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Solano W. 2008. Embriogénesis somatica en clones superiores de cacao (Theobroma cacao
L.) obtenidos en el Programa de Mejoramiento Genético del CATIE.

Palabras clave: Theobroma cacao, embriogénesis somatica, genotipos superiores,
portainjerto, desarrollo de embriones, embriogénesis secundaria, aclimatacion.

RESUMEN

El desarrollo de una metodologia eficiente de propagacion asexual de cacao, como
la embriogénesis somatica, se convertiria en una poderosa herramienta para la
multiplicacion clonal, el intercambio internacional de material genético libre de
enfermedades y la conservacion de genotipos élite del programa de mejoramiento genético
del CATIE. El presente trabajo consistio en comparar los protocolos desarrollados por Penn
State University (PSU) y por la NESTLE en Tours, Francia, para la induccion de la
embriogénesis somatica en los genotipos superiores de cacao ICS-95, CC-137, EET-183,
UF-273, CATIE R4, CATIE R6 y CATIE R7, utilizando los pétalos y estaminoides como
explantes. Ademas, se estudid el desarrollo de embriones, la embriogénesis secundaria y la
aclimatacion de algunos de ellos. En la fase de induccién se determind una interaccion
directa entre el medio de cultivo y el tipo de explante. En los clones UF-273, CC-137,
CATIE R4 y CATIE R6 la mayor produccion de embriones se obtuvo con el medio PCG de
PSU vy el explante estaminoide; por el contrario en los clones EET-183, ICS-95 y CATIE
R7 la mejor respuesta fue cuando se utilizoé el medio de cultivo NT1 de la NESTLE con el
explante pétalo. Para los clones CATIE R4 y CATIE R6, se estudid el efecto de los
portainjertos IMC-67 y UF-613, se determin6 que el patron sobre el cual estd injertado el
clon afecta significativamente la respuesta in vitro de ese clon. Los arboles del clon CATIE
R4 y CATIE R6 injertados sobre el patron UF-613 obtuvieron un 400% y un 185% mas
embriones respectivamente, que los injertados sobre el patron IMC-67. Se obtuvo
embriones secundarios y agregados embriogénicos, la cantidad de embriones obtenida en el
clon EET-183 fue en promedio 14 veces mayor que la obtenida por el clon UF-273.
Ademas, se observo un callo embriogénico friable que podria servir como material de inicio
de suspensiones celulares. En la fase de desarrollo los embriones se clasificaron de acuerdo
a su tamafo inicial (0-2mm, 2-4 mm, 4-6 mm y mas de 6 mm) y se colocaron en los medios

de cultivo PEC (PSU) y ENR-6/G-80 (NESTLE). El crecimiento promedio total mayor fue
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de 51,5mm y correspondi6 al clon EET-183, medio de cultivo PEC y tamafo inicial 2-
4mm, mientras que el crecimiento menor (5,0mm) correspondié al EET-183, medio de
cultivo G-80 y tamafio inicial 4-6mm. Para la evaluacién del desarrollo de embriones en
medio liquido y solido se utilizé respectivamente el bioreactor RITA® y frascos tipo gerber.
En ambos casos se evaluo el efecto de tres densidades iniciales de cultivo para lo cual se
utilizé 10, 20 y 40 embriones del clon CATIE R4 por recipiente. Se observd que el medio
solido en cualquiera de las tres densidades siempre presentdé un numero mayor de
embriones malformados en comparacion con el medio liquido; por otra parte, el tiempo
requerido en medio liquido para realizar los cambios de medio fue 50% menos que en
medio sélido. Finalmente, para la aclimatacion de plantas del clon UF-273 se evalu6 la
sobrevivencia en un sustrato hecho de una mezcla de tierra, arena y turba en una relacion
3:1:3 y pellets Jiffys. Después de tres meses de crecimiento en invernadero la sobrevivencia

fue del 52% para el sustrato y 42% para los pellets.
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Solano W. 2008. Somatic embryogenesis in cocoa (Theobroma cacao L.) superior clones
obtained at the Genetic Improvement Program of CATIE.

Keywords: Theobroma cacao, somatic embryogenesis, superior genotypes, portagraft,
embryos development, secondary embryogenesis, acclimatization.

SUMMARY

Development of an efficient cocoa asexual propagation methodology such as
somatic embryogenesis could become a powerful tool for clone multiplication, international
exchange of disease free genetic material and conservation of elite genotypes from
CATIE’s genetic improvement program. The purpose of this work was to compare
protocols developed by Penn State University (PSU) and NESTLE in Tours, France for
somatic embryogenesis induction in the following cocoa superior genotypes: ICS-95, CC-
137, EET-183, UF-273, CATIE R4, CATIE R6 and CATIE R7, using as explants petals
and staminoids. Furthermore, embryos development, secondary embryogenesis and
acclimatization of some of them were also studied. During the induction stage, a direct
interaction between culture medium and explant type was determined. In clones UF-273,
CC-137, CATIE R4 and CATIE R6 the highest embryos production was obtained with
PCG medium from PDU and the staminoid explant; on the contrary, in clones EET-183,
ICS-95 and CATIE R7 the best response was obtained by using the NT1 culture medium
from NESTLE with the petal explant. The effect of IMC-67 and UF-613 portagrafts was
studied for clones CATIE R4 and CATIE R6, determining that the standard on which the
clone is grafted affects significantly the in vitro response of that clone. Clone trees CATIE
R4 and CATIE R6 grafted on the UF-613 standard obtained 400% and 185% more embryos
respectively than those grafted on the IMC-67 standard. Secondary embryos and
embryogenic aggregates were also obtained. The amount of embryos obtained from EET-
183 clone was in average 14 times higher than that obtained for the UF-273 clone. Also, a
friable embryogenic callus that could serve as starting material for cell suspensions was
observed. In the development stage, embryos were classified according to their initial size
(0-2mm, 2-4 mm, 4-6 mm and more than 6 mm) and placed in the PEC (PSU) and ENR-
6/G80 (NESTLE) culture mediums. The highest total average growth was 51,5mm,

corresponding to EET-183 clone, PEC culture medium and a starting size of 2-4mm while



the lowest growth (5,0 mm) corresponded to EET-183, G-80 culture medium and an initial
size of 6 mm. For embryos development evaluation in liquid and solid mediums, RITA®
bioreactor and gerber type flasks were employed respectively. In both cases, the effect of
three initial culture densities was evaluated using 10, 20 and 40 embryos of CATIE R4
clone per vessel. It was observed that the solid medium in any of the three densities always
showed a higher number of malformed embryos in comparison to the liquid medium. On
the other hand, the time required to conduct medium changes in the liquid medium was
50% less than in the solid medium. Finally, regarding acclimatization of UF-273 clone,
survival was evaluated in a substrate containing a mixture of soil, sand and peat in a 3:1:3
ratio and in Jiffys pellets. After three months of growth in a greenhouse, survival was 52%

for the substrate and 42% for the pellets.
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1. INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L.) se origind en América Tropical, donde los indigenas
mesoamericanos Aztecas, Toltecas y Mayas lo cultivaron durante siglos. Era usado como
moneda y a su bebida se le considera con poderes divinos (Hardy 1961).

Llegé a ser un simbolo importante de su cultura, convirtiéndose posteriormente en
un cultivo de relevante importancia principalmente en las tierras bajas costeras, producido
principalmente por pequefios campesinos (Wood 1975).

Pronto el cacao se extendié a Asia y Africa, siendo este wiltimo continente el mayor
productor a nivel mundial 1.390 millones de toneladas en 2006 (ICCO 2007). En los
Gltimos afios la produccion de cacao en Africa ha enfrentado problemas de diversa indole
como guerras civiles, enfermedades en el cultivo y acusaciones de explotacion infantil
(Moreno et al. 1983, Phillips 2003, ICCO 2000).

En Latinoamérica, en la actualidad, la actividad cacaotera alcanza una produccioén
total de 484.000 toneladas métricas producidas en 1.35 millones de hectareas que
principalmente estdn en manos de pequeios agricultores (ICCO 2005a).

En el pasado, en todas las regiones donde se ha cultivado cacao se han presentado
graves pérdidas economicas debido al ataque de enfermedades como la moniliasis
(Moniliophthora roreri), la escoba de bruja (Moniliophthora perniciosa) y la mazorca
negra (Phytophthora sp.), llegando a ser enfermedades comunes en muchos de los paises
productores (Wood 1975). Estas enfermedades, hoy en dia, continian causando graves
pérdidas en todas las regiones productoras, poniendo en peligro la sustentabilidad del
producto (Bowers et al. 2001).

La moniliasis se considera una de las principales enfermedades pues destruye los
frutos, limitando seriamente la produccién con pérdidas que oscilan entre un 16 y 80%
(Lass 1985). Es por la alta incidencia de enfermedades fungosas que, desafortunadamente,
el cultivo no ha podido desarrollarse en toda su magnitud por lo que existe un déficit de
produccion, debido al bajo potencial productivo de los materiales sembrados y a la falta de
hibridos adaptados a las zonas cacaoteras (Moreno et al. 1983, Arévalo et al. 2004).

Para buscarle soluciéon a estos problemas el Centro Agrondomico Tropical de
Investigacion y Ensenanza (CATIE) inici6 en 1996 un Programa de Mejoramiento

Genético del Cacao buscando mejorar la productividad y la resistencia a las principales



enfermedades, haciendo uso de los materiales conservados en su coleccion de
germoplasma. Este programa cuenta con el apoyo de la World Cocoa Foundation y el
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA) y tiene como propoésito
reemplazar los cruces interclonales promovidos durante la década de los 70’s con
materiales adaptados a las condiciones actuales. Como resultado se han obtenido genotipos
superiores de alta produccion y resistencia a las principales enfermedades, especialmente la
moniliasis (Phillips-Mora et al. 2005).

En cualquier cultivo la disponibilidad de buenas variedades es un aspecto basico de
la produccion sustentable; sin embargo, como es conocido en el dmbito agronémico, el
cacao es una especie dificil de propagar vegetativamente y su clonacién es una limitante a
nivel mundial, hecho que dificulta la propagacion y distribucion del material élite (Lopez-
Baez et al. 2001, Eskes 2001).

Tradicionalmente, el cacao se ha clonado mediante practicas horticolas; sin
embargo, los logros obtenidos no han alcanzado mayor repercusion, ya que la distribucion
de dichas variedades a los productores se ha limitado por la falta de métodos para la
multiplicacion rapida con un desembolso econdomico minimo (Lopez-Baez et al. 2000a).

El uso de técnicas de reproduccion asexual tal como el cultivo de tejidos, permite
una multiplicacién masiva en poco tiempo, lo que constituye un buen instrumento para
agilizar los trabajos de mejoramiento genético. Ademas el cultivo de tejidos es una
excelente herramienta para la conservacion, caracterizacion, multiplicacion e intercambio
de material genético (Villalobos et al. 1991).

En los ultimos afios han ocurrido avances en el desarrollo de tecnologias para
obtener embriones somaticos de un nimero cada vez mayor de especies. La embriogénesis
somatica es una valiosa herramienta dentro de los programas de mejoramiento y como
método de propagacidén a gran escala de genotipos superiores, especialmente en cultivos
perennes de alto valor (Silva et al. 2004). La embriogénesis somatica es una herramienta
muy util para la propagacion de plantas y consiste en la habilidad de las células
competentes para cambiar su ruta de diferenciacion a fin de convertirse en embriones
somaticos (Williams y Maheswaran 1986).

La embriogénesis somatica en cacao fue descrita inicialmente por Esan (1977) y

luego por Pence et al. (1979). Sin embargo, al igual que en otras técnicas, este cultivo se ha



comportado como recalcitrante por los bajos niveles de respuesta que se ha logrado y por la
variabilidad de la misma en cuanto a los diferentes genotipos. El uso de esta metodologia
para la propagacion seguird aumentando segin hayan protocolos mds avanzados y
refinados, capaces de producir embriones morfologicamente normales, sin variacion
somaclonal y con capacidad para germinar y convertirse en plantas en forma rapida y eficaz

(Parrot, 2002).

1.1 Justificacion

Desde el punto de vista del mejoramiento genético del cacao y debido a la alta
heterocigocis de esta especie, la propagacion de este cultivo debe ser asexual para optimizar
la explotacion de los beneficios directos de un genotipo seleccionado que responda a los
requerimientos de resistencia a plagas, altos rendimientos y alta calidad chocolatera. Los
métodos de multiplicacion vegetativa actualmente utilizados, como el injerto y el
enraizamiento de estacas, han sido la fuente proveedora de material vegetal para el
establecimiento y renovacion de plantaciones; sin embargo, estas técnicas han sido
limitantes para la distribucion del material élite entre paises. Por lo tanto se considera
necesario el desarrollo y aplicacion practica de sistemas rapidos y altamente eficientes de
propagacion vegetativa que faciliten los procedimientos cuarentenarios entre paises (Lopez-
Baez et al. 2000Db).

El desarrollo de una metodologia eficiente de propagacion vegetativa (asexual)
como la embriogénesis somatica, en el caso particular del CATIE, se convertiria en una
poderosa herramienta para la multiplicacion clonal y la conservacion del material élite del
programa de mejoramiento genético. A la vez facilitaria el intercambio internacional de
material genético libre de enfermedades, el cual es un tema de prioridad regional,
principalmente con la aparicion de la moniliasis en nuevas areas. Asimismo, estas acciones
permitirian reducir el problema de suministro de semilla vegetativa para el establecimiento

y renovacion de plantaciones con materiales de alta calidad.



1.2 OBJETIVOS
1.2.1 General
Inducir la embriogénesis somatica de cacao a partir de explantes florales de siete

clones superiores seleccionados en el Programa de Mejoramiento Genético del CATIE.

1.2.2 Especificos

+ Inducir la embriogénesis somatica en los clones CC-137, EET-183, ICS-95,
UF-273, CATIE R4, CATIE R6 y CATIE R7, mediante la comparacion de los protocolos
desarrollados por Penn State University y el Centro de Investigacion de la Nestlé en Tours,
Francia.

N Evaluar la respuesta embriogénica del cultivo de pétalos y estaminoides en cada
clon.

- Evaluar las respuestas embriogénicas de los clones CATIE R4 y CATIE R6
injertadas sobre dos patrones diferentes (IMC 67 y UF613).

N Estudiar diferentes condiciones de cultivo in vitro para obtener el mayor éxito
en la produccion y desarrollo de embriones somaticos para cada clon.

N Evaluar la sobrevivencia de las plantas en condiciones de aclimatacion.

1.3 Hipotesis

N Existe diferente respuesta en la formacion de embriones para los clones CC-
137, EET-183, ICS-95, UF-273, CATIE R4, CATIE R6 y CATIE R7 a diferentes medios
de cultivo, portainjertos y tipos de explante.

. Existe diferente respuesta en la conversion en planta al utilizar medios de
cultivo y tamafio de embriones diferentes.

N Existe diferente respuesta en la conversion en planta al utilizar medios de
cultivo liquido y s6lido.

N Existe diferente respuesta a la aclimatacion al utilizar dos tipos de sustrato

diferentes.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Origen e historia del cacao

El género Theobroma cacao fue descrito por Linnaeus, y junto con los géneros
Herrania, Guazuma y Cola forman parte de la familia Malvaceae (Angiosperm Phylogeny
Group 2003). La especie Theobroma cacao es una de las dos especies del género
Theobroma - compuesto por treinta especies- que es utilizada comercialmente, aunque las
otras especies son empleadas ocasionalmente como adulterantes (Toxopeus 1985, Hardy
1961).

Los Aztecas creian que el arbol de cacao era de origen divino y que la bebida hecha
con sus semillas conferia sabiduria y discrecion, quizas por esta razon Linnaeus nombro a
este género como Theobroma que significa “Alimento de los Dioses” (Hardy 1961).

Se mencionan dos posibles centros de origen de la especie, por una parte se sefiala a
México y Centroamérica (Hardy 1961; Patifio 1958) y por otra a la Cuenca del Amazonas
(Cheesman 1944; Wood 1985). Sin embargo; estudios mas recientes (Lanaud et al. 2000)
confirman que efectivamente la region alta del Amazonas, una zona que comprende
territorios de Pert, Colombia y Ecuador es el lugar donde se encuentra la mayor diversidad
genética del cacao, por lo tanto se considera como su centro de origen.

El cacao ha sido cultivado desde hace siglos en América y uno de los principales
centros de domesticacion del cultivo fue México, donde los Toltecas y los Aztecas lo
cultivaban desde mucho antes del descubrimiento de América (Hardy 1961). Los Mayas
también lo cultivaron en México y Guatemala. El cacao usado en el siglo XVI por los
Aztecas y Mayas en muchas areas de México y Centroamérica era el tipo Criollo y no hay
evidencia de que se plantara el tipo Forastero, antes que los espafioles empezaran a difundir
el cultivo (Wood 1985, Lass y Wood 1985).

Cuando Hernan Cortez descubrié México en el siglo XVI encontrd que los granos
del cacao eran usados para elaborar una bebida llamada “chocolatl” que se preparaba
tostando los granos y mezclandolos con maiz, vainilla y chile (Hardy 1961). Los granos de
cacao no so6lo se utilizaban para preparar la bebida, también se usaron como moneda, como

pago de tributo a los Aztecas y en diversos usos rituales y medicinales (Wood 1985).



Hernan Cortez, introdujo la bebida en la realeza espafiola, pero la bebida amarga no
se hizo popular sino hasta cien afios después, cuando los aditivos como el azucar, la canela
y el chile pimiento hicieron a la bebida mas sabrosa. El chocolate fue la primer bebida
ligeramente estimulante introducida en Europa, incluso antes del café y té (Lass y Wood
1985).

A inicios del siglo XVII se fue introduciendo la costumbre de tomar chocolate en la
corte de Francia, donde se instaur6 la costumbre del chocolate liquido, a diferencia de
Espana donde se tomaba chocolate espeso. Asi se extendié su consumo por toda Europa,
donde se abrieron salones en las principales ciudades y beber chocolate se convirtio en un
signo de distincion y elegancia (Wood 1985).

A finales del siglo XVIII, el chocolate se empieza a preparar con leche y azlcar, y
las damas francesas ponen de moda los "bon bon", trocitos de chocolate para degustar a
cualquier hora. Es solamente a partir de inicios del siglo XIX cuando se empieza a fabricar
el chocolate en forma de tabletas, tal y como lo conocemos hoy en dia. Los espafioles,
portugueses y holandeses, se pueden considerar como los principales promotores de la
expansion del cacao en el mundo. En la actualidad el cacao se cultiva, aparte de los paises
americanos, en Costa de Marfil, Ghana, Camerun, Togo, Malasia y otros de la franja
tropical, habiéndose convertido en un cultivo verdaderamente popular (Wood 1985, Wood

y Lass 1985).

2.2 Importancia economica y social del cultivo

El cacao es un cultivo estrictamente tropical, pero se elabora y consume mas en
regiones templadas. Su uso principal como bebida estimulante por su contenido de
teobromina y trazas de cafeina, se ha cambiado a su consumo como alimento energético
(chocolates). La grasa es un subproducto importante en la preparacion de cosméticos y
productos farmacéuticos (Leon 2000).

Hoy en dia, mas de 20 millones de personas de todo el planeta dependen
directamente del cultivo del cacao para subsistir. Practicamente el 90% de la produccion de
cacao procede de minifundios de superficie inferior a 5 hectareas. Otro de los retos a los
que se enfrenta el cultivo de cacao es la escasez cada vez mayor de areas de cultivo

adecuadas. El incremento en la produccion mundial de 1,5 millones de toneladas en 1984 a



2,7 millones en 1998 se debio6 casi exclusivamente al aumento de la superficie destinada a
este producto, mientras que la productividad se mantuvo deficiente (EUFIC 2005). Cada
afio, en el trépico humedo, se producen mas de tres millones de toneladas métricas de cacao
para ser consumidas en los paises desarrollados. El cacao es el principal cultivo de millones
de agricultores. A diferencia de otros cultivos, tales como café y banano, se estima que el
70% de la produccion de cacao proviene de pequefios agricultores que trabajan menos de
dos hectareas de tierra (ICCO 2005a).

La produccion mundial de cacao en grano se incrementd en 2005/06 para situarse en
un récord histdrico de 3,6 millones de toneladas, un aumento de mas del 6% respecto al afio
cacaotero 2004/05. La produccion se vio favorecida por cierta mejora de las condiciones de
crecimiento en Costa de Marfil y Ghana, que juntos representaron alrededor del 60% de la
produccion mundial. La produccion de cacao en Costa de Marfil, pese a los disturbios
politicos y sociales en el pais se increment6 en un 8% respecto al afio anterior, para situarse
en 1.390.000 toneladas en 2005/06, nivel sélo ligeramente inferior a la cifra récord de
1.410.000 toneladas registrada en 2003/04. La subida progresiva de los precios al productor
y los programas de rehabilitacion patrocinados por el Gobierno, han fomentado la
produccion cacaotera en Ghana, donde la produccion se ha aumentado en un 24%,
alcanzando asi su nivel méas elevado de la historia, de 740.000 toneladas en 2005/06 (ICCO
2007).

En Latinoamérica, en el periodo 2005/06, la actividad cacaotera alcanza una
produccion total de 447.000 toneladas métricas producidas en 1.35 millones de hectareas
que principalmente estan en manos de pequefios agricultores (ICCO 2007).

En el pasado, el chocolate ha sido apreciado como un alimento de alta caloria para
aumentar la energia, por ejemplo para atletas y soldados. Recientemente, cada vez mas la
investigacion ha sido conducida sobre la salud y los atributos alimenticios del cacao y el
chocolate (ICCO 2005b). Las conclusiones de investigacion indican que algunos
componentes en el cacao ayudan a prevenir la enfermedad cardiovascular y reducir el
riesgo de cancer. Estas conclusiones positivas a menudo parecen, sin embargo, ser
ensombrecidas por la culpa del chocolate como causante de obesidad. La gente facilmente
clasifica el chocolate como "comida basura" debido a su alto contenido caldrico. Sin

embargo, las investigaciones evidencian sobre los beneficios cardiovasculares del cacao.



Estos beneficios son porque las semillas de cacao contienen un numero grande de
fitoquimicos. Estos son compuestos fisioldgicamente activos encontrados en plantas, por
ejemplo uvas, manzana, té, frutas, verduras, etc. Un grupo de estos compuestos son
llamados flavonoides. Ellos son antioxidantes poderosos y como se cree, ayudan a las
células del cuerpo a oponerse al dafio por radicales libres, que son formados por numerosos
procesos incluyendo cuando las células del cuerpo utilizan el oxigeno para la energia (Ding
2006). Estudios de laboratorio y humanos han indicado que los flavonoides del cacao
puede inhibir la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL-Colesterol) asociado
con problemas cardiacos. De alli también surgen evidencias que sugieren que el cacao y el
chocolate puedan ser capaces de contribuir a la reduccion del riesgo de los ciertos tipos de

cancer (Ariefdjohan et al. 2005).

2.3 Botanica del cacao

2.3.1 Generalidades del cultivo
El cacao es una especie tropical perteneciente a la familia Malvaceae. Theobroma

cacao es una especie diploide con un ntimero de cromosomas de 20, y ha sido subdividida
en 2 subespecies:
- Theobroma cacao spp. cacao Consiste de poblaciones criollas de Centro
y Suramérica.
- Theobroma cacao ssp. sphaerocarpum Incluye todas las otras
poblaciones (Toxopeus 1985).

Es una planta que prospera bien bajo sombra; sin embargo necesita condiciones
especiales de luminosidad, temperatura y provision de agua (Arévalo et al. 2004). Segiin
Murray (1985) en su ambiente nativo el arbol de cacao estd expuesto a una temperatura
media anual elevada, con pocas oscilaciones, una precipitaciéon anual abundante con un
periodo corto de sequia y una baja intensidad luminica. En esas condiciones sobrevive pero
su rendimiento es bajo.

Cuando se define un clima apropiado para este cultivo, generalmente se hace
referencia a la temperatura y la precipitacion, considerados como los factores criticos del
crecimiento. Asi mismo, el viento, la radiacion solar y la humedad relativa afectan muchos

procesos fisioldgicos de la planta. La precipitacion dptima para el cacao es de 1,600 a 2,500



mm distribuidos durante todo el afio. Precipitaciones que excedan los 2,600 mm pueden
afectar la produccion del cultivo. La temperatura es un factor de mucha importancia debido
a su relacion con el desarrollo, floracion y fructificacion del cultivo de cacao. La
temperatura media anual debe ser alrededor de los 25°C. El efecto de temperaturas bajas se
manifiesta en una reduccidn en la velocidad de crecimiento vegetativo, desarrollo de fruto y
en la intensidad de la floracién (menor intensidad). Asi mismo, controla la actividad de las
raices y de los brotes de la planta (PROAMAZONIA, 2004).

El arbol alcanza una altura de 6 a 8 metros con excepcion del cacao Nacional de
Ecuador y del amelonado de Africa occidental que puede alcanzar una altura de hasta 12
metros (Hardy 1961). Geograficamente las mayores areas cacaoteras en el mundo estan
concentradas entre los 10° de latitud Norte y al Sur del Ecuador, distribuidas en el Oeste
africano, América Latina y Sureste de Asia (Arévalo et al. 2004).

El cacao es un arbol que presenta un marcado dimorfismo de ramas. En una planta
que proviene de semilla hay un solo eje vertical, que al alcanzar de 1 a 1.5 m de altura
detiene el crecimiento apical y emite en la parte superior de 3 a 5 ramas laterales. Estas
brotan de yemas tan juntas que pareciera que salen del mismo plano y forman una
“horqueta”, cuando en realidad corresponden a nudos distintos, cuyo nivel de separacion es
muy corto. Para continuar el crecimiento vertical brota debajo de la horqueta una yema,
rara vez dos o tres, que se desarrolla en otro tallo ortotrdpico a cuyo extremo se detiene de
nuevo el crecimiento apical; se forma asi otro piso y continua asi el proceso (Leon 2000).

Este habito de ramificacion tiene importancia en la produccion de plantas por
estacas. Debido a que por lo comun los chupones adecuados para estacas son pocos en
relacion con los abanicos, la mayoria de las estacas se toman de las ramas de estos ultimos
y su crecimiento posterior con ramificacion baja, es muy diferente al que se presenta en una
planta procedente de semilla. Sin embargo, en una etapa posterior, una estaca de abanico
puede producir un chupén en su base y algunos cultivadores dejan que se desarrolle a costa
de la parte de abanico del nuevo arbol; de esta manera es posible obtener de una estaca de
abanico un arbol con crecimiento de tipo erecto (Hardy 1961).

Debido a que el explante a utilizar para la micropropagacion asexual de los clones

son las flores a continuacion se daré énfasis a esta parte de la planta.



2.3.2 Biologia de la floracion
Cuando las condiciones de temperatura y humedad son favorables hay floracion

durante casi todo el afio. Sin embargo, hay periodos de floracion maxima y minima
facilmente distinguibles, pero se carece de informacion precisa acerca de los factores que
controlan la periodicidad de la floracion (Hardy 1961).

Segun Leodn (2000) del gran ntimero de flores que produce el cacao menos del 5%
es fecundado y llega a dar fruto, debido basicamente a dos factores: Primero, es muy
frecuente que la planta sea incompatible y por lo tanto necesite de polen extrano para su
fecundacion; segundo, los mecanismos de polinizacion son poco eficientes. Esto ultimo
depende de los agentes de transmision de polen, la estructura de su flor y su biologia.

La polinizacion se efectua unicamente por medio de insectos. Segin datos
provenientes de investigaciones sobre cruzamientos, la estructura de la flor es tal que
solamente ciertos insectos pueden polinizarla de forma efectiva, y la mayoria son pequefios
mosquitos, comenzando por ciertos géneros de la familia Ceratopogonidae. Solamente una
pequetia porcion de las flores son polinizadas e inician el desarrollo en frutos (Lass y Wood
1975).

Si una flor no es polinizada se cae en el transcurso de 24 horas y una caracteristica
notable de la planta en ciertas épocas es la gran pérdida de flores. Un arbol completamente
desarrollado puede producir en un afio mas de 10.000 flores, de las cuales solo de 10 a 150
llegan a producir frutos maduros (Wood 1985).

Las flores se comienzan a abrir por la tarde y en las primeras horas de la mafiana
siguiente emiten polen y presentan estilos receptivos, pero la estructura de la flor parece
impedir la autopolinizacion, pues las anteras recurvadas hacia fuera estan rodeadas por las
conchas de los pétalos y separadas del pistilo por los estaminoides (Ledn 2000).

Segiin Wood (1985) la estructura de la flor y la adhesividad del polen excluyen la
posibilidad de lograr la polinizacion por el viento; la falta de aroma o néctar y la estructura
de la flor, con las anteras ocultas en los pétalos embolsados y el anillo de estaminoides que
dificultan el acceso a los estigmas, no son caracteristicas que faciliten la polinizacion
mediante insectos. Sin embargo, los 4caros son atraidos al tejido carnoso y de color purpura
que forman los estaminoides y a las “lineas de guia” de las conchas de los pétalos de los

cuales se alimentan.
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El mecanismo de incompatibilidad presente en el cacao hace que en ciertas plantas
el polen forme el tubo polinico pero sin llegar a fecundar los dvulos; esta incompatibilidad
puede ser total o parcial. Los tipos de cacao Trinitarios son en su mayoria
autoincompatibles, pero se fecundan con polen de arboles compatibles. Los cacaos
Amazonicos son también autoincompatibles en su area de origen, pero conforme se alejan
de ella, disminuye el grado de incompatibilidad. Estas diferencias hacen necesario tener en

una plantacion, arboles con distintas clases de compatibilidad (Ledn 2000).

2.3.3 Inflorescencia
Las flores del cacao se forman directamente del tronco principal y de las ramas

laterales, a este rasgo se denomina caulifloria. Los cojines florales ocupan posiciones
axilares a las hojas (Hardy 1961). En los troncos, y por la distorsion debida al crecimiento,
no es posible situar los cojines segun la filotaxia pero se ha probado que tienen una
distribucion en espirales siguiendo el orden de 3/8. En las ramas jovenes, aparecen una vez
que han caido y es mas facil determinar su caracter axilar (Leon 2000).

La inflorescencia es una cima dicasiforme, pero las ramas de la cima estan muy
reducidas o comprimidas en una estructura corta en forma de tallo. Con el transcurso del
tiempo, en el sitio de origen de la inflorescencia se produce un engrosamiento secundario
para formar el llamado “cojin”. Un cojin bien desarrollado puede contener un gran nimero
de flores a la vez (Wood 1985).

El cojin consiste en una base ancha, que es una ramilla de entrenudos acortados
considerablemente, con los nudos marcados por bracteas pequefias y caedizas. Se divide en
el apice en dos ramas, una de las cuales termina en dos pedicelos florales y la otra no se
desarrolla. Con frecuencia una de las flores crece mas rapido que la otra y pareciera que la
segunda fuera una rama de la primera. La inflorescencia es pues un dicasio y el cojin una
ramilla de entrenudos acortados (Leon 2000).

La base de un cojin floral es tan retorcida que gran parte del tejido, que de otra
manera se desprenderia y caeria, queda apresado contribuyendo a que se forme una especie
de nido apropiado para innumerables insectos diminutos. Los entrenudos que soportan las
flores tienen estipulas verdes las cuales son particularmente conspicuas cuando se

desarrolla la enfermedad denominada “Buba de los puntos verdes” (Hardy 1961).
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2.3.4 Estructura de la flor
La mayoria de los autores (Hardy 1961, Lass y Wood 1975, Wood 1985, Leon

2000) coinciden con la descripcion de las partes de la flor (Fig.1). Ellos mencionan que la
flor del cacao es de ovario supero con 5 loculos, tiene un pedicelo largo que varia de 1,3 a
3,0 cm. El céliz tiene 5 pequefios sépalos carnosos de color rosado o blanco, de 7 a 11 mm
de largo, pubescentes, que en la flor abierta se expanden formando angulo recto con el
peciolo. La corola consiste de 5 pétalos blancos de 6 a 8 mm de largo que alternan con los
sépalos formando una envoltura caracteristica. La base de cada pétalo es concava, de color
rosado, y alberga una antera; la parte superior del pétalo consiste de una conexion angosta
en la base y termina en una expansion rectangular amarilla que se dobla hacia fuera y hacia

atras.

Fuente: Toxopeus (1985)

Figura 1. Estructura de las partes de la flor de cacao.

El centro de la flor lo ocupa el tubo estaminal, compuesto por 5 estambres fértiles, cortos,
doblados hacia fuera, cada uno encerrado en la concha de un pétalo y 5 estaminoides
internos, agudos y largos de posicion erecta de color pardo que terminan en 3 aristas
punteadas. Los estaminoides forman un cilindro que rodea y protege el estilo. Los
estambres fértiles tienen 2 anteras con 2 sacos polinicos cada una, los granos de polen son
pequetios, con un diametro de 20 micrones, son binucleares y cada uno tiene 3 poros. El

ovario es un cuerpo ovoide, sipero, con 5 celdas, tiene placenta central en la cual hay de 30
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a 50 6vulos adheridos. El estilo es tubular, cilindrico y blanco, de 2 a 3 mm de largo y esta

constituido de 5 partes fusionadas, excepto en sus extremos en donde forma el estigma.

2.4 Enfermedades

En la mayoria de los paises productores de cacao uno de los factores mayormente
responsables de los bajos rendimientos es la falta de control de las enfermedades mas
destructivas; tales como, la moniliasis (Moniliophthora roreri), la escoba de bruja
(Moniliophthora perniciosa) y la mazorca negra (Phytophthora sp.). En los ultimos 15 afios
la rapida diseminacion de estas tres enfermedades unido a los precios inestables, ha
reducido la produccion del cacao en Centro y Suramérica y las islas caribefias cercanas en

mas de un 75% (Saunders et al. 2000).

2.4.1 Moniliasis

La moniliasis es causada por el hongo Moniliophthora roreri y es una de las
enfermedades mds importantes del cacao en América Latina, se caracteriza por atacar los
frutos en cualquier estado de desarrollo (Arévalo et al. 2004).

En los frutos pequefios la enfermedad se manifiesta mediante un secamiento
prematuro o por varios abultamientos en los cuales aparecen unas manchas de color café
sobre la zona deformada, posteriormente estas lesiones se unen cubriendo toda la mazorca y
8 dias después aparece el micelio del hongo en forma de un polvo blanquecino parecido a la
escarcha que cubre la mazorca, de ahi su nombre en inglés “Frosty pod” (Moreno et al.
1983; Lass 1985).

Segun Hardy (1961) y Moreno et al. (1983) los factores que favorecen la incidencia
de la enfermedad son las lluvias abundantes y frecuentes, la alta humedad relativa y alta
temperatura.

A la moniliasis se le considera uno de los factores limitantes de mayor importancia
en la produccion de cacao y desde su aparicion en Colombia en el siglo XIX (Phillips-Mora
2003) se ha extendido por toda Mesoamérica hasta llegar a México en 2005 (Phillips-Mora
et al. 2006). Esta enfermedad ha causado serios dafos econémicos en los principales paises

productores de América; por ejemplo, en Ecuador se reportan pérdidas desde 16 hasta 57%
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y en algunos casos provoco el abandono de plantaciones infectadas (Hardy 1961). En
Colombia, Moreno et al. (1983) mencionan destruccion de hasta un 95% de la produccion.
En una investigacion reciente (Aime y Phillips-Mora 2005) se secuencid varios
genes de las dos enfermedades mas devastadoras, como son la escoba de bruja y la
moniliasis y se logré determinar que los hongos causantes de estas enfermedades forman un

solo grupo dentro del orden Agaricales denominado Moniliophthora.

2.4.2 Escoba de Bruja

Esta enfermedad es causada por el hongo Moniliophthora perniciosa y después de
la moniliasis es la mas devastadora. La enfermedad se reconocié por primera vez en
Surinam en 1895 y poco tiempo después en la Guyana Britdnica. En Ecuador se registrd en
1922, en Trinidad en 1928, en Colombia en 1929, en Tobago en 1939 y en Granada en
1948 (Barros 1981).

Se sabe que infecta brotes, cojines florales y frutos, la infecciéon de brotes causa
deformaciones que aparentan escobas vegetativas. La infeccion en inflorescencias puede
ocurrir en flores individuales o puede destruir todo el cojin floral. Los cojines florales
infectados también producen escobas vegetativas. Los sintomas varian de acuerdo al estado
de las vainas, en los frutos aparecen manchas café oscuro o negras de forma circular y se
vuelven muy duras en la parte infectada (Andebrhan 1986, Moreno et al. 1983).

Bajo condiciones extremas la infeccion de las mazorcas y de los cojines florales
puede resultar en una pérdida hasta del 50% de la cosecha. Ademas puede darse infeccion
del tejido vegetativo, dando lugar a un crecimiento en forma de escoba y una pérdida
considerable de follaje. Esto tiende a incrementar las pérdidas de frutos, dificultando la
evaluacion del dafio total. La enfermedad no causa la muerte de los arboles, excepto en las
plantas joévenes que pueden morir a consecuencia de la destruccién de sus puntos de
crecimiento. Sin embargo, la enfermedad debilita considerablemente los arboles adultos
(Hardy, 1961).

En 1989 la enfermedad de escoba de bruja se identifico en Bahia, principal region
cacaotera del Brasil. En menos de 10 afos, del periodo 1987-1988 la produccion bajo de

383,000 toneladas a 150,000 toneladas para el periodo 2002—2003. Por consiguiente, Brasil
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después de ser el tercer pais productor mundial de cacao paso a ser el quinto (Kilaru y

Hasenstein, 2005).

2.4.3 Mazorca Negra

Esta enfermedad es también conocida como podredumbre negra. El agente causal en
la mayoria de los paises, incluido Costa Rica es Phytophthora palmivora y se le considera
un problema econdémicamente serio (Evans y Prior 1987, MAG 1991). A diferencia de las
dos anteriores, esta enfermedad se encuentra también fuera del continente americano, ya
que ha sido reportada en varios paises de Africa (Wood 1985). Se mencionan otras especies
de Phytophthora, por ejemplo, en Guinea, Gabon y Malasia se encontrd P. megakarya; en
México, Guatemala y El Salvador se detectd P. capsici; en Brazil la especie mas comun es
Phytophthora citrophthora (Kellam y Zentmyer 1986, Lass 1985).

Esta enfermedad ataca los cojines florales, los frutos y el tronco, produciendo
manchas pardas de contornos uniformes sobre la superficie del fruto. En el tronco y las
ramas causa un cancer rojo, en los brotes y chupones se produce un marchitamiento y en las
hojas se forman manchas color café oscuro en los extremos (Moreno et al. 1983, Soberanis
et al. 1999).

Segtin Arévalo et al. (2004) la principal consecuencia se da cuando los frutos son
atacados. Se ha observado que la incidencia varia entre 10 y 95%, dependiendo de la

humedad del sitio (Wood 1985).

2.5 Diversidad genética

La diversidad genética de las poblaciones cultivadas de cacao es tan amplia que
antes se consideraba que incluia tres especies distintas: Theobroma cacao que agrupa a los
Criollos, Theobroma pentagona llamados Lagarto y Theobroma leiocarpa conocidos como
Calabacillo (Leon 2000). Ademas existen otras especies que no se cultivan en areas grandes
pero que tienen valor por el uso doméstico que se les asigna en algunos paises o regiones.
Asi tenemos, T. bicolor, conocida desde Brasil hasta el Sur de México; T. angustifolium,
cultivada en Centroamérica y el Sur de México; T. grandiflorum, plantada en Brasil en los
estados de Para y Maranhao; T. gileri, que se encuentra en estado silvestre en el Occidente

de Colombia y al Norte de Ecuador (Moreno 1983).
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La clasificacion del cacao con valor comercial méas aceptada es la de Cheesman
(1944) aunque ¢l reconoce la dificultad de aplicar el término de variedad y prefirio hablar
de poblaciones, sugiriendo la siguiente terminologia:

+ Criollos Centroamericanos (T. cacao subsp. cacao)
+ Forasteros Amazonicos (T. cacao subsp. sphaerocarpum)

+ Trinitarios (Hibridos de los dos grupos anteriores)

2.5.1 Criollos

El centro de origen de este grupo es el Alto Amazonas. Los Criollos fueron

probablemente domesticados por los Mayas y podrian subdividirse en dos grupos:
+ Criollos Centroamericanos
+ Criollos Suramericanos (Wood 1985)

Segiin Moreno et al. (1983) los Criollos se caracterizan por ser un arbol
relativamente alto con ramas que forman dngulo muy agudo hacia arriba; los frutos son
grandes y alargados, con céscara rugosa, delgada y suave, con diez surcos bien marcados.
Generalmente el extremo inferior del fruto es puntiagudo y a veces torcido. El color del
fruto es verde o rojo antes de madurar. Cada mazorca puede contener entre 20 y 30 semillas
de color crema o violeta y son mas gruesas que las de los demas cacaos. A pesar de que se
considera que este tipo de cacao es el que da el chocolate de mejor calidad a nivel mundial,
hoy en dia casi no se cultiva, quizas esto se debe a que son poco vigorosos, poco
productivos, susceptible a enfermedades y se desarrollan muy lento (Toxopeus 1985, Wood
1985).

A este grupo pertenecen los cacaos criollos de México, el “Cacao Real” de
Nicaragua, el “Porcelana” de Venezuela, el “Comun” o “Real” de Colombia, el “Lagarto” y

“Pentagona” de Centroamérica (Moreno et al. 1983).

2.5.2 Forasteros

Este grupo tiene su origen en el Amazonas e incluye poblaciones silvestres,
semisilvestres y cultivadas. Estos se caracterizan por sus mazorcas verdes que al madurar se
tornan amarillas, su céscara es lisa y extremadamente dura, cada mazorca tiene mas de 30

semillas de color violeta oscuro o purpura de forma aplastada (Toxopeus 1985).
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A este grupo pertenecen los cacaos de Brasil (“Comun”, “Pard”, “Maranhao”,
“Almeida” y “Catongo”), Costa Rica (“Matina”), México y Guatemala (“Ceilan”),
Colombia (“Pajarito”), Venezuela (“Forastero” de Barlovento y “Camacita”), Ecuador
(“Nacional” o “Arriba”) y Brasil y el este de Africa (“Amelonado”), éste tltimo es el tipo
de cacao mas extensamente sembrado (Moreno et al. 1983), debido posiblemente a que son

arboles muy vigorosos y poseen resistencia a varias enfermedades (Lanaud et al. 2000).

2.5.3 Trinitarios

Este grupo es el resultado del cruzamiento natural entre los tipos Criollos y
Forasteros (Wood 1985). Segiin Toxopeus (1985) los Trinitarios tienen caracteristicas
intermedias entre estos grupos, y no se encuentran en estado silvestre, el primer cruce que
fue encontrado en Trinidad dio arboles muy vigorosos, productivos y resistentes, estas
caracteristicas continuaron por unas pocas generaciones, pero en generaciones posteriores
el vigor declind.

La diversidad del Trinitario fue estudiada por Motamayor et al. (2000) mediante la
utilizacion de marcadores moleculares y determinaron que la mayoria de los Trinitarios (p.
ej. UF, ICS, UIT) son muy heterocigotos, lo cual coincide con el origen del hibrido; sin
embargo, hay algunas otras poblaciones que muestran un alto grado de homocigocidad,

debido posiblemente a un aislamiento geografico.

2.6 Mejoramiento genético

Las introducciones sucesivas de cacaos Forasteros y Trinitarios en los cacaotales
han ocasionado una gran variabilidad genética en las plantaciones colocando en riesgo de
desaparicion a los genotipos Criollos menos vigorosos y productivos y mas sensibles a
enfermedades. Varios cientos de afios de cruzamientos espontaneos con la intervencion mas
reciente del mejoramiento genético dirigido hacia el aumento de la productividad y no
hacia el mantenimiento de la calidad, fueron la base de esta problematica (FONCACAO
1994).

El cacao es un cultivo relevante para miles de pequefios productores alrededor del
mundo; sin embargo, ha sido muy afectado por el grave impacto que han tenido las

enfermedades fungosas en su produccion, las cuales segiin Taylor (1998) han llegado a
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generar pérdidas de 810.000 toneladas, por un valor econémico de 761.000.000 de dolares.
Para reducir las pérdidas los agricultores han recorrido al control quimico; sin embargo,
esta practica no es muy recomendada por los altos costos y el riesgo asociado de
contaminacion de las semillas, ambiental y humano (Bowers y Bailey 2004).

Por tal motivo es que una de las formas de control mas apropiada seria el uso de
genotipos resistentes; sin embargo, segun Arévalo et al. (2004) hasta el momento no se ha
conocen genotipos de cacao con resistencia a las tres principales enfermedades del cacao,
(moniliasis, escoba de bruja y mazorca negra); no obstante, existen clones con diferentes
grados de tolerancia que podrian utilizarse en un plan de mejoramiento genético (Rondon
2000, Phillips-Mora et al. 2005, Surujdeo-Maharaj et al. 2001).

En este sentido hay algunos paises que estan realizando esfuerzos en mejoramiento
genético, tal es el caso de Costa Rica, Colombia, y Ecuador; ellos estan seleccionando
genotipos resistentes o tolerantes a M. roreri y distribuyendo nuevos clones a los
agricultores (Bowers y Bailey 2004).

En Costa Rica desde 1996 el Centro Agrondmico Tropical de Investigacion y
Ensefianza (CATIE) inicié un proyecto de mejoramiento genético del cacao cuyo objetivo
es la seleccion de hibridos y clones de alta productividad y resistencia a enfermedades
(Phillips-Mora, 1996).

Después de evaluar por varios afios el desempefio de los materiales se ha
demostrado que la utilizacion de genotipos que combinan caracteristicas deseables como la
alta produccién y la resistencia a enfermedades, pueden reducir significativamente la
incidencia de la enfermedad e incrementar los rendimientos. Asi, en la costa Atlantica de
Costa Rica bajo una alta presion de indculo natural de M. roreri se observo que clones con
una moderada resistencia al hongo como CC-137 y EET 183 registraron incidencias
menores al 45% y una produccion (promedio de 7 afnos) de 998 kg/ha respectivamente, en
tanto que clones internacionalmente difundidos como Pound-7, UF-613 y Catongo tuvieron
una incidencia superior al 84% y producciones que no superaron los 178 kg/ha (Astorga
2001, Phillips-Mora et al. 2005). En estudios recientes se ha podido determinar que uno de
los clones, el ICS-95 mostrd resistencia a 7 aislamientos genéticamente diversos de
Colombia y logr6 alcanzar una excelente producciéon de 60 mazorcas por arbol por afo

(Phillips-Mora et al. 2005).
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El mejoramiento genético orientado a minimizar el impacto de las enfermedades
puede ser una de las estrategias mds seguras para reducir pérdidas en el campo, esta forma
de resistencia es menos vulnerable a cambios adaptables por los patdgenos. Por ejemplo en
Ecuador, las pérdidas por M. roreri fueron mas bajas en los arboles con una alta proporcion
de frutos totales a la madurez durante los meses posteriores a la estacion seca o la estacion
himeda temprana, evitando asi condiciones que favorezcan el desarrollo de la enfermedad
(Evans et al. 1977).

Dada la situacion actual, es obvio que cualquier esfuerzo por reducir las pérdidas
provocadas por las enfermedades seria un logro significativo. Pero no solamente las
enfermedades son un factor limitante de la produccion de cacao; por ejemplo, Espinal et al.
(2005) consideran que las variables que explican la disminucidon de la produccién en
Colombia estan sustentadas en los menores rendimientos por hectarea y la disminucion del
area sembrada, que a su vez son el resultado del envejecimiento de los cultivos, debido a la
falta de renovacion, la ausencia de mejoramiento genético, la presencia creciente de
enfermedades que atacan los cultivos y la falta de capacitacion del capital humano que
permita una mayor transferencia de tecnologia.

En afios recientes se han iniciado proyectos con el fin de identificar, por diferentes
medios, materiales de mejor calidad agrondémica, con el fin de promover el aumento de su
frecuencia, al mismo tiempo que se introducen tecnologias de manejo agrondémico con fines
de disminuir los efectos de los factores que puedan estar incidiendo negativamente en la
produccion por unidad de area y total (Saunders et al. 2000, Lanaud 2000, Ahnert 2000,
Lanaud et al. 2000).

La unica forma de producir arboles de alta calidad uniforme es por la propagacion
vegetativa la cual reproduce exactamente las caracteristicas del arbol paternal. Un numero
de métodos de propagacion vegetativa han sido desarrollados; tales como, injertos,
enraizamiento de estacas, acodos y cultivo de tejidos (Bowers y Bailey 2004).

Para el cacao, el uso del cultivo de tejidos podria tener muchas ventajas, ya que, es
un método seguro para distribuir material genético entre paises. También el cultivo de
meristemos podria proporcionar plantas libres de virus y otras enfermedades. Ademas,
permitiria el aumento rapido de padres recientemente seleccionados para jardines

semilleros o de descendencia para los semilleros de injerto (Wood 1985).
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2.7 Métodos de propagacion del cacao

2.7.1 Propagacion sexual

El cacao ha sido propagado comunmente por semilla debido a que es la manera mas
sencilla y barata. Es la forma mas antigua y comun para el establecimiento de plantaciones
de cacao pero se obtiene una gran variabilidad de arboles, por lo que no se recomienda su
utilizacion salvo cuando se utilicen semillas de elevada calidad. En los ultimos afios se han
recomendado la siembra de semilla certificada, debido al buen comportamiento de los
arboles provenientes de semilla de polinizacion controlada, usando clones seleccionados.
La semilla hibrida se produce mediante la polinizacion en forma controlada de las flores de
los clones seleccionados. Los hibridos producidos de esta manera, han mostrado una gran
precocidad en la fructificacion y un desarrollo vigoroso de las plantas (Wood y Lass 1985,

Moreno 1983, Hardy 1961).

2.7.2 Propagacion asexual

La propagacion asexual o vegetativa juega un rol importante para reproducir con
fidelidad las caracteristicas deseables de un arbol o grupo de arboles seleccionados.

En el caso del cacao, especie perenne, aldgama y con un ciclo de mejoramiento
considerablemente largo (15 afios), la propagacion vegetativa se practica tradicionalmente
mediante el enraizado de ramas y el injerto de yemas. Sin embargo, ambas técnicas
presentan eficiencia variable, requieren de jardines clonales para producir suficiente
material para la propagacion y usualmente un alto costo por planta obtenida, por lo que su
utilizacion es muy limitada. Como resultado de programas de mejoramiento genético
desarrollados en diversos centros de investigacion del mundo, existe una cantidad
considerable de genotipos mejorados; sin embargo, una de las mayores limitantes para
aprovechar este germoplasma es la falta de métodos de clonacion masiva de las plantas
seleccionadas, eficientes tanto desde el punto de vista econémico como agrondmico

(Lopez-Baez et al. 2000a, Astorga 2001).

2.7.2.1 Propagacion por injertos
La propagacion del cacao por injerto, tiene la finalidad de multiplicar arboles con

buenas caracteristicas para conservar fielmente esas caracteristicas (Moreno et al. 1983)
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El injerto del cacao debe realizarse en patrones vigorosos y sanos obtenidos de
semilla, desarrollados en recipientes o en el campo. Los arboles mas viejos se pueden
injertar, siempre que los injertos se hagan en varetas jovenes ya presentes o en brotes que se
producen después de que las plantas han sido podadas hasta una altura de 30 a 50 cm.
(Wood 1985).

Los tipos de injerto mas comunes son los de pta central, pta lateral y parche. La
seleccion del método obedece a criterios de costo y la disposicion de asumirlos (Adriazola
2003). El Instituto de Cultivos Tropicales del Pert recomienda el uso del injerto tipo pua
lateral o central con sus innovaciones, por haber demostrado mayor prendimiento en el
campo, por su facilidad de ejecucion y disponibilidad del material vegetativo, por cuanto
puede utilizarse brotes terminales e incluso tejidos maduros (ICT 2003).

En CATIE desde hace varios afios se ha venido trabajando con éxito la propagacion
vegetativa via injerto. El tipo de injerto utilizado es el de parche o yema. Los patrones que
se usan son: IMC—67; PA—132; UF-613; EET—400; PA 121 y SPA-9 ya que ¢stos
presenten resistencia a la enfermedad conocida como mal del machete (Ceratocystis
cacaofunesta). El patron esta listo para injertarse entre el primer y el quinto mes de edad. El
injerto se realiza por debajo del nudo cotiledonar. La yema debe tener un tamafio menor
que el de la lengiieta para que las superficies entren por encima del injerto, de manera que
quede suficientemente ajustado. Luego se amarra con cinta plastica o parafilm para
proteger el injerto de enfermedades. De quince a dieciocho dias después se quita la cinta.
Se comprueba si el injerto prendidé raspando la corteza de la yema injertada; es positivo si
aparece el tejido de color verde, en los injertos que se logra prendimiento se decapita el
patron dejando de dos a cuatro hojas para favorecer el prendimiento definitivo y evitar
enfermedades. El prendimiento en esta etapa es del 70%; los injertos que no han mostrado
reaccion se dejan por tres meses, en ausencia de brotacion se eliminan. De tres a cuatro
meses después, se realiza un corte definitivo al patron y se aplica una pasta cicatrizante a
base de cobre. Las plantas injertadas deben recibir todos los cuidados minimos de
fertilizacion, riego, combate preventivo de plagas y deshierbas manuales durante el periodo
de desarrollo del injerto. De cinco a seis meses después de realizado el injerto, la planta esta
lista para el trasplante a campo. El costo de produccion de un injerto es de $1.8

(Comunicacion personal, Ing. Antonio Mora CATIE).
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2.7.2.2 Propagacion por estacas

El método de propagacion por estacas o ramillas consiste en la utilizacion de las
ramas de un arbol seleccionado con hojas adultas sanas, con condiciones especiales de
vigor, de color pardo y sin flores. Preferiblemente deben colectarse en las mafanas,
debiendo ser cortadas en el extremo en forma perpendicular a medio centimetro del nudo.
Las estacas o ramillas deben tener como minimo tres hojas que se cortaran a 1/3 de la
superficie foliar (PROAMAZONIA, 2004). La rama se somete a un tratamiento especial
para inducir la formacion de raices. La estaca requiere ademas, un manejo adecuado de
sombra, temperatura, humedad, riego, sustrato y reguladores de crecimiento. Las estacas se
deben colocar en propagadores, que pueden ser hechos de cemento, ladrillo o madera, entre
otros materiales. (Moreno et al. 1983, Hardy 1961).

Este sistema es ampliamente utilizado en Ecuador y principalmente Brasil. En este
ultimo pais se ha reportado multiplicaciones masivas a escala semi-industrial en biofabricas
con alta capacidad de produccion. El procedimiento ha sido estandarizado para la
utilizacion de la parte no lefiosa de ramas plagiotropicas, éstas se cortan a 30 cm. de los
apices terminales conservando 2/3 de las laminas de hoja y el brote terminal. El material se
coloca dentro de cajas de poliestireno, se hidratan y se transportan al invernadero. Las
estacas se colocan en tubos que contienen 288 ml de sustrato enraizador, compuesto por 50
% de un producto comercial que contiene vermiculita, perlita y el polvo de la céscara de
pino y 50 % de fibra de coco. La base de la ramilla es tratada con una solucién de 4cido
indolbutirico (IBA) de 6,000 p.p.m. Al sustrato son afiadidos 300 g de cada uno de dos
fertilizantes (10-06-20 y 14-16-18 de NPK, respectivamente). Los tubos son colocados bajo
sombra del 70% y un régimen de riego de 4-5Smm cada 30 segundos durante 60 dias. Al
final de este periodo las raices normalmente pueden ser vistas creciendo fuera de los tubos.
Producir una estaca enraizada lista para la siembra en campo toma en promedio de cuatro a
cinco meses, dependiendo del tipo de reproduccion y el clima. La produccién varia de
2,000 a 2,500 estacas por dia (Palacios et al. 2000).

Recientemente, en CATIE se han iniciado investigaciones en la propagacion
vegetativa por ramillas utilizando como base la metodologia descrita por Palacios et al.
(2000). Se evaluaron en distintos ensayos: tipos de sombra, tipo de explantes, formas de

aplicacion de hormona, tipo de sustratos y varios clones seleccionados por el CATIE. Los

22



resultados evidenciaron que la condicion més favorable para la propagacion del cacao fue
un nivel de sombra cercano al 50%, un régimen de riego de poca intensidad pero de alta
frecuencia. También se determind que no hay diferencias en el tipo de explante ni en el
sustrato, aunque se recomienda el sustrato tierra-aserrin complementado con fertilizante
porque favorece la propagacion. Por otra parte se determind un efecto genotipico en la
eficiencia de la propagacion siendo mas sencillos de propagar los clones CCN-51, PMCT-
58 y ICS-95; los de facilidad intermedia: EET-183, PA-169 y CATIE R4 y los de mayor
dificultad: CATIE R6, UF-273 Tipol y CC-137 (Mata 2006).

Los inconvenientes de este tipo de propagacion son los elevados costos de obtencion de
material vegetal y de cuidado de los arboles (Wood 1985, MAG 1991, Arévalo 2004);
ademads, su crecimiento ortotropico obliga a realizar podas periddicas para dar forma al

arbol (Masseret et al. 2005).

2.7.2.3 Propagacion in vitro

El cultivo in vitro de plantas se realiza colocando bajo condiciones asépticas,
fragmentos de la planta de las cuales regeneran nuevas plantas. Estos fragmentos de tejido
son llamados comunmente explantes y la parte de la planta de la cual son obtenidos va a
depender de la metodologia de multiplicacion utilizada y de la cantidad de plantas que se
desea producir (Evans et al. 1984).

El uso de técnicas de reproduccion asexual tal como el cultivo de tejidos, permite la
reproducciéon masiva en poco tiempo, lo que lo convierte en un buen instrumento para
agilizar los trabajos de mejoramiento genético. Ademas el cultivo de tejidos es una
excelente herramienta para la conservacion de los recursos fitogenéticos, porque permite
mantener el material libre del ataque de plagas y enfermedades, sin riesgo de pérdida por
desastres naturales, ocupando el espacio minimo y facilmente disponible para su
caracterizacion, multiplicacion e intercambio, ademds ofrece la posibilidad de mantener
plantas libres de virus, con un alto indice de multiplicacion, independientemente de las
condiciones climaticas (Villalobos et al. 1991).

La principal ventaja del cultivo in vitro como via de propagacion, es la produccion
uniforme de plantas que conservan los mismos caracteres de la planta de origen (Lopez-

Baez et al. 2000a).
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2.7.2.4 Embriogénesis somatica

Dentro de las técnicas de cultivo in vitro la embriogénesis somatica se presenta
como una herramienta muy valiosa para la multiplicacion de plantas.

La embriogénesis somatica fue reportada por primera vez por Reinert (1958) y
Steward (1958) en zanahoria. Sus trabajos se establecieron a partir del postulado de
Haberland de 1902 que establece que "cualquier célula vegetal, cuando es expuesta a un
ambiente y estimulos apropiados es capaz de regenerar una planta". Segun el concepto de la
totipotencia celular cualquier tejido puede dar origen a una planta completa, si las
condiciones ambientales pueden ser reguladas adecuadamente.

La embriogénesis somatica es una herramienta muy util para la propagaciéon de
plantas y consiste en la habilidad de las células competentes para cambiar su ruta de
diferenciacion a fin de convertirse en embriones somaticos (Williams y Maheswaran 1986).

La embriogénesis somadtica es un nuevo avance en la tecnologia de propagacion
vegetativa para las plantas, que tiene un impacto importante en el mejoramiento y
multiplicacion de plantas (Park, 2002; Sutton, 2002). Es un método muy eficiente para
reproducir plantas de mejoramiento genético y ofrece el potencial para la conservacion y la
produccion de un numero ilimitado de plantas. Se cree que los cultivos embriogénicos tarde
o temprano eventualmente se pudieran utilizar en la produccidon comercial de arboles. Sin
embargo, son necesarias tasas considerablemente mayores de produccion y sistemas de
manejo en gran escala para utilizar la embriogénesis somatica para la produccion en masa
de las plantas (Sutton, 2002). Para un cambio en la escala de produccién pueden ser usados
el cultivo en medio liquido (p. ej. bioreactores), la siembra directa en invernadero o en
campo como semillas artificiales (Merkle et al. 1990). Tales caracteristicas hacen probable
que las plantas producidos via embriogénesis somatica tenga costos perceptiblemente mas
bajos por unidad que los producidos usando otros sistemas de micropropagacion (Merkle,
1995).

Las limitaciones principales al uso de embriogénesis somdtica para la propagacion
son las tasas de multiplicacion bajas, la frecuencia de produccion de variantes
somaclonales, la maduracion incompleta, la germinacion baja y no sincronica y el nimero

bajo de vitroplantas sembradas en campo (Merkle, 1995).
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2.8 Cultivo de tejidos en cacao

La reproduccion vegetativa in vitro del cacao tiene ciertas ventajas: un coeficiente
elevado de multiplicacion, mejor enraizamiento y una posibilidad de reversion de la
plagiotropia a la ortotropia (Dublin, 1984); ellas contribuirian a su mejoramiento genético
mediante una nueva evaluacion de la seleccion clonal. La micropropagacion del cacao
facilitaria los intercambios de material vegetal, la creacion de colecciones de germoplasma
in vitro para salvaguardar los recursos genéticos de la especie, hoy amenazados por varias
enfermedades (Mroginski et al. 1991)

El cacao como la mayoria de los arboles tropicales es recalcitrante al cultivo de
tejidos debido a que son pocos los resultados satisfactorios los que se han logrado desde
que Archibald (1954) inici6 la investigacion de micropropagacion en cacao, logrando la
formacion de callo a partir del cambium vascular, pero no logr6 obtener plantas.

También se han utilizado otras vias como: el cultivo de dpices caulinares de plantas
jovenes en medios de cultivo con diferentes reguladores de crecimiento, pero solamente se
obtuvo escaso desarrollo de brotes y el alargamiento de unas hojas (Orchard et al. 1979,
Passey y Jones 1983), explantes nodales y yemas axilares cultivados en medio basal simple,
que produjeron una generacion de brotes (Janick y Whipkey 1985, Maxwell y Blake 1984)
cultivo de microestacas en diferentes medios basales con diferentes combinaciones de
temperatura y luz, solamente se obtuvieron callos (Hall y Collin 1975, Legrand et al. 1984).

Mas tarde, también utilizando microestacas Lardet et al. (1998) evaluaron
promotores/inhibidores de crecimiento endogenos en los brotes, etapas morfogénicas y la
posicion de brote sobre la rama de cacao, lograron la capacidad de apertura y el
alargamiento in vitro de brotes en una fase de crecimiento activo. Recientemente se ha
utilizado el cultivo de embriones zigdticos (Omokolo et al. 1997) (Traore et al. 2003); sin
embargo, en todos estos trabajos no se llegd a la obtencion de plantas, ya que se logrd
solamente la formacion de callos o el crecimiento de brotes, sin llegar a sembrar plantas en
el campo.

Por otra parte, también se ha utilizado la técnica de microinjerto de embriones
somaticos, evaluando el uso de IBA para inducir el desarrollo de raices adventicias y su
efecto sobre el desarrollo del injerto; asi como la respuesta de la presencia o ausencia de

cotiledones del embrion soméatico sobre el prendimiento del injerto. Esta practica permitid
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el desarrollo de los embriones en plantas, su aclimatacion y plantacion en suelo (Aguilar et
al. 1992).

La técnica mas exitosa para obtener la micropropagacion de plantas ha sido la
embriogénesis somatica de piezas florales de cacao, ya que mediante esta técnica se ha
llegado a la obtencion de plantas aclimatadas, inclusive han llegado a ser sembradas en el

campo (Lopez-Baez et al. 1993).

2.8.1 Embriogénesis somatica de cacao

La embriogénesis somatica en cacao fue descrita inicialmente por Esan (1977) y
luego por Pence et al. (1979). La embriogénesis somatica y la formacion de embriones
asexuales, se logr6 a partir de embriones cigéticos inmaduros, aunque no se llegd a obtener
plantas completas (Esan 1977, Pence 1979, Kononowicz et al. 1984, Adu-Ampomah et al.
1988, Sondahl et al. 1988, Villalobos et al. 1990). Sin embargo, estos métodos no
reproducian clonalmente las plantas adultas de interés debido a que la embriogénesis
somadtica era inducida a partir de embriones zig6ticos producidos por polinizacion cruzada.
Subsecuentemente los esfuerzos se dirigieron hacia cultivo de tejidos somaticos evaluando
diferentes explantes como las hojas (Litz 1986); la nucela y el tegumento interno de las
mazorcas inmaduras (Chatelet et al. 1992, Figueira et al. 1993, Sondahl et al. 1993)
confirmaron la formacion de callos y embriones somaticos utilizando este explante.

Si bien se pueden obtener embriones a partir de cotiledones por via directa, su
cantidad es muy baja, estando en presencia de una embriogénesis de baja frecuencia.

Se ha obtenido un sistema eficiente de embriogénesis somatica a partir del cultivo
de pétalos y estaminoides. Estos explantes son los que mayor importancia tienen para la
micropropagacion del cultivo, ya que al ser el cacao una planta alégama, los cotiledones
llevan implicita una variabilidad natural producto de su cruzamiento, aunque los mismos se
pueden utilizar cuando se parte de cruzamientos conocidos. El protocolo de induccion de la
embriogénesis somadtica mas eficiente es el que utiliza el medio DKW, adicionando
tidiazuron y glucosa como fuente de carbono en la primera parte del proceso. Esos
resultados constituyen una de las principales tendencias en las investigaciones de la
embriogénesis en cacao en este momento en el mundo (Lopez-Baez et al. 1993, Li et al.

1998, Maximova et al. 2000).
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Mas recientemente Lopez-Baez et al. (2000) usando un medio de cultivo basado en
las sales minerales MS modificadas, adicionando 2,4-D y 2,4,5-T y quinetina, un complejo
hormonal diferente al utilizado por otros investigadores (Li et al. 1998, Maximova et al.
2000) que también utilizan explantes florales en la induccidon de la embriogénesis, lograron
la produccion de embriones en 12 genotipos diferentes, logrando los mejores resultados con
la utilizacion de 2,4-D. También determinaron la importancia de estudiar la fuente de
carbono ya que tanto la sacarosa como la glucosa provocaron una buena callogénesis
primaria, no asi la maltosa. Ademas determinaron un efecto positivo de la incorporacion de
un pretratamiento de los explantes florales a bajas temperaturas antes de la siembra.

Resultados similares en cuanto a la fuente de carbono y reguladores de crecimiento
fueron reportados por Furtek et al. (2000), Tan et al. (2000) y Chanatasig (2004) en todos
los casos mencionan un fuerte efecto genotipico. Los resultados indicaron que es necesario
optimizar el proceso para cada genotipo de interés de manera individual con el proposito de
obtener las mas altas tasas de éxito.

Por lo tanto queda en evidencia la necesidad de continuar la investigacién en la
embriogénesis somatica de cacao haciendo énfasis en el estudio de factores quimicos como
las sales minerales, la fuente y concentracion de carbono y de los reguladores de
crecimiento; asi como también, factores fisicos como la temperatura ya que estos son claves

para lograr el éxito en la micropropagacion de cacao.

2.8.2 Evaluacion en campo de las plantas producidas por embriogénesis somatica

La embriogénesis somatica todavia no es aplicable como método de propagacion a
gran escala en cacao; sin embargo, es muy importante tener una completa validacion de la
conformidad genética de las plantas producidas por embriogénesis somatica en ensayos de
campo de largo plazo considerando evaluar la morfologia de los arboles, su calidad
agrondémica y cualidades organolépticas (Masseret et al. 2005).

El Centro de Investigacion de Nestlé en Tours, Francia inicio en el afio 2000 dos
ensayos de campo con materiales producidos por métodos asexuales, dentro de los cuales
crecen plantas producidas por injerto, enraizamiento de estacas y embriogénesis somatica;
ademas, se utiliz6 una plantaciéon comercial de arboles provenientes de semillas de los

mismos clones evaluados como testigo. Estos ensayos se llevaron a cabo en Ecuador con el
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clon EET-95 y en Brasil con los clones EET-95, EET-96, EET-103 y TSH-1188. Después
de cuatro afios de evaluacion se determind que los arboles provenientes de embriogénesis
somatica de todos los genotipos evaluados mostraron un alto grado de conformidad en el
crecimiento, arquitectura del arbol, floracion, peso de la semilla y productividad. La
comparacion de los diferentes métodos de propagacion evidencid que los arboles
producidos por embriogénesis somatica tenian una ventaja significativa en el diametro del
tronco, una fructificacién mas temprana y una productividad cuatro veces mayor que los
arboles producidos por los otros métodos de propagacion, el peso de las semilla fue similar.
Esto combinado con una alta uniformidad de las plantas podria conferir un beneficio
comercial significativo para el productor, por encima del costo de las plantas derivadas de

embriogénesis somatica (Masseret et al. 2005)

28



3.1 MATERIALES

3.1.1 Localizacién del estudio

3. MATERIALES Y METODOS

La investigaciéon se realizd en los laboratorios de Biotecnologia del Centro

Agronomico Tropical de Investigacion y Ensefianza (CATIE) ubicado en Turrialba, Costa

Rica.

3.1.2 Material Vegetal

Para realizar la investigacion se utilizaron botones florales de 7 clones de cacao

(CC-137, EET-183, ICS-95, UF-273, CATIE R4, CATIE R6 y CATIE R7) procedentes de

la Coleccion de Germoplasma del CATIE ubicada en La Montafia y Cabiria, algunas de sus

caracteristicas se mencionan en el cuadro 1. La coleccion estd a 602 msnm y posee una

temperatura anual promedio de 21.8° C, humedad relativa de 88.1%, y precipitacion

mensual promedio de 225,0 mm (CATIE 2007).

Cuadro 1. Principales caracteristicas agronémicas de los clones seleccionados por el
Programa de Mejoramiento Genético del CATIE

' CLONES
CARACTERISTICA | ICS- | CC-137 EET- UF-273 | CATIE | CATIE | CATIE
95 183 R4 R6 R7
) T&T C.Rica | Ecuador | C.Rica | C.Rica | C.Rica | C.Rica
Origen
Reaccion a:
. R! MS MS R R R R
M. roreri
M. perniciosa T L? .? L? L? L? L?
P. palmivora S S MS S S MS MS
Color del fruto Rojo Verde Verde Rojo Verde Verde .?
Productividad Med Alta Alta Med Alta Alta Alta

' R: Resistente, MS: Moderadamente Susceptible, T: Tolerante, S: Susceptible

Fuente: Chanatasig 2004, Phillips-Mora et al. 2005, Arciniegas 2005, International Cocoa Germoplasm

Database.
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Estos clones han sido seleccionados por el Programa de Mejoramiento Genético del CATIE

por su buena productividad, tolerancia a moniliasis y adaptabilidad a diferentes ambientes.

3.2 METODOLOGIA

Para las diferentes fases de la embriogénesis somatica de los siete clones de cacao
seleccionados se utilizaron dos metodologias: la utilizada en Penn State University descrita
por Lopez-Baez (1993) y mejorada por Alemanno (1995) y Li et al. (1998); y la
desarrollada por el Centro de Investigacion de la Nestlé en Tours, Francia (Fontanel et al.

2002).

3.2.1 Medios de cultivo

La mayoria de los medios de cultivo utilizados en este estudio tenian como base las
sales minerales del medio de cultivo de DKW descrito por Driver y Kuniyuki (1984) y
Tulecke y McGrahan (1985). Los medios de cultivo del protocolo de Penn State University
son los medios PCG (Primary Callus Growth) de induccion de la embriogénesis somatica,
ED (Embryo Development) para el desarrollo de los embriones y PEC (Primary Embryo
Conversion) para la conversion de embriones en plantas. El medio SCG1 (Secondary
Callus Growth) para la expresion de la embriogénesis somatica estd constituido de las sales
minerales de McCown's (Lloyd y McCown’s 1980). Los medios utilizados del protocolo
del laboratorio de la Nestlé son el NT1 como medio de induccion, NT2 como medio de
expresion, y los medios para el desarrollo de embriones (G-80) y conversion en planta
(ENR6) (Anexo 2). En todos los medios el pH se ajusté a 5,8 £ 0,1 y posteriormente se
esterilizaron a una temperatura de 121°C y una presion de 1,2 bares por un periodo de 20

minutos.

3.2.2 Colecta y desinfeccion de los explantes

Para la induccion de la embriogénesis somatica de los clones CC-137 y EET-183 se
utilizaron las flores provenientes de los arboles del ensayo T3 “Evaluacion de seis clones
con distinta susceptibilidad a moniliasis”; para los genotipos CATIE R7 y UF-273 Tipo I se
utilizaron flores del ensayo T6 “Jardin de Yemas”; para los clones CATIE R4 y CATIE R6

se tomaron las flores del “Ensayo de Calidad (T7 y T8)” todos estos ubicados en La
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Montafa. Para el clon ICS-95 se utilizaron las flores de los arboles de la coleccion de cacao
situada en Cabiria.

Los botones florales de los siete clones se recolectaron en el campo entre las 7'y 8
de la manana y se llevaron al laboratorio en un recipiente con agua fria. La desinfeccion
consistié en un lavado superficial con agua no estéril, posteriormente las flores se colocaron
en una malla de plastico y se sumergieron en una solucion de hipoclorito de sodio al 5%
(v/v) durante 20 minutos. Posteriormente dentro de la cdmara de flujo laminar se realizaron

3 lavados con agua destilada estéril.

3.2.3 Fase de induccion y expresion de la embriogénesis

Con la ayuda de pinzas y bisturi se extrajeron las 5 bases de los pétalos y los 5
estaminoides de cada flor y se sembraron en platos Petri de 60 x 15 mm, conteniendo 7 ml
del medio de cultivo PCG y NT1 para la induccion de la embriogénesis somatica.

La caja se rotuld de acuerdo a cada tratamiento y se colocd en la oscuridad por 14
dias en el caso de PCG y 22 dias en el caso de NT1.

Después del primer ciclo de cultivo los explantes se transfirieron a otra caja petri
con el medio SCG1 para los explantes provenientes de PCG y al medio NT2 para los
explantes en NT1, para la expresion de la embriogénesis. Estos cultivos se mantuvieron a la
oscuridad, renovando el medio cada 22 dias en el caso de NT2 hasta la aparicion de los
embriones. Los explantes colocados en SCGI se transfirieron a los 14 dias de cultivo al

medio ED renovando el medio cada 14 dias hasta la aparicion de los embriones.

3.2.3.1 Experimento Induccion |

En este estudio se determind el efecto del genotipo, el medio de cultivo y el tipo de

explante sobre la respuesta a la embriogénesis somatica, segin se detalla en el cuadro 2.
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Cuadro 2. Detalle de los genotipos, medio de cultivo y tipo de explante evaluados durante
la induccion de la embriogénesis somatica de cacao.

Clones Medio de Cultivo' Explantes

ICS-95 PCG Pétalo y Estaminoide
NT1 Pétalo y Estaminoide

CC-137 PCG Pétalo y Estaminoide
NT1 Pétalo y Estaminoide

UF-273 PCG Pétalo y Estaminoide
NT1 Pétalo y Estaminoide

EET-183 PCG Pétalo y Estaminoide
NT1 Pétalo y Estaminoide

CATIE R7 PCG Pétalo y Estaminoide
NT1 Pétalo y Estaminoide

'/PCG= Primary Callus Growth; NT1=Nestl¢ Tours

En este experimento se probaron los tres factores al mismo tiempo para determinar
posibles interacciones, lo que significo un total de 16 tratamientos y 30 repeticiones por
tratamiento. Cada repeticion consistidé en una caja Petri con cinco explantes. En el caso del
clon CATIE R7 se realiz6 el andlisis estadistico por separado debido a que su introduccion

al laboratorio no se realiz6 al mismo tiempo que los otros clones.

3.2.3.2 Experimento Induccion Il

Este estudio consisti6 en determinar el efecto del genotipo (CATIE R4 y CATIE
R6), el portainjerto (UF-273 y IMC-67), el medio de cultivo (PCG y NT1) y el tipo de
explante (Pétalo y Estaminoide) sobre la respuesta de dos clones a la embriogénesis

somatica (Cuadro 3).

32



Cuadro 3. Detalle del genotipo, portainjerto, medios de cultivo y tipo de explante
evaluados durante la induccion de la embriogénesis somatica de cacao.

Clones Portainjertos Medios de Cultivo Explantes
IMC-67 PCG Pétalo y Estaminoide
CATIE R4 NT1 Pétalo y Estaminoide
UF-273 PCG Pétalo y Estaminoide
NTI Pétalo y Estaminoide
IMC-67 PCG Pétalo y Estaminoide
CATIE R6 NTI1 Pétalo y Estaminoide
UF-273 PCG Pétalo y Estaminoide
NTI Pétalo y Estaminoide

En este experimento se analiz6 los cuatro factores al mismo tiempo para determinar posible
interaccion entre los mismos, por lo que se tuvo un total de 16 tratamientos y 30
repeticiones por tratamiento. Cada repeticion consistid en una caja Petri con cinco

explantes

3.2.4 Fase de multiplicacion

3.2.4.1 Inducciodn de la Embriogénesis Secundaria

Los embriones de los clones UF-273 y EET-183 producidos en el experimento de
Induccidn I, se utilizaron en la induccion de la embriogénesis secundaria. Se seleccionaron
los embriones jovenes y de color blanco que se encontraban en estado globular y torpedo.
Siguiendo la metodologia desarrollada por el Centro de Investigacion de la NESTLE, los
embriones se cortaron con bisturi en trozos de entre 1 y 2mm y se colocaron en el centro de
platos Petri de 60x15 mm que contenian 7 ml. de medio M21. El material se transfiri6 a
platos Petri de 100x15 mm a los 2 meses de cultivo. Los cambios a medio fresco se

realizaron cada 30 dias hasta la aparicion de cultivos embriogénicos.

3.2.5 Fase de desarrollo de embriones
Los embriones formados en el medio ED se transfirieron al medio de cultivo PEC,

los embriones obtenidos en el medio NT2 se subcultivaron al medio G-80 por un mes y
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después se trasfirieron al medio ENR6. En ambos casos, los cultivos se colocaron a la luz
para obtener un desarrollo adecuado. Durante el primer mes los embriones se colocaron en
platos Petri de 100x15mm que contenian 25 ml de medio de cultivo, posteriormente se
transfirieron a frascos tipo Gerber® que contenian 30 ml de medio de cultivo y
permanecieron en ese recipiente hasta que las plantas estuvieran listas para ser aclimatadas.
Los cambios a medio fresco se realizaron cada 30 dias en ambos medios hasta la
conversion en planta.

El desarrollo de los embriones en medio liquido se realizé en el recipiente de

inmersion temporal RITA® descrito por Alvard et al. 1993. Se utilizo el tamiz de 400pum y

una duracién y frecuencia de inmersion de 1 minuto cada 12 horas (Anexo 3).

3.2.5.1 Evaluacion del tamafio del embrion

Para evaluar el desarrollo y la conversion en planta se utilizé los embriones de los
clones UF-273 y EET-183 producidos en el experimento de Inducciéon I (Figura 2). Los
embriones se recolectaron y se clasificaron en 4 grupos de acuerdo a su tamafio y a su
morfologia. Los grupos resultantes fueron: a) 0-2 mm, b) 2-4 mm, c¢) 4-6 mm y d) mas de 6
mm. Los embriones se colocaron en tubos de ensayo de 10 cm. Al mismo tiempo se evaluod
el efecto de dos medios de desarrollo de embriones; el medio PEC, descrito por Li et al.
(1998), y el medio G-80/ENR-6, establecido por Fontanel et al. (2002). Estos medios de
cultivo se utilizaron en cada uno de los grupos descritos para determinar la posible
interaccion entre el medio de cultivo y el tamafio del embrion. Durante 4 meses se realizd
una medicién mensual en milimetros de la parte aérea del embrion desde la base del eje

hasta el meristemo apical.

3.2.5.2 Comparacion del desarrollo de embriones en medio liquido y medio sélido

Del experimento de Inducciéon II se seleccionaron los embriones con mejor
morfologia del clon CATIE R4 injertado sobre UF613 y se establecieron dos grupos. Un
grupo de embriones se colocd sobre platos Petri de 100x15mm que contenian 25 ml de
medio PEC sélido y posteriormente se transfirio a frascos tipo Gerber® con el mismo

medio. El otro grupo de embriones se colocé en recipientes de inmersion temporal RITA™
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con 200ml de medio PEC liquido. En ambos casos se evalud el efecto de tres densidades

iniciales de cultivo para lo cual se utiliz6 10, 20 y 40 embriones por recipiente.

2 Fase A
1 Fase
Desarr II
Embriones esarrorio Llanias
Tamano inicial
Induccion |
3 Fase
ES Secundaria 4 Fase
Embriones
Aclimatacion
1 Fase 2 Fase B
Induccion 11 Desarrollo
Embriones

Medio Liquido / Solido

Figura 2. Esquema de distribucion de los embriones y plantas de cada genotipo en los
diferentes experimentos de las cuatro fases del proceso de embriogénesis somatica.

3.2.6 Fase de aclimatacion

Las plantas del clon UF273 provenientes del ensayo tamafo inicial del embrion, con
al menos 3 hojas verdaderas se aclimataron en dos sustratos diferentes: un sustrato hecho de
una mezcla de tierra, arena y turba en una relacion 3:1:3, esterilizado mediante tratamiento
térmico. Este sustrato se coloco en una bandeja plastica rectangular 22x42x11 cm. El otro
sustrato consistio en el uso de pellets (Jiffys®) los cuales se hidrataron sumergiéndolos en
agua durante una hora y se dejaron escurrir por una noche antes de la siembra. En cada
sustrato se sembraron 25 plantas. La aclimatacién se hizo en el invernadero, en camaras
cubiertas con plastico y zardn 50% para mantener una alta humedad, baja luminosidad y

temperatura adecuada.
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3.2.7 Condiciones de incubacion

Los cultivos se colocaron en cuartos de crecimiento a la oscuridad durante las fases
de induccion y expresion de la embriogénesis y a la luz en las fases de desarrollo de
embriones y conversion en planta. Para los cultivos en presencia de luz se utilizd un
fotoperiodo de 12 horas con una intensidad de 2000 lux, una temperatura de 27 + 3 °Cy

una humedad relativa de 87 £+ 3%.

3.3 Analisis Estadistico

3.3.1 Definicion de la unidad experimental y la unidad de medida
De cada flor se extrajeron los 5 pétalos y las 5 bases de estaminoides y se sembraron

en una caja Petri. La caja Petri represent6 la unidad experimental y cada explante la unidad
de medicion. Se determind el promedio de embriones producidos por cada tipo de explante

para cada flor.

3.3.2 Variables evaluadas

e Fase de induccion
Para determinar la capacidad de respuesta embriogénica para cada clon se hizo una
observaciéon de cada tratamiento a los dos meses después de la introduccion de campo. Se
evaluo el porcentaje de reactividad; es decir, la capacidad del explante de formar callo, la
asepsia y la respuesta embriogénica de cada uno mediante la formacion de embriones para

cada tratamiento.

e Desarrollo de embriones:
Se determind el crecimiento mensual de los embriones en cada medio de
cultivo y en cada uno de los grupos provenientes de la clasificacion por el tamafo de los

embriones.

e Conversion en planta:
Para cada tratamiento se determind el porcentaje de embriones que se

desarroll6 en planta, alcanzando al menos un par de hojas verdaderas.
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e Porcentaje de aclimatacion:
Se determiné el porcentaje de plantas sobrevivientes para cada tratamiento
desde el primer hasta el tercer mes de haber sido sembradas en los sustratos en el

invernadero.

3.3.3 Analisis de datos
Para llevar a cabo la investigacion se us6 Diseflos Completamente Aleatorizados

con un arreglo factorial. Los datos fueron procesados y analizados mediante analisis
multifactorial con la ayuda del programa SAS. Posteriormente, se realizdé un analisis de
interaccion para conocer el grado de relacion entre la formacion de embriones, el genotipo,
los medios de cultivo, el explante y la influencia del patron utilizado durante la injertacion.

En el experimento Induccion II se realizdo un andlisis de conglomerados (cluster) para
agrupar los 16 tratamientos utilizando la distancia euclidiana y el método de agrupamiento
de Ward. En el experimento Induccién de la Embriogénesis Secundaria se realizdé una
Prueba T de comparacion de medias. En el experimento Efecto del tamafio inicial del

embrion somatico se realizo la prueba Duncan de comparacion de medias.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

En la fase de induccion se evalu6 la asepsia, reactividad, el porcentaje de explantes
con embriones y niumero de embriones por explante en los siete clones estudiados. Los
embriones obtenidos en la fase de induccion se utilizaron en las fases de multiplicacion y
desarrollo de embriones. En la fase de multiplicacion se determiné el porcentaje obtenido
de embriones secundarios y agregados embriogénicos. En los experimentos de la fase de
desarrollo, tamafio inicial del embrién y comparacion del desarrollo en medio de cultivo
solido y liquido se estudiaron aspectos cualitativos como la morfologia de los embriones y
su crecimiento. Finalmente en la fase de aclimatacion se determind el porcentaje de

sobrevivencia en dos sustratos diferentes.

4.1 Establecimiento de cultivos asépticos y formacion de callo primario
4.1.1 Experimento Induccion |

Uno de los principales problemas que afecta la técnica de cultivo in vitro es la
contaminacion, particularmente de tipo enddgena, ocasionada por hongos y bacterias. Estos
microorganismos al encontrarse en el interior del tejido, hacen sumamente dificil la
utilizacion del material vegetal (Mroginski y Roca, 1991).

Los trabajos realizados en cacao para desinfectar los explantes florales han utilizado
diferentes productos, entre otros se utilizo Cloralex 80% (Lopez-Baez et al. 1993),
hipoclorito de sodio al 10% por 20 minutos (Alemanno et al. 1997), hipoclorito de calcio
1% por 20 minutos (Li et al. 1998), etanol 70% por 5 minutos, hipoclorito de sodio 5,25%
por 20 minutos (Tan et al. 2002), hipoclorito de sodio al 2% por 15 minutos; sin embargo
en ninguno de ellos se refiere a la asepsia obtenida en sus investigaciones. Solamente
Chanatasig (2004) menciona que logréd un nivel de asepsia cercano al 100% utilizando
explantes florales de cacao esterilizadas con hipoclorito de sodio (NaOCIl) al 25% (v/v)
durante 10 minutos y tres enjuagues con agua destilada estéril, este método difiere con el
utilizado en esta investigacion la cual se basd en la metodologia descrita por Penn State
Cacao Research Lab (2003) en la que se utiliza el hipoclorito de sodio al 6% por 20

minutos.
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La asepsia lograda durante el establecimiento de los cultivos para inducir la
embriogénesis (Fig. 3) fue muy variable debido a que en algunos tratamientos fue del 96%
mientras que en otros casos fue cercana al 55%. Estas diferencias tan altas pueden ser
debidas a que las flores de los 4 clones fueron tomadas de tres lugares distintos, dos en La

Montafia y uno en Cabiria por lo que las condiciones agroecoldgicas son distintas entre

ellos.
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Figura 3. Porcentaje de asepsia y reactividad de los explantes de los clones UF-273 Tipo 1,
EET-183, CC-137 y ICS-95 en los medios de cultivo PCG y NT1 en explantes de pétalo
(PET) y estaminoide (EST).

Debido a que la interaccion existente entre los factores es altamente significativa
(P<0.01) no es recomendable concluir por separado para un solo factor. Sin embargo, hay
que destacar que en el caso de la reactividad los 6 porcentajes mas bajos pertenecen al
explante pétalo, éstos fluctuan entre 72,6 y 91,7% mientras tanto, los 6 porcentajes mas

altos corresponden al explante estaminoide y varian entre un 99,5 y 100%.
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Figura 4. Porcentaje de asepsia y reactividad para el clon CATIE R7 en dos medios de
cultivo (PCG y NT1) y 2 tipos de explante, pétalo (PET) y estaminoide (EST).

La asepsia obtenida para el clon CATIE R7 fue baja, tal y como puede verse en la
Figura 4. Esto puede deberse a que en el momento de realizar la introduccion de campo, en
el ensayo Jardin de yemas (T6) de donde se tomaron las flores, la sombra de Poro
(Erythrina poeppigiana) habia sido cortada dias atras y las ramas atin se encontraban en el
suelo lo que ocasioné una alta humedad en el ambiente que pudo haber aumentado la
presion de indculo de algunos microorganismos que causaron la alta contaminacion.

Es posible también que la desinfeccion utilizada no sea eficiente para las
condiciones agroambientales de este clon por lo cual deba ser modificada a fin de mejorar
la asepsia de los cultivos. No obstante, la contaminacion observada, los explantes asépticos

tuvieron una buena reactividad principalmente los cultivados en medio NT1.

4.1.2 Experimento Induccion 11

Al observar los resultados de asepsia y reactividad de los clones CATIE R4 y
CATIE R6 mostrados en la Figura 5, se puede determinar que la reactividad es muy similar
entre ellos, no asi, la asepsia, ya que para el clon CATIE R4 el promedio de asepsia y
reactividad fue de 94,75% y 96,88% respectivamente, mientras que para el clon CATIE R6
fue de 85,75% y 97, 38% respectivamente.

Al comparar estos resultados con los obtenidos para el clon CATIE R7 (Fig. 4) se

establece que la reactividad del CATIE R7 ( 93,18%) a pesar de ser levemente menor es
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muy similar a los otros 2 clones; no obstante, la asepsia de este clon (52,0%) si es
significativamente mucho mas baja que la de los otros 2 clones.

Es necesario resaltar que las plantas madres de los clones CATIE R4 y CATIE R6
se encuentran en un lugar distinto en el campo que el clon CATIE R7, quizas ésta sea la
explicacion a las diferencias tan marcadas en el porcentaje de contaminacion, ya que, los

protocolos de desinfeccion utilizados fueron los mismos para todos los genotipos.
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Figura 5. Porcentaje de asepsia y reactividad para los clones CATIE R4 y CATIE R6,
injertados sobre 2 genotipos (IMC-67 y UF-613), en 2 medios de cultivo (PCG y NT1) y 2
tipos de explante pétalo (PET) y estaminoide (EST).

4.2 Fase de induccion y expresion de la embriogénesis

La etapa de induccion es un aspecto clave dentro del proceso de la embriogénesis
somatica de cualquier cultivo. La obtencion de embriones somaticos en cacao a partir del
cultivo de partes florales ya ha sido reportada por varios investigadores (Lopez-Baez et al.
1993, Li et al. 1998, Maximova et al. 2000, Furtek et al. 2000, Fontanel et al. 2002 y
Chanatasig 2004). Sin embargo, a excepcion del clon UF-273 (Chanatasig 2004) ninguno
de los clones utilizados en este trabajo habian sido probados anteriormente para determinar

su comportamiento in Vitro, por tal motivo fue necesario evaluar los medios de cultivo
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descritos y los dos tipos de explante para establecer las mejores condiciones para estos

genotipos.

4.2.1 Experimento Induccion |

Al comparar los resultados del porcentaje de explantes con embriones y promedio
de embriones por explante para los cuatro clones estudiados mostrados en la Figura 6, se
puede determinar que el clon que produjo mayor cantidad de embriones fue el UF-273,
seguido del EET-183, mientras que los clones CC-137 e ICS-95 produjeron muy poca

cantidad de embriones.
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Figura 6. Porcentaje de explantes con embriones para los clones UF-273 Tipo I, EET-183,
CC-137 y ICS-95 en 2 medios de cultivo (PCG y NT1) y 2 tipos de explante, pétalo (PET)
y estaminoide (EST).

El nico antecedente de embriogénesis somdtica en estos genotipos es el reportado

por Chanatasig (2004) en el cual se determind que el mejor tratamiento para UF273 es
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aquel en que se utiliza como explante el estaminoide, la sacarosa como fuente de carbono a
una concentracion de 40 g/l, con una permanencia de 28 dias en el medio PCG y como
fuente de citocinina la BAP. Estos factores son diferentes a los utilizados en la presente
investigacion debido a que la fuente de carbono fue glucosa a una concentracion de 20 g/1,
una permanencia de 14 dias en medio PCG vy kinetina, como fuente de citocinina. Por otra
parte Lopez-Baez et al. (1993) obtuvo mejores resultados utilizando un medio de induccion
de embriogénesis basado en las sales minerales MS modificados y una combinacion de 2,4-
D con kinetina seguido de un medio de expresion sin reguladores.

No hay una tendencia clara acerca del mejor medio de cultivo y mejor explante de
manera que puedan ser utilizados sistematicamente en todos los clones. En algunos clones
como el UF-273 y el CC-137 el medio PCG dio mejor resultado, con el explante
estaminoide, mientras que en los clones EET-183 y el ICS- 95 el medio NT1, y el explante
pétalo fue el mas exitoso. Este resultado se explica por la interaccion (<0.0001) que se

presento en el analisis de la varianza para los factores clon, medio y explante (Anexo 1).

Los porcentajes promedio de explantes con embriones fluctuaron entre casi el 60%
para el clon UF-273 en el medio PCG y explante estaminoide, hasta 0 para el clon ICS-95
en el medio NT1 y explante estaminoide. Si el resultado de este ultimo tratamiento (59,2%)
lo comparamos con el medio NT1 para el mismo clon UF-273 y el mismo explante las
diferencias son muy grandes ya que en este ultimo caso solamente se obtuvo en promedio
1,14 embriones por explante. Para obtener la mayor cantidad de embriones en cada clon lo
recomendable en el caso del UF-273 es utilizar el medio PCG con el explante estaminoide,
con esta combinacion se obtuvieron en promedio 155 embriones por cada 100 explantes.
Estos resultados son superiores a los obtenidos por Chanatasig (2004) quien obtuvo una
frecuencia embriogénica para este clon de 12 % y un numero promedio de embriones por
explante de 6,67, por lo que el producto de estas dos variables mostraria la posibilidad de
obtener alrededor de 80 embriones de cada 100 explantes introducidos. Por otra parte
Lopez-Baez et al. (2000) en doce clones seleccionados de México obtuvo una respuesta

muy variable desde 5,5% hasta 41,0%.

En el genotipo EET-183 la mejor combinacion fue el medio NT1 con el explante

pétalo, ésta produjo en promedio 6.5 embriones por cada 100 explantes (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Comparacion de la proyeccion de produccion de embriones por cada 100
explantes y 100 flores para cuatro clones de cacao, cultivados en dos medios de cultivo

PCG y NT1 para la induccién de la embriogénesis somatica.

Clon Medio Explante Numero de embriones por Proyeccion del nimero de
cada 100 explantes embriones por cada 100 flores

UF-273 PCG PET 0.09 0.43

UF-273 PCG EST 154.93 774.63

UF-273 NT1 PET 2.20 11.01

UF-273 NT1 EST 0.05 0.26

EET-183 PCG PET 1.23 6.16

EET-183 PCG EST 0.06 0.30

EET-183 NT1 PET 6.51 32.56

EET-183 NT1 EST 0.00 0.01

CC-137 PCG PET 0.01 0.03

CC-137 PCG EST 0.04 0.18

CC-137 NT1 PET 0.04 0.20

CC-137 NTI EST 0.00 0.00

ICS-95 PCG PET 0.00 0.02

ICS-95 PCG EST 0.01 0.06

ICS-95 NTI1 PET 0.01 0.04

ICS-95 NTI1 EST 0.00 0.00

Para el clon CATIE R-7 también existié una interaccion entre el medio de cultivo y

el explante. El mejor tratamiento se obtuvo al utilizar el medio NT1 con el explante pétalo

(Fig. 7).
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Figura 7. Porcentaje de explantes con embriones para los clones y porcentaje de embriones
por explante para el clon CATIE R7 en 2 medios de cultivo (PCG y NT1) y 2 tipos de
explante, pétalo (PET) y estaminoide (EST).
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Con esta combinacion el 37% de los explantes produjeron embriones y el porcentaje
mas alto de embriones por cada explante (1,67%) también se obtuvo en este mismo
tratamiento.

La diferencia es amplia con respecto al segundo mejor tratamiento que resultod de la
combinacion del medio PCG con el explante pétalo, en este caso el 8,3% de los explantes
produjeron embriones con un promedio de 0,32% de embriones por explante.

La produccion total de embriones por cada 20 flores; es decir, 100 explantes, fue en
promedio de 62 embriones para el tratamiento NTI1-Pétalo y de 3 embriones para la
combinacion PCG-Estaminoide.

La respuesta in vitro de los cinco clones evaluados a la induccion de la
embriogénesis somatica estd muy influenciado por factores como medio de cultivo, tipo de
explante y genotipo.

Resultados similares han sido determinados por Furtek et al. (2000) y Tan et al.
(2000) donde evaluaron el efecto de la fuente de carbono, medios de cultivo y reguladores
de crecimiento en treinta clones, ellos observaron una respuesta embriogénica entre 0% y
18,2%, y determinaron que esta variabilidad en la respuesta estaba influenciada por la
interaccion dada por la fuente de carbono, los reguladores de crecimiento y el medio basal,
por lo tanto, es necesario optimizar el procedimiento para cada genotipo de interés de

manera individual con el propdsito de obtener altas tasas de éxito.

4.2.2 Experimento Induccion Il

El porcentaje de explantes con embriones, fue muy variable ya que fluctud entre
72,9% en el clon CATIE R6 sobre patron UF-613, medio PCG y explante estaminoide
(EST) y 0% para la combinacion de tratamientos clon CATIE R4, sobre patron IMC67,
medio NT1 y explante estaminoide (Cuadro 5). Esta tltima combinacién de tratamientos
también fue la que gener6 el mayor nimero de embriones por explante con un promedio de
4.89. Si consideramos estas dos variables al mismo tiempo y hacemos una proyeccion de
produccion de embriones por cada 100 explantes (20 flores) y por cada 100 flores, podemos
destacar que hay cuatro combinaciones que darian la mayor cantidad de embriones. Los
cuatro mejores resultados se obtuvieron cuando se utilizé el medio PCG y el explante

estaminoide. De éstas, dos pertenecen al clon CATIE R4 y dos al clon CATIE R6; ademas
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dos corresponden al patron IMC-67 y dos al UF-613. El genotipo UF-613 usado como
patron con el medio PCG y el explante estaminoide resulté mejor que el patron IMC-67

debido a que produjo mayor nimero de embriones.

Cuadro 5. Comparacion de las medias del porcentaje de explantes con embriones,
porcentaje de embriones por explante (PET y EST) y proyeccion de produccion de
embriones por explante y por flor para dos clones R4 y R6 injertados sobre los patrones
IMC-67 y UF-613 con los medios de cultivo PCG y NT1.

Tratamientos Explantes con Nﬁrpero de eIIr\llkl)lrrirz)erf:scLeor Prr(l)grflce(;loogede
Clon/Patrén/Medio/Explante | embriones (%) emzil()lnei por cada 100 embriones por cada
plante explantes 100 flores

1) R4IMC67 PCG PET 4.1 0.13 0.53 2.67

2) R4IMC67 NT1 PET 0.7 0.01 0.01 0.04

3) R4IMC67 PCG EST 30.5 1.57 47.89 239.43

4) R4IMC67 NT1 EST 0 0.00 0.00 0.00

5) R4 UF-613 PCG PET 0.7 0.01 0.01 0.04

6) R4UF-613 NT1 PET 2.9 0.04 0.12 0.58

7) R4 UF-613 PCG EST 56.0 3.47 194.32 971.60

8) R4 UF-613 NT1 EST 0.7 0.01 0.01 0.04

9) R6IMC67 PCG PET 3.8 0.05 0.19 0.95

10) R6 IMC67 NT1 PET 5.4 0.12 0.65 3.24

11) R6 IMC67 PCG EST 53.2 3.61 192.05 960.26

12) R6 IMC67 NT1 EST 3.2 0.05 0.16 0.80
13) R6 UF-613 PCG PET 7.9 0.21 1.66 8.30

14) R6 UF-613 NT1 PET 3.8 0.06 0.23 1.14
15) R6 UF-613 PCG EST 72.9 4.89 356.48 1782.41
16) R6 UF-613 NT1 EST 7.4 0.23 1.70 8.51

Esta es la primera vez que se reporta la influencia del patron sobre la respuesta in
vitro en cacao. En el campo, existe la incertidumbre de si el patron de cacao ejerce
influencia directa sobre el desempeno del arbol, ya que se ha observado diferencias en el
comportamiento de los arboles de un mismo genotipo injertados sobre diferente patron; sin
embargo, esto an no ha sido comprobado (Comunicacion personal Ing. Antonio Mora
CATIE). En otras especies como el limdn, el patron ejerce influencia sobre el contenido de
los flavonoides en el jugo de limdn, inclusive mediante analisis de cromatografia liquida y

espectrofotometro de masas (HPLC-ESI/MS) se lleg6 a encontrar dos nuevos tipos de
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flavonoides nunca antes descritos en la especie Citrus limon injertado sobre Citrus
aurantium L. y Citrus macrophylla (Gil-Izquierdo et al. 2004).

Recientemente, Kudo et al. (2007) lograron la injertacion de plantas de diferente
especie mediante experimentos de heteroinjertos usando la papa (Solanum tuberosum)
como pua de injerto y el tomate (Lycopersicon esculentum) como patron, para probar si una
molécula de ARN responsable de cambiar la forma de la hoja puede ser transportada a
través de la union del injerto. Los resultados mostraron que un ARN transmisible del patron
de tomate sin ninguna hoja puede cambiar la morfologia de las hojas del vastago de las
papas. Por lo tanto, si una planta usada como patron con la capacidad adquirida de
transporte de ARN pudiera ser construida, esto proporcionaria un sistema eficaz para la
transformacion de plantas a través de injerto. Esta combinacion de injerto y el transporte de
ARN podrian proporcionar una técnica nueva para la mejora de cultivos horticolas.

Cuando se utilizé el medio PCG y el explante estaminoide se obtuvo la mayor
cantidad de embriones, siendo el nimero mas alto para el clon CATIE R6 con el patrén
UF-613 en el cual se obtuvo 356 embriones por cada 100 explantes, para una posible
produccion de 1782 embriones por cada 100 flores introducidas. Los segundos y terceros
mejores promedios de embriones son muy similares entre si y pertenecen a la combinacion
de CATIE-R4 / UF-613 con 194 explantes por cada 100 explantes y CATIE-R4 / IMC-67
con 192 embriones por cada 100 explantes en ambos casos con el medio PCG y el explante
estaminoide. El cuarto mejor promedio es mucho mas bajo que los anteriores, y
corresponde al clon CATIE-R4 y patrén IMC-67 el cual produjo 48 embriones por cada
100 explantes. De lo anterior se deduce que para producir una alta cantidad de embriones
dentro de un esquema de produccion comercial de estos genotipos es imprescindible utilizar
el medio PCG vy el explante estaminoide. Por otra parte con el medio NT1 y el explante
pétalo se obtuvieron resultados muy bajos por lo tanto estarian descartados en caso de
querer utilizarlos para produccion masiva de los clones CATIE R4 y CATIE R6.

Li et al. (1998) utilizando 19 genotipos de los tres grupos genéticos obtuvo
embriones en todos ellos cuando utiliz6 como explante estaminoide y el medio PCG, el
porcentaje de embriones somaticos por explante vari6 de 45,7% para el Sca 6-1 a 1,0% en

EET-400.
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Los resultados estadisticos indican que existen diferencias significativas entre el
porcentaje de embriones por explante de acuerdo al clon, patréon, medio y explante. Se
evidencié una interaccion altamente significativa para los tratamientos clon-medio-
explante (P=0.0021) y patron-medio-explante (P= 0.0026) con un 0=0,01.

Se realizo un analisis de conglomerados (cluster) para agrupar los 16 tratamientos
utilizando la distancia euclidiana y el método de agrupamiento de Ward. De acuerdo al
dendograma se ve claramente que los tratamientos se pueden concentrar en dos grupos, el
grupo con los mayores nimeros de embriones por explante tiene en comun el medio PCG y
el explante estaminoide (Fig. 8).
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Figura 8. Dendograma del agrupamiento de las 16 combinaciones de los tratamientos
evaluados de acuerdo a la produccién promedio de embriones por explante descritos en el
Cuadro 6, segin el método WARD Yy la distancia Euclidiana.

Es interesante notar que a excepcion de la combinacién patrén IMC-67 con el
explante pétalo, en todos los demas tratamientos el clon CATIE-R6 siempre produjo los
mejores resultados de porcentaje de embriones por explante y numero promedio de
explantes con embriones (Fig. 9).

Si analizamos los resultados de las interacciones clon-medio-explante Ia
combinacion que produjo la mayor cantidad de embriones por explante fue CATIE-R6
medio PCG y explante estaminoide con una media de 4.31; por otro lado, el resultado

inferior corresponde a la interaccion CATIE-R4, medio NT1 y explante estaminoide con
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una media de 0.003 embriones por explante. En el caso de los resultados de las
interacciones patron-medio-explante, la mejor combinacion fue patrén UF613, medio PCG
y explante estaminoide con una media de 4.15, mientras que el resultado mas bajo se
produjo en la interaccion IMC-67, medio NT1 y explante estaminoide con una media de
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Figura 9. Numero de embriones por explante para los clones CATIE R4 y CATIE R6,
injertados sobre los genotipos IMC-67 y UF-613 en los medios de cultivo PCG y NT1.

Una de las diferencias entre el medio PCG y el NT1 es que el primero contiene TDZ
y el segundo no. Li et al. 1998 determinoé que el uso de TDZ como regulador inductor de la
embriogénesis en cacao incremento la respuesta embriogénica de los genotipos Laranja,
Pound-7 y ICS-1, ellos determinaron que el estaminoide en medio con TDZ incrementd el
peso fresco del callo producido a diferencia de los estaminoides en medio sin TDZ que
solamente se expandieron un poco y generaron un callo muy limitado alrededor del corte.

El efecto del TDZ también ha sido estudiado en la micropropagacion de otros
cultivos como rosa (Barna et al. 1995) y chicoria (Yucesan et al. 2007) donde se observo

que el medio de cultivo con TDZ produjo una mayor cantidad de brotes por explante

49



comparado con el medio sin TDZ 6 medios con otras combinaciones de reguladores de
crecimiento.

Otra diferencia es la concentracion del regulador 2,4-D en el medio de induccion. El
medio PCG contiene 2,4-D a una concentracion de 2 mg/l, luego se pasa a un segundo
medio de induccion SCG también con 2 mg/l para luego ser transferida a un medio de
expresion ED sin hormona. Por su parte el medio NT1 contiene solamente 1mg/l de 2,4-D y
luego se transfiere a un medio sin hormona. Esta diferencia en la concentracion de 2,4-D y
su interaccion con otros reguladores probablemente sea la razén por la cual el medio PCG
sea mejor que el NT1 en la mayoria de los genotipos. Esta combinacion se ajusta al proceso
estandar para embriogénesis somatica que consiste en la formacion de callo en medios de
cultivo que contienen auxinas y después se subcultiva a un medio libre de hormona
(Reinert, 1967). Por lo general se requiere la presencia de una auxina en el medio para
mantener el crecimiento de los cultivos (Halperin, 1995). Ademas, el tipo y la
concentracion de auxina empleados son criticos para la induccion y la formacion de
embriones somaticos. La auxina 2, 4-D ha sido el regulador de crecimiento mas eficiente

para la induccion de la embriogénesis somatica (Merkle, 1995).

4.3 Fase de multiplicacion

4.3.1 Induccion de la Embriogénesis Secundaria

La embriogénesis secundaria es un fendomeno por el cual nuevos embriones
somaticos son iniciados a partir de embriones somaticos previamente formados.

El uso de la embriogénesis secundaria de cacao proporciona una herramienta muy
valiosa para la rdpida propagacion de un gran numero de plantas de genotipos
agrondmicamente valiosos. Las ventajas de la embriogénesis secundaria son varias: es una
técnica de micropropagacion mas rapida, alta tasa de multiplicacidon, independencia de la
fuente del explante, mano de obra menos intensiva y un método menos caro que la
embriogénesis somatica primaria (Raemakers et al. 1995, Traore et al. 2003).

La embriogénesis somatica secundaria también fue observada en otras plantas
lefiosas, como alcornoque (Quercus suber). Estos embriones secundarios con frecuencia se

originan de las células epidermales y sub-epidermales (Puigderrajols et al. 2001).
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Los embriones somaticos utilizados para inducir la embriogénesis secundaria del
clon UF-273 eran mucho mas pequefios que los de EET-183, la mayoria tenia un tamafio de
entre 1 y 4 mm; mientras que los del EET-183 casi todos tenian méas de Smm. Por esta
razén para el clon UF-273 fue necesario emplear en promedio tres veces mas cantidad de
embriones que el EET-183 para alcanzar la cantidad adecuada inicial para cada Petri
(Cuadro 6). Estos embriones se cortaron transversalmente, tanto el eje como los cotiledones
con bisturi en trozos de 1 mm y se colocaron en el centro de la caja Petri de 60 x 15mm

(Fig. 10A).

Cuadro 6. Cantidades totales y promedios de embriones y agregados embriogénicos
producidos en la embriogénesis secundaria de los clones UF-273 y EET-183

Genotipo Embriones iniciales | Embriones producidos | Agregados embriogénicos
UF-273 Totale; 606 40a 8a
Promedio
por Petri 24.2 1.6a 0.3a
EET-183 Totale; 99 216b 17b
Promedio
por Petri 7.6 22.8b 1.5b

Valores en la columna seguidos por la misma letra, no tienen diferencias significativas de acuerdo con la
Prueba de T (P<=0,01).

Durante los dos primeros meses el color de los fragmentos de embriones fue entre
blanco y amarillo. En este periodo los fragmentos crecen en tamaiio casi al doble por lo que
fue necesario transferir todo el material a una caja Petri de 100 x 15mm.

Entre el tercer y cuarto mes la mayoria de los trozos de embrién cambian de color
amarillo a marrén (Fig. 10B); después del cuarto mes, casi todos los fragmentos son de
color café oscuro (Fig. 10C).

A pesar de que algunos investigadores Raemakers et al. (1995) Traore et al. (2003)
consideran que la obtencion de embriones secundarios es rapido, en esta investigacion el
proceso de embriogénesis secundaria resultd ser lento, ya que desde el inicio del cultivo
hasta la aparicion del primer embrion transcurrieron 105 dias en el caso del clon UF-273 y
111 dias para el clon EET-183 (Fig. 10C). Sin embargo, resultd ser mas rapido que el
obtenido por Furtek et al. (2000) en el cual para el genotipo de cacao KKM-25 se tardo 7

meses para obtener embriones secundarios a partir del hipocotilo del embrion.
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El objetivo principal de la embriogénesis secundaria no es la produccion de
embriones; sino mas bien, la formacién de agregados embriogénicos capaces de servir
como material idoneo para la proliferacion de embriones secundarios; no obstante, la
cantidad de embriones producidos fue alta, para el clon EET-183 fue tres veces mas alta
que la cantidad inicial; ademas, los embriones producidos presentan una excelente calidad
morfoldgica (Fig. 10D). Estas observaciones coinciden con lo mencionado por Carvalho et
al. (2003) quienes dicen que los explantes de cotiledones producen un niimero mucho mas
alto de embriones normales que la embriogénesis primaria. Este procedimiento ha
permitido un aumento de la produccién de embriones normales en aquellos genotipos que
producen mas embriones anormales durante la embriogénesis primaria. Igualmente Traore
et al. (2003b) expresan que la eficacia del sistema de embriogénesis secundaria que usa

embriones somaticos primarios como explantes fue de 4 a 13 veces mas alto que ¢l de

embriogénesis primaria que utiliza explantes florales.

Figura 10. Eventos de la embriogénesis secundaria de cacao. A: Dia inicial mostrando los
fragmentos de embriones. B: 3 meses de cultivo. C: Aparicion de los primeros embriones
secundarios a los 5 meses. D: Morfologia de los embriones formados. E: Agregado
embriogénico. F: Callo embriogénico friable. G: Cé¢lulas embriogénicas y proembrion en el
callo friable vistas al microscopio de luz (20X).

Como se muestra en el Cuadro 6, la diferencia principal en el resultado de la

embriogénesis secundaria entre los dos clones se da principalmente en la cantidad de
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embriones producidos. La cantidad de embriones obtenida en el clon EET-183 es en
promedio 14 veces mayor que la obtenida por el clon UF-273. En el primer caso por cada
Petri se obtuvieron 22,8 embriones, mientras que en el segundo fue apenas de 1,6 por cada
Petri.

Nuevamente queda de manifiesto el efecto genotipico que caracterizé los resultados
de las anteriores fases. En cuanto a la formacion de agregados embriogénicos el resultado
fue muy similar ya que el clon EET-183 produjo en promedio 1,5 agregados por Petri
mientras que el UF-273 solamente 0,3 para una relacion de 5 veces mas a favor del clon
EET-183 (Fig. 10 F). Estas diferencias, tanto en la produccion de embriones como en la
formacion de agregados embriogénicos son estadisticamente significativas (Cuadro 7) de
acuerdo con la prueba T (P <=0,01).

Contrario a lo esperado, durante el transcurso del octavo mes en dos cajas Petri del
clon UF-273 aparecieron callos de color amarillo friable (Fig. 10F). Al observarlos al
microscopio presentaban células con buen contenido citoplasmatico y en proceso activo de
division celular, también fue posible observar la formacion de proembriones dentro del
callo, estas observaciones evidencian que el callo formado es embriogénico (Fig. 10G).
Este descubrimiento es muy valioso debido a que en cacao el producto de la embriogénesis
secundaria no es un callo sino mas bien agregados celulares conformados por proembriones
y embriones. La obtencion de callo con caracteristicas embriogénicas abre la posibilidad de
iniciar suspensiones celulares en medio liquido, lo que favoreceria la proliferacion de
células embriogénicas y beneficiaria la disponibilidad permanente de células embriogénicas

para iniciar el proceso de regeneracion.

4.4 Fase de desarrollo de embriones

4.4.1 Efecto del tamafio inicial del embrion somatico

El potencial para usar embriones somaticos para la propagacion a gran escala de
genotipos ¢lite de cacao producto de programas de mejoramiento genético requiere de
muchos requisitos. Antes de utilizar esta herramienta es importante que las plantas

regeneradas via embriogénesis somatica tengan un buen desarrollo. El crecimiento de los
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embriones somaticos en plantas esta influenciado por aspectos como los tratamientos dados
durante la fase in vitro y durante la fase de establecimiento ex vitro (Hogberg et al. 2001).

Luego de la formacion del embridn, ocurre la maduracion, periodo de desarrollo del
embrion en el cual ocurre la expansion celular y la deposicion de las reservas. En los
protocolos de induccién de la maduracion se han evaluado diferentes componentes del
medio que desempefian un papel importante en este proceso, entre ellos fuentes
nitrogenadas, carbonadas y reguladores del crecimiento (Merkle et al. 1995).

En cacao no es sencillo obtener embriones somaticos a partir de explantes florales,
una dificultad adicional es la conversidon de esos embriones en plantas. Muchos factores han
sido estudiados para mejorar la maduracion e incrementar la conversion en planta como la
adicion de acido abscisico (ABA) y acido giberélico (GA3) al medio de desarrollo (Furtek
et al. 2000), modificacion de las sales minerales, reguladores de crecimiento, tipo y
concentracion de fuente de carbono (Lopez-Baez et al. 2000) adicion de KNO; (Traore et
al. 2000). Sin embargo, ningun estudio reporta la evaluacion del tamafno Optimo del
embrion para iniciar el desarrollo y la conversion en planta.

Los embriones de 13 tratamientos de los 16 evaluados (81%) tuvieron su mayor
crecimiento durante el primer mes de cultivo (Fig. 11). De los tres tratamientos restantes,
uno tuvo su mayor crecimiento durante el segundo mes (UF-273, medio PEC y tamafo
inicial 4-6mm), otro durante el tercero (UF-273, medio PEC y tamafio inicial +6mm) y otro
durante el cuarto mes (EET-183, medio PEC, tamafo inicial 2-4).

El Cuadro 7 muestra un analisis comparativo el cual revela que los embriones del
clon EET-183 tuvieron un crecimiento significativamente mayor comparado con el clon
UF-273, durante el primer y cuarto mes de cultivo; ademas, el clon EET-183 fue superior
con respecto a la variable crecimiento total de embriones.

En cuanto al medio de cultivo se observa que en todos los meses siempre los
embriones que crecieron en el medio PEC tuvieron un mejor crecimiento que los que se

desarrollaron en el medio G-80/ENRS6.
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Figura 11. Dinamica del crecimiento mensual (mm) de los embriones somaticos de los
clones EET-183 y UF-273 en los medios de cultivo PEC y G-80/ENR6 con cuatro tamafios

de embrion inicial durante un periodo de 4 meses.

Cuadro 7. Comparacion de las medias de crecimiento mensual y total de los embriones
somaticos para cada uno de los factores estudiados clon, medio de cultivo y tamafio inicial

del embridn.

Tratamiento Mes 1 Mes 2 Mes 3 Mes 4 Crecimiento Total
Clon EET-183 7.98 a 2.97 a 2.40 a 1.47 a 17.81 a
Clon UF-273 5.53b 2.77 a 2.19a 0.49b 10.69 b
Medio PEC 6.99 a 4.02 a 3.70 a 2.40a 18.72 a
Medio G-80 550b 161b 0.84b -0.31b 8.60b
Tamario 0-2 5.30b 2.24 a 1.65b 1.00 a 12.46 a
Tamario "2-4 6.70 ab 212 a 1.63b 0.50 a 12.28 a
Tamario "4-6 5.28b 4.37 a 2.27 ab 0.40 a 12.08 a
Tamario “+6 7.76 a 3.04 a 4.69 a 1.70 a 15.50 a

Valores en la columna seguidos por la misma letra no tienen diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Duncan (P<=0,01).

La diferencia fue estadisticamente significativa para todos lo meses; sin embargo,

durante los meses 2, 3 y 4 ésta fue mds evidente. También en el crecimiento total de los

embriones la diferencia en tamarfio fue de mas del doble a favor del medio PEC.
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El tamafio inicial del embrion fue un factor que influyd en el crecimiento del
embrion de manera significativa durante los meses 1 y 3; sin embargo, en el crecimiento
total de los embriones al finalizar el cuarto mes de cultivo no hubo diferencia significativa
con respecto a ese factor. La diferencia en crecimiento total de los embriones al final de los
cuatro meses entre el tamafo inicial menor (0-2mm) y el tamafio inicial mayor (+6mm) fue
de 3,04mm (Cuadro 7).

El crecimiento total al final del experimento fue muy heterogéneo, la diferencia
entre el crecimiento mayor y el menor fue de 46,5 mm (Fig. 12). El crecimiento mayor
correspondiente al tratamiento: clon EET-183, medio de cultivo PEC y tamafio inicial 2-
4mm fue de 51,5mm mientras que el crecimiento menor (5,0mm) corresponde al

tratamiento: clon EET-183, medio de cultivo G-80 y tamafio inicial 4-6mm.

60,0

51,5
50,0 -

41,0
40,0

30,0 - 290
20,3

20,0 188

10,0 - 8.6 88

Crecimiento total de embriones (mm)

Tratamientos

Figura 12. Crecimiento total (mm) al final de los cuatro meses de cultivo de los embriones
somaticos de dos clones en dos medios de cultivo y con cuatro tamafos de embrion inicial.
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La Figura 13 muestra los resultados de la evaluacion de las variables cualitativas de
los embriones, en ella se observa que el porcentaje de contaminacion fue alto, esto puede
deberse a que los embriones eran extraidos del tubo vial y debian ser medidos
mensualmente con ayuda de un papel milimétrico colocado debajo de un vidrio
transparente estéril. Esto a pesar de que se realiza en condiciones asépticas siempre
representa un riesgo de contaminacién por la manipulacion excesiva que el método

requiere.
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Figura 13. Variacion del porcentaje de embriones malformados, muertos y normales
durante un periodo de desarrollo de cuatro meses para embriones de los clones UF-273 y
EET-183 en cuatro tamafios iniciales de embriones.

En todo proceso de conversion en planta de embriones somaticos la malformacion y
muerte son aspectos que deben evitarse. En este experimento se observd que el tamafo
inicial de embrion de 0-2mm fue el que presentd el valor mas alto de embriones
malformados tanto en el clon EET-183 como en el UF-273. Por el contrario, el tamafo
inicial de embriéon de mas de 6mm para el clon UF-273 fue el que mayor cantidad de
embriones normales produjo (Fig. 13). La fusién del eje embrionario, el eje
extremadamente torcido, la ausencia de meristemo apical o radical y el crecimiento
excesivo de los cotiledones fueron cuatro de las malformaciones mas recurrentes detectadas
en este experimento (Fig. 14). Estas mismas malformaciones fueron detectadas
anteriormente en embriones somaticos de cacao (Maximova et al. 2000, Alemanno et al.

1996).
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El medio de cultivo G-80/ENR-6 presentd6 menor cantidad de embriones

malformados que el medio PEC independientemente del clon evaluado; sin embargo, el

medio PEC mostr6 la menor cantidad de embriones muertos (Fig. 15).

Figura 14. Malformaciones mas recurrentes detectadas en los embriones de cacao. A) Eje
torcido. B) Ejes fusionados. C) Cotiledones anormalmente grandes.
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Figura 15. Variacion del porcentaje de plantas malformadas, muertas y normales durante
un periodo de desarrollo de embriones de 4 meses para 2 clones y 2 medios de cultivo.

4.4.2 Desarrollo de embriones somaticos en medio liquido y medio sélido

La utilizacién de medios de cultivo liquidos en sistemas de inmersion temporal para
mejorar la eficiencia en la propagacion de cultivos in vitro ha sido investigada
anteriormente en otros cultivos como banano (Alvard et al. 1993; Teisson et al. 1994), hule

(Etienne et al. 1995), café (Etienne-Barry et al. 1999; Albarran 1999; Solano 2001). Estas
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investigaciones han logrado mejorar las tasas de conversion en planta; sin embargo, el uso
de medios liquidos puede ocasionar la aparicion de desordenes fisiologicos como la
hiperhidricidad (Debergh et al. 1983). Para lograr el paso directo de las plantas del
recipiente de inmersion temporal al invernadero es necesario crear condiciones ideales de
maduracion y germinacion en el bioreactor (van Boxtel et al. 1996; Albarran et al. 2005).
Hasta el momento, en cacao no ha sido descrito en ninguna investigacion el uso de
bioreactores de inmersion temporal para el desarrollo de los embriones somadticos. El
cuadro 8 muestra los resultados preliminares del cultivo de embriones somaticos de cacao
del clon CATIE-R4 injertado sobre UF-613 en medio de cultivo sélido y liquido utilizando
tres densidades de siembra 10, 20 y 40 embriones por recipiente de inmersion temporal

(RITA®).

Cuadro 8. Valores promedios del nimero de plantas con hojas verdaderas, raices,
embriones malformados y muertos en medio liquido y sélido a las densidades de 10, 20 y
40 embriones por recipiente RITA®.

Embriones
con hojas Embriones Embriones Embriones Embriones
Medio / Densidad | verdaderas con raices | malformados muertos Secundarios
Sélido 10 1,6 a' 6,2 bc 3,4 bc 0.8b 0,8b
Sélido 20 3,5a 9,0 ab 7,5 ab 15b 8,0 ab
Sélido 40 25a 95a 10,5a 95a 3,5ab
Liguido 10 3,25a 8,0 abc 2,8 bc 13b 95a
Liquido 20 0,0a 55¢ 10c 3,0b 10b
Liquido 40 25a 2,0d 2,5bc 40b 10b

'/ =Valores en la columna seguidos por la misma letra no tienen diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Duncan (P<=0,01).

Si se suma las plantas malformadas y muertas se observa que en la densidad de 40

embriones por recipiente se presentd la mayor cantidad de embriones muertos y

malformados tanto en medio liquido como en medio sélido (Cuadro 8).

En la Figura 16 se observa que el medio so6lido en cualquiera de las tres densidades

siempre presentd un nimero mayor de embriones malformados en comparaciéon con el

medio liquido. Ademads, se nota que conforme aumenta la densidad de cultivo la tendencia

es que aumente el nimero de embriones malformados y muertos.

Por el contrario la cantidad de embriones normales aumenta conforme aumenta la

densidad de cultivo en el medio liquido contrario a la tendencia observada en el medio

solido (Fig. 17).
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Figura 16. Comparacion de la cantidad de embriones muertos y malformados desarrollados
en medio liquido y so6lido en las densidades iniciales de cultivo de 10, 20 y 40 embriones
por recipiente.
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Figura 17. Comparacion del porcentaje de embriones normales desarrollados en medio
liquido y solido en las densidades iniciales de cultivo de 10, 20 y 40 embriones por
recipiente RITA®.
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Figura 18. A) Embriones en medio so6lido a densidad de 40 embriones por caja Petri a
quince dias de iniciado el experimento. B) Embriones en medio liquido a una densidad de
veinte embriones por RITA a quince dias del inicio del experimento. C) Plantas
desarrolladas en medio sélido con dos meses de desarrollo. D) Plantas en RITA con dos
meses de desarrollo. E) Embriones muertos y malformados en medio sélido con dos meses
de desarrollo. F) Plantas con hojas verdaderas, raices y embriones secundarios en RITA a
una densidad de 40 embriones por recipiente y con dos meses de desarrollo, una de las
plantas con hojas verdaderas esta hiperhidrica.
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La formacion de hojas verdaderas y raices en los embriones somaticos son
parametros que se podrian considerar relacionados con el desarrollo y la conversion en
planta. En términos generales, se determind que la mayor cantidad de plantas con hojas
verdaderas se obtuvo en el medio sélido a la densidad de 20 embriones por recipiente y en
el medio liquido a la densidad de 10 embriones por RITA® fue la mejor; sin embargo, no
hay diferencias significativas para este parametro tanto para el medio de cultivo como para
la densidad de cultivo. Esto se debe posiblemente a que el experimento se encuentra aun en
curso de evaluacion por lo que no se ha determinado una tendencia concluyente y clara para
estos parametros.

Las malformaciones mas recurrentes tanto en el medio liquido como el so6lido (Fig
18E) fueron ejes fusionados, cotiledones muy grandes y ejes torcidos. De todas las plantas
con hojas verdaderas desarrolladas en medio liquido dos presentaban hiperhidricidad (Fig.
18F); sin embargo, este fenomeno también fue observado en medio soélido.

El tiempo requerido en medio liquido para realizar los cambios de medio es 50%
menos que en medio s6lido. Esta misma tendencia fue observada por Solano (2001) en café
donde el tiempo de manipulacion en una produccion de 9000 embriones en inmersion
temporal fue 87% menos que el tiempo requerido para la misma cantidad de embriones en
medio solido.

La optimizacion del proceso de embriogénesis somatica de cacao en medio liquido,
por ejemplo bioreactores, sera de gran importancia econdémica ya que permitiria la
produccion a gran escala de grandes cantidades de plantas a un costo reducido (Lopez-Baez
et al. 2000). Aun asi, nada atn garantiza que ¢l uso de los bioreactores tendran un papel
relevante en los procedimientos industriales de propagacion de plantas usados en el futuro

(Etienne et al. 20006).
4.5 Fase de aclimatacion

En la fase de aclimatacion se pretende que las plantas que han crecido in vitro y por
lo tanto s6lo han estado expuestas a un microambiente controlado con condiciones minimas

de estrés y casi Optimas condiciones para la multiplicacion de las plantas, se adapten a

condiciones ex vitro (Lopez 1996).
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Lopez-Baez et al. (1999) estudiaron la tasa de conversion en planta, el desempefio
ex vitro, y la estabilidad genética en campo de las plantas de cacao derivadas de embriones
somaticos. Las plantas regeneradas con al menos dos hojas fueron transferidas por estos
autores a un invernadero y mas tarde aclimatadas. De las 385 plantas aclimatadas, 220
(57%) sobrevivieron. Todos los arboles regenerados conservaron el ploidia original y
presentaron un desarrollo al parecer normal en condiciones de campo; después de 15 meses
ellos formaron la horqueta y entre 15 y 24 meses iniciaron la floracion y fructificacion
(Masseret et al. 2005).

En la presente investigacion se aclimataron 25 plantas del clon UF-273 con tres
pares de hojas y buena morfologia (Fig.20 A,B,C) en cada tratamiento. Durante el primer
mes de aclimatacion la sobrevivencia de las plantas sembradas en el sustrato de pellets
Jiffys® fue de un 12% mayor que en el sustrato mezcla; no obstante, esa diferencia
desaparecio6 en el segundo mes ya que ambos porcentajes fueron iguales (Fig. 20 D,E) y
mas bien al final del tercer mes, cuando las plantas fueron transplantadas a bolsa, habia un

mayor numero de plantas en el sustrato mezcla (Figura 19).
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Figura 19. Porcentaje de sobrevivencia de plantas del clon UF-273 en fase de aclimatacion
en invernadero sobre dos tipos diferentes de sustrato en tres tiempos de evaluacion.
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PELLETS SUSTRATO

Figura 20. A) Plantas antes de ser aclimatadas. B) Siembra en pellets Jiffys. C) Siembra en
sustrato. D) Desarrollo de plantas en sustrato dos meses después del transplante. E)
Desarrollo de plantas en pellets dos meses después del transplante. F) Transplante a bolsa
de plantas producidas en sustrato. G) Transplante a bolsa de plantas producidas en pellets.
H) Plantas después de tres meses de aclimatacion.
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Aunque los pellets resultaron un mejor sustrato de aclimatacion al inicio del
experimento, conforme transcurri6 el tiempo perdié efectividad y mas bien en el momento
del transplante a bolsa (Fig. 20 F,G,H) eran menos las plantas sobrevivientes en este
sustrato. Este comportamiento puede deberse a que los pellets son un sustrato
individualizado para cada planta por tal motivo es dificil mantener una humedad uniforme
para todas; incluso, a pesar de que el riego fue homogéneo y permanente para todos,
algunos pellets se mostraban muy himedos y otros un poco secos, pese a que se
encontraban todos juntos en el mismo lugar. Con la mezcla no ocurrié lo mismo ya que
todas las plantas se encontraban sembradas en una misma bandeja plastica donde la
humedad era constante para todas las plantas.

Posiblemente, otro factor que influy6 en la pérdida de eficacia de los pellets es que a
pesar de que se hicieron fertilizaciones foliares periddicas, es un sustrato inerte por lo que
no tiene ningun nutriente que suplir a las plantas a través de las raices; por el contrario, la
mezcla tiene mas de 40% de suelo que contiene nutrientes que la planta puede sustraer

continuamente.
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5. CONCLUSIONES

En el proceso de induccion de la embriogénesis somadtica existe una interaccion
significativa entre los factores medio de cultivo, tipo de explante y genotipo, por lo

que es dificil concluir de manera definitiva para un solo factor de forma individual.

Se determino una interaccion directa entre el medio de cultivo y el tipo de explante.
En los clones UF-273, CC-137, CATIE R4 y CATIE R6 la mayor produccion de
embriones se obtuvo con el medio PCG y el explante estaminoide; por el contrario
los clones EET-183, ICS-95 y CATIE R7 la mejor respuesta fue cuando se utilizo el

medio de cultivo NT1 con el explante pétalo.

El patron sobre el cual esta injertado el clon afecta significativamente la respuesta in
vitro de ese clon. Los clones CATIE R4 y CATIE R6 injertados sobre el patron UF-

613 tuvieron una mejor respuesta en la produccion de embriones.

Se obtuvo la embriogénesis secundaria en los clones EET-183 y principalmente en
el clon UF-273. En este ultimo se observé un callo embriogénico friable que podria
servir como material de inicio de suspensiones celulares. Esto no solamente
favoreceria la disponibilidad permanente de material embriogénico sino que
también haria crecer de manera exponencial los cultivos embriogénicos y

potencialmente la cantidad de plantas.

Para los clones EET-183 y UF-273, el mejor medio de cultivo para el desarrollo de
los embriones y lograr una buena conversion en planta fue el medio PEC. El tamafo
inicial de embrion de mas de seis milimetros (+6mm) fue el que menos cantidad de

embriones muertos y malformados produjo.

Es posible el desarrollo de embriones y la conversion en planta en medio liquido en

recipientes con inmersion temporal. Durante la fase de desarrollo, las plantas en
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medio de cultivo liquido (RITA®) presentaron un porcentaje menor de embriones

malformados y muertos, con respecto al medio sélido.

La aclimatacion de plantas del clon UF-273 fue posible con buen resultado en dos
tipos diferentes de sustrato, lo que permitira evaluar el comportamiento agronoémico

en el campo de las plantas producidas in vitro.

Los resultados obtenidos en esta investigacion sirven de base para mejorar el
proceso de multiplicacion de plantas de cacao por medio de la embriogénesis
somadtica, lo que abre la posibilidad de en el futuro establecer un protocolo eficiente
de multiplicacion masiva de los clones seleccionados por el Programa de

Mejoramiento Genético del CATIE.
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6. RECOMENDACIONES

N Es necesario profundizar la investigacion sobre el efecto de los portainjertos en la
respuesta embriogénica del clon y abarcar la totalidad de los portainjertos que se dispongan
para los clones de interés con el proposito de corroborar el resultado obtenido y observar el

efecto de nuevos portainjertos.

. Iniciar suspensiones celulares con el callo embriogénico friable encontrado en la
embriogénesis secundaria para determinar la viabilidad de proliferacion de las células

embriogénicas y su capacidad de regeneracion.

N Continuar la investigacion del desarrollo de plantas en medio liquido en
inmersion temporal, evaluando mdas densidades de cultivo, tiempos y frecuencias de

inmersion.

. Iniciar ensayos tendientes a mejorar la conversion en planta para disminuir las

anormalidades y las plantas muertas.
> Llevar a campo las plantas aclimatadas para evaluar el comportamiento

agronémico de las plantas producidas in vitro y determinar la posible existencia o no de

variantes somaclonales.
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Anexo 1

A.1 Salidas de SAS

A.1.1 Andlisis estadistico del experimento Induccion I

The SAS System 3
10:49 Sunday, December 31, 2006

The GLM Procedure

Dependent Variable: EMBPROM_RC

Sum of

Source DF Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 15 39.78319439 2.65221296 136.65 <.0001
Error 717 13.91582136 0.01940840

Corrected Total 732 53.69901575

R-Square Coeff Var Root MSE EMBPROM_RC Mean
0.740855 17.58761 0.139314 0.792115

Source DF Type I SS Mean Square F Value Pr > F
CLON 3 9.62155629 3.20718543 165.25 <.0001
MEDIO 1 1.81310889 1.81310889 93.42 <.0001
EXPL 1 1.38833793 1.38833793 71.53 <.0001
CLON*MEDIO 3 6.87827629 2.29275876 118.13 <.0001
CLON*EXPL 3 8.48581749 2.82860583 145.74  <.0001
MEDIO*EXPL 1 3.44226632 3.44226632 177.36  <.0001
CLON*MEDIO*EXPL 3 8.15383119 2.71794373 140.04  <.0001
Source DF Type III SS Mean Square F Value Pr > F
CLON 3 9.52069228 3.17356409 163.51 <.0001
MEDIO 1 2.09303770 2.09303770 107.84  <.0001
EXPL 1 1.44422693 1.44422693 74.41  <.0001
CLON*MEDIO 3 7.26304966 2.42101655 124.74  <.0001
CLON*EXPL 3 7.98453637 2.66151212 137.13 <.0001
MEDIO*EXPL 1 3.69122781 3.69122781 190.19 <.0001
CLON*MEDIO*EXPL 3 8.15383119 2.71794373 140.04  <.0001
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A.1.2 Andlisis estadistico experimento Embriogénesis secundaria

MEDIAS INTERACCION MEDIO EXPL

Variable

Emb_prod
Emb_prod
Emb_prod
Agreg
Agreg
Agreg

Varia

Emb_p
Emb_p
Emb_p
Agreg
Agreg
Agreg

Variable

Emb_prod
Emb_prod
Agreg
Agreg

Vari

Emb_
Agre

Clon

EET-183
UF-273
Diff (1-2)
EET-183
UF-273
Diff (1-2)

ble Clon

rod EET-183

rod UF-273

rod Diff (1-2)
EET-183
UF-273
Diff (1-2)

Method

Pooled

13
25

13
25

Satterthwaite

Pooled

Satterthwaite

able Method

prod Folded
g Folded

E

F
F

09:04 Tuesday, November 7, 2006

The TTEST Procedure

1

Statistics
Lower CL Upper CL Lo
Mean Mean Mean S
13.368 22.769 32.17
0.4633 1.6 2.7367
14.748 21.169 27.59
0.6282 1.5385 2.4488
0.0611 0.32 0.5789
0.5185 1.2185 1.9184
Statistics
Upper CL
Std Dev Std Err Minimum
25.681 4.3148 2
3.8309 0.5508 0
12.027 3.1661
2.4867 0.4178 0
0.8725 0.1254 7]
1.311 0.3451
T-Tests
Variances DF t Value
Equal 36 6.69
Unequal 12.4 4.87
Equal 36 3.53
Unequal 14.2 2.79
quality of Variances
Num DF Den DF F Value
12 24 31.92
12 24 5.77

wer CL
td Dev S

11.156
2.1502
7.5296
1.0802
0.4897
0.8208

Maximum

50
10

Pr >

<.0
0.0
0.0
0.0

Pr > F

<.0001
0.0003

td Dev

15.557
2.7538
9.2591
1.5064
0.6272
1.0093

It

001
004
012
142
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A.1.3 Analisis estadistico experimento Desarrollo de embriones

The SAS System 39
13:30 Sunday, December 31, 2006

The GLM Procedure

Dependent Variable: CRECTOTAL_RC

Sum of

Source DF Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 13 54.90965917 4.22381994 4.09 0.0012
Error 25 25.81548000 1.03261920

Corrected Total 38 80.72513917

R-Square Coeff Var Root MSE CRECTOTAL_RC Mean
0.680205 29.54762 1.016179 3.439122

Source DF Type I SS Mean Square F Value Pr > F
CLON 1 4.76453644 4.76453644 4.61 0.0416
MEDIO 1 13.56180786 13.56180786 13.13 0.0013
TAMANO 3 2.10510924 0.70170308 0.68 0.5728
CLON*MEDIO 1 9.16149051 9.16149051 8.87 0.0064
CLON*TAMANO 2 15.03742327 7.51871163 7.28 0.0032
MEDIO*TAMANO 3 1.57799569 0.52599856 0.51 0.6794
CLON*MEDIO*TAMANO 2 8.70129616 4.35064808 4.21 0.0265
Source DF Type III SS Mean Square F Value Pr > F
CLON 1 5.54528030 5.54528030 5.37 0.0290
MEDIO 1 21.83950097 21.83950097 21.15 ©0.0001
TAMANO 3 1.78638438 0.59546146 0.58 0.6357
CLON*MEDIO 1 10.45953148 10.45953148 10.13 0.0039
CLON*TAMANO 2 14.44849871 7.22424936 7.00 0.0039
MEDIO*TAMANO 3 0.48413205 0.16137735 0.16 0.9246
CLON*MEDIO*TAMANO 2 8.70129616 4.35064808 4.21 0.0265
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A.1.4 Andlisis estadistico experimento Medio Liquido — Medio Soélido

Analisis de la varianza

Variable N R2 R2 Aj Ccv
RAIZ_Hojas verdadera 17 0.45 0.20 72.69
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo IIl)

F._V. SC gl CM F p-valor

Modelo 46.77 5 9.35 1.81 0.1916
Tipo medio 0.94 1 0.94 0.18 0.6775
Densidad 30.73 2 15.36 2.97 0.0930
Tipo medio*Densidad 18.15 2 9.08 1.76 0.2180
Error 56.88 11 5.17
Total 103.65 16

Test:Duncan Alfa:=0.05
Error: 5.1707 gl: 11

Tipo medio Medias n
Sé6lido 2.92 9 A
Liquido 2.41 8 A

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0.05)

Test:Duncan Alfa:=0.05
Error: 5.1707 gl: 11

Densidad Medias n

10 4.44 9 A
40 2.07 4 A
20 1.48 4 A

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0.05)

Test:Duncan Alfa:=0.05
Error: 5.1707 gl: 11

Tipo medio Densidad Medias n

Liquido 10 5.47 4 A

Sé6lido 10 3.42 5 A B
Sélido 20 2.96 2 A B
Sélido 40 2.37 2 A B
Liquido 40 1.77 2 A B
Liquido 20 0.00 2 B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0.05)

Variable N R2 R2 Aj cv
RAIZ_Raices 17 0.90 0.86 13.17
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo IIl)

F._V. SC gl CM F p-valor
Modelo 78.00 5 15.60 20.48 <0.0001
Tipo medio 3.76 1 3.76 4.93 0.0483
Densidad 67.44 2 33.72 44.27 <0.0001
Tipo medio*Densidad 11.43 2 5.72 7.50 0.0088
Error 8.38 11 0.76
Total 86.38 16

Test:Duncan Alfa:=0.05
Error: 0.7618 gl: 11

Tipo medio Medias n
Sélido 6.45 9 A
Liquido 5.44 8 B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0.05)

Test:Duncan Alfa:=0.05
Error: 0.7618 gl: 11



Densidad Medias n

10 8.37 9 A
20 5.95 4 B
40 3.52 4 C

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0.05)

Test:Duncan Alfa:=0.05
Error: 0.7618 gl: 11

Tipo medio Densidad Medias n

Liquido 10 8.92 4 A

Sélido 10 7.81 5 A B

Sélido 20 6.67 2 B C

Liquido 20 5.24 2 C D

Sélido 40 4.87 2 D
Liquido 40 2.16 2 E

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0.05)

Variable N R2 R2 Aj Cv
RA1Z_Malformados 17 0.67 0.51 31.80
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo II11)

F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 46.77 5 9.35 4.37 0.0195
Tipo medio 27.41 1 27.41 12.81 0.0043
Densidad 15.57 2 7.79 3.64 0.0613
Tipo medio*Densidad 11.82 2 5.91 2.76 0.1067
Error 23.54 11 2.14
Total 70.31 16

Test:Duncan Alfa:=0.05
Error: 2.1400 gl: 11

Tipo medio Medias n
Sélido 5.58 9 A
Liquido 2.85 8 B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0.05)

Test:Duncan Alfa:=0.05
Error: 2.1400 gl: 11

Densidad Medias n

10 5.48 9 A

20 3.81 4 A B
40 3.35 4 B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0.05)

Test:Duncan Alfa:=0.05
Error: 2.1400 gl: 11

Tipo medio Densidad Medias n

Sélido 20 6.04 2 A

Sélido 10 5.76 5 A
Liquido 10 5.19 4 A

Sélido 40 4.93 2 A
Liquido 40 1.77 2 B
Liquido 20 1.58 2 B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0.05)
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Anexo 2
A.2 Composicion de los medios de cultivo

A.2.1 Medios de Penn State University

Medio
Solucion PCG SCG1 ED PEC
Macro DKW (A)(10X) 100 ml - 100 ml 100 ml
Macro DKW (B)(10X) 100 ml - 100 ml 100 ml
Sales McCown's - 23¢g - -
Micro DKW (100X) 10 ml - 10 ml 10 ml
Vitaminas DKW (200X) 5ml - 5ml 5ml
Vitaminas B5 (200X) - Sml - -
Aminodcidos (1000X) - - - 1 ml
Glutamina 250 mg - - -
Myo-Inositol 100 mg - - -
2,4-D (Img/ml) 2 ml 2 ml - -
TDZ (0.2mg/ml) 25 ul - - -
Kinetina (Img/ml) - 1 ml - -
KNO; - - - 300 mg
Agua de coco - 50 ml - -
Glucosa 20¢g 20g lg 20g
Sacarosa - - 30g 10g
pH 5.8 5.7 5.7 5.8
Phytagel 2g 22¢g 2¢g 1.75 g
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A.2.2 Medios de NESTLE

Medio

Solucién NTI NT2 G80 ENR-6 M21
Macro DKW (A)(10X) 100 ml - - - -
Macro DKW (B)(10X) 100 ml - - - -
Macro MS (200X) - 50 ml 25 ml 25 ml 50 ml
Micro DKW (100X) 10 ml 10 ml - Sml 10 ml
Micro MS (200X) - - 2.5 ml - -
Fe-EDTA MS (200X) - - 2.5ml - -
Vitaminas DKW(200X) S ml Sml 5 ml Sml 5 ml
Aminoacidos (1000X) 1 ml 1 ml 1 ml - 1 ml
Glicina - - - 2 mg -
Myo-Inositol - - - - -
2,4-D (Img/ml) 1 ml - - - -
2,4,5—-T (1mg/ml) - - - - I ml
Kinetina (1mg/ml) 0.25 ml - - - -
GA; 10 ™ - - 0.2 ml - -
ANA 107 - - 1 ml ; ;
2iP 10~ - - 2 ml - -
ABA 107 - - 1 ml - -
Carbon activado - - lg - -
Adenina 10 - 0.25 ml - - 2.5ml
Glucosa 30g 30g lg 10g 30g
Sacarosa - - 40¢g 5¢g -
pH 5.8 5.6 5.8 5.8 5.6
Phytagel 3g 3g 3g 1.75 ¢ 3g
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Anexo 3

Recipiente de inmersion temporal RITA®

& Air pumi\___ ' |

x -Soiangi‘d valve -

el

Funcionamiento del sistema de inmersion temporal RITA®

1. Explantes y medio liquido en el recipiente

2. Entrada de aire al recipiente

3. Inmersion de los explantes en el medio de cultivo liquido

4. Retorno del medio liquido por gravedad a la seccion inferior del recipiente
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