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AGUILAR, M.E. 1990, Obtenciotn de plantas de cacao
{Theobroma cacag L.) a partir del microinjerto de
embriones somaticos. Tesis Mg.5c., Turrialba, Costa
Rica, CATIE. 131 p.

FPalabras claves: Theobroama cacan L.y microinjerto,
embriones somaticos, portainjertos,
histologia.

RESUMEN

Las posibilidades de regenerar plantas de cacao in
vitrg han sido muy limitadas. La embriogénesis somatica a
partir de células cotiledonares estd bién documentada, sin
embargo son pocos los logros alcanzados en el desarrollio de
estos embriones a plantas. E]l microinjerto de embriones

somadticos sobre plantulas cultivadas 1in vitr constituye

entonces una alternativa para la obtencidn de plantas de
cacao. Con base a esto se plantearon los siguientes
objetivos: determinar el potencial embriogenico de
diferentes genctipos de cacao, establecer eficientemente la
técnica de microinjertacion de embriones somaticos y conocer
los eventos histolédgicos vy morfogeénicos asociados.

Para la embriopgénesis somatica se utilizaron los genotipos
cc—-18, EET-400, POUND-12 vy UF-4613. Se probaron tiempos de
subcultiveo, concentraciones de ABA vy concentragiones de
azucar. En la microinjertacidén se utilizaron plantulas IMC-

&7



comp patrones vy como injertos embriones somaticos UF-613.
Se ensayaron diferentes condiciones de cultiveo, edad de los
portainjertos, embriones somaticos con o sin cotiledones,
medios de cultive simples o enriquecidos. El estudio
histoldgico se realizd con microscopia de luz.

Se determind gue el potencial embriogénico en cacao
estid estrechamente relacionado al genotipo, siendo el EET-
400 el mas embriocgénico vy el UF-4613 &1 menos embriocgenico.
En la microinjertacidn los mejores resultados se obtuvieron
utilizando medios de cultivo simples, portainjertos de tres
spmanas de edad vy embriones somaticos son  cotiledones. Se
observaron los eventos histoldgicos gue caracterizan la
unidn injerto-portainjerto. Celulas principalmente del
portainjerto sufren divisiones cel@lares en diferentes
sentidos hasta producir una masa de callo en la zona de
unidn. Posteriormente algunas de estas celulas se
diferencian en parénguima medular, xilema vy floema hasta
establecer la conexidn vascular en el injerto a los 40 dias
de cultivo.

El proceso completo desde la microinjertacion hasta el
desarrollo de plantas en invernaderoc tardd aproximadamente
10 meses.

Los resultados de este estudio prueban gue ia técnica
de microinjertacidn es un metodo confiable para la
regeneracitn de plantas de cacao a partir de embriones

gomaticos.



AGUILAR, M.E. 1990. Obtention of cocoa plants {Theobroma
cacao, L.) through micrografting of somatic embryos.
Tesis My.Sc., Turrialba, Costa Rica, CATIE. 131 p.

Key words: Theobroma cacao L.y micrografting, somatic
embryos, rootstock, histology.

SUMMARY

The possibilities to regenerate in vitro cocoa plants
are very scarce. Even though the information about somatic
embryogenesis from cotyledonary cells is extensive,
achievements in the development of embryos into plants are
limited. Micrografting somatic embryos on in wvitro
plantliets is a viable alternative for the obtention of cocoa
plants. Based on this, the following objetives were
proposed: to determine the embryogenic potential of
different cocoa genotypes; to establish a micrografting
technique for somatic embryos; and to learn more about the
histological and morphological events associated to this
technique.

The genotypes used for somatic embryogenesis were cC-
i8, EET-400, POUND-12, and UF-4613. Different subculture
periocds were tested as well as ABA and sugar concentrations.
IMC-67 plantlets were used as micrografting rootstocks and
UF-613 somatic embryos were used as grafting. Different
aspects were evaluated such as culture cénditions;

rootstocks’ age; somatic



embryos with or without cotiledones; and simple or enriched
culture media. The histologic study was conducted using
microscopy of light.

It was determined that cocoa s embryogenic potential is
closely related to the genotype, being EET-400 and LF~613
the most and less embryogenic genotypes, respectively.

Regarding micrografting, best results were obtained
using simple culture medium, three weeks old rootstocks, and
somatic embryos without cotiledons. Histological events
characterizing the union grafting-rootstock were also
observed. Cells, mainly of the rootstock suffered different
kinds of division forming a callus mass at the union area.
After 40 days of culture some cells were differentiated in
parenquima, xylem, and phloem to establish a vascular
conection in the grafting.

The complete process from micrografting te the
development of plants at =a greenhouse level lasted about 10
months.

The results reported in  this study, probe that
micrografting technigque is a reliable method for plant

regeneration from cocoa somatic embryos.
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I. INTRODUCCION

Theobroma cacag L. es une especie originaria de America

Tropical, su centro de origen se supone esta silituado al

noroeste de Suramérica en los bosques ecuatoriales de la

region amazdnica. Segun Pound, Cheesman citado por Enriguez
(1985), el area de origen comprende paises como {olombia,
Ecuador, Pera vy Brasil, donde se ha encontrado la mayor
variabilidad de la sspecie. Sin embargo existen otros centros

importantes de dispersidn de la especie como Mescamérica
(Enrigquez, 1985). EFs cultivadp extensivamente en Africa vy
américa del Sur, donde se propags por semilla o por estacas
(Pence, et al., 1979). La produccitdn de hibridos derivados de
cruces trinitarios son con frecuencia muy heterocigotas, estos
han constituido 1a base de los programas de mejoramiento
genético en cacao (Lanaud, 1987). Como consecuencia se tienen
poblaciones altamenﬁe heterogéneas, aun cuando procedan  de
individuos seleccionados. Lo anterior ha obligado a los
fitomejoradores a buscar sistemas de propagacidn que
garanticen la estabilidad genética de las plantaciones c<oen
caracteristicas conocidas (Pence, et al., 19793 Lanaud, 1987).
Plantas en estas condiciones se han obtenido & partir de
estacas de ramas ortotrdpicas, Sin embargo el método tiene el
inconveniente de que el numera de plantas es muy limitado:
Segun Pence, et al., (1979) la propagacién por cultivo de
tejidos puede ser una alternativa para superar estos

problemas.



En los Gultimos 30 afmos se han realizado estudios en
cultive de tejidos en cacao con diferentes objetivos. Se
considera que el desérwollo de técnicas de micropropagaclion  en
esta especie son necesarias para satisfacer el incremento  en
la demanda de cultivares de calidad, asi como desarrollar
mecanismos de mejoramiento  que permitan la incorporacion de
genes deseables en forma eficiente. Los resultados sefalan

que el cacap es una especie dificil de propagar in yitroy su

mabito lefoso, la presencia de contaminantes endogencos, COMO
bacterias vy hongos, la produccion de grandes cantidades de
exudados vy sustancias Tfendlicas limitan su manipulacidn

{Yidama, t al., 1987).

Se ha intentado propagar cacan cultivando diferentes
tipos de explantes como cambium vascular, apices, hojas,
partes de embriones sexuales y anteras, entre otros. La
mavoria de los resultados se limitan a la induccidn de callos
no morfogeéenicos © a la produccion de embriones somaticos  sin
capacidad para continuar su crecimiento {Archibald, 19543
ibanez, 19643 HMall y Collin, 197935 Esan, 19735; Orechard, et

al., 1979; Pence, et al., 1979; Kononowicz, gt al., 1984;

Novak, et al., 1985; Ampomah, et al., 1988) .

Diferentes investigadores han comnpraobado que la
embriogénesis somdtica directa e indirecta es posible a partir
de embriones cigdticos inmaduros y de ejes embrionales. (Esan,

19753 Pence, et al., 1979; Kononowicz, et al., 1984; Novak, et



al., 1985; Ampomah et al, 1988 vy Duhem, et al., 178%9). Aun
cuando la regeneracién de plantas se ha logrado al remover los
cotiledones de los embriones somaticos y cultivar los eies en
medioc liquido; el numerc de plantas obtenidas ha sido  muy
limitado {Ampomah et al, 1988, Duhem, et al., 1989). f{on el
mismo interés se ha ensayado la posibilidad de producir
plantas por medio de microestacas, peroc al igual que en la
embriogénesis somatica, el éxito en la obtencion de plantas ha
sido parcial (Dufour y Dublin, 1985; Bertrand, 1987). En base

a lo sefalado anteriormente es claro que no existe a la fecha

un meétodo efectivo para regenerar plantas de cacao.

La siguiente investigacidan pretende justificar el uso del
microinjerto de embriones somiticos de cacao, como un  meétodo
original de micropropagacion para individuos con
caracteristicas genéticas superiores. Ei estudic propone los

siguientes objetivos:

- Determinar =1 potencial embriogénico de algunps genotipos
de cacao v el comportamiento de los embriones somaticos

hajo condiciones controladas de cuitivo.

- Establecer la técnica de wmicroinjerto de embriones
somaticos con la finalidad de regenerar plantas de cacao

de manera eficiente.

- Estudiar los eventos histologicos de la microinjertacion.



II. REVISION DE LITERATURA
1. EL CULTIVO IN VITRO EN CACARO
1.1. Cultivo de Apices.

En muchas especies los Aapices en crecimiento muestran
periodos ciclicos de actividad vy latencia determinados por
condiciones ambientales. En especies tropicales como &1  cacao
esta actividad puede repetirse varias veces al afo en
contraste con especies de zonas templadas donde el fenomeno es
anual (Orchard, et al., 1979). Alvin, et al., (1984)
estudiaron los niveles hormonales en apices de cacao, baijo
condiciones de estrés hidrico, observando gue las citocininas
y el acido abscisico (ABA) son importantes en el control de 1la
actividad de yemas. Las citocininas parecen estar
relacionadas con el rompimiento de la latencia de yemas y @S
posible que el 4cido giberelico (GAx) participe activamente .en
esta funcidn vy en el control de la expansion foliar.
Concentraciones de Smg;l“l de citocinina y img-1—* de GAx
permitieron la recuperacion del crecimiento en un 454 de los
Adpices cultivados in vitro. Cantidades de 9 a 10 mg-1—* de
GA= estimularon la apertura de yemas y el crecimiento foliar
en un 795%% de los caso0s (Orchard, et al., 197%). La
proliferacidn de brotes vy gxpansion foliar fué mas efectiva
utilizando concentraciones de 10~%® M de bencil adenina (BA)Y vy

10— M de zeatina y ribdsido de zeatina.



Ampomah, et al., {1987) trabajsron en cacao con diferentes
concentraciones de Acido naftalenoacetico (ANA) y BGAx en
medios solidos vy liguidos. Demostraron gque una relacion de

3:1 de GA= y ANA respectivamente estimulo el crecimiento de
los apices. Altas concentraciones de ambos incrementaron  la

formacién de callo a expensas del desarrollo de brotes.
1.2. Cultivo de Microestacas.

De acuerdo con Dufour y Dublin (1985), la propagacion por
microestacas es ventajosa porque aumenta el coeficiente de
multiplicacitin con respecto a otras metodologias, mejora el
enraizamiento Yy permite la reversion del crecimiento
plagiotropico a ortotropico. Sin embargo, la asepsia del
material vy la oxidacién fendlica son factores limitantes para
la aplicacién extensiva de este metodo. Bertrand (1987)
sugiere que la mejor época de recolecta de explantes coincide
con &1 inicio del reposo vegetativo de yemas. EIl rompimiento
de este reposo se logra con la aplicacieon de BA y el
alargamiento de las yemas se obtiene con el incremento en los
niveles exdgenos de auxinas y giberilinas. Tasas de brotacion
entre el B0 y 100% se lograron utilizando concentraciones de

BA de 0,44 uM y de ANA de 5,0 uM. Bertrand, 1987.

Fiynn, gt al., (1990}, lograron el crecimiento de brotes
en el medio de cultivo de Mc Cown s (Lloyd y Mc Cown’'s; 1980}

sin la aplicacion de reguladores del crecimiento. Un 85%% de



los explantes mostraron desarrvrollo de yemas vy produccidn  de
hojias. Estos investigadores consideran gue hay muchos

factores involucrados en esta respuesta.
1.3. Embriogenesis Somatica.

ta embriogénesis somatica o asexual es el desarrollpo de
embriones a partir de celulas somaticas gue no son producto de
la fusion de los gametos,. Este fendmeno ccurre en forma
natural en tejidos embrionarios de muchas especies. En
cultivos in wvitro la embriogenesis también ocurre estando
asociada a diferentes teiides como epidermis, parénguima vy
tejido vascular. Los embriones somaticos tienen la capacidad
de desarrcllarse en plantas, sin embargo en muchas especies
esto no se ha logrado (Ammirato, 1983). En los ultimos afos

se han obtenido algunos resultados en especies Tforestales,

cereales, leguminosas de grans, cultivos tropicales
recalcitrantes como banano, vyuca, mango y cacao {(Ammirato,
1989).

Buchheim, #t al., (1989) han encontrado que existe una

gran similitud entre 1la embriogénesis somatica y la sexual
identificando como los principales estados morfogeneticos: el
globular, el de corazon y €] de torpedo, este ultimo con dos
subestados adicionales. El primero consiste en‘la transicion
del callo al estades globular, con un periodc de activa

divisitn, que culmina con la formacion de grupos celulares vy

el segundo se orienta hacia la formacion del estado de corazon



gue comprende 1 desarrolle de una hendidura en 81 embridn

globular (Sung, 1985). En la embriogénesis somatica es comun

la presencia de anormalidades en el desarrplio llamadas
‘"meomorfos”, aseocliados a cualguier tipo de aberracidn
morfogénica. Su origen puede ser la alteracion de un programa

de diferenciacidn o la presencia de condiciones desfavorables
para la expresién de un programa determinade (Ranch vy Pace,

1988).

El nivel de organizacién de las celulas depende del
ambiente quimico v fisico del medio de cultivo {Ranch y Pace,
19g8). Par ejemplo, bajoe condiciones de alta presion
osmatica, los embriones somaticos pusden desarrollarse
directamente de los cotiledones en ausencia de reguladores del
crecimiento. £1 estrés osmédtico causa plasmolisis  separando
las células advacentes, lo cual podria ser un mecanismb gue

favorece la expresion del estado embricgénico (Sung, 1985).

La embriogénesis somatica en cacao ha sido estudiada
desde hace 15 afios utilizando diferentes explantes cComo
adpices, hojas vy otros sin exito (Esan, 192753 Pence, et al.,
1979) . Mas recientemente, al emplear tejidos de embriones
cigoticos maduros e inmaduros se ha logrado la diferenciacion
de embriones adventicios tanto por la via directa (Pence et
al., 1979; WNovak, et al., 1985; Rac vy Lee, 1986; Duhem, et

al., 1989; como la indirecta (Kononowicz, et al., 1984; Novak,

I+

2l., 1985; Ampomah et al, 19883 Duhem, et al., 1989).



Hay antecedentes de que los embriones somaticos de cacao
se originan de embriocnes cigdticos inmaduros a partir de dos
viasy un proceso de desarrollo en el cual las celulas
epidérmicas pasan & través de wna serie de etapas de
desarrollc similares a la embriogénesis sexual, desde el
estado oglobular hasta la formacion de un  suspensor Yy uha
segunda  wvia de diferenciacidn de células meristematicas
subepidérmicas de los cotiledones (Esan, 19793 Pence, et al.,

19793 Konmonowilicz, £ al., 19B4; Rao vy Lee, 1986).

Evidencias histolédgicas muestran diferencias en el origen
y desarrollo de embriones somaticos de cacao. Algunos
investigadores coinciden en que sSe originan de celulas
epidérmicas cotiledonares, hipocotilares o de capas celulares
subepidérmicas por divisiones anticlinales gue dan origen a la
formacitn del suspensor y divisones periclinales para el
desarrolio de la estructura globular {Ran vy Lee, 19863
Ampomah, et al, 1988). Otras observaciones sugieren un  origen
directo a partir de tricomas glandulares (Esan, 19753 Pence,

t al

1379} .

La formacion de ZOoNas meristematicas en capas
subepidérmicas, consiste de celulas alargadas con citoplasma

denso y ricas en taninos (Rao y Lee, 1986). - Observaciones

similares se han hecheo en la organcgenesis de Pipnus radiata,
donde la formacion de meristemoides ocurre a partir de una
sola célula subepidérmica del cotiledén en contacto  con el

medio y se cree que otros sistemas de diferenciacién tienen un



origen similar (Villalobos, et al., 1%80). En general las
ceélulas embriogénicas poseen un denso citoplasma granular, son
pequefas v tienen nucleos con prominentes nucleolos. Pero,
usualmente sy existencila es precaria y  pueden perder
rapidamente su  capacidad embriocgénica principalmente =91

proceden de suspensiones celulares (Ranch y Pace, 1988).

Se cree qgue en algunas plantas las células epidérmicas
mantienen el estado embriogénico a pesar de su propio estado
de diferenciacidn celular, io gque permite el desarrollo de
embriones somaticos sin una etapa intermedia de callo. Esto
indica que ] estado embriogénico es estable y que se mantiene
a travées del tiempo, a pesar de la divisidn y diferenciacion

celular (Sung, 1983%).

Dependiendo del genotipo se pueden dar diferentes
estimulos para la iniciacidn del estado embriogénico. En
zanahoria el estimulo de la embriogénesis es el subcultivo de
celulas a medio fresco, mas que la remocion de los
inhibidores. Para muchas especies, el Zy4~Diclore
fenoxiacético (2,4-D) parece ser esencial en la induccion de
embriones, pero su actividad es pasiva o inhibitoria en la
pxpresitn  embricgénica (Sung, 198%5). En cacao, 51 bien es
cierto que la auxina exodgena no es esencial pard la induccion
de embriones, la baja concentracién del 2,4-D (107= - 10—=
mg/1l) indujo la maxima frecuencia embriogénica (Kononowicz, et
al., 1984). Ampomah y col., (1988) trabajaron con diferentes

auxinas y determinaron que 1 efecto del ANA fue superior a
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las otras auxinas ensayadas. Los embriones en presencia de
ANA fueran mas desarrollados, io que incrementd 1a
probabilidad de regenerar plantas completas. Jtros autores
coinciden con estos resultados (Esan, 1975%; Pence, gt al.,
1979; Rao y Lee, 19865 Novak, y col., 1985). Los autores
argumentan que la caseina hidrolizada y el agua de coco son
buenos aditivos al medio de cultivo, aun cuando otras
investigaciones contradicen estos resultados (Dubhem, et al.,
1989) vy afirman gue la embriogeénesis somatica en cacao es

inducida en un medio rico en citocininmas y no en auxinas y que

el agua de coco y la caseina hidrolizada no son esenciales.

Los estudios de Sung (1983) y Buchheim, t al (1989)

N L

han encontrado que 1los embriones somdticos de diferentes

Pspecies presentan anormalidades morfoldédgicas cuando =1
emplean altas concentraciones de 2,4-D. Igualmente Ammirato Vv
Steward, (1971) encontraron que las altas concentraciones de

azucar estimulan la formacidn de callos embriogénicos, reducen
la frecuencia de anormalidades en el desarrollo, e inhiben la
germinacidn precoz. Ademas altos niveles de SACArOSa,
sarbitol e inositol elevan la osmolaridad del medio de cultivo
estimulando la induccion embriogenica vy la maduracion de
embriones (Ranch y Pace, 1988; Ammiratc, 1989). En cacao, las

altas concentraciones de sacarosa {9—-7%) estimularon el

desarrolilo de embriones somaticos, el alargamiento Y
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engrosamiento  de los cotiledones, actentuando su coloracidn

purpura, v semejando embriones cigoticos maduros (Reo y Lee,

1986) .

Las mayores interrogantes de la embriocgénesis somatica en
cacao estan relacionadas con el procesc de maduracion del
embridn y la regeneracion de las plantas completas.- Se sabe
que disminuyendo la concentracion de auxinas vy citocininas vy
adicionando peqguefas concentraciones de GAx se promueve la
germinacion (Kononowickz, y col., 19843 Ampomah gt al, 1988).
El1 carbén activado tambieén tiene su efecto precipitando
substancias inhibitorias (Dubhem, et al., 1989). Por otro
lado, se ha cobservado que la remocion de los cotiledones puede
ser unm factor determinante para el desarrollo del embrion

(Novak, et al., 1985 y Duhem, et al., 1989).

memme— m.

1.4, Cultivo te Embriones Cigdticos.

Hu vy Wang (1986) sedalan gue el cultive in vitro de
embriones sexuales ha sido estudiado en un gran numero de
especies pertenecientes a unos 72 generos de plantas con
diferentes aplicaciones. Por ejemplo, se ha utilizado para
pstudiar los requerimientos nutricionales y fisicos de la
embriogénesis, para romper -la dormancia de _las semillas .
ortodoxas; para acortar los ciclos en los programas de
mejoramiento, para el rescate de embriones provenientes de

hibridaciones interespecificas e intergenericas, asi como para

el rescate de embriones inmaduros de cruces incompatibles,
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facilitar la recoleccidn y conservacidn de material genetico vy
el establecimiento de bancos de germoplasma, para incrementar
la tasa de germinacion de semillas y para determinar la
viabilidad (Hu vy Wang, 19863 Lanaud, 1987; Yidama y Withers,

1287 .

En cacao, particularmemte el cultivo in vitro de
embriones tiene gran relevancia por ser una gspecie
recalcitrante lo gue invalida la recolecta de ¢ateria1 por los
métodos comunes para  especies artodoxas, tsualmente se
recolectan estacas lefosas y frutos maduros, pero estos se
deterioran rapidamente debido al ataque de patdgenos y estres
fisiocldgicos por lo que necesitan ser incorporados rapidamente
a las colecciones de campo, como la opcion mas accesible de
conservacion {(Yidama vy Withers, 1%87). Fsan (1979) encontro
que las semillas pierden la viabilidad en periodos menores de
30 dias aun cuando estén almacenadas bajo condicliones

artificiales,.

Los primeros intentos para el cultive in vitro de
embriones cigdéticos de cacao los realizd Ibafez {1964), gqguien
determind el efecto de diferentes azucares cOomD sSaCarosa,
dextrosa, maltosa, lactosa ¥ sorbosa, sobre la tasa
respiratoria de embriones madurns sin cotiledones. .Se
encontrd que la dextrosa y la sorbosa se metabolizaban
ligeramente, seguido por 1la sacarosaj; pevo la lactosa vy
maltosa parecian ma&s bien inhibir la respiracion. Esan (1973)

determind gque a concentraciones muy bajas de sacarosa Y de GAx
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el crecimiento es lento, sucediendo lo mismo a concentraciones
muy altas (10 g-1-*} o muy bajas (10 mg-1-t*) de triptona. £1
mejor resultado se obtuveo en presencia de 10,0 - 40,0 mg-1—+

de GAx vy de 5 - 20% de sacarosa.

Pence, vy c¢ol., (1979) cultivaron embriones saxuales
inmaduros de cacao en el medio baéasico de Murashige v Skoog

(M5, 19462) con agua de coco (100 ml-1-+) vy ANA (1,5 mi-1-i) v

fueron capaces de germinar, Existe un bajo numero de semillas
aplanadas en las mazorcas de cacao, las cuales S0n
poliembridnicas. Estos embriones tienen la peculiaridad de

que por su origen pueden ser haploides (Lanaud, 1987; Palma,
198%9). Para el crecimiento de estos embriones, Lanaud (1987)
propuso un medioc de cultivo MS complementado con los
microelementos de Heller, vitaminas de Morel, dcido
etilendiamina tetra aceético {EDTA) v el pH ajustado a 5,5. La
autora utilizo diferentes concentraciones de glucosa ¥

reguladores del c¢recimiento.
2. ANTECEDENTES DE LA MICROINJERTACION.,

Moore, (1984) define al injertoc como el acoplamiento de
tejidos de dos individuos, de tal manera gue la union se de vy
el crecimiento se produzca. El éxito del injefto depende de
la unidn funcional de los dos componetes a fin de que el

prendimiento se de.
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En plantas con poca capacidad marfogenica, se han
ensavado sistemas gue permitan superar los problemas asociados
con juvenilidad, oxidacidan, peérdida de la estabilidad
genétita, deterioro clonal, inhibicidn del enraizamiento entre

otros (Bonga, 1982; Mosella y Ascui, 1984).

Navarro fue el primer investigador gue aplicd la técnica
del microinjerto, inicialmente para obtener citricos libres de

virus (Navarro, et al., 1975).

2.1. El Microinjerto en Citricos.

Los productores de citricos en Espafa enfrentaron serios
problemas debido a que sus plantaciones eran atacadas por
enfermedades virales, entre las que cabe destacar la
exocortis, la +tristeza, la psoriasis y la xyloporosis que en
conjunto causaban graves pérdidas econdomicas (Murashige et al,

19723 Navarro, et al., 1973). En la lucha contra estas
enfermedades se usaron tres metodos: la terhoterapia que
permite la limpiezra de apices de ciertos virus como la
tristeza v la psoriasis, pero que es ineficaz contra
exocortis. E£E1 cultiveo de plantas nucelares es otro método gue
permite la obtencidn de plantas libres de virus; sin embargo
tiene el inconveniente de que las plantas resultantes tienen
caracteres juveniles. El cultivo de meristemps ha sido la
solucion en otras especies para la obtencidn de plantas libres

de wvirus, pero en citricos no ha tenido aplicacion. El

microinjerto de apices sobre patrones provenientes de semilla
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permitid la obtencidn de plantas sanas, libres de virus y sin

caracteres juveniles (Murashige, et al, 1972; Navarro, gt al.,

1975} .

2.2. Microinjertn en Rosidceas.

En rosaceas la técnica del microinjerto se ha aplicado
para obtener plantas sanas a partir de plantas madres
infectadas con el virus "Plum Pox" vy "Prunus Mecrotic

Ringspot"”, asi como una nueva opcidn para la micropropagacian

de estas especies (Jonard, et al, 19833 Mosella vy Ascul,
1984), Inicialmente esta técnica se aplicd a especies camo el
durazno vy mas tarde en manzano, damasco vy vid (Mosella v
Ascui, 1984}. La técnica inicial de micrainjertacion
utilizada en citricos fue modificada en rosdceas, donde se
utilizaron diferentes pretratamientos para estimular el
desarrollioc de los apices. Esto consistics en colocar los
adpices sobre papel filtro humedecido con  las soluciones
minerales de MS, suplementado con auxinas vy citocininas. La

nutricion de los microinjiertos también fue mejorada al colocar
una pieza de agar con BA vy zeatina entre el patron y el
injerto (Jaonard, et al; 1983). Otra técnica propuesta fue la
microinjertacion in vivo de apices pretratados in vitro, esto
permitid la obtencién de plantas sanas en forma mds sencilla

que la técnica in vitro anteriormente utilizadas (Mosella vy

Ascul, 1984).
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2.3. Microinjerto en Especies Maderables.

Debido a las conocidas limitaciones de la reproduccion
sexual, el mejoramiento genético de especies forestales se
realiza mediante la seleccidn clonatl. Sin embargo la
propagacion vegetativa de individuos adultos tiene varios
inconvenientes como la plagictropia ¥y la perdida de la
capacidad morfogénica a medida que los arboles son mas adultos
(Biondi vy Thorpe, 1981; B8onga, 1982 vy Villalobos, et al.,
1983). £1 cultivo in vitro de estas especies no supera las
limitaciones de los metodos de propagacidn convencional, por
lo gque se ha recurrido a tecnicas maéas complejas. £l
microinjerto in vitro permite aprovechar la estabilidad
genética vy caracteristicas morfogenicas de los apices vy al
mismo tiempo evita los problemas asociados a juvenilidad vy al

entraizamiento de los tejidos adultos (Bonga, 1982). En Bipus

pinaster, Seguoiadendron giganteum vy Cedrela odotrata el

microinjerto se ha utilizado para el rejuvenecimiento de
meristemos vy la posterior aplicacidn en mejoramiento genético

{Monteuuis, 19863 Oieda, 1986).

Ojeda (1986) logro microinjertar apices de Cedrela
adorata en patrones de la misma especie con fines de
mejoramiento. No obstante la ventaja evidente de la técnica,

este autor considera que e1 microinjerto es una berramienta
valida para las especies forestales, sin embargoc no puede
aplicarse extensivamente por las caracteristicas peculiares de

las diferentes especies.
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S. EVENTOS HISTOLOGICOS ABOCIADOS AL INJERTO.

Se ha demostrado que durante la unidn de un  injerto
compatible se dan tres eventos: 1) la cohesion entre el
injerto v el portainjerteo como resultado de la deposicion de
materiales de la pared celular y polimerizacion de los mismosy
Z2) proliferacidon de callo vy 3) rediferenciacidn vascular
entre los haces vasculares de las partes involucradas,

probablemente en respuesta a la liberacidén de auxinas (Moore,

1984 .

Cuando las superficies del patron y el injerto estan en
contacto, se establece un estado dinamico de comunicacion para
desarrollar una unisn contipua, la cual es imprescindible para
la organizacion y funcionamiento de la planta completa. En
los tejidos adyacentes a la union con el injerto, se da un
incremento en el numero de células, producto de la intensa
actividad mitética, gue es la condicién basica para gque se de
la uniodn {(Yeoman y Brown, 1976). FPor ejemplo en microinjertos
de Prunus se observd gque las ceéelulas del callo preliferaron
principalmente del parénquima medular del patron vy dgel
injerto. La coalescencia de las paredes celulares del callo
se observe siete dias despugs de haberse realizado el injerto
{Gebhardt vy Goldbach, 1988). Estos cambios se manifiestan con
un engrosamiento de las superficies patron-injerto, debido &
ia activacidn de la divisidn celular en ias zonas
meristematicas, se aceleran los mecanismos de sintesis de

polisacéridos y otras macromoleculas las que son depositadas
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en la superficie de contacto y difundidas a traves de la pared

celular, para asegurar la union (Yeoman y Brown, 1976).

Las comunicaciones intercelulares se dan por medio del
plasmodesmata existente en las células de ambos patrones,
tambieén sourre por conexiones citoplasmaticas entre
protoplastos no relacionados y por puentes celulares gue se
forman posteriormente en células que no estan en division
(Kollmann v Glockmann, 1985). En el injerto la ocurrencia del
plasmodesmata en la region donde se interconecta el tejido
vascular tiemne un significado funcional. Kollmann, et al
{(1985) indican que las conexiones celulares tempranas son
necesarias, particularmente donde se interrumpe el transporte
de sustancias. £l apice vegetativo es considerado la fuente
natural de auxinas que determina la extension y polaridad de
la diferenciacidn vascular. Emn un injerto el transporte
basipeto de la auxina &8 blogueado vy los haces vasculares se
convierten en receptores de la wmisma, por lo tanto es
necesario la formacidn de nuevos elementos vasculares a fin de
garantizar la conexion (Gebhardt vy Goldbach, 1988). La
compatibilidad de los injertos ha sido claramente demostrada
con relacidn directa a las conexiones vasculares establecidas
en la unidn; debido a que-éstas restauran__el fluio de aguas VY
nutrimentos en el injerto vy establecen la f;erza mecanica
suficiente para sostener el injerto {(Parkinson, y col., 1987).
Debidoe a la diferenciacitn de células del callo vy la

activacitn del cambium wvascular, se producen nuevos elementos
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de xilema y Tloema. Estos elementos de ambos sistemas se
fusionan por disolucidn de sus paredes celulares (Monzer vy
kKol lmann, 1984). tos primeros elementos del xilema 5e
diferencian cerca del corte, son formados del patréon v se
desarrocllan en forma acrépeta, usualmente son elementos
cortos. Las c¢ceélulas del xilema gque estaban en proceso de
diferenciacian antes de realizarse el injerto, permanecen en
ece estado ¥ nunca forman engrosamientos secundarios
lignificados. £1 procambium se forma por divisiones
periclinales de células del paréngquima, posteriormente estas
células dan origen a los elementos vasculares primarios y al

cambium vascular.

En microinjertos de Prunus se determind que el desarrollo
del cambium wvascular en una zona del tejido interfascicular,
no es un requisitoc para el establecimiento de conexiones
vasculares, sino gue los nuevos elementos del xilema son
formados en el brote injertado alrededor de la region medular
{Gebhardt y Goldbach, 1988). La presencia de poros cribosos
continuos entre elementos cribosos del injerto-portainjerto,
demuestran ta continuidad simplastica de la union (Kollmann, v
col,, 1985). Existen evidencias de que los poros cribosos se
originan en aquellas areas donde ilpicialmente habian
plasmodesmata, por lo que su presencia en la union, puede
significar el desarrolle de nuevas células del floema (Monzer
y Kollmann, 1984). Kollmann, et al., (1983) sugieren la

existencia de un sistema de reconocimiento celular Y
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coordinaciédn  funcional gque permita el desarrollo de los
injertos en plantas superiores. Es posible que la formacidn
de areas cribosas en el floema, puntuaciones vy placas
perforadas en el xilema y plasmodesmata en el parénquima
dependen de algun mecanismo de comunicacion celular entre las
partes involucradas (Moore y Walker, 1981). Se ha pensado que
las auxinas son las moléculas de reconocimiento celular en
injertos compatibles. Contrario a estas ideas otros
investigadores argumentan gque todos los eventos que ocurren  en
la unién de un injerto compatible tienen explicacian sin  que
hava tal sistema de reconocimiento. Sin embargo, en  los
injertos compatibles la diferenciacidn vascular de las celulas
del callo estd estrechamente correlacianada con la presencia
de auxinas (Moore, 1984} . Mediante la aplicacion de
reguladores del crecimiento se ha demostrado, que estas pueden
afectar el numero de uniones vasculares y la formacidn del

callo (Parkinscn y Yeoman, 1982).

Las condiciones in vitro pueden alterar favorablemente la
maquinaria metabdlica de la interfase patron—-injerto. Por
ejemplo, los niveles de carbohidratos enddgenos requeridos
para la xilogenesis y la formacidn de paredes celulares,
pueden alterarse en relacitn a la concentracion de sacarosa
del medio de cultivo. La deposicidn de pectinas; responsables
de la adhesidn inicial de laz paredes celulares, puede ser

promovida durante la regeneracidn in  vitro. Ademas la

liberacion de fenoles y otros compuestos perjudiciales para la
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cicatrizacion pueden ser mas facilmente controlados bajo

condiciones in vitro (Gebhardt y Goldbach, 1988),.

A la fecha no se habia intentado la microinjertacidn de

embriones somaticos ni  gaméticos. Esta modalidad de la
microinjertacidan abre importantes perspectivas para la
obtencion de plantas & partir de embricgénesis,
particularmente en aquellas espeCies  gue han mostrado

problemas en la germinacitén de embriones como es el casoc de

muchas especies tropicales arboreas, ejemplo, Enterclobium,

mango vy el cacao.

La microinjertacion de embriones somaticos de cacao
permitira ampliar el conocimiento acerca de los fenomenos
involucrados en la respuesta de explantes de cacao al cultivo

in vitro.
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I1I. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizo en la Unidad de
Bicotecnologia del Programa de Mejoramiento de Cultivos
Tropicales, CATIE, Turrialba, Costa Rica, durante noviembre de

1989 a octubre de 1990.

El material vegetal se obtuvo de la coleccidn de cacao
mantenida en el CATIE, Turrialba, Costa Rica. Para el
desarrollo de portainjertos se cultivaron embriones sexuales
maduros de 5 a & meses de edad del clon IMC-67 y como fuente
de explantes para la embriogenesis samatica, se utilizaron
embriones sexuales de 4 a 5 meses de edad de los clones CC-18,
EET~-400, POUND-12, UF-613. £n todos los experaimentos se
emplearon medios de cultivo semisclideos con 7 g-17* de Difco-
agar y sacarosa al 34 como fuente de carbone, excepto en el

experimento de concentraciones {Seccion 3.3.1}.

1. CULTIVO DE PORTAINJERTOS.

A fin de obtener los portainjertos, se emplearon frutos
maduros de 180 dias de edad del clon IMC~-67, se llevaron al
laboratorio, se lavaron superficialmente con agua vy detergente
y se flamearon tres veces en la campana de flujo laminar. Las
semillas se aislaron vy se disectaron eliminando‘la sarcotesta

vy dos tercios de los cotiledones.



Fara su germinacidon en condiciones asépticas se utilizd
el medio basico de MS suplementado con hierro, vitaminas e
inositol. Los medios se distribuyeron en tubos de ensayo de
15 por 2,5cm, en wun volumen de 15 ml por tubo. Los medios se
esterilizaron en autoclave a 121°C (1,05 Kg de presidn/cm?)

durante 20 minutos,

Se ensayaron cinco concentraciones de caseina
hidrolizada, 0, 250, 500, 730, 1000 mg-1—* con tres valores de
pH ajustados a 5,7 - 6,7 y 7,7 (Cuadro 1}. Para este
experimento se utilizaron semillas enteras ¥ semillas

disectadas al eliminarseles parte de sus cotiledones.

Cuadro 1. Concentraciones de Caseina Midrolizada vy
valores de pH utilizados en el desarrollo
de portainjertos de cacao.

DOSIS DE CASEINA pH
HIDROL I ZADA 5,7 &,7 7.7
mg-1—*
0 1 2 3
250 S &
500 7 8 9
750 10 11 12

1000 13 14 15
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1.1. Variables Evaluadas.
L.Los portainjertos se evaluaron durante tres semanas de

cultive. Como variables se consideraron las siguientes:

~ Porcentaje de germinacion,

- Desarronllo de raices secundarias.

-~ Longitud del eje hipocotilo radicular.
- Longitud del epicotilio.

- MNumero de hojas.

- Formacion de callo en el ejie.

2. INDUCCION DE RAICES ADVENTICIAS EN LOS PORTAINJERTOUG.

Para inducir las raices adventicias Se emplearon
plantulas de tres semanas de cultivo eliminandose las raices vy
se cultivaron en medio M5 diluido en diferentes proporciones:
100, B0 vy 25 . Con el mismo oabjetivo se empled 1 medio
basico MS diluido al 50%, suplementado con diferentes
concentraciones de acido indol butirico (AIB): 0,53 1,03 1.5

y 2,0 mg-1-2%,

2.1. Variables Evaluadas.

Se realizaron cuatro observaciones cada 7 dias
considerando los siguientes parametros:
-~ Desarrollo de raices adventicias.
-~  Mimero de raices por planta.

- Longitud promedio de raices (medidas desde el
extremo proximal hasta el apice de la raiz).
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— Grosor promedio de las raices (medidas en el
extremo proximal de la raiz).

- {dxidaciédn de la raices.

-~ Desarrollao de callos en el hipocotilo.

2.2, Condiciones Fisicas de Cultivo.

Todos los cultiveos se incubaron en camaras de ambiente
controlado a un fotoperiodo de 16 horas, una temperatura de 27

e

+ 2°C v a una intensidad luminica aproximada de 1700 lux.

2.3. Andlisis de Resultados.

Con el proposito de seleccionar uwun medic de cultivo
adecuado para el desarrollo de portainjertos, se utilizd un
disefic completamente al azar evaluandose 14 tratamientos que
combinaban concentraciones de caseina hidrolizada vy valores de
pH. En este ensayo se utilizaron 10 repeticiones por

tratamiento.

En los experimentos de induccidn de raices adventicias en
portainjetos se utilizd un diserno completamente al azar. En
el ensayo con concentraciones del MS diluido se utilizaron

tres tratamientos con 10 repeticiones cada uno,

En el seqgundo ensayo con concentraciones del AIB se

utilizaron cuatro tratamientos con 10 repeticiones cada uno.

Los andalisis de varianza Se realizaron wutilizando el

programa micro-sas.



El modelo estadistico para todos los ensayos fue el

siguiente:
Yiji = u + Mi + Eij
En donde
Yij = Yariable de respuesta
u = Medio general
Mi = Efecto del medio de cultivo
Eiji = Error experimetal

El analisis de wvarianza se estructurd de la siguiente

formas
FUENTE DE VARIACION GRADOS DE LIBERTAD
M Medio de cultivo (M-1)
£ Error Experimental M(r-1)

La significancia estadistica entre las medias de cada
variable se determine utilizando la prueba de Duncan al 0,03%

de probabilidad.

3. EMBRIOGENESIS SOMATICA.

Los frutos se desinfectaron segun lo indicado en el
inciso 1. Para la embriogénesis somatica los embriones se
aisiaron del fruto, se dividieron en secciones transversales v
se inocularon en el medio de cultivo MS semistlido
suplementado con 3 mg+«l1—* de BA, 1 mg-1-* ANA. El pH se

ajustd a 6,7 antes de la esterilizacion en autoclave.
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J3.1. Frecuencia de Bubcultivos.

Se realizaron siete tratamientos wvariando la frecuencia
de subcultivos a medic fresco durante los primeros 30 dias de
cultive (O, 5, 10, 15, 20, 25 y 30). Se utilizaron, como
explantes secciones transversales de cotiledones de embriones

cigtticos de 180 dias despueés de la polinizacidn,
3.2. Efecto del ABA en la Embriogénesis Somatica.

Para analizar el efecto de ABA se utilize el medic de
induccion antes mencionado, {seccidn 3) suplementado con las
siguientes concentraciones 0,0; 0,25; 0,50; 0,75 v 1,0mg-1"*%.
Como explantes se emplearon secciones transversales de

cotiledsdn de embriones sexuales de 180 dias de edad.

3.3. Efecto de las Concentraciones de Azucar en ia

Embriogénesis Somatica.

Se analizo el efecto de tres concentraciones de azucar en
la embriogénesis somatica en los cuatro genotipos estudiados.
Se wutilizd el medio basico de induccidn suplementado con

azucar al 3, 4 v 5%.

Todos los medios se distribuveron en  tubos de ensayo de
2,3 por 12 cm en un volumen de 10 ml pér  tubo vy se
esterilizaron como va se indicod en la seccitn 1. Los cultivos
se mantuvieron en la oscuridad durante dos meses antes de ser

evaluados.
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J3.4. VYariables Evaluadas.

Las variables evaluadas para todos los experimentos se

indicarn a continuacién:

Frecuencia de explantes embriocgénicos.
- Frecuencia de callo.

-  Frecuentia de oxidacion.

4., MICROINJERTACION.

Como portainjerte se utilizaron plantulas del genotipo

IMC~-467 (seccidn 1) con hipocotilos rectos y con el sistema
radicular bién desarrollado. LLas plantulas fueron disectadas
a nivel del hipocotilo donde se realizd una incision

longitudinal de aproximadamente 0,5 ¢cm para la insercion del

embridn somatico.

Los embriones samaticos del genotipo UrF-613 s e
subtrultivaron por un mes en un medio sin reguladores del
crecimiento que contenia 900 mg-1-1 de caseina hidrolizada.
Para la insercitn en el patron se eliminaron los cotiledones
del embridn y se realizd un corte a ambos lados de la radicula

a fin de facilitar la unitdn con el portainjerto.

£1 embrion somatico se acopld al portainjerto mediante
una union  tipo hendidura y como soporte de la unidn  del

microinjerto se utilizaron cintas de papel aluminio estéril.
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Los microinjertos se cultivareon en 21 medio basico MS  en
tubos de ensayo de 2,3 x 15,0 ¢m con un volumen final de medico
de 15 ml. Todos los cultivos se incubaron en presencia de luz

con un fotoperiodo de 16 horas y una temperatura de 27 + 2°C.

4,1. Edad de los Portainjertos.

Para determinar el estado mas adecuado de desarrollo de
los portainjertos, se evaluo el comportamientg de los
microinjertos realizados con pléantulas de 2, 3 v 4 semanas de

edad.

4.2. Presencia o Ausencia de los Cotiledones del Embridn

Somatico.

Se realizaron 54 microinjertos utilizando embriones
somaticos con cotiledones completos, medio cotileddn y sin

cotiledones.

4.3. Efecto del AIB en el Desarrollo del Injerto.

e estudit ] efecto de 1 mg-1—-* de AIB en la induccidn
de raices, comparandolo con la ausencia de este regulador. En
pete experimento se evalud tanto el desarrollo de la parte
agrea como del sistema radical. Se considertd el numero de

raices por planta en tres categoriast

X H de 1 a 9 raices.
%X H de 5 a 10 raices.

XXX H mas de 10 raices.
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4.4, Aclimatacidn.

Para el endurecimiento de los microinjertos se sacaron de

los tubos de ensayo y se transplantaron a pequefns recipientes

que contenian suelo estéril compuesto por diferentes
substratos. ilLos recipientes fueron cubiertos por bolsas
plasticas gque al cabo de una semana se perforaron en

diferentes partes y después de dos semanas se eliminaran para

ser cultivados en condiciones de invernadero.
4.5. VYariables Evaluadas.

En los experimentos de microinjertacidon se consideraron

ias siguientes variables:

- Formacidn de callo en la union.,

- Desarrollo de injertos.

- Desarrollo de hojas.

- Dbesarrollo de nudops v entrenudos.
- Formacion de hojas irregulares.

=~  Induccidn de raices.

— Supervivencia.

-~ Plantas en aclimatacidn.

- Plantas en suelo.



5. ESTUDIO HISTOLOGICO.

Se fijarcon cinco muestras de microinjertos cada 5 dias de

cultivo durante los primeros 40 dias. Estas 45 muestras
consistieron en SEeCCiDnes de 1,0 cm de longitud
aproximadamente comprendiendo la zona de union injerto-
portainjerto. El fijador empleado fue Formalina-Alcohol-Acido
aceético (F.A.A.) vy los tejidos se mantuvieron en fijador por
48 horas.

Las muestras se deshidrataromn a intervalos de una hora en
una serie ascendente de etanol de 70 - 100°, permaneciendo los

especimenes en etanol al 100% durante 24 horas.

Para 1la impregnacidén se utilizo tolueno vy para la
infiltracidn Paraplast plus® (CIRAD, 1989). Las muestras se
cortaron a 10 um de grosor y se tifieron utilizando la tecnica
de cuadruple coloracién con safranina, violeta cristal, "fast

green” FCF y "orange” 6 (CIRAD, 1989).
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IV. RESULTADOS

1. EVALUACION DEL PORTAINJERTO IMC-67.

1.1. Emergencia de la Radicula.

iLa emergencia de la radicula ocurridé entre el tercero vy
quinto dia de cultiva, no existiendo diferencias entre
tratamientos empleando caseina hidrelizads v condiciones de
cultive {(pH}. Después de la emergencia de la radicula, 1los
cotiledones comenzaron a expandirse vy cambiaron su coloracion
de purpura a pardo y en algunos casos se tornaron verdes. Fue
frecuente el desarrocllo de tricomas en la superficie de los

cotiledones y algunas veces hubo formacidén de callos.

Segun el analisis de wvarianza no existieron diferencias
significativas excepto cuando se utilizd 250 mg-1-* de caseina
hidrolizada v un pH de 5,7 donde la media varid con respecto a

los otros tratamientos (Cuadro 2). - - covm ==

1.2. Desarrollo de Raicves Secundarias.

El desarrollo de las raices fue similar en todos los
tratamientos. Cuando se utilizaron semillas disectadas la
mayoria de las plantulas formaron raices secundarias desde la
primera semana de cultivo, pero cuando se utilizaron semillas
enteras el desarrollo de raices secundarias fue mas lento

)

{Apendice 1 v 2). En la tercera semana casi la totalidad de

las plantas formaron raices (Cuadro 3).
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Despues de la emergencia de la radicula se observéd el
alargamiento de la raiz principal, formacion y engrosamiento
del cuello de la raiz y a partir de éste se -‘inicid el
desarrollo de raices secundarias. Posteriormente también hubo
desarrocllo de raices en el extremo proximal del hipocotilo.
Después de la tercera semana de cultivo el sistema radicular
consistid de numerosas raices secundarias y tercilarias con
abundantes pelos radiculares, principalmente en las raices gue

estaban fuera del medio de cultivo.

El1 andlisis de varianza determind que no hubo diferencias
significativas entre los tratamientos (Cuadro 2), pero si
entre semillas disectadas vy semillas enteras (Cuadro 4) v con

respecto al tiempo de cultivo (Cuadro 3}.
1.3. Desarrollo del Eje Hipocotilo—-radicular.

Inicialmente el eje hipocotilo-radicular fue blanco sin
delimitacion entre el hipocotilo vy radicula. Después de la
formacion del cuelloc de la raiz, se desarrolld rapidamente el
eje hipocotilar v logrd diferenciarse del sistema radicular al
adquirir 1la coloracion verde caracteristica. El desarrclle
del eje hipocotilar fue bastante uniforme en todos iocs
tratamientos vy condiciones de cultivo {(Apendice 1-4). Pero la
longitud varid en relacitn a los diferentes trat;mientos. Los

longitudes mayores se observaron a pH de 6,7 y 7,7 con

diferentes concentraciones de caseina hidrolizada. La
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longitud promedio mayor fue de 8,02 cm cuando se utilize 250
mg-17* de caseina hidrolizada vy pH de &,7. A pH de 5,7 v
concentraciones de caseina de ceroc vy 1000 mg-1—*
respectivamente, se observaron los valores mas bajos (Cuadro
2). La longitud del eje fue mayor en semillas disectadas
{Cuadro 4) y aumentod considerablemente segun el tiempo de

cultivo {Cuadro 3).

i.4. Desarrollo del Epicotilo.

El desarrollo vy crecimiento del eje epicotilar fue mas
lento que el eje hipocotilar. Se inicid en la segunda semana
de cultivo v para la tercera todos los embriones disectados se
desarrollaron en plantulas. En contraste, cuando se
utilizaron semillas enteras el desarrollo fue mas lento v en
ia tercera semana no todos los embriones formaron el eje
epicotilar. El crecimiento acelerado del epicotilo se inicid

hasta la tercera semana de cultivo (Cuadro 3).

N se observaron diferencias significativas con respecto
a los tratamientos con caseina hidrolizada; sin embargo la
media mayor para la longitud del epicotilo correspondio  al
tratamiento sin caseina hidrolizada v pH de 6,7 y la media
menocr a 1000 mg-1-* de caseina hidrolizada y pH de 6,7 (Cuadro

*

2).



1.5. Numero de Hojas.

El desarrollo de las hojas se inicid a partir de la
segunda semana. El numerc mayor de hojas se observd en el
medio sin caseina vy pH ajustado a 6,73 el numero menor se
presento con 1000 mg-1—* de caseina bhidrolizada vy pH de 5,7

con valpres intermedios en los otros tratamientos (Cuadro 23.

Las plantulas con cotiledones disectados tuvieron un
valor medico de 2,5 hojas, mientras que en las plantulas con
cotiledones enteros la media fue de 1,7. Estos resultados
mostraron diferencias estadisticamente significativas (Cuadro
4. El desarrollo de hojas se acentud a partir de la tercera
semana de cultivo con incrementos en la longitud vy ancho de la

lamina foliar.
l.6. Formacidn de Callos en el Tallo.

L.a formacidén de callos fue bastante frecuente a lo largo
del eje hipocotilo-radicular; el callo fue generalmente blanco
y de consistencia pulverulenta. Segun e}l andlisis de wvarianza
existieron diferencias significativas para algunos
tratamientos (Cuadro 2). Sin embargo, esta variable pudo
ectar mas relacionada al tiempo de cultivo vya gue la formacidn
de calio se incrementd en la tercera semana (Cuadro 3). Los
porcentajes para cada una de estas variables en semillas
enteras vy semillas disectadas se muestran en los cuadros del

Apendice {(Apéndice 1 al &6).
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Cuadro 2. Cultivo de portainjertos en diferen~—
tes combinaciones de caseina hidro-
lizada y valores de pH.

A L3

s-- - -— are a

TRATAMIENTOS  NUNERG DESARROLLD  LONGITUD  LONGITUD  NUNERD CALLD
CHI2 « oH SENILLAS  RAICES SE-  EJE HIPG- EPICOTILO HOJAS  TALLD
ag-i-t GERXINADAS/™ CUNDARIAS  RADIC ca 9

- -

1o A aeu s L L 110 A2

5,7 5,00 a 3,% a 2% ¢ 3,908 2,08 abc 2,23 8
0 5,7 5:00 a 4,47 a 1,26 ab S8ba 2,08 a 1,79 ab
+ 1,1 8,00 a 4,37 a 71,93 2 350 240ab 1,25 ab
€ 95,7 4,50 b 4,00 a 7,04 ab L3a 1,84 br 1,30 ab
250 ¢ 4,7 5,00 3 5,17 a 8,02 a 3478 2,03 abc 1,30 ab
£7,7 5,00 a 4,33 a 7.15 ab 9a 4,75 be 4,75 ab
+ 5,7 5,00 a 3,83 a 7,92 a 3478 2,00 abr 2,00 ab
300 ¢ 4,7 5,00 2 3,83 7,45 ab 3,792 2,45 abc 2,00 ab
+ 7,7 5,00 a 4,00 a 7,05 ab 5,68 248 abc 2,25 a
+ 5,7 5,00 a 3,83 a 1,21 ab 3,488 2,45 abc 2,00 ab
750 + 6,7 5,00 2 4,17 a 7,84 ab 3640 2,20 abc 4,79 ab
+ 7,7 5,00 a 4,00 a 7,42 ab 3,60 2,40 abc 0,75 b
+ 5,7 5,00 a 380 2 6,39 br 3093 4,70 ¢ L7 ab
1000 & 4,7 5,00 a 3,67 a 7,79 a 378 2,30 abr 1,25 ab
1,7 5,00 a 4,33 a 7,63 a 3,572 2,45 abc 1,50 ab

1. Prueba Duncan, en donde las medias con la misaa letra no difieren estadisii-
tanente entre si (P £ 0,05),

2, Caseipa hidrolizada,.

3. El nisero total de semillas por tratasiento fue de i3, pero se hicieron eva-
luaciones seaanales de § semilias,



Cuadro 3.

Medias de
das en el

las variables analiza-
cultivo de portainjer-

tos con respecto al tiempo de

cultivo.
DIAS EN KUKERD  DESARROLLO LONGITUD  LONSITUD  NUNERD CALLOS
EULTIVO SEMILLAS  RAICES SE~ EJE HIPO- EPICOTILO HOJAS  EN EL
GERMIMADAS CUNDARIAS  RABIC ElE
7 5,00 37 b 4,60 ¢ n—— - “m-
14 5,00 4,83 a 6,28 & 0,89 b 0,99 b 0,43 b
2 5,00 4,93 a 11,04 & 5, a 3B3a 3B a
f. Pruebs Duncan en donde las aedias con la misaz leirz nc difieren ssia-
disticamente entre si (P & 0,05},
2. El nimero total de semillas por tratamiento fue de 1D, perp se hicieron
evaluaciones semanales de 5 seaillas,
3, La longitud para todos los tatamientos fue sedida en ca.



Cuadro 4.

Medias de las variables analizadas

en el cultiveo de semillas enteras
y disectadas para la obtencion de

portainjertos.

JRATAMIENTOS]  NUMERD DESARROLLO LOMBITUD  LONGITUD  NUMERD  CALLO

TirQ SEMILLAS RAICES GE- EJE HIPD- EPICOTILD  HOJAS  TALLD
EXPLANTE BERNINADAS/2 CUNDARIAS RADIC ta <
SEMILLAS 5,00 a 4,64 2 7,98 a L76a 2,823 1,77 a
DISECTADAS
SENILLAS 4,93 a 33 b 4,83 b 346 b 1,70 b 1,80 2
ENTERAS

1, Prueba Duncan en donde las medias con la aisma letra no difieren estadisti-

canente entre si (P ¢ 0,05},

2. El nisero total de seaillas por tratamiento fue de {,3, perc se hicieron

evaluaciones sesanales de 5 semillas.

3. La longitud pars todos los tratamientos fue sedida en o,
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2. INDUCCION DE RAICES ADVENTICIAS EN LOS PORTAINJERTOS.

2.1. Sales de Murashige vy Skpog (1962) Diluidas en Diferentes

Proporciones de su Concentracion Original.

Las raices adventicias de las plantulas de cacao no
difieren mucho morfoldgicamente del sistema de raices
embrionario. Inicialmente se formo un anillo de callo
alrededor de la superficie cortada del patrdn en contacto con
el medio de cultivo. Esta zona se engrosd Y comenzaron  a

desarrollarse 1as raices Nuevas.

De los datos obtenidos en los primeros 19 dias de cultivo
nao se observaron diferencias significativas entre las
diluciones del medio {(Cuadro §). Sin  embarge el mayor
porcentaje de formacidn de raices se observo a concentraciones
de 2% v 50% de MS con una media de 7,0 y 4,7 raices por
planta, respectivamente. En la figura 1 se muestra la
relacion del numero de raices por plantula. Se observd gue en
los primeros 195 dias de cultivo, el 904 de la plantulas
cultivadas en las sales diluidas al 25 vy B50¥ desarvollaron
desde una hasta 19 raices. Mientras en el tratamiento con el
MS completo, un 80% de las plantulas desarrocllaron de una a 10
raices. En 22 dias de cultiveo, un 100% de .las plantulas
presentaron raices en el medio M5 al S504. En este periocdo de
cultivo el 10% de 1las plantulas en el medio MS diluido al 25%

tenian de 20 a 30 raices.
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En el Cuadro 5 se muestran los resultados obtenidos para

los 15, 22 vy 30 dias de cultivo. Segun el analisis de
varianza no hubo diferencias significativas entre
tratamientos. Sin  embargo, a los 30 dias de cultivo, el

numero de raices por planta en los tratamientos con MS al SO%
y M8 al 100% se incrementd significativamente con medias de

11,6 v 11,0 respectivamente.

La longitud promedio de raices por planta aumentd con el
tiempo de cultivo. A los 30 dias, las raices en el primer
tratamiento mostraron longitudes promedio de 2,8 cm v en el
segundo tratamiento de 3,3 com. £l grosor promedio de las
raices oscild de 0,09cm a 0,12 com en la mavyoria de los
tratamientos independientemente del tiempo de cultivo {Cuadro

D).

La oxidacion de las raices se presentd en la mavoria de
las plantulas durante los tres periodos de evaluaciodn. Sin
embargo, su ocurrencia no caustd dafos aparentes. La formacion
de callo se pbservd de manera esporadica a 1o largo del

hipocotilo desde la primera evaluacion.



Cuadro 5. Induccion de raices adventicias
en portainjertos de cacao en el
medioc de M5 diluido al 50%.

15 dias de cultive.

TRATAMIENTOS] % WNUNERD LONSITUD GROSOR % %
SALES MS/2 | PRESENCIA PLANTA RAICES  RAICES OXIDACION  CALLO
RAICES 73 {em) /4 (cm HIPOCOTILO
NS 1003 g0,0a  4,2a t,44a 0,09a80,0a 80,02
A5 50 90,08  &73 1,022 0,0929,0a 80,0
NS 254 0,08 7,08 i,0a 0,10a39,0a 90,0

22 dias de cultivo,

N5 100% 80,0 a 683 1,38 b 0,09 aB0,0a 80,04
NS 50X 100,90 a Bla 2,388 0, 82a2100008 90,0 a
NS 251 90,0 a 0,98 2,4la 4239002 100,0a

30 dias de cultive.

Ng 100% 100,0 a 14,08 2,81 a 0,42 al00,0 2 100,0 &
NS 50% 100,90 a 11,608 3,203 0,12 al00,0 2 100,90 a

XS 251 90,08 10,908 2,203 0,0929,02 90,03

. Prueba Duncan en donde las sedias con la misea letra no difieren esta-
disticamente entre sf (P ¢ 0,05).

2. Sales de Murashige y Skoog (1962) diluidas en diferentes proporciones
de su concentracidn original.

3, Longitud desde el extremp proxisal hasta el seristeav apical de la raiz,

4, Grosor, medida en e] extreso proxisal de la raiz,
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2.2. SHales ME Diluidas al 50%, vy Diferentes Concentraciones

de AIB.

ELL mejor tratamiento del experimento anterior (Sales MG
al H0O%L), se combind con diferentes concentracicones de AIB. A
los primerons 15 dias de cultivo, se observd un marcado efecto
entre las concentraciones de AIB. Cuando se utilizd 0,5 mg-1l-
* de AIB no hubo produccidn de raices mientras Qque con 2,0

mg-1—* de AIB el 40% de las plantulas desarrollaron raices.

Valores intermedios se observaron para las concentraciones de
1,0 v 1,3 mg-1—%. Segun el anadlisis de varianza existieron
diferencias signhificativas en estos resultados (Cuadro &), En

el mejor de los casos, la media para el numeroc de raices por
planta fue de 4,7. Un 30% de las plantas presentaron de una a
10 raices v un 10% de 20 a 30 rajeces (Fig 2). La longitud de
las raices varid entre 0,3 v 0,8 cm y 1 grosor fue de 0,01 vy

0,02 cm para todos los casos (Cuadro 6).

Los resultados observados después de 22 dias de cultivo
fueron diferentes con relacidn a los anteriores vy segun el
analisis estadistico no hubo diferencias significativas entre
ins tratamientos {(Cuadro 4). E1l mavor porcentaje de plantulas
con desarrollo de raices (D04), se observéd a concentraciones
de 0,5 v 1,0 mg-1-* de AIB; pero en el primer tratamiento, el
numero promedio de raices por planta fue de 6,8, mientras que
en el sequndo fue de 2,3. Cuando se utilizo 2,0 mg-1—* de AIB
stlo el 30% de las plantulas desarrollaron raices con un  valor

medio de 8,8 raices por planta. En el tercer tratamiento
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todos los wvalores fueron i1nferiores. En 1a figura 2 se
muestra el porcentajes que corresponde al numero de raices por
planta para cadae una de las categorias dadas. Como se observa
ern el Cuadro &6 la longitud v grosor de las raices tampoco
mostraron diferencias significativas. La longitud maxima fue
de 0,7 cm en presencia de 1,0 mg-1—* de AIB v la minima fue de
0,1 cm con una concentraciéen de 1,5 mg-l-* del mismo
regulador. €1 grosor de las raices oscild entre 0,01 y 0,08
cm en todos los casos y la oxidacion de las raices se presentd
en wun  porcentaje muy bajo vy sdlo en el tratamiento con

1 mg-1—* de ABA.

£l desarrollo de callo en el hipocotilo se incremento
despues de 22 dias de cultivo vy aparentemente fue

independiente de la concentracién de AIB presente en el medio.



Cuadro 4.
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Induccidn de raices adventicias
en portainjertos de cacao con
MS al 50 % y AIB.

15 dias de cultive

TRATANIENTO |PRESENCIA NUNERO LONGITUD GROSOR OXIDACION CALLO
AIB mg-1-t | RAICES  PLANTA RAICES  RAICES X HIPOCOTILD
SALES N8t x (ca) {en) %
NS+ 05AB] 0,0 b 00 a 00 a 00 b 0,08 0,0 b
M5 + 1,0 AIB| 30,0ab 2,508 0,422 0,01 ab30,0a 30,0 ab
HS ¢ £,5 AIBI 10,086 0,208 0,8 3 0,04 ab 0,0 b 0,0 b
B5 + 2,0 AIB; 40,08 4,708 0,3 8 0,02a 0,0 b 50,08
30 dias de cultivo.

M5 +0,5AIB] 0,0a 5,808 9,443 O0,0Ba 0,008 8O0
HS ¢ 1,0 AIB) 90,08 2,303 0,702 0,0Ba 10,0 3 90,02
M3 + 1,5 AIB 10,08 5,002 0,452 O,00 3 0,002 20,0 b
M5+ 2,0AB 30,02 880 0,33 0,022 0002 10,0 b

i, Prueba Duncan en donde las sedias con la misma letra no difieren es-
tadisticasente entre si (P & 0,05},

2. Sales de Murashige y Skoog (1962} al 50% de su concentracida original.

3. Llongitud desde el extremo prosimal hasta el seristemo apical de la raiz,

4, Grosor, sedida en el extreso provisal de la raiz,
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3. EMBRIOGENESIS SOMATICA.

En la embriocgeénesis somatica a partir de cotiledones de

cacao, se observaron diferentes cambios en el explante. Los
tejidos en contacto con el medio de cultivo se expandieron, la
coloracion cambid de purpura a rosado o verdoso, Se

desarrollaron numerospos tricomas en su superficie y se inicio
ia formacion de callo principalmente en las zonas de corte del
tejido. Claramente se pudo distinguir entre dos tipos de
callo: uno fue friable, cristalino, generalmente disperso en
la superficie del explante vy el otro compactoc y localizado

generalmente en las partes donde se cortd el explante inicial.

E1 desarrollo de embriones de cacao se inicio
directamente con la aparicion de estructuras globulares unidas
al explante. No  se observd sincronizaclidon entre los
diferentes estadips de la embriogenesis, sSinoc que en un Mismo
explante fue evidente las diferentes etapas del desarrollo
embriogénico (Fig. 3}. t.a formacicén de embriones secundarios
fue muy frecuente sobre los cotiledones de los embriones
primarios (Fig. 4). Aei mismo, la coloracidn de los embriones
varid desde embriones de cotiledones verde claro cuando eran
muy Jéavenes, hasta cotiledones verde oscuroc en la madurez.
También se observaron cotiledones de color rosado o purpura.
El tamano de los embriones fue bastante variable
independientemente del estado de madurez, para lo cual se
observaron embriones en estado globular muy grandes ¥

embriones bien formados {(dicoitiledoneos) de tamafo muy
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pequeno. Normalmente los embriones somdticos de cacac fueron
dicotiledonares sin embargo, tambien se observaron otros tipos
morfoldgicos, los cuales fueron considerados como anormales.
La figura 5 muestra diferentes tipos de embriones

diferenciados en este estudio.
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Figura 3. Diferentes estados de la diferenciacion y desa-
rrollo de los embriones.

M

Figura 4. Desarrollo de embriones somaticos secundarios a
partir de los cotiledones de un embrion primario.
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Figura 5. Clasificacidn de embriones somaticos basados en  su

morfologia. a. Monocotiledon; b. Dicotiledon; c.
FPalicotiledon; d. Cotiledones fusionadoss 8.
Hipocotilos alargados; f. Trompetas g .

Moderadamente fasciados; h. Fuertemente fasciados;
i. Fusidn diaxial proximal (Buchheim,-et alj 1989).
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3.1, Frecuencia de los Subcultivos.

El resultado del experimentoc en subcultivos, demostrd que
existia una relacidon  inversamente proporcional  entre la
frecuencia de los subcultivos vy la frecuencia embriogenica
{(Cuadro 7). Para todos los genotipos estudiados la mavor
frecuenclia embriogenica se observd en el tratamiento A  {(sin
subcultivos)., En este experimento el genotipo POUND-12 mostrd
el wvalor mas alto, con una frecuencia de 0,7 explates con
embriones. A mayor frecuencia de subcultivos (B y C), 1la
respuecsta embriogenica fue casi nula para tedos los genotipos.
Sin embargo #sta se incrementd en  todos los genotipos cuando
los explantes se subcultivaron cada 15 dias (D) excepto para
el genotipo POUND-12. El genotipo mas embriogénico fue el
EET-400, seguido por el POUND-12 v el menos embriogenicoc fue

el CC-18 (Fig &).

El desarrollo de callos en el explante varid entre los
genotipos, pero no con respecto al tiempo de los subcultivos.
£1 genptipo POUND-12 fue &1 que mostrd mas desarrollo de
callos con una frecuencia de 3,0 mientras que en el UF-4613 la

frecuencia fue de 0,85 (Cuadro 8).

Este callo presentd una coloracidn oscura despues de dos
semanas de cultivo. i.a oxidacion de los cultivég varid entre
genotipos pero no entre tratamientos. Los resultados permiten
indicar que la oxidacién no es un factor critico para la

embriogénesis somatica en cacac (Cuadro 9).
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Cuadro 7. Frecuencias embriogénicas de cuatro genotipos
de cacao en relacion al tiempo de subecultivo =,

FRECUENCIA CcC-18 EET—-400 POUND-12 UF~&13
SUBCULTIVO/Z2

L ]
Qi b OORN
W W W W W
N WM W W

gvamoOowd
CO0OO0CQQO
QOO0 Q00OD0
2 NOCW
CCOOOQO00O
QO QOO ON
IORONTNO SR

OO0 OO0

1 Frecuencia embriogénica

FE = Nuamero de cultivos embricgénicos
Total de cultivos iniciados

2 Frecuencias de subcultivo: A = cero dias; B = 5 dias;
{tiempo en dias) C = 10 dias; D= 15 dias; E= 20
diasy F= 25 dias; 6= 30 dias.

Cuadro 8. Frecuencias de la formacidn de callo en los
diferentes genotipos de cacao en relacion
al tiempo de subcultive -,

FRECUENCIA CcC-18 EET-400 POUND~12 UF-613
SUBCULTIVO/1
Q 0,4 0’4 0,5 0'4
B 0,0 0,0 0,0 0,0
> 0,3 0,7 0,6 0,05
D 0,6 0,4 0,4 0,3
E 0,2 0,1 0,8 0,2
F 0,2 0,1 0,1 0,2
6 0,0 0,5 0,6 0,0
TOTALES 1,7 2,2 3,0 0,89

i Frecuencias de subcultivo: A= O diasi B= 5 dias; (= 10
diasy D= 15 diasy E= 20 dias)
F=29 diasy G= 30 dias.
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Cuadro 9. Frecuencias de la oxidacidn de los explantes en

cuatro genotipos de cacao en relacién al tiempo
de subcultive.

FRECUENCIA cC-18 EET-400 POUND-12 UF-613
SUBCULTIVO/1
A 0,0 0,0 0,0 0,05
B 0,1 0,5 0,2 0,0
c 0,1 0,05 0,1 0,90
D 0,0 0,0 0,0 0,0
E 0,05 0,2 0,0 Q0,3
F 0,1 0,1 0,05 0,0
G 0,0 0,05 0,0 0,0
TOTALES 0,35 Q0,9 0,35 0,35
1 Frecuencia de subcultivos A = cero diasy B = O dias;
(tiempo en dias) C = 10 dias; D = 15 diasy
E = 20 dias; F = 25 diasj
G =

30 dias.



54

J3.2. Efecto del Acido Abscisico.

El efecto de ABA en la frecuencia embriogénica de cacao no fue
muy evidente en los tratamientos utilizados (Cuadro 10). Sin
embargo se observe que en el medio sin ABA o en presencia de
0,25 mg-1—* se obtuvo la mayor frecuencia embriogénica en 1a
mayvoria de los genotipos. l.a frecuencia menor se observid a
una concentracion de 0,75 mg-l1—* de ABA, excepto en el
genotipo UF-613, en &1 cual se dio la mejor respuesta. £l
potencial embriocgeéenico varig entre los genotipos siendo

superior el CC-18, seguido por el EET-400; el genotipo menos

embriogénico fue el WF-&13 (Fig. 7). Independientemente de la
concentracien de ABA en el medio de cultivo, el potencial
embriogénico de estos explantes fue bastante alto. E1

desarrollo de embriones secundarios a partir de los embriones
iniciales se observd con  bastante frecuencia. £n la
embriogénesis somdtica de cacao es frecuente la formacion de
embriones anormales (Fig. 3). Se presume gue el ABA
contribuye a reducir la frecuencia de estas anormalidades. En
los resultados obtenidos, los porcentajes para la formacion de

embriones anormales fueron muy altos aun en  presencia de

diferentes concentraciones de ABA (Cuadro 11). En los
apéndices 13 al 16, se muestran los porcentajes que
presentaron los diferentes tipos morfoldgicos para cada
genotipo vy en cada concentracion de ABA. Se observd gque los

tipos mas frecuentes son aquellos gue difieren en el numero de

cotiledones (Fig. 8a y b)), los gque presentan hipocotilos
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alargados (Fig. %a) vy los embriones moderadamente fTasciados

(Fig. 9b).

No se observaron diferencias significativas en la
formacion de callos entre los tratamientos, peroc si  entre
genotipos, donde el POUND-12 constituyd el genotipo mas
calleogenico vy el UW-613 el que mostrd menos formacidon de
callos (Quadro 12). La oxidacidn de los explantes no fue
dependiente de la concentracion de ABA en el medio de cultivo,
pero si varid entre los genotipos, donde el EET-400 presento
una frecuencia de explantes oxidados de 1,2, seguido por 1,0
en €l genotipo CC-18, en contraste con una frecuencia de 0,00

en el W-613 (Cuadro 13).
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Figura 8. Morfologia de los embriones somaticos segun el nu-
merp de cotiledones. a. Dicotiledoneoss; b. Polico-

tiledoneos.
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Figura 9. Embriones somaticos gque muestran diferentes anorma-

lidades., a. Embriones con hipocotilos alargados vy

cotiledones vestigiales; b. Embricnes moderadamente
fasciados.
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tuadro 10, Frecuencias embricvgenicas de diferentes genoti-—
pos de cacan en presencia de ABA.

ABA ce-18 EET-400 POUND-12 UF-&613
mg-1—-*
0,00 0,7 0,9 0,4 0,1
0,25 C,6 0,9 0,3 0,2
0,50 0,6 0,25 0,2 0,1
0,75 0,4 0,2 0,2 0,3
1,00 0,5 L Y- 043 0,0

1 Frecuencia embriogénica

FE = Nuamero de cultivoes embriogénicos
Total de cultivos iniciados

Cuadro 11. Porcecentajes de la formacidn de embriones
anormales en diferentes genotipos de cacao
y en presencia de ABA.

ABA cC~18 EET-400 POUND~12 LiF-&13
mg-1-*
0,00 &0,0 Thy? 50,0 54,5
0,25 73,3 50,0 46,7 100,90
0,50 86,7 100,0 56,7 50,0
0,79 80,0 71,4 98,353 - 90,0
1,00 73,3 83,3 7b,6 0,0
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Cuadro 12. Frecuencias de la formacion de callo en los

diferentes genotipos de cacao y en presencia
de ABA.

ABA cC-18 EET-490 POUND~-12 UF-&613
mg-1-2*

0,00
0,25

0,75
1,00

O,
0O,
0,00 O,
0,
0,
2

TOTALES

Cuadro 13. Frecuencias de oxidacidn de los explantes en
cuatro genotipos de cacao y en presencia de

ABA.

ABA CC-18 EET-400 POUND-12 UF-613
mg-1—*

0,0 0,2 0,3 0,05 Q,05

0,25 0,3 0,3 0,05 0,0

0,50 0,1 0,1 0,0 0,0

0,75 0,2 0,2 0,0 Q,0

1,00 0,2 0,2 Q0,0 0,0
TOTALES 1,2 1,2 0,1 0,05
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3.3. Efecto de las Diferentes Concentraciones de Azucar.

En este experimento =1 encontrd gue aunque las
diferencias entre tratamientos en el desarrclio de losg
embriones no  son muy marcadas, los genotipos no respondieron

igual a las mismas concentraciones de azucar {(Cuadro 143,

£n el genotipo CC-18 la mayor frecuencia embriocgénica fue
de 0,7 con 3% de azucar, en &l genotipo EET-400 fue de 0,6 con
5% de azucar, en el POUND-12 fue de 0,5 en presencia de 34 vy
4% de azucar. £1 genotipo UF-613 fue el menos embriogénico
con una frecuencia de 0,3 en 3L de azucar. En la Fig. 10 se

muestra la relacidn total para la frecuencia embriogeénica en

cada genotipo.

£1 desarrollo del calleo en el explante no difiere mucho
ni entre tratamientos, ni con respecto a los genptipos; sin
embargo las frecuencias fueron ligeramente mayores para todos
los genotipos en presencia de 3% de azucar. El  UF-613
presentd las frecuencias menores para todos los tratamientos

(Cuadro 1D).

La oxidacitin no parece ser un factor muy importante en 1la
embriogénesis =omatica de cacao. En medios con diferentes
concentraciones de azucar, se observaron muy bajas frecuencias
de explantes oxidados, donde el valor mas alto fue de 0,45 en

el EET-400 (Cuadro 16).
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Cuadro 14. Frecuencias embriogénicas de diferentes genoti-
pos de cacao cultivados en diferentes concentra-

ciones de azucar.

AZUCAR ce-18 EET~400 POUND—-12 UF -&13
mg-1—2%

30,0 0,7 0,4 0,5 0,3
40,0 0,2 0,5 0,5 0,2
50,0 0,2 0,6 0,4 0,05

Frecusncia embriogeénica

FE = Numero de cultivos embriogenicos
Total de cultivos iniciados

Cuadro 15. Frecuencias de la formacidn de callo en cuatro
genotipos de cacao en diferentes concentracio-

nes de azucar.

AZUCAR £c-19 EET-400 POUND-12 UrF-613
mg-1i—*
30,0 0,9 0,9 0,9 0,9
40,0 0,7 0,8 0,9 0,6
50,0 0,8 0,8 0,8 0,6
TOTALES 2,4 2,9 2,6 2,1 -
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Cuadro 16. Frecuencias de la oxidacion de los explantes
encuatro genotipos de cacao en diferentes
concentraciones de azucar.

AZUCAR cc-18 EET-400 POUND-12 UF-613
mg-1-1%
30,0 0.03 0,2 0,05 0,05
© 40,0 0,0 0,2 0,05 C,0
50,0 0,05 | 0,05 0,1 0,1
TOTALES 0,1 Q0,45 0,2 0,15
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4. MICROINJERTACION.

4,1. Microinjertacicn tilizando Patrones de Diferentes

Edades.

£1 uso de portainjertos de diferentes edades permitid

observar diversas respuestas en el desarrclleo de los
microiniertos (Cuasdro 17). Plantulas de tres semanas de edad
constituyeron los mejores portainjertos con un  72.2%4 de
Supervivencia. Al utilizar portainjertos de dos semanas de

edad solop el 16,74 de los microinjertos se desarrollaron en
plantas con una o dos hojas (Cuadro 18). Aungue la mayoria de
ios microinjertos desarrollaron callo en la union y raices
nuevas, la zona del hipocotilo donde se hizo l1la incisidn
tendid a oxidarse con el  tiempo provocande la muerte del
injerto. Al utilizar plantulas de tres semanas de edad, el
100% de los micreinjertos formaron callo en la primera sSemana
y 21 b1,1% desarrollaron desde dos hasta a seis hojas (Cuadro
18). El porcentaje en el desarrollo de los microinjertos con
plantulas de cuatro semanas fue de 44,44 las cuales
desarvollaron entre una ¥y cinco hojas (Cuadro 18). En este
tratamiento, la oxidacién y muerte de raices fue del 80% lo
que determind el bajo porcentaje de plantas en aclimatacion
(11,1%). En portainjertos de tres semanas 1; oxidacién vy
muerte de raices fue inferior (55,6%), sin embargo este fue un

factor limitante que determind que sblo un 27,84 de los
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microinjertos alcanzaron la e2tapa de aclimatacidn. Ninguna de

las plantas sobrevivid hasta condiciones de suelo.

Cuadrp 17. Desarrpllo de micrpoinjertos de cacao utilizando
patrones de diferentes edades (%).

............................ ek - - - ——

EDAD DE CALLO DESARROLLO FORMACION DESARROLLO INJERTOS OXIDACION SUPER- ACLIMATACION
PORTAINJERTOS UNION  INJERTOS HOJAS RAICES  SINW DE- DE RAICES VENCIA DE LAS PLANTAS

(SEMANAS *) NUEVAS  GARRDLLD
2 88,9 16,7 16,7 88,9 0,0 100,90 14,7 0,0
3 00,0 bl,l 1,4 72,1 iyl 35,6 72,2 27,8
§ 94,4 i4,4 44,4 33,3 s 80,0 W0 4,1

-—— - -

1. Pléntulas de dos, tres y cuatro semanas de cultivo respectivamente,

2, Se utilizaron 1B repeticiones por tratasiento.

Cuadro 18. Namero de hojas en porcentaje por planta para
cada tratamiento

EDAD DE NUMERO DE HODJAS / PLANTA (%)
PORTAINJERTOS
{SEMANAS) >~ 0 1 2 3 4 5 & 7
2 83,3 5,6 11,1 © ) 0 0 )
3 38,9 O 16,6 16,6 22,2 © S,6 ©
4 55,6 16,6 O 22,2 ') 5,6 © 0

1. Plantulas de dos, tres y ctuatro semanas de cultivo
respectivamente
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4.2. Efecto de la Presencia o Ausencia de los Cotiledones del

Embriton Somatico en el Desarrolilo del Injerto.

La primera observacion realizada en los microinjertos fue

la proliferacién de callo en la zona de uniédn, durante la
primera semana de cultivo. La produccidn de callo ocurrid
tanto en el tejido del portainjerto como del injerto, este

callo fue inicialmente cristalino y escaso pero luego se torno
compattos y de coloracidén blanca vy se observd en  todos los
microinjertos. En algunons casos el callo continug creciendo
hasta cubrir el embriéon, impidiendo su desarrcllo. En el
Cuadro 19 se observa gue el tratamiento T3 (embriones 3in
cotiledones), fue el mas significativo donde el desarrollo
foliar fue de 83,3%Z vy la formacion de raices nuevas es del
67,7% lo que coincide con el porcentaje de plantas qu
alcanzaron la fase de aclimatacidn. En contraste en los
tratamientos T1 (embriones con cotiledones completos) vy T2
{(embriones con totiledones incompletos) los valores para estas
variables fueron inferiores v el Tl no mostrd desarrollo de
raices nuevas. La mavor actividad en el desarrollo de los
injertps se observo durante la tercera y cuarta semana de
cultive con el inicio del desarrollo del eje del embrién, lo
que significd alargamiento del eje de la planta, delimitacion
de nudos vy entrenudos vy formacioén de hojas verdaderas (Fig.

i1).
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£1 desarrollo de hojas por planta fue variable en todos
los experimentos (Cuadrgo 20). En el tratamiento T3 las
plantas formaron de una hasta ocho hojas, en el tratamiento T2
de una hasta cinco hojas y en la condicidn T1 de una hasta
tres hojas. Se observe la formacidn de hojas irregulares en
un 25% de los casos en el T3 y en un 16,7 en el tratamiento
T2. iLa morfologia de estas hojas fue diferente al tipo
narmal, observandose laminas asimetricas, semilobuladas (u]
trilobuladas, coarrugadas y con areas clordticas; sin peciolos
o de peciclos muy alargados. £l numero de nudos y entrenudos
dependid del numero de hojas por planta. Posteriormente
nuevos microinjertos se desarvrollaron; pero generalmente en

gstas acurre el mavor numerc de malformaciones.

Fue evidente 2n algunos embriones la presencia de varios
meristemos apicales del vastago. Tambien se cbhservéd aunqgue en
forma aislada el desarrolle de wvarios ejes a partir de un
embrion somatico. Igualmente ocurrit con frecuencia el
desarrollo de embriones secundarios sobre los embriones gue no

se desarrollaron.

En los tratamientos T1 vy T2, el 25% de lps injertos
alcanzaron la etapa de aclimatacion, pero ninguno sobrevivio.
Estas plantas inicialmente sufrieron desecaclion de las hojas ¥
posteriormente del eje completo, ademads de que tenian muy

'

pocas raices (Cuadro 19).
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En el tratamiento T3 el &7,74 de los microinjertos
alcanzaron la etapa de aclimatacidn (Fig. 12}y; luego de
transferidas estas plantas al invernadero, algunas murieron vy
stlo el 16,77 sobrevivieron hasta condiciones de suelo. Las
plantas scbrevivientes en el invernadero desarrocllaron hojas
nuevas v se produjo un engrosamiento en la zona de unidn con
el injerto (Fig. 13). En esta etapa el crecimientn del
partainjerto se detiene y la longltud de la planta depende del
crecimiento  longitudinal del eje del injerto. Despues de
varios meses en invernadero estas plantas desarrollaron un
buen sistema fotosintético, con hojas de morfologia normal, de
color verde las mas viejas vy color pardc las nuevas, El
sistema radical se mostrd en buenas condiciones, lo gue
permitid el desarraollo normal de las plantas al transferirse a

suelo (Fig 14).
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Figura 11. Microinjertos mostrando el desarrollo de hojas vy
raices. a. Portainjerto; b. Microinjerto de dos
semanas; ¢, Microinjerto despues de cuatro semanas
de cultivo.



Figura 12.

Figura 13.

Microinjerto en la fase de aclimatacion.

Flanta microinjertada en condiciones

invernadero mostrando la cicatriz en
union entre el patrdan y el injerto.

71

la zona

de
de
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Planta microinjertada en condiciones de suelo

Figura 14,

despuéts de 10 meses desde la microinjertacidn.
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Cuadro 19. Efecto de la presencia o ausencia de los
cotiledones del embridm somatico en el
desarrollo del injerto (%).

Ld D D e e L T W)

TRATA- DEGARRO- DESARRC- DESARROLLO HOJAS  RAICES [INJERTOS BUPERVI- ACLINA- PLANTAS
NIENTOS LLO IN- LLO HO- DE NUDOS Y IRREGU- NUEVAS SIN DE- VENCIA  TACION  GUELD

JERTOS  3AS ENTRENUDOS  LARES SARROLLO _in vitro DE LAS
PLANTAS

4,7 T AT 0,0 0,0 50,06 97,7 25,0 0,0

1 8,7 8,7 5,0 16,7 8,5 4,7 834 250 0,0

3 83,3 83,3 4,7 25,0 8,7 8,3 Wb 61,7 18,7

----------------------- L - " 2; - 1] 7] 7 72 o0 o A 11 LS L L)

T4 = Esbriones con cotiledones completos.

ot
[
n

Eabriones con cotiledones incompletos.

—
<
3

Eabriones sin cotiledones,

1. e utilizaron 12 repeticiones por tratasiento,



Cuadreo 20. Porcentajes del numero de ho-
jas por planta para cada tra-

tamiento.
NUKERD OF HOJAS / PLANTA (%)
TRATANIENTO
0 i ? 3 4 ] b 7 8
n - 58,3 8,3 25,06 8,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
12 58,3 83 8,3 6,7 0,0 8,3 6,0 0,0 0,0
13 333 46,7 6,7 B3 MG 00 0,0 0,0 8,3
1§ = Eabriones con cotiledones coapletos.

12
T3

1]

Eabriones con cotiledones incompletes.

Eabriones sin cotiledones.

1

74
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4.3. Efecto del AIB en el Desarroilo del Injerto.

En el presente experimento se tratd de demostrar si el
AIB utilizado para inducir la formacion de raices adventicias

ejercia algun efecto positivo 0 no sobre el desarrollo del

injerto. S5e determind que aunque 1l porcentaje de
supervivencia fue de un 100% en los dos tratamientos, muy
pocos i1njertos se desarrollaron. Sédlo un 104 de los

microinjertos en el tratamiento con AIB se desarvollaron desde
lne 22 dias de cultivo, este valor se increments en un 304 a
los 30 dias, mientras que el tratamiento sin AIB sdélo un  20%
de los micrainjertos se desarrollaron despues de 30 dias de
cultivo {Cuadro 21). El numero de hojas por planta fue muy
reducido, en el primer tratamiento un 10% de los injertos
desarrollaraon una hdja vy &l mismo valor para dos hojasi cuando
se utiiizédd el medio con AIB se incrementd el porcentaje de
plantas con una hoja en un 204 y soélo un  10% formaron dos

hojas (Cuadro 22).

El desarrollic de raices fue excelente en ambos
tratamientos con un 04 vy 100% respectivémente desde los
primeros 15 dias de cultive (Cuadro 21). 8in embargo, el
numereo de raices por planta fue superior en el tratamiento con
AIB desde los primeros 15 dias de cultivo. Eﬁ este caso un
407 de las plantas presentaron de 1-5 raices, otro 407% de 5-10

raices vy un 20% mas de 10 raices. El numero de raices por
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planta se incrementd con respecto al tiempo de rcultivo (Cuadro

23).

£l porcentaje de oxidacidn considerado como el numero de
cultivos gque tenian coloracion oscura fue de un 507 en el
primer itratamiento después de 30 dias de cultivo vy para el
sequndo  tratamiento fue de un 104 después de 22 dias de
cultivo, incrementandose al 404 a los 30 dias de cultivo
(Cuadro 21). También se observd para ambos tratamientos qgue
el porcentaje de formacitn de callo fue bastante alto desde
los primeros 15 dias de cultivo. Como se pudo apreciar en
este experimento, el desarrollo del vastago fue bastante
reducido vy no se observaron varilaciones moerfoldgicas con
respecto al tallo u hojas. Con frecuencia el callo producidp
en la zona de unictn cubrid el injerto despuds de cuatro o

cinco semanas de cultivo.
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Cuadro 21. Porcentajes para el desarrollo de micro-
injertos de cacac en un medio M5 al S0%
y 1,0 mg-1—* de AIB.

TRATAMIENTO TIENPO| CALLO CALLO DESARRO-  DESARRO-  DESARRO-  OXIDACION IMJERTOS SUPERVI-
(DIAS)| UNION TALLO LLO IN- LLO HOJAS LLO RAICES DE RAICES LATENTES VENCIA
JERTOS
SALES WS/t 15§ 100 90,0 0,0 0,0 90,0 0,0 100,0 100
501 20 100 99,0 0,0 0,0 90,0 0,0 100,0 100
300 100 90,0 20,0 20,0 90,0 50,0 80,0 100
SALES MS 50% (5[ 100 90,0 0,0 0,0 100,0 0,0 100,0 100
£ 1,080 22| 100 100,0 16,0 10,0 100,0 10,60 90,0 100
AlB 300 100 100,0 30,0 30,0 100,0 §0,0 70,0 100

1. Bales del medic Murashige y Skoog diluidas al 50% de su concentracitn original,
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Cuadro 22. Porcentajes del numero de hojas por planta
para cada tratamiento.

TRATAMIENTO  TIEMPO NUMERD DE HOJAS / PLANTA (%)
DIAS

) 1 2
SALES MG~ 15 100,0 0,0 0,0
507 22 100,0 0,90 0,0
30 80,0 10,0 10,0
SALES MS SO0% 1S 100,0 0,0 0,0
+ 1,0 mg-1—* 22 90,0 10,0 0,0
AIB 30 70,0 20,0 10,0

1. Gales del medio Murashige vy Skcog diluidas al 50% de su
concentracion original

Cuadro 23. Porcentajes del numero de raices por planta
para cada tratamiento

TRATAMIENTD  TIEMPO NUMERO DE RAICES / PLANTA (%)
(DIAS)

) 15 5-10 + 10

SALES MS-* 15 10,0 80,0 10,0 0,0

50% 22 10,0 80,0 0,0 10,0

30 0,0 90,0 0,0 10,0

SALES MS S0% 15 0,0 40,0 40,0 20,0

+ 1,0 mg-1~1 22 0,0 20,0 40,0 40,0

ALB 30 0,0 20,0 30,0 50,0

1. Sales del medio Murashige y Skoog diluidas al 5074 de
su concentracidn original.
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9. ESTUDIO HISTOLOGICO.

La formacidn de callo en la zona de union entre el patrdn v el
injerto se observd claramente en la primera semana de cultivo.
Esto coincide con las observaciones realizadas en los cortes
histoldgicos donde se determind gque a los cinco dias de
cultivo las celulas de la superficie interna del portainjerto
sufren divisiones periclinales. A los 10 dias de cultive, se
observaron numerosas divisiones periclinales vy anticlinales
tanto en las paredes externas compo en  la parte superior del
portainjerto; estas divisiones originan las celulas de callo
que inicialmente permiten la unidon entre el patron y el
injerto (Fig. 15). Estas son celulas sin forma definida de
pargdes delgadas vy con aparente poco contenido intracelular.
En los microinjertos de 15 dias de cultivo, se ocbservd gue las
celulas de callo se farmaron tanto del tejido del patron,
posiblemente pareénguina medular, como de tejido del injerto
{(Fig. 16). Se observd incrementos en el numero de celulas en
la superficie de union, producto de divisiones periclinales,
anticlinales vy también oblicuas. Aun fue evidente el tejido
de cicatrizacion entre el patron y el injerto; sin  embargo las
células formadas de novoc en la parte inferior de la union, van
adguiriendo la configuracidn de las células vecimas del patron
y del injerto. Se inicio la regeneracion de tejido en la
region medular del patrén donde se realizdé la incisidn inicial
y gque no fue cubierta por el injerto (Fig. 17). En esta zona

las ceélulas presentaron gran contenido de sustancias fenolicas
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¥y se ocbservaron algunas células de xilema cercanas al punto de
union., Después de 20 dias de cultivo las nuevas células

adquirieron una forma mas esferica y se observd mayor numero

de ceélulas de xilema.

Los primeros indicios de coneccion vascular se hicieron
evidentes en la parte inferior de la unién a los 25 dias. Se
observaron elementos de los vasos cortps, con engrosamientos
reticulares, paredes terminales transversales, oblicuas vy
placas de perforaciéon simplie (Fig. 1B a vy b). Después de 30
dias de realizado el injerto, el tejido de cicatrizacion
formado inicialmente entre el patron vy el injerto es menos
visible. Grupos de células de xilema se formaron a partir de

celulas de callo en diferentes puntos de la unidn.

La unidn total se completd hasta los 40 dias después de
realizado el injerto (Fig. 19). Se desarrollaron numerosas
celulas de xilema a 1o largo de toda la unidn entrelazando el
tejido vascular del portainjerto y el injerto hasta formar una
unidn vascular continua. E£&n esta zona se observaron elementos
secundarios comn puntuaciones alternas vy también numerosos
elementos con ornamentaciones helicoidales, escalariformes v
reticulares. Se obhservaron frecuentemente ceélulas rodeando ia
union con deposicion de fenoles. il.a linea de. cicatrizacion

desaparecid por completo a los 40 dias de cultivo.
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Figura 105.

7ona de unidn en el injerto mostrando divisiones
celulares en varios sentidos (X F00).

Figura 1l1lé.

P
e,

Formacidn de callo a partir de células
y del portainjerto. a. Callo; b.
c. Partainjerto; d. Sitios de
patrén v el injerto (X 180).

del injerto
injerto;
contacto entre el
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dgel porta-

Regeneracitn de parénquima en la medula

g Ay

RPN i 5 1 T SO SO

Figura 17.

Parén—

a. Injertoy b. Portainjerto; c.

injerto.

ci-

tinea de

d.

en el portainjerto;

catrizacitn a lo largo de la unidn.

guima medular



Figura 18.

Células de ®xilema mostrando el inicio de
diferenciacidn vascular en el injerto. a.
Elementos de los vasos cortos con engrosamientos
reticulares (X 900} b. Elementos de los vasos
mostrando placas de perforacidn simple (X 1800},



Figura 19.

a4

‘:lfﬁ‘
s

L
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3
b
(4

Unidn vascular continua entre el patron y el in-
jerto a los 40 dias de cultivo. a. Portainjerto;

b. Injerto: ¢. Células de xilema interconectando
el portainjerto y el injerto (X 4350).
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v. DISCUSION

1. EVALUACION DEL. CRECIMIENTO DE LOS PORTAINJERTOS DE CACAQ
IMC~-67.

lL.Los embriones sexuales de cacao estan constituidos por un
gje que corresponde al epicotilo, el cual tiene el meristemo
apical del brote. El hipocotilo, comprende gl eje vertical
bajo los cotiledones y el sistema radical con el meristemo
apical de 1la raiz. Entre el epicotileo v el hipocotilo se
encuentran los cotiledones. Estas estructuras constituyen mas
del 904 del tejido del embridn, sus céelulas tienen gran
contenido de sustancias ergasticas principalmente almidon,

pigmentos como las antocianinas y muscilago {(Duncan y Todd,

1972).

tos embriones de cacap no mostraron ninguna diferencia a

la presencia de caseina hidrolizada, analizada en ia
germinacidn vy desarrolleo de raices secundarias para los
diferentes tratamientos. Esta falta de respuesta se debe

pusiblemente a que la germinacion y el desarrollo de la
plantula estan intrinsecamente controlados en las semillas
maduras. i.a aparicien de pelos radiculares fue evidente
unicamente en agquellas raices que se desarrollaron fuera del
medio de cultivo, posiblemente donde hay mas aereacidn. En el
crecimienteo de embriones de cacao para portainje#tos

posiblemente existe un efecto ligado entre concentraciones de

caseina hidrolizada v pH, vya que en la mayoria de los casos; &
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bajas ceoncentraciones de caseina hidrolizada combinados caon
valores altos de pH, 0o la relacidn contraria favorecieron el

desarrollo de los embriones.

La caseina hidrolizada (CH)} es muy wutilizada para
estimular el c¢recimiento de embriones. los componentes

hasicos de las preparaciones comerciales son  aminoacidos,

cloruro de sodio v fosfatos inorgéanicos {Raghavan v
Srivastava, 1982). La CH ademas de ser una fuente de
nitrogeno, su funcion principal es mantener el equilibrio

osmdtico necesario para el crecimiento de las plantulas.
Trabajos en gran numero de especies han demostrado que la CH

aumenta el eguilibrio osmotico del medio de cultivo lo que

impide 1la germinacidn precoz y estimula el desarrolilo
embriogénico {Narayanaswami y Norstog, 19643 Raghavan, 19743
Yi~LChang vy Janick, 1984; Hu vy Wang, 1986). Palma (1988)

trabajd con semillas aplanadas de cacaon para o1 rescate de
haploides y wutilizéd diferentes concentraciones de caseina
hidrolizada vy glutamina como suplemento al medio MS.
Determind gue 200 mg-i—* de cada uno de estos componentes es
una concentracidn adecuada para el rescate de embriones, los

que mostraron buen desarrollo y ausencia de callos.

En el crecimiento de 1los embricnes de cacao, el
equilibrio osmbotico proporcionado por la CH pi;)'s.ib}ementer es
modificado de alguna forma por 1 pH del medio de cultivo.

Pocos estudios se han realizado en rvelacidn a los valores de
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pH dptimos para el crecimiento de plantas in vitro (Valverde,
1989). En la germinacidn de semillas de tomate se trabajo con
rangos entre 4,5 y 8,5, el pH oOptimo para la germinacion fue
de 6,3, En cebada, el c¢recimiento de embriones wvaria a
diferentes valores de pH, donde el valor éptimo fue de 4,9
{Narayanaswami vy Norstog, 19643 Hu y Wang, i986). En cacao
Valverde vy Villalobos (Datos no  publicados) determinaron un
valor optimo de pH de 6,7 para la induccion de embriones

somaticos.

£l desarrollo de plantulas de cacao in  vivo fue

favorecido por el contenido de grasas, amino&cidos ¥
carbohidratos almacenados como sustancias de reserva en los
cotiledongs ((Qlofinboba. 1973). Sin embargo, en 21 cultivo in
yitro, los embriones sexuales se desarrollaron mejor cuando se
eliminaron parte de sus cotiledones. £n embriones disectados,
el desarrollo del eje del embridn, asi como el crecimiento
longitudinal y la formacion de hojas y raices fue superior al

comparar con las plantulas gue tenian los cotiledones

completos.

Estudios en otras especies han demostradeo que en el

cultivo in vitro, los cotiledones causan un efecto inhibitorio

en el desarrollo del eje del embrién (Buchheim, et al., 1989).
Es posible gue en los cotiledones del cacas, los cuales
almacenan gran cantidad de sustancias como AZUCAres,

pigmentos, fenoles, etc., también se sintetizan compuestos que

resulten inhibitorios para el desarroilo y que este proceso se
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intensifique con las condiciones de cultive in vitro. 5in
embargo se requiere mas estudios que permitan conocer el
comportamiento de la embriogenesis sexual de cacao aen
condiciones in vitro. Estudios al respecto permitiran aclarar
muchas de las interrcgantes asociadas a la embriogénesis de

Catad.

2. LA INDUCCION DE RAICES ADVENTICIAS EN LOS PORTAINJERTOS.

El uso de plantulaes de cacao como portainjertos para la
microinjertacidon de embriones somdticos, implicod la existencia
de un  buen eje vertical con un eficiente sistema radicular.
Este estudio fue de gran importancia para el desarrolleo de los
injertos, y la formacion de raices adventicias en etapas
tempranas. Hay wuna vasta informacidn sobre tratamientos vy
sustancias utilizadas para estimular 21 desarrollo de las
raices adventicias; tabe destacar al uso de compuestos
ferndlicos, concentracitn de auxinas v tiempo de exposicidn,
carbon activado, consistencia del medio de cultivo,
concentraciones de sales vy sacarcosa, etc (Villegas, 1985). La
importancia de las auxinas en la rizogénesis, ha sido bien
documentada. Estudios clasicos de Skoog vy Miller (1957)
indican que el balance auxina-citocinina determina el tipo de
extension de la organocgénesis. Sin embarge existe gran
variabilidad entre taxas vy entre genotipos, acerca de los
niveles de reqguladores regueridos para la morfogénesis (George
y Sherrigton, 1984). En especies "difisiles" de enraizar,

ademas del balance hormonal, se debe distinguir entre las
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diferentes etapas de induccitn, iniciacidn y alargamiento de
las raices (Boxus, 1987). Es de esperar gue el eéxito en el
enraizamiento in vitro no depende unicamente de la formacidn
de un medio adecuado, sino también del tipo de explantes y del

balance hormonal enddgeno de los explantes.

Se ha determinado gue el desarrollio de raices adventicias
sg da en dos fases, la iniciacidn de los meristemos
radiculares favorecido por altas concentraciones de auxina
exdgena y el crecimiento posterior gque demanda wna deébil
aportacidn de auxinas (Margara, 1988). En la fase inicial, el
control de 1la actividad meristematica en el Apice de la raiz
es mediada no sblo por una auxina, sino por 1 balance entre
el numere de regquladores del crecimiento y la auxina natural

(Butcher v Street, 1964).

En cacao, la mayoria de los sistemas de enraizamiento in
vitro se han realizado con medios de cultivo semisdlidos, con
concentraciones de sales minerales reducidas, mas un  buen
complemento auxinico. Las plantulas de cacaoc cultivadas en el
medio de Murashige y Skoog (1962), respondieron mejor al
desarrollo de las raices en concentraciones del 25 y 304 va
que formaron el mayor numero desde las primeros 15 dias de
cultivo facilitando 1la absorecion de nutrimentos. La
suplementacién de los medios con AIB no aumentd la eficiencia
en el desarrollo de raices, ni en numero de raices por planta,
ni tampoco en la longitud promedio de las raices. Passey VY

Jones (1983) +trabajando con concentraciones de 2,5 mg-17* de
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ANA v AIB lograron un BOZL de enraizamiento de brotes de cacao.
Mientras aue Dufour ¥ Dublin {(1985) favorecieron el
enraizamiento con soluciones diluidas de macroelementos vy

azucar combinado con AIB.

Flynn, et al., (1990) wutilizaron en cacaoc uwun medio
compuesto de 10% de azucar, 3,0 mg-1—* de AIB v 0,15 mg-1—* de
carbdn activado, ellos obtuvieron un 90% de rizogenesis

despues de 12-14 dias de cultivo.
3. EMBRIOBENESIS SOMATICA.

l.os embriones somaticos de cacao ocbtenidos a partir de
tejido cotiledonar en un medio con ANA vy BA fueron el producto
de un proceso embriogénico directo entendiendose #ste, como la
obtencidn de embfiones sin la fase intermedia de callos. El
efecto benéfico de ciertos reguladores del crecimiento en ia
embricgeénesis somatica de cacao vya ha sido demostrado. El ANA
incrementa el nivel de diferenciacidn de los embriones, por lo
que se producen embriones mas grandea.can mavyor probabilidad
de regenerar plantas (Pence, t al., 19793 Ampomah, et al

Sk Bl 22

1987 Novak, t al., 1985; Ampomah et al., 1984}, En otras

especies se ha determinado que la BA estimula la foarmacidn de

embriones somaticos directamente a partir de celulas
epidérmicas del hipocotilo, (Williams y Maheswaran, 1986). E1l
uso de BA en cacao posiblemente también estimulo la

embriogénesis directa a partir de ceélulas epidérmicas del

cotileddn.
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Aunque la embriogénesis indirecta ha sido mencionada en

cacao por muches investigadores (Kononowicz, et al

p—--— —_—— T

1964

Novak et al., 1985%; Ampomah et al., 1988; Duhem, et al.,

1989): en nuestro caso la formacidon de callo en el explante se
produjioc como un  cambio inicial en respuesta a las condiciones
de cultivo v usualmente fue independiente del desarvolilo de
los embriones. Los embriones se originaron directamente a
partir de una celula de la epidermis del cotiledon, la cual

sufre multiples divisiones para formar la estructura globular

{Aguilar, Vasquez v Villalobos, datos no publicados).
Resul tados similares fueron encontradoas por otros
investigadores (Ampomah et al, 1988), sin embargo tambien se

menciona gue los embriones somaticos se originan  directamente
de tricomas glandulares (Pence, &t al., 1981; Rao vy Lee;

1286).

Se ha sugerido que la embriogénesis directa se produce en
celulas del explante determinadas pre-embriogeénicas, las
cuales en presencia de reguladores del crecimiento o
condiciones favorables entran en division celular y expresan
su  potencial morfogenico. Este proceso puede tambien estar
limitado por el estado de desarrollo del explante y el tipo de

células (Williams vy Maheswaran, 19843 Ammirato, 1989).

Aparentemente una vez iniciado el proceso embriogeénico se
estimula la formacion constante de estructuras embriogénicas
en diferentes partes del explante, io que permite observar

embriones en diferentes estados BN un  Mismo explante.
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Posiblemente la respuesta a este fendmemo estd asociada con
mecanismos de regulacidn geénica existentes en las celulas del
cotiledon. En estudios con zanahoria, se determind gque la
embriogénesis es gobernada por la expresidn selectiva de un
grupa de genes de manera secuencial. Se aislaron ciertos
genes gue aunque presentes en el estado globular estan
aspciados con la formacion del estado de corazdn, estos genes
tambien se presentan en plantas derivadas de embriones

somaticos cultivados in vitro (Borkird et al, 1988),.

La falta de sincronia en  poblaciones de embriones
somaticos, se debe principalmente al desarrollo de embriones
secundarios o accesorios a lo largo del eje del embrion
{Ammirato, 1974; Duhem, et al., 1989). Estos se producen  en
ciclos secundarios de formacion de embrioides a partir de
celulas epidérmicas © peor brotacion multicelular de los
embricides primariocs. La farmacion de embriones secundarios
en cacao también fue observada por otros investigadores a
partir de los cotiledones del embridn somadtico primario (Rao vy
tee, 19846; Ampomabh, et al, 1968853 Duhem, et al., 1989).
Aparentemente no existen diferencias fundamentales entre 1la
embriogénesis directa primaria a partir de embriones cigoticos
y la embriogeénesis directa secundaria a partir de embriones
primarios {Williams vy Maheswaran, 1986). Ademas de la
ausencia de sincronia, otre de los p?oblemaa asaciados a la
embriogénesis somatica de cacac es el desarrolloc de gran

numero de formas aberrantes que pueden variar desde la
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formacidn de uno a multiplies cotiledones en un embrion, hasta
la presencia de varios ejes. Estas anormalidades pudiesen
afectar de alguh modo el desarrolle posterior del embridn.
Aberraciones similares vya habian sido observadas en  Ccacaoc
(Duhem, v col., 198%9) ¥y en gran numerc de especies (Ammirato,

1983: Ammirato, 1989; Buchheim, v col., 1989).

Err los catiledones de los embriones somaticos de cacao se
cheservd una gradacién de colores desde el verde hasta el
puUrpura. Posiblemente ésto responde a un gradiente que se
establece entre los componentes del medio, principalmente de
azucar. Rao vy Lee (1987) trabajande con concentraciones de
azucar del 5% al 10% encontraron que los cotiledones se
alargaron, engrosaron vy adquirieron 1la coloracion purpura,
semejando los cotiledones de embriones cigoticos maduros. Se

ha determinado que aumentos en las concentraciones de azucar

estimulan ia sintesis de aptocianinas en cotiledones de
embriocnes asexuales de forma similar gue en embriones
sexuales. Se sugiere que esta respuesta  in vitro puede ser

similar a los mecanismos de regulacidn de 1la maduracion del
embrién vy sintesis de compuestos en los cotiledones de
embriones sexuales in vivo, vy es posible que estos mecanismos
tengan un papel importante en la regulacion del desarrollo

embriogénico in vitro {Pence, col., 1981).
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Z.1. Efecto de la Frecuencia de Subcultivos, Acideo Abscisico
y Concentraciones de Azacar en la Embriogénesis Somatica

de Diferentes Genotipos de Cacao.

Las diferencias observadas en cuanto a las frecuencias
embriogénicas en cacao, posiblemente estan mas relacionadas a
la alta heterogeneidad genotipice presente en el cultivo, que
a los tratamientos utilizados. En los genotipos estudiados
para, todos los tratamientos el genotipo EET-400 mostro tener
el mayor potencial embriogénico seguido por el CC-18 y 1la
menor frecusncia embriogénica se expresd en el genotipo UF-
613. Ampomah, et al (1988) trabajando con genotipos
amelonados y alto amazdédnicos determinaron que hay diferencias
en la capacidad embriogénica de los explantes dependiendo del
genotipo v del regimen de cultivo. Ellos observaron gue al
cultivar explantes amelonados durante nueve semanas, estos
producian mas callo y menos embriones que los genotipos
forasteros alto amarzdnicos; sin  embhargo, despues del segundo

subcultivo la respuesta se invirtiod.

Segun los resultados abservados en los cuatro clones
estudlados, la frecuencia embriogénica varia para cada
genotipoc con respecto a la frecuencia del subcultivo. Asi el
POUND~12 responde mejor en ausencia de subcultivos mientras
que los otros genotipos responden bien en ausencia © a Mmuy

baja frecuencia del subcultivo.
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En soya trabajande con frecuencia de subcultivos desde
los S5 dias, sSe observd que la produccion de embriones fue
similar en explantes subcultivados wvarias veces en medio

fresco vy en  los que permaneciercon por 30 dias en el medio

original. Por 1o que se sugiere que la acumulacidn de
compuestos deletereos, ni es limitante, ni promueve la
produccion de embriones. Fosiblemente los eventos gue

determinan &l proceso, ocurren en  los primeros 0 dias de

cultivo (Lazzeri, v col., 1987).

£ claro el efecto morfogénico del ABA para promover el
desarraollo embriogenico, estimular la maduracidn normal vy
reducir la frecuencia de anormalidades en el desarrollo vy la
germinaclién precoz (Ammivato, 1974). En cacao los porcentajes
de formacion de embriones anormales son bastante altos y el
uso de ABA aparentemente no redujo la formacion de embriones
anormales, posiblemente las concentraciones utilizados no
fueron las adecuadas para tal fin, Sin  embargo los
porcentajes de formacién de embriones fueron altos dependiendo

del genotipo, aunque la mayoria son anormales..

Se supone gque las alteraciones en la morfologia de los
embriones somaticos son  consecuenclia del uso de auxinas,
citocininas vy otras sustancias presentes en las-soluciones de
cultive (Ammirato, 19743 Lazzeri, vy col., 1987). ios
diferentes tipos morfolégicos han sido clasificados en nueve
categorias dependiendo del numeroc y grado de fusicdn de los

cotiledones v de lpos ejes. l.os embriones pueden ser MORO,
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dicro ©o policotiledones, estar totalmente fusioconados o ser
vestigiales con hipocotilos alargados. Varios embriones
pueden estar fusionados en diferente grado, por lo que reciben
el nombre de fusion diaxial: moderadamente fasciados (]
completamente fasciados {Buchheim, y col., 198%9). En cacao la
mayor frecuencila de anormalidades fue ascpciada al numero de
cotiledones, alargamiento de hipocotilos, asociado a
cotiledones vestigiales vy embriones moderadamente fasciados.
Ha sido de gran interés determinar si la frecuencia de estas
anormal idades estd relacionada al uso de determinados

reguladores del crecimiento como es el caso de BA vy ANA.

En estudios con sova, se observd que ciertas aberraciones
como la pérdida de uno o mas cotiledones estaba asociado al
uso de ANA en el medio de induccion. Mientras que embriones
inducidos con 2,4-D generalmente tienen forma de trompeta vy
cotiledones fusionados (Lazzeri, et al., 1987). Los medios
corn  auxinas también promueven el desarrollo de embriones
accesorios. En zanahoria se observd que los proembriones en
presencia de auxinas no crecen, ni maduran vy las células

conservan su competencia embriogénica por 1o que se convierten

en centrps de crecimiento embriogeénico {(Ammirato, 1987).

En la embriogénesis de cacao se ha observado gue la mayor
frecuencia de anormalidades coincide con el desarrolio de
embriones accesorios que se producen cuando los cultivos sOnN
transferidos a condiciones de 1uz. l.a proliferaciéon de

embriones secundarios ocurre principalmente en los cotiledones
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o en el meristemo apical del vastago o de la raiz lo que

evidentemente impide el desarrollo del embridn primario.

En trabesios con papava, pepino y girasocl se determind que
altas concentraciones de azucar incrementaron la produccion de
embricnes y favorecieron la maduracion de los mismos
{Ammirato, 1989). En zanahoria el potencial embricgénico de
las ceélulas de callo aumentd cuando éstas se cultivaron en
medios con concentraciones de azucar de hasta el 12%
(Wetherell, 1984). Se menciona que altas concentraciones de
azucar producen un efecto similar al ocasionado por el ABA  en
la regulacion del proceso embriogénico; estimulan la formacion
de callos embriogénicos vy reducen ia frecuencia de
anormalidades en el desarrollo (Ammirato vy Steward, 19713 Lu,

Vasil y Ozias, 1982).

Ern racap la frecuencia embriogénica varit en determinadas

concentrationes de azucar pero dependiendo del genotipo.
Resul tados similares fueron observados  por Valverde y
Villalobos {Datos no publicados) quienes uwutilizaron los

genotipos WF-613 y CATIE-~1000 y concentraciones de azucar del
2% al 10%. La formacién de callo en la mayoria de los casos
tendid a incrementarse cuando se realizaron subcultivos con
frecuencias de 10 a 15 dias. £s posible que estos fueran
inferidos por el material genético en estudio; asi, se observd
21 POUND-12 como el mas callogénico en todos los experimen£05,
seguido por el EET-400, siendo el UF-613 el menos callogénico.

Hall y Collin (1979) determinaron en cacao que la formacidn de
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callo en cacao varia entre clones vy entre tipos de explantes,
los drganos de menor desarrollo de callo son los cotiledones vy

las raices.

£n sova la BA estimuld la formacidn de callo friable
principalmente en sitios de dafo mecanico y este callo nunce
produjo embriones {Lazzeri, et al., 1987). Ern cacac la
relacion fue similar, en los explantes cultivados en presencia
de BAj la primer respuesta fue la formacidn de callo en los
bordes del explante que se cortaron con el bisturi vy el
desarrollo de embiriones fue independiente del callo.
Aparentemente no hay un efecto directo entre la formacion de
callo v las diferentes concentraciones de ABA utilizadas asi
como con respecto a las concentraciones de azucar en el medio.
Aanue 2l ABA ha sido utilizado en algunas especies tales como
rosa Yy tabaco para inhibir la formacion de callo, en otras
como citricos y soya ba mostrado el efecto contrario

(Ammirato, 1974).

El presente estudio permite deducir gue la oxidacion de

los explantes no ceonstituve un  factor limitante en la
embriogeénesis somatica de cacao. El genotipo EET-400 fue el
gque presentd el valor mas alto de oxidacion, sin embargo, es0

no afectd® su potencial embriogénico, &1 cual tambien fue mayor
en la mavoria de lozs experimentos. Jalal y Collin (1977)
determinaron que en los cotiledones de cacao se lpcalizan
altas concentraciones de fenoles, cantidades intermedias se

producen en las hojas y menores en el tallo. En los callos
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producto de cultive de tejidos, se sintetizan otro tipo de

fenoles que no se producen en otras partes de la planta.

& . MICROINJERTACION.

£1 microinjerteo de embriones somaticos de Cacao sobre
plantulas germinadas in vitro constituye una de las pocas vias

de regeneracién de plantas de cacao a partir de cultivo de

tejidos. Esta metodologia fue aplicada inicialmente en
citricos (Murashige, et al, 19723 Navarro, et al., 1979} v
posterioprmente en rosaceas (Jonard, et al., 1983; Mosella v

Ascui, 1984) para la obtencitn de plantas libres de virus.

Los pocos resultados de la aplicacion de tecnicas de
micropropagacion en plantas con poca capacidad morfogenica han
gbligade a la busgueda de diferentes alternativas. En
relacion a ésto Fritz (1987) sugiere gque en cacao posiblemente
existen algunos factores geneticos y ciertos genes dominantes
que controlan la respuesta morfogénica de los explantes,

reprimiendoc su expresitn,

El microinjerto en cacaoc comp una técnica propuesta  por
vez primera por pste estudio involucra tres sistemas
fisioldgicos diferentes gue merecen atencidn; el cultivo de
portainjertos, la embriogénesis somatica y el conjunto patron-

injerto.

Lo mas relevante para el desarrollo del injerto es el

establecimiento de una unidn compatible entre el patron y el
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injerto. Varios factores estan involucrados para lograr este
objetivo. Como se ha mencionado en citricos (Murashige, et
al., 1972; Navarro et al., 1973) vy en rosaceas (Jornard, et
al., 1983; Mosella y Ascui, 1984) la posicidn gue cacupa el

injerto entre el tejido del patron, ya sea en contacto con la
corteza o el tejido vastular es vital para gue se establezca
ia uniodn. En cacao, el mejor sistema de acoplamiento entre el
patrén vy el injerto consistid en la incisidn tipo hendidura en
el portainjerto lo que permitico introducir el embrion somatico
en forma de pua terminal. Ecte sistema, mas las cintas de
papel aluminio uwutilizadas como soporte, favorecieron el
proceso de unidn. De gran importancia fue la constitucion del
portainjerto, este debe presentar un eje erecto y una buena
relacion hipocotilo-radiculiar, donde el grosor del patron  en

la zona de unidn debe ser proporcional al grosor del injerto.

La mejor respuesta  para el desarrollo de los injertos de
cacan se logrd utilizando portainjertos de tres y cuatro
semanas de edad con un buen eje vertical vy un sistema de
raices secundarias en crecimientm activo. lLas plantulas de
dos semanas de edad, tienen tejidos muy jovenes con el eje
hipocotilo-radicular como  una sola estructura aun sin
definirse. Ademas, poseen un alto contenido de sustancias
fendlicas lo cual aparentemente perjudica la cicatrizacion,
por lo que el tejido en la zona de union tiende a necrozarse
causando la muerte del injerto. Resultados similares se

observaron en microinjertos de citricos, donde la edad optima
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de los portainjertos fue de dos semanas. Al utilizar
plantulas mas jovenes o més viejas, los resultados fueron
oxidacién vy muerte de los apices . lo cual se debidé
posiblemente a la farmacidn precoz de callo en las plantulas

més jévenes 6 a una humedad inadecuada en las plantulas méas

viejas (MNavarro, et al., 1973).

La eliminacion de los cotiledones del embridn somatico
fue de gran importancia para el desarrollo de los injertos de
cacao. Permitid el mayor numero de injertos con formacion de

hojas verdaderas.

Los pocos resultados obtenidos en la regeneracion  de
plantas de cacao se han logrado eliminando los cotiledones del

embrion somatico (Ampomah, t al, 1988; Duhem, et al 17893 .

En los embriones somaticos se cCcree gue los cotiledones
bloquean el desarrollo del apice, va sea por la presencia de
inhibidores o por competencia nutricional. Sin embargo, al
cultivar embriones somaticos de cacao con  cotiledones en  un
medio con carbén  activado, éstos se desarrollaron. El efecto
de esta sustancia sugiere la presencia de inhibidores en  los
cotiledones (Duhem, y col., 198%9). En soya, se determino una
estrecha relacion entre la cantidad de tejido cotiledonar vy la
conversitn de embriones somaticos a plantas. .Se supone que
ios cotiledones tienen influencia en el control de la latencia
de los embriones somaticos, lo que se debe posiblemente al

rontenido de ABA, #1 cual algunas veces es maybr 0 los



102

cotiledones impidiendo =1 desarrolle del eje (Buchhein, gt

al., 1989}).

El desarrollo de embriones secundarios sobre restos de
cotileddn del embrion somatico o emergiendo del meristemo
apical del _véstago fue muy frecuente, esto s8 debe
posiblemente a la presencia de ceélulas pre-determinadas
embriogénicas en esos tejidos y a la fuente natural de auxinas

presente.

la alta frecuencia de injertos gque no =e desarrollaron vy
la presencia de hojas corn malformaciones v coloracidn
variable, posiblemente esta relacionado con anormalidades en
el desarrollio de los embriones somaticos. E1  reconocimiento vy
selecciom de embriones normales puede ser un factor
determinante del éxito de la microinjertacion. En soya se
observéd que la eficiencia de la conversion de embriones
somaticos a plantas varia considerablemente dependiendo de la

normalidad de los embriones (Lazzeri, y col., 1987).

£1 uso de medios enriguecidos con AIB y otros reguladores

no favorecieron el desarrollo de los injertos de cacao, 1o que
también sSe menciona para otras especies (Navarro, vy col.,
1975). Se observd que el desarrvrollo de raices nusvas es  muy

importante para el injerto porgque usualmente algunas de las
raices del portainjerto se oxidan Yy mueren después de la
injertacion. Esto es muy frecuente en medios de cultivo

liquidos 1lo gue se debe posiblemente a las condiciones de
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observan en microinjertos de diferentes cultivares de Prunus
{donard, t al., 1983). Los microinjertos constituidos por

varias raices vy un par de hojas bien desarrolladas pueden

aclimatarse facilmente.

Es recomendable la induccidn de nuevas raices en el
injerto en medios con auxinas u otros componentes
particularmente después del desarrcllo de las primeras hojas
verdaderas, de 1o contrario el efecto de estas sustancias
sobre el embritn pusde ser negativo, impidiendo su desarrollo.
Usualmente se produce callo en forma excesiva en la zona de

union, evitando gue el eje se desarrolle.

Los resultados obtenidos en el presente estudio son de
gran relevancia para el futuro de las investigaciones en
cultivo de tejidos en cacao. Esta técnica puede contribuir a
futuras estudio de mejoramiento genético, donde la
embriogénesis somatica sea la principal fuente de germoplasma
para la selecciédn de variantes somaclonales de interes y la
via de regeneracion mas importante en estudios de ingenieria

genética.
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5. ESTUDID HIGSTOLOGICO.

La secuencia de eventos anatomicos en el desarrollo de
los mictroinjertos de cacao ocurre en poco  tiempo. En los
primeros 5 dias de cultivo, los centros meristematicos se
activan en la zona de union para dar origen a la proliferacidén
de células de callo., Estas células se depositan a 1o largo de
toda la superficie de contacto entre el patrdn v el injerto.
Festas observaciones coinciden con los resultados publicados

para otras especie como Citrus (Navarro, et al., 1975) Malus

{Huanrg y Millikan, 1980) Lycopersicum — Capsicum (Deloire vy
Hebant, 1982) Sedun telephoides (Moore, 1984) v Prunus

(Gebhardt y Goldbach, 1988). E£En injertos de cacao de 10 dias,
las células de callo se originaron del tejido del patrén; sin
embargo, a los 15 dias éstas células proliferaron tanto del
patrén como del injerto, esto evidencia la actividad generada
cuando los tejidos entran en contacto. En otras especlies se
realizaraon  observaciones similares; en 1njertos de Sedum
telephoides la proliferacién de callo en el patron y el
injerto se observe a los tres dias de realizado el injerto
{Moore y Walker, 1981) como resultado de divisiones celulares
periclinales (Moore, 1984). En Prunus el callo se formo siete
dias después a partir del parénquima medular del patron y del
injerto {(Gebhardt vy Golbach, 1988). Eﬁtal proliferacion
celular se produce en respuesta a la necesidad de establecer
una union continua entre el patrén vy el injerto  (Yeoman Y

Brown, 1976). Se sugiere que es una respuesta mediada por
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interacciones extracelulares (Jeffree vy Yeoman, 15983; Moore,
1984), como la acumulacion de dictiosomas v vesiculas
asociadas en las paredes celulares adyvacentes a la zona
cortada (Moore v \Walker, 1981) y la consecuente deposicion de
materiales de la pared celular {(Moore, 1982; Moore, 1984) .,
Aparentemente la deptsicion de polisacaridos ¥ otras
macromoléculas en la zona de union es mediada por agentes
cataliticos {Yeoman vy Brown, 1976}. Parece que la fosfatasa
Arida tiene un papel relevante en el transporte celular y la
deposicidn de materiales en la pared en estados tempranos de
la injertacion, ademas de que actuwa en la reabsorcion de
ceélulas colapsadas en la zona de cicatrizacion (Moore vy
Walker, 1981). Fue evidente que la formacidn de callo es de

gran importancia en el injerto porqgue contribuye a aumentar la

fuerza de tensiétn en la union, elimina el tejido de
cicatrizacion vy provee Jjas células que eventualmente se
diferenciaran en tejido vascular (Moore y Walker, 1981; Moore,
1982).

La regeneracitn del parénquima medular del patron es
rapida v es posible que su duracion esta relacionada con el
tamafo de la herida vy la concordancia entre las dos
superficies en el momento de la injertacion. En microinjertos
de cacao al igual gQue en otras especies la diférenciaciﬁn de
células de xilema se inicid muy temprano desde los 20 dias de
cultivo, en Areas localizadas alrededor de los haces

vasculares del patron. §in embargo, el establecimiento de una
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continuidad vascular en el injerto fue evidente hasta los 40
dias de cultivo. Coincidiendo con estos resultados, se ha

encontrado gque en injertos de Sedum ielephoides la actividad

vascular se inicid desde los 12 dias de cultivo a partir de
las células de callo del injerto pero fue completado bhasta los
21 dias {Moore, 1984): En Kalanchoe aungque la

rediferenciacion vascular se inicid a los ocho dias de cultive

tanto en las celulas de callo del patrdan como del injerto, la
conexion total se realizd hasta los 18 dias (Moore, 19823 .
Independientemente del origen de las ceélulas de callo, los

nuevos elementos de xilema yv floema se producen gradualmente
por activacion del cambium vascular y rediferenciacion de
células de callo. Estos elementos se fusionan en  la interfase
patron—-injerto por disolucidn de las paredes celulares
(Deloire vy Hebant, 1982; Monzer vy Kollmann. 1984) . La
estructura anatdmica de las nuevas celulas de xilema formadas
en el injerto de cacaoc fue muy similar a la correspondiente en
celulas del patrén. Estos resultados permiten afirmar que los
nuevas elementos de xilema en el injerto derivan de células de
rallo formadas a partir de ceélulas de pareénguima del patron.
Monzer v Kollmann (1986} trabajando con heteroinjertos,
determinaron que existe alta especificidad en la formacicon de
los nuevos elementos vasculares y que se puede distinguir
claramente si estos elementos se originaron a partir de
celulas del patrdn o del injerto. Cuando se realiza un
injerto el transporte polar de auxinas es bloqueado y los

haces vasculares se convierten en sumideros. La formacion de
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nuevos elementos vastulares es imprescindible porgue
constituven la primera seffial de compatibilidad entre las
partes involucradas y permiten el establecimiento de un puente
de comunicacion para el transporte de agua y nutrimentos entre
el patréan v el injerto; ademas de gue conforman la fuer:za

mecanica necesaria para sosten (Parkison, gt al

ShEm* ¥

1987;

Gebhard vy Goldbach, 1988). Se cree que la orientacion
espacial coordinada de estas celulas al igual que los sitios
de contacto entre células adyacentes debe estar controlado por
algun mecanismo de reconocimiento entre las celulas (Moore vy
Walker, 1981). La mayoria de los investigadores coinciden en
gque este mecanismo lo constituyen las auxinas producidas en el
adpice del injerto vy que viajan en forma basipeta hasta el

patrén (Yeoman vy Brown, 192763 Moore, 1984; Kollmann, et al.,

1985).

£n cacao es necesario realizar diferentes investigaciones
con el proposito de dislucidar que sustancias =Yalyl
transportadas a travez del patrén vy el injerto. Esto

permitird aclarar muchas de las interrogantes relacionadas con

la conversioan de embriones somaticos a plantas.
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VI. CONCLUSIONES

Corn base en los resultados obtenidos en los diferentes

experimentos realizados se plantean las siguientes

conclusliones:

1.

ta técnica del microinjerto en cacao es una alternativa
real para el desarrollo de embriones somaticos y la

obtencidn de plantas completas in vitro.

El proceso completo desde la regeneracion de embriones
sométicos hasta la obtencidn de plantas en condiciones de

ser transferidas a suelo tarda aproximadamente 10 meses.

La mejor respuesta en 1 desarrollo de los microinjertos
se logréd con portainjertos de tres semanas de edad,
embriones somdticos sin cotiledones v sin reguladores del

crecimiento.

El desarrollio de un buen sistema radical en el injerto es

determinante para el éxito en la etapa de aclimatacion.

La actividad meristematica en la zona de unidn se 1iniciod
con la formacion de callo en la primera semana de cultivo
y la continuidad vascular entre el patron v el injerto se

completd hasta los 40 dias.
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El potencial embriogénico de explantes cotiledonares de
cacao es dependiente del genotipo. El EET-400 fue el mas
embriogeénico, seguido por el POUND-12 y CC-1i8, siendo el

UF-613 2l menos embriogenico

tLos cambios a medio de cultivo fresco, las
concentraciones de ABA vy azucar utilizadas no aumentaron

el potencial embriogénico de los gencotipos estudiados.

£l pocentaje de embriones anormales fue alto en todos los
genotipos, y el usoc de ABA no redujo la frecuencia de

anormal idades.

El desarrollo v crecimiento de portainjertos fue
favorecido por la reduccion del &rea cotiledonar de los
embriones sexuales, mientras gque no hubo diferencias
entre los tratamientos con caseina hidrolizada v cambios

en el pH.
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ViIl. RECOMENDACIONES

Segun las respuestas observadas en el comportamiento del

al cultivo in vitro se hacen ias sigulentes

recomendaciones:

Utilizar otros genotipos comoc portainjertos para
determinar si hay una respuesta genotipica gue favorezoa

la interaccidn patron-injerto.

Aumentar las concentraciones de ABA en la embriogenesis
somatica para seleccionar la concentracion optima gue

permita reducir la frecuencia de embriones anormales.

Trabajar con altas concentraciones de azucar vy otros
osmorreguladores para observar su efecto en el potencial

embriogénico de diferentes genotipos de cacao.

Iniciar estudins de embriocgeénesis somatica wutilizando
otras fuentes de explantes como hojas flores, etc. de
plantas clonales donde se pueda conocer la herencia de

las plantas regeneradas.

Realizar ensayos con embriones somaticos utilizando
diferentes condiciones de cultivo con variables quimicas
y fisicas para inducir la germinacidn vy crecimiento de

los embriones.
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Iniciar el desarrollo de raices adventicias en el injerto
despues de la formacion de las primeras hojas verdaderas.,
Esto con el fin de evitar la formacidn excesiva de callo
en la uniédn vy la competencia entre el eje del embridn vy
las nuevas raices por fTactores del crecimiento presentes

en o1l medio de cultivo.

Realizar estudios bioquimicoes para gdeterminar ia
naturaleza de las sustancias involucradas en &l proceso
de regeneracictn de tejideos en la union injerto-

portainjerto.

EFstudiar con micraoscopia de transmision la secuencia de
eventos morfogeneéticos del injerto vy conocer el origen de
la interacciones celulares de la interfase patron-—

injerto.
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IX. APENDICE



Cuadre 1A. Cultive de portainjertos en dife-

rentes combinaciones de

caseina

hidrolizada y valores de pH, uti-
lizandy semillas disectadas “*,

--------------------------------------------

H % I i

-------------

X 1

TRATANIENTOS SEMILLAS  DESARROLLO DESARROLLO DESARROLLD FORMACION CALLD

CH /2 + pH GERMINADAS RAICES SE- HIPOCOTILO EPILBTILO

OE HOJAS  TALLD

a1t CUNDARIAS

+57 100 80 100 0 0 0

0 +b,7 100 80 100 0 0 0
£7,7 100 100 100 0 0 0
£57 100 BO 100 0 0 9

250 46,7 100 80 100 0 0 0
£7,7 100 80 100 0 0 0
£5,7 100 80 100 0 0 0

500 + 6,7 100 10 100 0 0 0
£7,7 100 80 100 0 0 0
£57 100 100 100 0 0 9

750 ¢ 6,7 100 100 100 0 0 0
£7,7 100 50 100 0 0 0
+57 100 100 100 0 0 0

1000 ¢ 6,7 100 10 100 0 0 0
+7,7 100 100 100 0 0 0

-------------- - - -

{, Los datos se tomaron en la prisera sesana de cultive.
2. Laseina Hidrolizada,

--------------------
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Cuadro 28. Cultivo de portainjertos en dife-
rentes combinaciones de caseina
hidrolizada y valores de pH,uti-
lizando semillas enteras - *.

--------------------- IR - —— L e L o

A ) i % %

-

i

TRATANIENTOS  SEMILLAS  DESARROLLO DESARROLLD DESARROLLO FORNACION CALLO
LH /2 + pH  GERMINADAS RAICES SE- HWIPOCOTILD EPICOTILO DE HOJAS  TALLD

gt CUNDAR1AS

€ 5,7 100 20 100 0 0 0

0 +6,7 100 20 100 0 0 0
t 7,7 190 20 109 0 0 0

+ 5,7 80 20 100 0 0 0

250 + 5,7 100 40 100 0 9 0
+ 17,7 100 &0 100 0 it 0

5,7 140 ¢ 109 0 0 a

500 + 6,7 100 y2l 100 0 0 0
£ 7,7 100 0 100 0 0 0

+ 3,7 100 0 100 0 0 0

150 + 4,7 100 0 160 0 ) 0
+ 1,7 100 20 100 0 9 0

£ 5,7 00 0 100 0 0 0

1000 + 4,7 100 ¢ 100 0 9 0
+ 7,7 100 20 100 0 0 0

i, Lbs datus se tomaron en Ja prisera sesana de cultive,
2, Caseina Hidrolizada.
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Cuadro 3A.

-------------------------

uuuuuuuuuuuu

Cultiveo de portainjertos en

diferentes combinaciones de
caseina hidrolizada y valo—

res de p,
llas disectadas “*.

1

A

X

mmmmmmm

utilizando semi~

-------------------

[ 1

TRATANIENTOS DESARROLLO DESARROLLO DEGARROLLD FORMACION CALLO

CH /2 « pH  RAICES SE- HIPOCOTILG EPICOTILD

250

S00

750

1000

gelt CUNDARTAS
¢57 100

0 b7 100
v7,7 100
£57 100
v, 100
¢ 1,7 100
#5,7 100
e 6,7 100
+1,7 100
+5,7 100
#6100
¢1,7 100
¢ 5,7 100
v6,7 100
+ 1,7 100

DE HOJAS  TALLD

[y -

1.
2"

-----

100
100
100

100
100
100

100
109
100

100
100
100

100
100
100

-

100
100
160

80
100
100

8¢
100
100

100
100
80

100
100
100

00 20
109 9
100 0
89 0
100 9
80 0
80 0
100 0
100 i
80 9
100 0
80 9
80 9
4 0
80 0

O T T Y

Los datos se tomaron en la sequnda semana de cultive.

Caseina Hidrolizada,

iz



Cuadro 4A. Cultivo de portainjertos en
giferentes combinaciones de
caseina hidrolizada y valo~-
res de pH, utilizando semi-
llas enteras -“*

-----------------------------------------------------------------------

i A % 1 i
TRATAMIENTOS DESARROLLO DESARROLLO DESARROLLO FORMACION CALLD
CH /2 + g RAICES SE~ HWIPOCOTILO EPICOTILO  DE HOJAS  TALLD
ap-i-t CUNDARIAS

------ am - o —— wa

¢ 5,7 40 80 0 0 0
0 b7 100 100 #0 80 0
¢ 7,7 100 100 40 20 20

5,7 80 80 20 20 0

B0 ¢ b7 80 100 20 20 0
+ 7,7 80 100 0 0 0

+ 5,7 100 109 20 20 0

500 + 6,7 100 109 40 40 0
£ 17,7 100 100 20 20 0

+5,7 50 100 0 0 0
750+ 6,7 100 160 0 0 0
€7, 100 100 0 9 0

5,7 40 80 20 0 0
1600+ 4,7 100 100 20 20 0
v 7,7 100 160 20 ¢ 0

--------------------------- .- - - o

1. Los datos se tomaron en la segunda semsana de cultivo.
2. Caseipa Hidrolizada,



Cuadro BA.

Cultivo de portainiertos en
diferentes combinaciones de
caseina hidrolizada y valo-
res de pH, utilizando semi-
llas disectadas “*.

3

] 3 1

-

)

TRATANIENTOS DESARROLLO OESARROLLD DESARROLLD FORMACION CALLD

CH /2 + pH  RAICES SE- HIPOCOTILO EPICOTILD  DE HOJAS
ag-it CUNDARIAS

+ 5,7 100 100 100 106
0 b, 109 100 100 100
1,7 00 100 100 100
+ 5,7 100 100 100 100
280+ 47 100 109 100 100
+ 7,1 00 100 100 80
¢ 5,7 100 100 100 100
300 ¢ 8,7 109 160 100 100
£ 7,7 100 100 160 100
+ 5,7 it 100 100 190
T3¢+ by7 100 100 100 109
+ 1,7 109 100 100 109
3,7 100 100 100 100
1000 8,7 100 100 100 100
v 100 100 100 100

-

1. Los datos se tomaron
2, Caseina Hidroiizada,

en la tercera sesans de cultivo,

TALLD

»»»»»»

100
&9
0

0
40

80
80
100

125



Cuadro 6A. Cultivo de portainjertos en
diferentes combinaciones de
caspina hidrolizada y valo—
res de pH, utilizando semi-
lias enteras 7.

aaaaaaaaaaaaaaaaa o o - e

] ) i X i
TRATARIENTOS  DESARROLLO DESARROLLO DESARROLLD FORMACION CALLD
CH /2 ¢ pH  RAICES SE- HIPOCOTILO EPICOTILG  DE HOJAS  TALLO
ag-it CUNDARIAS

- - A o O, T o - e

¢ 5,7 80 80 80 80 60
0 4,7 100 100 100 100 80

£ 1,7 100 100 100 £00 80

+5,7 100 £00 80 80 60
20+ 8,7 100 100 100 100 80
£ 7, 190 100 100 100 80

+5,7 100 £00 100 100 80

500+ 6,7 100 100 100 160 80
£ 7,7 100 100 100 100 40

+5,7 100 £00 100 100 80

7% ¢ 4,7 100 100 100 100 80
£7,7 100 100 100 100 20

+5,7 80 80 80 80 1
1000+ 4,7 100 100 100 160 80
£ 7,7 100 100 160 100 80

------------------------------------------------------------------------

{. Lot datos se tomaron en la tercera semana de cultive.
2. Caseina Hidrolizada.
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Cuadro 7A. Cuadrados medios, coeficientes de va-
riaciéon y significancia de las varia-
bles de crecimiento analizadas en por—
tainjertos cultivados en diferentes
roncentraciones de caseina hidroliza-
da v valores de pH.

---------------------------------------

- 0 2 T e S 59 - s

FUENTE DE GRADD DE  WUNERO  DEGARROLLO LONGITUD  LONBITUD  NUNERG CALLO
VARIACION LIBERTAD SEMILLAS RAICES EJE HIPOC- EPICOTILD HOJAS  TALL®
GERMINADAS SECUNDARIAS RADIC cw " ]

"

----- -

TRATAKIENTD 40,0333 0,4730 8,93841t 08130 1,0462%  0,8595
ERROR 12 0,033 1,0441 72,6098 1,1465  0,B484  0,678b
£y R 1.7 25,48 24 30,95 43,70 48,93

------------------------------------------------------------------------------------------

Diferencizs significativas al 5%,

Cuadro BA. Cuadrados medios, coeficientes de
variacion y significancia de las
variables estudiadas en la induc-
cién de raices adventicias en por-
tainjertos de cacaoc en diferentes
concentraciones de MS (15 dias de
cultive).

----- - -

------------------------------

FUENTE GRADDS  PRESENCIA NUMERD/ LONGITUD GROSOR OXIDACION  CALLE

bk 13 RAICES  PLANTA  PRONEDIO PRONEDIC HIPOCOTILO
VARIACION  LIBERTAD s o
TRATAKIENTO ? 0,0476 20,828 0,4937  0,0004 0,0142  0,0809
ERROR 31 0,0838 20,49 ¢,3315  0,0015 0,1129 0,100
Y 37,81 65,20 35,41 A5,03 37,94 15,84

- - -

t Diferencia significativa al 3.

- - - - .
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Cuadro 9A. Cuadrados medios, coeficientes de
variacidn y significancia de ias
variables estudiadas en la induc—
cion de raices adventicias en por-
tainjertos de cacao en diferentes
concentraciones de M8 (22 dias del
cultivo).

--------------------------------------------------------------------------------------

FUENTE BRADOS  PRESENCIA NUMERD/ LONGITUD  GROSOR OXIDACION  CALLD

3 DE RAICES  PLANTA  PROMEDIQ PRONEDIC HIPOCOTILE
YARIACION  LIBERTAD oA ta

----------------------- - - v ko -

-

TRATAMIENTD 2 0,0619¢ 20,8142¢ 1,56-419% 0,0008 0,0476  0,0809
ERRCR 3 0,0548 21,2612 0,7491 0,001 0,0838  0,1084

oy 24,83 50,59 41,12 3,89 31,87 36,83

------------------------ T - -

t Diferencia significativa al 5%.

L 0

Cuadro 10A. Cuadrados medios, coeficientes de
variacion y significancia de las
variables estudiadas en la induc-
cion de raices adventicias en
portainjertos de cacao en dife-
rentes concentraciones de MS
{30 dias de cultivo).

----------------------- -

..... PN —— 2 o W

FUENTE  GRADDS PRESENCIA  NUNERO/ LONGITUD  GROSOR  OXIDACION  CALLD

i e RATCES PLANTA  PROMEDID PROMEDIOD HIPOEOTILO
VARIACION  LIBERTAD 4] 4 ]

-----------------------------------

a1 e e

TRATAMIENTO 2 0,0238%  1,1142¢ 2,11941 0,00i%¢  0,0285  0,0238t
ERROR 31 0,0290 43,9933 1,144  0,0042 0,0580 90,0290

cy 17,54 i.,77 e B} 29,08 17,54

mmmmmmmmmmmmmmmmmm

1 Diferencia signifirativa al 5%,




Cuadro 11A. Cuadrados medios, coeficientes de
variacion y significancia de las
variables estudiadas en la induc—
cittn de raices adventicias en por-
tainjertos de cacac en diferentes
concentraciones de AIB (15 dias de
cultivo).

-----------------------------------------------------------------------------------

FUENTE  GRADOS  PRESENCIA NﬂHERBI LONGITUD  GROSDR  OXIDACION  CALLD

13 3 RAICES PLANTA  PROMEDIO PRONEDIO HIPGLOTILD

VARIAC!UN LIBERTAD 4]

----------------------------------

TRATARIENTO 3 0,33338 48,96t 0,0333¢ 0,0008¢  0,22501  0,60001
ERROR 34 0,1500 30,72 06,0338 90,0003 0,0583  0,1277

&y 193,64 299,63 226,80 193,64 322,03 178,73

-------------------------------------------------------------------------------------

¥ Diferencia significativa al 3%

Cuadro 12A. Cuadrados medios, coeficientes de
variacion y significancia de las
variables estudiadas en la induc-
cidn de raices adventicias en por-
tainjertos de cacao en diferentes
concentraciones de AIB (22 dias de
cultivo).

——

-------------------------------------

FUENTE  GRADOS PRESENCIQ NUMERG/ LONBITUD  GROSOR OXIDACION  CALLD

bt 0k RAICES  PLANTA  PROMEDID PROMEDID HIPGCOTILO
VARIACION  LIBERTAD e 9]

--------------------------------------------------

amm = -

TRATANIENTO 3 0,36b4% 75, 223 0,52968 0,0154%  0,02300 109168
ERROR 36 0,2222 166,869  0,4625 0,0123 0,025  0,180%

o 134,68 255,63 187,91 228,38 632,43 73,49

------------------------------------------

t Diferencia sigpificativa al 5%

-----------------------------------
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Cuadro 13A. Desarrollo de diferentes tipos morfoldgicos
de embriones somaticos de cacao &n el genc—
tipp CC-18 *~

ABA | MONGCOTI- DICOTI- POLICOTI- COTILEDO- HWIPOCOTI- FORNA  NODERA-  FUERTEMEN- FUCION  ENBRIONES
ag-1-* | LEDONES LEDONES TILEDONES NES FUSIG- LEDONES  TROMPETA DANENTE TE FASCEA- DIAKIAL MULTIPLES
NADOS  ALARBADOS FASCIADOS DOS PROXIMAL
0,00 f 20,0 30,0 16,7 0,0 6,7 0,0 20,0 3,3 8,7 6,7
0,21 26,7 23,3 18,7 0,0 10,0 3,3 33 13,3 0,0 3,3
0,5 | 10,0 3,3 20,6 0,0 23,3 0,0 20,0 8,7 10,0 8,7
0,751 &7 20,0 20,0 0,0 13,3 0,0 13,3 2,7 6,7 0,0
1,001 20,0 23,3 20,0 0,0 23,3 0,0 3,5 10,0 0,0 0,0

1, Les valores estdn expresadns en porcentajes,

Cuadro 14A. Desarrollo de diferentes tipos morfoldgicos
de embriones somaticos de cacao en 21 geno—
tipo EET-400 *7.,

ABA | NONDCOTL- DICOTI- POLICOTI- COTILEDO- WIPOCOTI- FORNA  NODERA-  FUERTENEN- FUCION  ENBRIONES
sg-1-t | LEDONES LEDONES TILEDNES NES FUSIO- LEDONES  TRONPETA DANENTE  TE FASCIA- DIAXIAL MULTIPLES
NADOS  ALARBADOS FASCIADOS DOS PROY INAL
0,00 | 48,7 13,3 2,7 0,0 13,3 0,0 10,0 0,0 0,0 0,0
0,25 | 10,0 56,7 3,3 0,0 3,3 0,0 14,7 3,3 b,7 0,0
0,501 28,6 0,0 00 00 10,0 4,3 14 1,3 14,3 0,0
0,75 | 14,3 0,0 286 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 14,3 14,3
1,000 13,3 13,3 233 0,0 43,3 0,0 10,0 0,0 0,9 0,0

1. Los valores estdn expresados en porcentajes.



1314

Cuadro 15A. Desarrcllo de diferentes tipos morfologicos
de embriones somaticos de cacao en 1 geno—
tipo PFOUND-12 *-.

anh | MONGCOTI- DICOTI- POLICOTI- COTILEDO- HIPOCOTI- FORMA  NODERA-  FUERTENEN- FUCION  EMBRIONES
sg-1-+ | LEDONES LEDONES TILEDONES NES FUSIO- LEDONES TRONPETA DAMENTE  TE FASCIA- DIAXIAL MULTIPLES
NADOS  ALARGADOS FASCIADOS DOS PROX INAL
0,00 | 3,3 48,7 167 0,0 0,0 0,0 13,3 10,0 19,0 0,0
0,251 33 50,0 20,0 0,0 8,7 9,0 33 13,3 3,3 0,0
0,5 | 16,7 43,3 20,0 0,0 8,7 9,0 8,7 8,7 0,0 0,0
0,31 83 187 13,3 0,0 9,0 0,0 9,0 9,0 16,7 0,0
1,00 3,3 2,7 40,0 3,3 10,0 0,0 3,3 3,3 8,7

1. Los valores estdn expresados en porcentajes.

Cuadro 16A. Desarrollo de diferentes tipos morfologicos
de embriones somaticos de cacao en el geno-
tipo UF-&13 7.

ABA | WONOCOTI- DICOTI- POLICOTI- COTILEDO- HWIPOCOTI- FORMA  NODERA-  FUERTEMEN- FUCION  EMBRIONES
ag-1-* | LEDONES  LEDONES TILEDONES NES FUSIO- LEDONES  TROMPETA DAMENTE  TE FASCIA- DIAXIAL NULTIPLES
KADOS ALARGADOS FRGCIADOS DOS PROXINAL
0,0 0,0 63,6 18,2 0,0 18,2 0,0 9,0 0,0 0,0 0,0
0’25 050 0'0 0'0 0|0 50'0 0;0 50’0 0’9 0'9 0,0
4,50 0,0 33,3 20,0 0,0 13,3 0,0 by7 3,3 o343 0,0
0,75 | &7 13,3 167 0,0 46,7 0,0 8,7 8,7 3,3 0,0
5,000 00 0,0 0,0 0.0 0,0 0,0 9,0 0,0 0,0 0,0

i, Los valores estén expresades en porcentajes.
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