Rescate in vitro de Embriones Provenientes de Semillas Aplanadas
de Cacao (Theobroma cacao)!

ABSTRACT

The aim of this study was to develop a methoedology lor
obtaining embryes from flat-shaped cacso seeds considerad
as hapleids. The hybrids EET 62 x SCA 6 and Pound 7 x
UF 613 were used, The behavior of the differentinted
embryos allowed determination of an appropriate method
for this purpose. Hybrid embryos were cultivated in a
Murashige-Skoog medium supplemented with Thiamine-HCl
I mg 1, piridoxine~ —HCI mg™', nicotinic acid | mg [,
glycine 4 mg 17, inositol 200 mg 1, glutamin 200 mg 1, casein
hydrolizate 200 mg [ sucrose 4000 mg 177, and gel rite
1500 mg 1='. The embryos were maintained at 27 + 2°C
with a 16 h photoperiod. The percentage of plantlets that
developed varied from 169 to 87%, and plants obtained
through this technique totalled 411. Of the developed
plantlets, 29 were haploids, Ploidy levels were obtained
through chromosome analysis. The growth medium used four
embryo rescue was a factor in the morphogenetic enpicity of
the sexual embryos used in this study.

INTRODUCCION

os programas de mejoramiento genético de ca-
. ca0 se basan en la produccidn de hibridos entre
los grupos criollo, forastero y trinitario {8). Los
hibridos son altamente heterocigotos debido al ori-
gen de sus progenitores Esta heterogeneidad aunada
a la incompatibilidad y a un ciclo de reproduccién
largo, han justificado la biisqueda de plantas homoci-
gotas autocompatibles y vigorosas (6). La identifica-
cion y estudio de plantas haploides de cacao y la sub-
sipuiente duplicacion de su genoma representa la me-
jor alternativa para Ia obtencion ripida de fineas o
genotipos isogénicos, permitiendo acortar el cicle de
seleccion vy obtencién de individuos homocigotos.

El interés por los haploides espontineos en cacao,
se inicio con Duvlin (4) quien publicd Ia existencia y
las posibilidades de uso de estas plantas con fines de
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COMPENDIO

Ll presente estudio tuvo como objetive definir Iz metodo-
logfa para rescatar embsiones provenientes de semillas aplana-
das de cacao consideradas como haploides. Para esta invest-
gacion se utitizaron los hiibridos EET 62 x SCA 6 y POUND-7
x UF-613. El comportamicato de los embriones diferenciados
permitié determingr un meédio apropiado para el rescate in
pitre de embriones provenientes de semillas aplanadas. El
medio consistié de las sales MS suplementado en mg/1 con:
tiamina-HCl 1, piridoxina — HCI I, deido nicotinico 1, glici-
na 4, inositol 200, glutemina 200, caseina hidrolizada 200,
sacarosa 4 000 y gel rite 1 500. Los embriones fuecon incu-
bados a una temperatura de 27 + 3°C y un fotoperfodo de
16 horas. Eb porcentaje de plintulas desarrofadas fue muy
variable fluctuando de 16 a 87% y el total de plantas obteni-
das por esta técnica fue de 411. Las embriones v plintulas
desarrolladas mostraron evidencias morfoldgicas caracteristi-
cas de plantas haploides existentes en cacao. Posteriormente
se verifich el nivel de ploidia en Jas plantas obtenidas median-
te ¢l conteo de cromosomas en hojas jévenes. El resubtado
maostrd un 2% de plantas haploides. El medio de cultive em-
pleado para el rescate de embriones influyd en diferentes
respuestas morfogénicas, observindose orgenogénesis y em-
briogénesis somitica en los embriones sexuales cuitivados,
provenientes de los hibridos estudiados,

mejoramiento. BPuvlin (5) tratdé de establecer una re-
lacidn entre ef porcentaje de haploidia v el cardcter
aplanado de semillas de cacao, cardcter de baja fre-
cuencia entre las semillas normales Lanaud (8) rea-
liz6 un andlisis enzimdtico permitiende demostrar
que la mayoria de los haploides de cacao tienen por
origen la autofecundacién del progenitor hembra. No
existen antecedentes sobre la obtencidén de plantas
haploides de cacao aun cuande Adu-Ampomah et al.
(1) cultivaron anteras para este fin. Mds adn la rege-
neracion de plantas de cacao ha sido muy limitada.
La presente investigacion pretendié estudiar fas me-
jores condiciones in vitro que permitieran el rescate
eficiente de embriones haploides y e} crecimiento
in wirro de estas plantulas hasta llevarlas a condiciones
de suelo

MATERIALES Y METODOS
El trabajo se realizé en la Unidad de Biotecnologia
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Medios de cultivo para el rescate de embriones

Se estudid la respuesta en el crecimiento de los ejes
embrionales de los hibridos ‘EET 62 x SCA-6" ¥y
POUND-7 x UF-613', utilizando el medio bdsico de
Murashige y Skoog (MS, 1962). Los medios se solidi-
ficaron con el gel rite Se estudiaron siete trztamien-
tos, cinco de los cuales estuvieron constituidos con
diferentes concentraciones de caseina hidrolizada y
en todos los casos con 200 mg 177 de glutamina (Cua-
dro 1) Enun segundo experimento se analizaron cua-
tro tratamientos de glutamina (en mg 17'): 0, 200,
400 y 600 vy se mantuvo una concentracion constante
de 200 mg 1™ de caseina hidrolizada En forma adi-
cional se probaron tres variantes al medijo de cultivo:
1) Sales completas MS; 2) Sales completas MS mds
agua de coco al 10% y 3) Sales completas MS mds
200 mg 1™ de glutamina y 1 000 mg 1™ de caseina
hidrolizada

Previa remocion de la sarcotesta, las semillas
se sumergieron en blanguesdor comercial al 2.5% de
hipoclorito de sodio A esta solucién se le adiciond
una o dos gotas de Tween-20 y se agitd durante 15
minutos, ltego en una cdmara de {lujo laminar, las se-
millas se lavaron tres veces con agua destilada estéril
Posteriormente se aislaron los ¢jes embrionaries de los
cotiledones y se sernbraron en los diferentes medios
Los embriones se colocaron en una cdmara de creci-
miento con un fotoperiodo de 16 horas, una tempe-
ratura de 27 + 2°C durante el diza y 23 = 2°C por la
noche. La intensidad luminica se ajusté a 2 000 lux

Cuadro 1. Composicion de los medios de cultivo utilizados
para el primer experimeato de rescate de gjes em-
brionarios en ¢acao con diferentes concentracio-
nes de caseina hidrolizada,

Medio de cultivo Caseina hidrolizada

mg L' #=

I M3 8

2 M3* 0 4 200 mg/l de glatamina
3 MS 200 + 200 mg/ft de ghitaming
4 MS 400 + 200 mg/! de glutamina
5 M8 600 + 200 mg/l de glutamina
6 MS

4+ 1 000 mgi~* incsitol 1 000 + 280 mg/t de glutamina
7 MS

+ agua de coco at 10% ¢]

*  Los tratamientes 2, 3, 4 ¥ 5 contenian fenmgl™'): 1 de
tiamizna HCL; 1 de piridoxina; I de dcido nicotinico; 4 de
glicina ¥ 200 de inositol

** Todos los medios fueron suplementados con 200 mg/i~!
de glutamina.

El medio que fue seleccionado para el rescate de
embriones de semnillas aplanadas fue el tratamiento 3
(Cuadro 1} Se emplearon 15 ml de medio de cultivo
en tubos de ensayo de 15 cm y 2 5 ¢m vy se mantuvie-
ron en las condiciones descritas anteriormente

Cuando las plintulas desaroilaron el segundo par
de hoias, generalmente después de alcanzar una fongi-
tud de 3 2 4 cm de l4mina foliar, se transfirieron a un
medio MS diluido al 50% donde se mantuvieron du-
rante 15 dias. Luego se trasladaron al invernadero
bajo riego con nebulizaciones a intervalos de 12 se-
gundos por hora.

Para el contec de cromosomas se estudiaron dpices
del vistago de dos meses de edad, empleando el méto-
do de aplastado y usando acetocarmin como coloran-
te, se hicieron andlisis citogenéticos de todos los indi-
viduos regenerados y al contar los cromosomas en las
células de las hojas jovenes,

Para determinar el medio de cultive que permitie-
ra ¢l rescate y desarrclio de los embriones provenien-
tes de semillas planas, se utilizd un disefic completa-
mente aleztorio con cuatro repeticiones y 10 embrio-
nes por unidad experimental Las variables medidas
en cada embrién fueron las siguientes: porciento de
sobrevivencia, numero de hojas, longitud de fa limina
foliar mds peciolo (mm), longitud del epicotilo {(mm),
longitud del eie hipocotilo-radicular {mm} y ntmero
de raices laterales Estas variables se cuantificaron
cada siete dias durante los 35 dias que permanecieron
en cultivo

RESULTADOS

Los ejes embrionarios desprovistos de los cotiledo-
nes mostraron el mayor crecimiento en un medio MS
entiquecido con caseina hibrolizada y glutamina. En
los Cuadros 2 y 3 se sefialan los pardmetros evaluados
y la respuesta a los diferentes medios del cuitivo. Los
resuitados obtenidos en los embriones cultivados pro-
venientes de semillas aplanadas de cacac indican que
el porcentaje de plintulas desarroliadas fue variabie y
los valores fluctuaron de 16 a 87%

Las pléntulas haploides se identificaron por carac-
teristicas morfolégicas y mediante ¢l conteo de cro-
moscimas en hojas jovenes Esto permitié identificar
nueve plantas haploides equivalente al 2% (Fig. 1B),

Fue evidente Ia organogénesis y embriogénesis so-
mdtica en los dos hibridos estudiados en esta investi-
gacién El paso de las planias al invernadero se realizd
a los seis meses posteriores a su germinacion,dos
meses después se determind un 7% de pérdidas de
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estas planias por problemas de adaptacion a las condi-
ciones de invernadero. El total de plantas transferidas
a condiciones de invernadero fue de 411 provenien-
tes, todas ellas, de ejes embrionarios rescatados por la
téenica i vitro (Fig 1A)

Morfologia de los individuos rescatados in vitro

Las 411 plantas obtenidas a partir de ejes embric-
narios rescatados i ritro. fueron analizadas mortolé-
gicamente, las caracteristicas mds scbresalientes se
destacan a2 continuacion:

Los epicotilos fueron en general desde conspicuos
v bien formados hasta ausentes en algunos casos.
otros fueron andmalos, curvados, cortos y gruesos,
con ramificacién simpodial y brinsal y dorsiventrales.
El hipocotilo fue normal, aunque algunos presenta-
ron formas anomalas, comprimidos, dorsiventrales,
rudimentarios v engrosados Las radiculas evidenciz-

A

Fig 1 Plantas de cacao ebtenidas a partir de embriones res-
catados de semitlas aplanadas A. Muecstra de ias 411
plantas obtenidas de ecjes embrionarios germinados
in vitro y transferidos a suclo  seis meses despuds de
la perminacion. B. Caracteristicas morfolégicas de
una planta haploide (izquicrda), comportamiento
con una planta dipleide normal (derecha}

ron una variada morfologia destacando las delgadas y
elongadas, inconspicuas, vestigiales atrofiadas y no visi-
bles: los cotiledones ain cuando estuvieron presentes
en la mayoria de los casos, éstos fueron andmaloes,
peciolados, con foliolos moestrando cinco nervaduras
mayores longitudinales, estriadas o acrédromas, algu-
nos fueron carnosos, los nudos cotiledonares sin desa-
rrollo. Los protofilos maostraron formas escuamifor-
mes, basales irregulares, asimétricos y aserrados. Las
hojas superiores con ldmina de borde sinrado lobado,
normalizandose después del tercer nudo en direccidn
acrépeta. Algunas semiilas mostraron dos embriones
fusionados ontogénicamente en ei cuello de la raiz.
Otros fueron mal formados, espatulados y amorfos.
La mayoria de éstas caracteristicas fueron cambiando
en la medida que las plantas crecian en el invernadero,
hasta mostrar, en términos generales tallos y hojas re-
lativamente normales. aun cuzndo fueron pequefios

DISCUSION

Fn el presente estudio fue evidente que los embrio-
nes provenientes de semillas aplanadas de cacao pre-
sentan deformaciones principalmente en los cotiledo-
nes, limitando su germinacién en condiciones de in-
vernadero. Fl medio bdsico (MS) modificado y enri-
quecido con glutamina (200 mg 1™ )y caseina hidro-
lizada (200 mg 17F) permitid el desarrollo de estos
embriones y permitid Ia obtencidn de individuos que
en condiciones normales dificilmente lograrian desa-
rrollar hasta plantas completas (Figs. 1A v B).

La mayor respuesta de los ejes embrionales se Jo-
gro en el medio MS enriquecido con glutamina y ca-
seina hidrolizada (tratamiento 3). En apariencia, se
presentd un efecto sinergistico entre estos compo-
nentes, ya que cuando se adicionaron en forma sepa-
rada al medio, la respuesta de los ejes embrionarios
fue inferior. La glutamina, por ser una fuente de ni-
trogeno reducido, parece que funciona como agente
de transporte y almacenamiento del nitrégeno (10)
Estudios comparativos realizados sobre Ia utilizacidn
de glutamina v aspargina en embriones en forma de
torpedo, de 12 especies de plantas, demostrd sin
excepcidn el gran efecto promotor que ejerce la glu-
tamina que mostro ser superior en respuesta que la
aspargina La caseina hidrolizada, utilizads para pro-
porcionar al medio una mezcla natural de aminodci-
dos, para la nutricidn nitrogenada tiene ademds un
apareni¢ efecto promotor debido a su alta presidn
osmotica {13)

El desarrollo de embriones provenientes de semi-
lias planas de cacso, permitié caracterizar diferentes
tipos morfoldgicos que eventualmente podrian corre-
lacionarse con los tipos de haploides existentes en
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Cuadro 2. Promedio de las variables: porcentaje de sobrevivencia, jongitud del epicotito, mimero y longitud de hojas y nitmero de raices
en ejes embrionales de cacao del hibrido EET-62 X SCA-6 cultivados in wire durante 35 dias, en 7 medios de cultivo.

Medio de
cultivo Porcentaje D Longitud D Longitud D  Nimero D Longitud D Nomero D
Glutamina de hipoc-raiz epicotito de hioja hoja raices
(mg) sobrevivencia {em)! (em) {cm)? laterales
i MS 85.0 a 39 ¢ 02 b 0.5 c 06 c 4 4 ab
2 Sales MS? 750 a 4.8 ab 13 a 16 ab 23 b 7.2 ab
3 MS + 200 775 a 51 a 16 a 32 a 28 a 9.7 a
4 MS + 400 715 a 50 Hl 13 a 22 b 1.9 b 78 ab
5 MS + 600 67.5 a 59 a 15 a 25 ab 21 b B2 ab
6 MXx* 77.5 a 50 2 02 b 08 ¢ 0.5 ¢ 67 ab
T M§ + AC 7.5 a 4 0 b 03 b 08 C 0.6 c 41 b
1. Prueba Duncan er donde los valores con 1 misma letra no difieren estad isticamente entre si (P = 0 05).
2. Longitud del peciolo mas fa lamina foliar
3. Las vitaminas, inositol v sacarosa modificados

Se adiciono 1 000 mg 1™ de inositol.

-

¢acao, mediante el conteo cromosdmico o el use de
técnicas electroforéticas Estas respuestas morfoldgi-
cas posiblemente estaban predeterminadas genética-
mente en los ejes embrionarios Se considera que las
condiciones i vitro definidas por este estudio no in-
fluyeron determinantemente en la expresién morfo-
légica ni genética de los individuos regenerados lm-
portante es resabtar el hecho de que los medios de cul-
tivo no incluyeron reguiadores del crecimiento, evi-
tando asi posibles alteraciones genéticas y epigené-
ticas, principalmente las auxinas

Lanaud (8) efectud el rescate de embriones prove-
nientes de semillas aplanadas de cacao en un medio
con macroeiementds MS diluido en un 5G%, microe-
lementos de Heller, Fe EDTA. vitaminas Morel, ghu-

cosz al 25y BA (1077 mg 1”7 ); sin embargo ¢l por-
centaje de plintulas que sobrevivieron mds de tres
meses después de transferido al invernadero (67%)
fue menor al obtenido en el presente estudio (93%)

Los resultados aqui presentados muestran una
gran habilidad morfogénica de ios embriones inmadu-
ros del cacao. Al respecto, Valverde y Villalobos (15)
estudizando pH, luz y conceniraciones de sacarosa,
demostraron esta habiiidad durante la embriogénesis
somdtica del cacao

El empleo del medio MS madificado y enriquecido
con glutamina y caseina hidrolizada permitid la orga-
nogénesis en los hibridos estudiados. Esta regenera-
cidn de plantas se obtuvo en un medio carente de re-

Cuadro 3, Promedio de fasvariables: porcentaje de sobrevivencia, longitud hipacotilo-radicular, ongitud del epieotito, longitud y nime-
ro de hojas ¥ niimero de raices en ejes embrionales de cacao del hibsido POUND-7 X UF 613 cultivados in vitro durante 35
dias, en 7 medios de cultivo.

Medio de
eultivo Porcentaje D Longitud D Longitud D Nimere D Longitud D Namero D
Caseina de hipoc-raiz epicotilo de hojas hojas rijces

{mg) sobrevivencia (em)! (cm) {em)?

1. MS 725 ab 52 C 0.6 ¢ 1.3 d 0.6 c 66 ab

2. Sales M§? 60.0 be 56 be 11 be 28 ¢ 23 b 115 a

3 MS+ 200 6049 be 6.5 aly 1.2 bea 30 ¢ 25 ab 83 ab

4. M8 + 400 523 ¢ 712 a 12 il 4.2 ab 3. i 56 b

5 MS + 600 55.0 ¢ 65 ab 1.0 be 33 be 16 ab 60 ab

6. MS* 80.0 a 60 he 0.7 bg 28 ¢ 07 c 41 b

7. MS + AC 825 a 59 be 1.7 ab 45 a 13 C 76 ab

1. Prueba Dunczn en donde los valores promedios con fa misma letra no ditieren estadisticaments entre si. (P =0 §5)

2. Longitud del peciolo mas la ldmina foliar

3. Las vitaminasg, inositol v sacarosa modificados

4. Se adiciond 1 000 mg 1-! de inositol
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guladores de crecimiento, a diferencia de Lanaud (8)
quien reportd la regeneracion de embriones somdticos
a partir de hipocotilo y cotiledones de semillas planas
de cacao, en un medio MS modificade y suplementa-
do con BA (167" mg ™)

AlGn cuando los genotipos estudiados fueron dife-
rentes, posiblemente la presencia de la BA influyd en
la sobrevivencia de los embriones

El presente estudio complementa y extiende los
resultados obtenidos por Duvlin (5} y Lanaud (8) ya
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