codifican enzi-
mas involucradas en la biosíntesis de terpenos importantes 
para la producción y la regulación de compuestos volátiles 
aromáticos10. Con la secuenciación del genoma del cacao, 
se identificaron genes que conforman la familia génica 
TPS, dentro de estos genes existen algunos que regulan la 
producción de monoterpenos, como es el caso del gen LIS 
este codifica a la enzima linalool sintasa, la cual cataliza 
la síntesis de linalool11. Mas recientemente se reportan un 
número mayor de genes potencialmente implicados en la 
síntesis de aromas afrutados en cacao; resultados prelimi-
nares en la expresión de genes candidatos que sintetizan 
enzimas responsables de la producción de ciertos com-
puestos volátiles tendrían lugar durante el desarrollo de la 
almendra y el proceso de fermentación12.

En Ecuador se cuantificó la producción del linalol en 
almendras frescas y tostadas de cacao Nacional, CCN-
51, Ghana e ICS-95; se encontró que los granos de cacao 

frescos tenían un mayor contenido de linalool que otros ge-
notipos13. Se reportó además que las almendras tostadas 
de Cacao Nacional tenían un mayor contenido de linalool 
que las almendras crudas. En base a la hipótesis de que el 
linalool es considerado como uno de los principales compo-
nente aromáticos que caracteriza el aroma floral del cacao 
Nacional, el objetivo de este estudio fue evaluar la expre-
sión genética de linalol en un grupo de clones altamente 
homocigóticos identificados en una colección proveniente 
de las principales zonas cacaoteras tradicionales (CCNC) 
usando como materiales de referencia a clones comercia-
les de cacao.

Materiales y métodos 
Material biológico: Se colectaron mazorcas provenien-

tes de autofecundación de siete accesiones de la CCNC y 
clones comerciales en INIAP-EELS. Cinco de estas acce-
siones se seleccionaron por su alto nivel de homocigosis 
(78-90%) identificadas en un estudio anterior de caracte-
rización molecular de esta colección: CCNC-001M, CC-
NC-012LR, CCNC-012M, CCNC-051M y CCNC-210M2. Se 
incluyeron además otras dos accesiones de la colección, 
CCNC-006M y CCNC-092M, y clones comerciales para 
comparación: un Tipo Nacional de reconocido perfil aromá-
tico Arriba (EET-103), un Trinitario (ICS95) y CCN51. Para 
cada clon se cosecharon mazorcas a las 20 y 22 semanas 
de maduración (Momentos 1 y 2: M1 yM2). Las almendras 
de mazorcas de 22 semanas se sometieron a un proceso 
de micro fermentación durante 24 horas y representaron el 
tercer momento de muestreo (M3). Por cada mazorca se 
tomaron 10 almendras que se preservaron en RNA Later 
a -80°C.

Extracción y purificación del ARN: el ARN se extrajo 
de un pool de diez almendras preservadas en RNA Later. 
Se utilizó el reactivo PureLink Plant RNA (Thermo Fisher 
Scientific) y el procedimiento descrito por el fabricante. Los 
ARN obtenidos fueron purificados mediante dos procedi-
mientos; el primero se realizó con el fin de eliminar restos 
de ADN genómico (ADNg) y el segundo para eliminar re-
siduos de lípidos y polifenoles. La primera purificación se 
realizó con el procedimiento reportado en un análisis del 
transcriptoma de clones comerciales de cacao Nacional14. 
Para una segunda purificación se empleó el kit PureLinkTM 
RNA Mini siguiendo el protocolo descrito por el fabricante 
(Thermo Fisher Scientific). Una segunda purificación del 
ARN resultó necesaria para mejorar la amplificación del 
cDNA, se reportó el protocolo reportado en la estandariza-
ción del método de cuantificación por qPCR del marcador 
asociado al linalool15.

RT-qPCR: El ARN purificado se cuantificó mediante 
fluorometría empleando el equipo Qubit con el kit Qubit™ 
RNA HS Assay (Thermo Fisher Scientific).Se realizó la RT- 
qPCR utilizando el kit GoTaq® 1-Step RT-qPCR System de 
PROMEGA, según las especificaciones del fabricante. Se 
emplearon 20 ng de ARN purificado por cada una de las 
reacciones. Las reacciones se ensamblaron a una tempe-
ratura de alineamiento de 60 °C y con una concentración 
de primer de 0, 5µM para la cuantificación de los genes. 
Se empleó el termociclador Mx3005P (Agilent, Edinburgh, 
UK) con el software MxPro, y el sistema de detección SYBR 
Green para el análisis de los genes en estudio conforme al 
procedimiento reportado por (15).

Cuantificación relativa del gen LIS: Para cada genotipo 
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en estudio (siete accesiones de la CCNC y los tres genoti-
pos comerciales), se ensamblaron tres reacciones para la 
amplificación del gen LIS y el gen de referencia SAND. Se 
emplearon primers reportados en la estandarización de la 
RT-qPCR para genes de referencia en almendras de ca-
cao16. La cuantificación de la expresión relativa se realizó 
mediante el método ΔΔCt17. En el ensayo se emplearon 
como calibradores a los genotipos ICS95 y CCN51 ya qué 
éstos materiales no poseen el aroma floral característico 
del cacao Nacional.

Comparación de la expresión del gen LIS: Los valores 
de la expresión relativa se linealizaron mediante una trans-
formación logarítmica para minimizar la varianza que existe 
entre los datos y se realizó la construcción de gráficos en 
EXCEL.

Parámetros de fermentación
La toma de muestras para determinar el pH y el re-

cuento de BAL se realizó a los días 0, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 
20, 25 y 30 del proceso de fermentación. La determinación 
del pH se realizó con un pH-metro calibrado modelo Orion 
410. El recuento se realizó en agar Man Rogosa Sharpe 
(MRS) (Laboratorios Britania, Buenos Aires, Argentina) a 
30 °C durante 24-48 h. Los resultados se expresaron en 
Unidades Formadoras de Colonia por mililitro (UFC/ml).

Determinación de fosfato libre
Las muestras se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 

min en una centrífuga Rolco CP 2036 (Buenos Aires, Ar-
gentina). El fosfato libre se determinó utilizando 100 µl de 
sobrenadante y 900 µl de una solución que contenía 0,6 
M de H2SO4, 2 % (m/v) de ácido ascórbico y 0,5 % (m/v) 
de molibdato de amonio. Luego de una incubación a 50 ºC 
durante 30 min se realizó la lectura de la densidad óptica a 
820 nm. Para la curva de calibración se utilizó una solución 
patrón de K2HPO4. Los resultados fueron expresados en 
mg de fósforo/100 ml16.

Determinación de ácido fítico
La concentración de ácido fítico en los sobrenadantes 

se determinó utilizando el kit comercial Megazime Interna-
cional (Wicklow, Irlanda) siguiendo las instrucciones del fa-
bricante. El ensayo se basa en la hidrólisis del ácido fítico 
por la actividad de la fitasa en mio-inisitol-fosfato y fósforo 
libre, y la posterior actividad de la fosfatasa alcalina que 
libera el resto de los fosfatos de la molécula de mio-inosi-
tol17. El fosfato libre se determinó según se describió ante-
riormente y los resultados se expresaron en mg ácido fíti-
co/100 ml, utilizando la siguiente ecuación:

Determinación de hierro libre
Se trataron 200 µl de sobrenadante con 1 ml de una 

solución 30 mM de ácido ascórbico en buffer citrato (0,05 
M, pH 4,5). Luego de una incubación a 37 °C durante 5 min 
se agregó 200 µl de una solución de ferrozime (5 mM). Se 
incubó a 37 °C durante 40 min y se midió la densidad óptica 
a 562 nm en un espectrofotómetro Jenway modelo 6405 
(Londres, Reino Unido). Se realizó una curva patrón con 
Fe(NO3)3. Los resultados se expresaron en mg hierro/100 
ml18.

Resultados
En la tabla 1 se muestran los valores de la cuantifica-

ción relativa del gen LIS en los genotipos Nacional anali-
zados comparados con los clones ICS95 y CCN51 que se 
utilizaron como calibradores. Respecto a ICS95 se observa 
que los valores para los clones 012LR, 051M, 210M, 092M 
y EET103 oscilaron entre 0.40 y 1,56 para M1; y entre 0,67 
y 2,5 para M2. Los clones 001M y 012M presentaron una 
represión en la expresión del gen LIS (valores de -0.58 y 
-0.92 para M1; -0.17 y -0.48 para M2). El genotipo 006M 
presentó una sobreexpresión para M1 con un valor de 0,12 
y represión del gen LIS para M2 con un valor de -0.63. 

Evaluación de la expresion genetica de Linalool en genotipos de cacao nacional altamente homocigoticos proveniente de las principales zonas cacaoteras 
tradicionales del Ecuador

Genetic expression of Linalool in highly homozygotic national cocoa genotypes from the leading traditional cocoa-growing areas in Ecuador

Tabla 1. Valores de expresión del gen LIS calibrados en valores de Log 2- ΔΔCt  para los tres momentos analizados 
(ICS95 y CCN51 a la izquierda y derecha respectivamente).
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Los resultados para M3 revelaron una sobre expresión del 
gen LIS con respecto a ICS95 para los siete clones CCNC 
analizados e incluido el genotipo EET103 (valores de Log 
2- ΔΔCt, de -0.58 y 1,71).Respecto a los valores de Log 
2- ΔΔCt en los siete genotipos de la CCNC usando como 
calibrador al genotipo CCN51 estos oscilaron entre -2,85 
y -0,37 para M1, se evidenció la represión de la expresión 
del gen LIS en todos los genotipos analizados. Para M2 
los valores de expresión variaron entre -1,4 y 1,78. Los re-
sultados para M3 revelaron una sobre expresión del gen 
LIS con respecto de CCN51 para los siete clones CCNC 
analizados.

De manera general se observan niveles de expresión 
del gen Lis en las accesiones CCNC en M3, destacando 
la accesión 210M con la mayor expresión (Log 2- ΔΔCt de 
1,7 y 2,1 con los dos calibradores utilizados). Por su parte 
en M2 el clon EET103 fue el que mayor nivel de expresión 
registró (Log 2- ΔΔCt de 2,5 y 1,7).

En la figura 1 se observa la expresión el gen linalool 
en valores de Log 2- ΔΔCt . En los momentos M1 y M2, la 
expresión del gen LIS respecto de ICS95 varió entre los 
genotipos analizados, los clones de la CCNC 012LR, 051M, 

210M y 092M presentaron una sobreexpresión, al igual que 
el clon EET103 en estos dos momentos. En M3 se destaca 
la expresión en el genotipo 210M; este genotipo presenta 
la mayor expresión del gen tras la micro fermentación de la 
almendra por 24H.

En la figura 2 se observa la expresión el gen linalool 
en valores de Log 2- ΔΔCt con CCN51 como calibrador. Se 
evidencia la represión del gen linalool en todas las muestras 
de la CCNC analizadas para el momento M1, incluyendo 
los clones EET103 y ICS95. Para el momento M2 los clo-
nes 012LR y 051M de la colección de CCNC presentaron 
una sobreexpresión del gen (0,075 y 1,09 respectivamen-
te). Para el M3 la sobreexpresión del gen LIS se presentó 
en todos los genotipos de la CCNC analizados.

Discusión
En este análisis se verificó una variación de la expre-

sión del gen LIS entre los genotipos de cacao Nacional ana-
lizados en los dos momentos de maduración de la mazorca 
(20 y 22 semanas) y 24h de fermentación de las almendras 

Figura 1. Expresión el gen LIS en valores de Log 2- ΔΔCt , calibrador ICS 95.

Figura 2. Expresión el gen LIS en valores de Log 2- ΔΔCt , calibrador CCN51.
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de 22 semanas. Utilizando como calibradores a los clones 
ICS95 y CCN51, se observó una sobrexpresión del gen li-
nalool en las muestras de almendras de Nacional con micro 
fermentación (M3), en comparación con las no fermenta-
das; en función del genotipo se observó sobreexpresión o 
represión del gen. Este resultado podría asociarse al efecto 
de la fermentación, ya que está reportado que ésta favore-
ce la intensidad aromática, la acidez y los sabores frutal y 
floral18.

Resulta de particular interés que entre las accesio-
nes analizadas en este estudio, la accesión CCNC-201M 
es la que evidenció los mayores valores de expresión del 
gen LIS en el momento 3. El clon EET103 el cual es un 
material con aroma floral bajo en cambio presentó el valor 
mas alto de expresión en M2. Cabe indicar que la accesión 
CCNC-201M resultó asignada en el grupo Nacional2, es al-
tamente homocigótica (85,4%) y está clasificada en nivel 
4 (Sabor floral alto) en los test sensoriales realizados por 
ECUAKAO y MEIJI (Japón)19. En cambio el clon EET-103 
es un material altamente heterocigótico (catalogado como 
hibrido y con 79.5% de heterocigosis) y con una calidad 
aromática floral baja20,21.

Por otro lado los resultados del aumento de la expre-
sión en el proceso de micro fermentación son similares a 
reportados anteriormente22, se observó  un aumento de la 
expresión del gen LIS en las almendras a los dos días de la 
fermentación. La tendencia de la expresión en el momen-
to M3 es una sobreexpresión en los genotipos Nacionales, 
ya que se observó un incremento de la expresión del gen 
LIS con los dos calibradores utilizados. En un estudio pre-
liminar22, también se observó que en el genotipo Nacional 
analizado, la expresión del gen LIS aumentó cuando la 
almendra se fermentó; además, el valor de expresión del 
gen LIS en el genotipo Nacional fue superior a los obser-
vados en los genotipos Trinitario. En otro trabajo anterior13 
se cuantificaron compuestos volátiles en genotipos Nacio-
nal, ICS95, CCN51 y provenientes de Ghana y se determi-
nó que el contenido de linalool se ve influenciado por los 
tiempos de fermentación. La presencia de linalool se incre-
mentó por el proceso de tostado de las almendras, éste fue 
superior en los cacaos de tipo Nacional comparado con los 
provenientes de Ghana, y para ICS95 y CCN51 estuvo au-
sente. Trabajos similares corroboran estos resultados, en 
un trabajo mas reciente23 se determinó que la biosíntesis 
del linalool depende en un principio del genotipo de cacao, 
además, éste contenido se ve modificado por las condicio-
nes de fermentación a la que esté sometida la almendra. 
El tiempo de fermentación de los granos de cacao parece 
ser el factor clave que controla la síntesis de aromas. Así 
mismo otro estudio24 identificó y cuantificó compuestos vo-
látiles de genotipos CCN51 y EETs y los resultados mostra-
ron que los genotipos EET contienen mayor concentración 
de compuestos afrutados y florales en comparación con el 
clon CCN51.

Conclusiones
Los análisis mostrados en este estudio detectan claras 

diferencias de expresión del gen LIS entre los genotipos 
de cacao nacional y los clones usados como calibradores 
ICS95 y CCN51 y corroboran a estudios similares realiza-
dos anteriormente. El valor encontrado en las almendras 
fermentadas de 24 horas muestran niveles superiores de 
expresión en los cacaos centenarios (CCNC), destacán-

dose la accesión CCNC- 210M altamente homocigótica y 
catalogada como Nacional.

Nuestros resultados deben complementarse con estu-
dios del perfil sensorial de los materiales con el fin de es-
tablecer una correlación positiva de expresión del gen LIS 
como indicador de calidad aromática de cacao Nacional o 
fino de aroma.
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